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Abstrakt  

Mortalita kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn² je st§le vysok§ a pravdŊpodobnŊ bude m²t 

v budoucnu tendenci se sp²ġe zvyġovat. PŚestoģe byla pops§na Śada zpŢsobŢ, jak odolnost 

myokardu vŢļi ischemicko-reperf¼zn²mu poġkozen² zvĨġit, minimum z nich bylo 

pŚeneseno do klinick® praxe. Kardioprotektivn² pŢsoben² chronick® hypoxie bylo pops§no 

jiģ v 60. letech minul®ho stolet². Jeho detailn² mechanismus nebyl doposud objasnŊn, 

ale byla identifikov§na Śada komponent, kter® se zde uplatŔuj². Jednou z nich je 

proteinkinasa C (PKC). Đloha PKC byla podrobnŊ pops§na v mechanismu ischemick®ho 

preconditioningu, jej² zapojen² v mechanismu kardioprotekce vyvolan® hypoxi² vġak 

zŢst§v§ nejasn®. Jedn²m z dŢvodŢ je mnoģstv² isoforem PKC, kter® maj² mnohdy 

protichŢdn® ¼ļinky, a tak® rŢznorodost pouģ²vanĨch hypoxickĨch modelŢ. V souvislosti 

s kardioprotekc² jsou nejļastŊji zmiŔov§ny isoformy PKCŭ a PKCŮ. C²lem m® pr§ce bylo 

analyzovat zmŊny tŊchto isoforem PKC na dvou rŢznĨch kardioprotektivn²ch modelech 

hypoxie ï intermitentn² hypobarick® (IHH) a kontinu§ln² normobarick® hypoxii (CNH). 

Z§roveŔ jsme po adaptaci na IHH sledovali c²lov® proteiny PKCŭ a PKCŮ, kter® by mohly 

bĨt do mechanismu kardioprotekce zapojeny. Jednalo se o proteiny spojen® s apoptosou 

a autofagi², s dynamikou mitochondri², odstraŔov§n²m toxickĨch aldehydŢ, metabolismem 

sfingolipidŢ a signalizac² pŚes gap junctions. Uk§zali jsme, ģe zat²mco adaptace na IHH 

vede k aktivaci PKCŭ, adaptace na CNH vede naopak k aktivaci PKCŮ. Pouģit² inhibiļn²ho 

peptidu KP-1633 specifick®ho pro PKCŮ potvrdilo, ģe je tato isoforma pro kardioprotekci 

vyvolanou CNH kl²ļov§. AnalĨza c²lovĨch proteinŢ PKC uk§zala, ģe pŚestoģe vede IHH 

ke zvĨġen² proapoptotickĨch proteinŢ rodiny Bcl-2, poļet apoptotickĨch bunŊk je niģġ². 

Z§roveŔ doġlo k aktivaci autofagie, d²ky kter® by mohlo doch§zet k rychlejġ²mu odstranŊn² 

poġkozenĨch organel, a mohla by tak pŚedstavovat mechanismus, kterĨm vede IHH 

ke kardioprotekci. ObjasnŊn² sign§ln²ch drah spojenĨch s kardioprotekc² vyvolanou 

adaptac² na chronickou hypoxii by mohlo pomoci pŚi l®ļbŊ ischemickĨch stavŢ.  
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Abstract 

 The mortality of cardiovascular diseases remains high and it likely tends to increase 

in the future. Although many ways how to increase the resistance against myocardial 

ischemia-reperfusion damage have been described, few of them were transferred into 

clinical practice. Cardioprotective effect of chronic hypoxia has been described during 60s 

of the last century. Its detailed mechanism has not been elucidated, but a number of 

components has been identified. One of these components presents protein kinase C (PKC). 

The role of PKC was described in detail in the mechanism of ischemic preconditioning, but 

its involvement in the mechanism of cardioprotection induced by chronic hypoxia remains 

unclear. One reason is the amount of PKC isoforms, which have often contradictory effects, 

and the diversity of hypoxic models used. The most frequently mentioned isoforms in 

connection with cardioprotection are PKCŭ and PKCŮ. The aim of my thesis was to analyze 

changes in these PKC isoforms at two different cardioprotective models of hypoxia ï 

intermittent hypobaric (IHH) and continuous normobaric hypoxia (CNH). We also 

examined the target proteins of PKCŭ and PKCŮ after the adaptation to IHH, which could 

be involved in the mechanism of cardioprotection. These included proteins associated with 

apoptosis and autophagy, mitochondrial dynamics, removal of toxic aldehydes, metabolism 

of sphingolipids and gap junctional communication. We have shown that while adaptation 

to IHH leads to PKCŭ activation, the adaptation to CNH leads to activation of PKCŮ. The 

use of PKCŮ inhibitory peptide KP-1633 confirmed that PKCŮ is a key isoform in 

cardioprotection induced by CNH. The analysis of PKC target proteins showed that 

although IHH led to an increase of proapoptotic proteins of Bcl-2 family, the number of 

apoptotic cells was lower. Simultaneously, the adaptation to IHH activated autophagy, 

through which it could lead to a faster removal of damaged organelles, and thus might 

contribute to of IHH-induced cardioprotection. Elucidation of signaling pathways 

associated with cardioprotection induced by adaptation to chronic hypoxia could help in the 

treatment of ischemic heart disease. 
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Seznam zkratek 

4-HNE 4-hydroxynonenal  

ALDH  aldehyddehydrogenasa 

ATG z angl. autophagy-related genes 

Bcl-2  z angl. B-cell lymphoma 2 

BH1-4 dom®ny 1-4 s homologi² Bcl-2 

Birc2  z angl. baculoviral IAP repeat-containing protein 2 

BKCa kan§ly drasl²kov® kan§ly s vysokou vodivost², Ś²zen® napŊt²m  

BNIP3 

a aktivovan® v§pn²kem 

z angl. BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 

C1-C4 konzervativn² dom®ny C1-C4 

CNH kontinu§ln² normobarick§ hypoxie  

COX2 cyklooxygenasa 2  

CS citr§tsyntasa 

CT z angl. treshold cycle 

Cx43 konexin 43  

cyto cytosol 

DAG diacylglycerol  

Drp1 z angl. dynamin-related protein 1 

E specifick§ efektivita  

ERK1/2  z angl. extracellular signal-regulated kinase 1/2 

FIO2 inspiraļn² koncentrace kysl²ku 

GAPDH  glyceraldehyd-3-fosf§tdehydrogenasa 

HIF-1Ŭ  z angl. hypoxia-inducible factor-1Ŭ  

HL-1 bunŊļn§ linie atri§ln²ch kardiomyocytŢ 

homo homogen§t 

HPRT1 hypoxantinguaninfosforibosyltransferasa 1  

IAP  z angl. inhibitor of apoptotic proteins 

IHH intermitentn² hypobarick§ hypoxie  

iNOS  inducibiln² syntasa oxidu dusnat®ho 

IR ischemicko-reperf¼zn²  

JNK  z angl. c-Jun NH2-terminal kinase 

KATP kan§ly drasl²kov® kan§ly z§visl® na ATP  

Keap1  z angl. Kelch-like erythroid cell-derived protein 1 

KP-1633  blokaļn² peptid pro PKCŮ 

KP-1723 kontroln² peptid  

LC3 z angl. microtubule-associated protein B-light chain 3 

LDH lakt§tdehydrogenasa 

LK lev§ komora 

MAP kinasa aktivovan§ mitogeny  

MDV z angl. mitochondria-derived vesicles  
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Mfn1,2 mitofusin 1,2 

MI metabolick§ inhibice  

mitoKATP mitochondri§ln² drasl²kov® kan§ly z§visl® na ATP  

MnSOD manganov§ superoxiddismutasa 

MPTP mitochondri§ln² p·ry, z angl. mitochondrial permeability transition pores 

N normoxie 

NFəB z angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NOS syntasa oxidu dusnat®ho 

Nrf2 z angl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

OPA1 z angl. optic atrophy 1  

part partikul§rn² frakce 

PB1 dom®ny Phox a Bem 1 

PDK1 kinasa z§visl§ na fosfoinositidu 1 

PI3K fosfatidylinositol-3-kinasa 

PK prav§ komora 

PKA proteinkinasa A  

PKC proteinkinasa C 

PLA2 fosfolipasa A2  

PMA forbol-12-myrist§t-13-acet§t  

P-PKCŭ fosforylovan§ proteinkinasa C ŭ 

P-PKCŮ fosforylovan§ proteinkinasa C Ů 

R re-energizace  

RACK receptory pro aktivovanou kinasu C 

RNS reaktivn² formy dus²ku  

ROS reaktivn² formy kysl²ku  

S1P sfingosin-1-fosf§t  

sarkKATP sarkolem§ln² drasl²kov® kan§ly z§visl® na ATP  

SDS dodecylsulf§t sodnĨ 

SPHK sfingosinkinasa 

TNFR2 receptor 2 pro TNFŬ 

TNFŬ  z angl. tumor necrosis factor Ŭ 

TUNEL z angl. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 

V1-V5 variabiln² dom®ny V1-V5 

XIAP   z angl. X-linked inhibitor of apoptosis protein 
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1  ĐVOD 

1.1 Protekce myokardu 

Jiģ des²tky let zauj²maj² kardiovaskul§rn² onemocnŊn² pŚedn² pŚ²ļky v pŚ²ļin§ch 

mortality celosvŊtovŊ, ve vyspŊlĨch zem²ch jsou dokonce na prvn²m m²stŊ. I pŚes velkĨ 

pokrok ve vĨzkumu vedouc² ke sn²ģen² mortality a morbidity tŊchto chorob bude podle 

odhadŢ SvŊtov® zdravotnick® organizace jejich vĨskyt v budoucnosti sp²ġe rŢst, nikoliv 

se sniģovat, a to jak ve vyspŊlĨch, tak v rozvojovĨch zem²ch. NejbŊģnŊjġ² formou 

kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn² je ischemick§ choroba srdeļn², na jej²ģ n§sledky zemŚelo 

v roce 2012 7,4 milionu lid² (WHO 2014).  

Pro spr§vnou funkci myokardu je nezbytnĨ neust§lĨ pŚ²sun kysl²ku a ģivin. BŊhem 

ischemickĨch stavŢ vġak doch§z² k jeho poklesu ļi ¼pln®mu pŚeruġen², tzv. ischemii. Kles§ 

oxidativn² fosforylace (Opie 1990), bunŊļnĨ metabolismus pŚep²n§ na anaerobn² glykolĨzu, 

hromad² se lakt§t a kles§ pH (Powers 2007). Jiģ 30 min po zaļ§tku ischemie se pH 

pohybuje v rozmez² 5,5-6,0 (Borges 2015). Nast§v§ intracelul§rn² pŚet²ģen² bunŊk Na
+
 

a Ca
2+

 (Avkiran 2002, Hausenloy 2013), doch§z² k nadprodukci reaktivn²ch forem kysl²ku 

(ROS), lipidovĨm peroxidac²m, poġkozen² kontraktiln²ch proteinŢ, ztr§tŊ bunŊļnĨch funkc² 

a v koneļn®m dŢsledku aģ k bunŊļn® smrti (Golbidi 2011, Hausenloy 2013). 

Pro pŚeģit² myokardu je nezbytn® obnoven² prŢtoku krve, tzv. reperf¼ze. Dan² 

za obnoven² prŢtoku je vġak jeġtŊ dalġ² poġkozen² myokardu (Piper 1998). BŊhem prvn²ch 

okamģikŢ reperf¼ze doch§z² k nadmŊrn® produkci ROS v mitochondri²ch (Zweier 1987). 

Z§roveŔ narŢst§ jiģ tak zvĨġen§ intracelul§rn² koncentrace Ca
2+

, vyplavuje se lakt§t a rychle 

roste pH. Vġechny tyto zmŊny pŚisp²vaj² k otevŚen² mitochondri§ln²ch p·rŢ (MPTP, z angl. 

mitochondrial permeability transition pores) (Griffiths 1995, Halestrap 2004). Doch§z² 

ke ztr§tŊ mitochondri§ln²ho membr§nov®ho potenci§lu, odpojen² oxidativn² fosforylace 

a vyļerp§n² ATP. BŊhem reperf¼ze vznikaj² v myokardu komorov® arytmie, nast§v§ 

kontraktiln² dysfunkce (srdeļn² stunning), mikrovaskul§rn² obstrukce aģ let§ln² srdeļn² 

reperf¼zn² poġkozen² charakterizovan® smrt² kardiomyocytŢ (Hausenloy 2013). Odhaduje 

se, ģe reperf¼zn² poġkozen² se na vĨsledn® infarktov® oblasti pod²l² zhruba 50% (Yellon 

2007). Rozsah ischemicko-reperf¼zn²ho (IR) poġkozen² myokardu nen² z§vislĨ jen na dobŊ 

trv§n² ischemie a na prŢbŊhu obnoven² koron§rn² cirkulace pŚi reperf¼zi (Budas 2007), 

ale tak® na vlastn² odolnosti srdeļn²ho svalu vŢļi nedostatku kysl²ku (Peart 2008).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Avkiran%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11869836
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Organismus je vybaven vrozenĨmi adaptivn²mi mechanismy, pomoc² nichģ je 

schopnĨ zvĨġit odolnost myokardu k akutn²mu ļi chronick®mu nedostatku kysl²ku (Kol§Ś 

2004). Existuje Śada moģnost² a pŚ²stupŢ, kter® tyto endogenn² protektivn² mechanismy 

aktivuj². řad²me mezi nŊ: 

 

ǒ kr§tkodobou adaptaci na stresovĨ podnŊt (tzv. conditioning), napŚ. na s®rii 

kr§tkĨch ischemickĨch epizod ï ischemickĨ conditioning 

ǒ dlouhodobou adaptaci na stresovĨ podnŊt ï napŚ. na hypoxii (Kol§Ś 2004), 

cviļen² (Powers 2008) nebo sn²ģenĨ kalorickĨ pŚ²jem (Shinmura 2005) 

1.1.1 IschemickĨ preconditioning 

IschemickĨ preconditioning byl poprv® pops§n Murrym a spol. v roce 1986, kterĨ 

na ps²m modelu uk§zal, ģe 4 cykly 5-minutov® ischemie (koron§rn² okluze) a 5-minutov® 

reperf¼ze sniģuj² velikost infarktu myokardu vyvolan®ho n§slednou 40-minutovou let§ln² 

okluz² s reperf¼z² (Murry 1986). VĨzkum ischemick®ho preconditioningu pŚinesl Śadu 

cennĨch poznatkŢ k objasnŊn² sign§ln²ch drah endogenn² protekce. Jeho vyuģit² v praxi je 

vġak limitov§no nutnost² aplikace pŚed vlastn² let§ln² ischemi² a tak® pomŊrnŊ kr§tkou 

dobou protekce trvaj²c² maxim§lnŊ 72 hodin (Baxter 1997). 

1.1.2 IschemickĨ postconditioning  

BŊhem ischemick®ho postconditioningu je nŊkolik kr§tkĨch cyklŢ ischemie 

a reperf¼ze uskuteļnŊno bezprostŚednŊ na poļ§tku reperf¼ze po dlouhodob® ischemii (Zhao 

2003), d²ky ļemuģ mŢģe bĨt pouģit i u l®ļby pacientŢ s akutn²m infarktem myokardu 

(Laskey 2005). PozorovanĨ pokles velikosti infarktu myokardu je srovnatelnĨ jako 

u ischemick®ho preconditioningu (Zhao 2003).  

1.1.3 IschemickĨ conditioning na d§lku  

Prvn² experiment§ln² studi² popisuj²c² preconditioning na d§lku byla pr§ce 

Przyklenkov® a spol. v roce 1993, kter§ uk§zala, ģe 45-minutov® cykly okluze a reokluze 

aplikovan® na arteria circumflexa sniģuj² velikost infarktu myokardu vyvolan®ho 45-

minutovou okluz² a 3-hodinou reperf¼z² pŚedn² sestupn® vŊtve lev® vŊnļit® tepny 

(Przyklenk 1993). Oproti ischemick®mu pre- a postconditioningu nen² u ischemick®ho 
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conditioningu na d§lku tŚeba intervence pŚ²mo na srdci. MŢģe bĨt aplikov§n dokonce 

neinvazivnŊ, napŚ. pomoc² ġkrtidla um²stŊn®ho na doln² konļetinŊ (Oxman 1997), nebo 

pouhĨm stlaļen²m a povolen²m standardn² manģety na mŊŚen² tlaku um²stŊn® nad loktem 

(Gunaydin 2000, Kharbanda 2002). IschemickĨ conditioning dŊl²me na pre-, per- ļi post- 

podle toho, je-li aplikov§n pŚed let§ln² ischemi², bŊhem n², nebo aģ v dobŊ reperf¼ze.  

1.1.4 Adaptace na cviļen² 

Nedostatek fyzick® aktivity je povaģov§n za jeden z hlavn²ch rizikovĨch faktorŢ 

kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn². Cviļen² pŢsob² prospŊġnŊ, sniģuje obezitu, obsah 

cholesterolu ļi vysokĨ krevn² tlak a z§roveŔ pŢsob² na srdce kardioprotektivnŊ i svĨm 

pŚ²mĨm vlivem (Golbidi 2011, Powers 2002, Powers 2008). Sniģuje poļet ischemicko-

reperf¼zn²ch arytmi² (Frasier 2013, Miller 2012), sniģuje myokardi§ln² stunning (French 

2006, Taylor 2007) a velikost infarktu myokardu (Frasier 2013, Quindry 2007). ProspŊġn® 

¼ļinky pravideln® fyzick® z§tŊģe byly pops§ny jiģ v roce 1978 na myġ²m modelu plav§n² 

(McElroy 1978). VĨhodou kardioprotekce vyvolan® fyzickou aktivitou je, ģe k jej²mu 

vyvol§n² staļ² pouze nŊkolik po sobŊ n§sleduj²c²ch dnŢ cviļen² (French 2008, Hamilton 

2003) a ģe pŚetrv§v§ aģ nŊkolik tĨdnŢ po ukonļen² pravideln® fyzick® aktivity (Esposito 

2011).  

1.1.5 Adaptace na chronickou hypoxii 

Chronickou hypoxii ch§peme jako nedostateļn® z§soben² tk§nŊ nebo organismu 

kysl²kem. Na rozd²l od ischemie je zachov§v§n koron§rn² prŢtok, a nen² tedy naruġeno 

z§soben² myokardu substr§ty, ani odstraŔov§n² odpadn²ch produktŢ (Moret 1980). Hypoxie 

je nejļastŊji zpŢsobena sn²ģenou transportn² kapacitou krve pro kysl²k (anemick§ hypoxie), 

sn²ģenĨm prŢtokem krve (ischemick§ hypoxie) nebo sn²ģenĨm parci§ln²m tlakem kysl²ku 

v arteri§rn² krvi, ke kter®mu doch§z² napŚ. pŚi pobytu ve vysok® nadmoŚsk® vĨġce (hypoxie 

syst®mov§; hypoxemick§) (OġŠ§dal 2007). Term²n Ăvysok§ nadmoŚsk§ vĨġkañ nen² jasnŊ 

definov§n, uk§zalo se vġak, ģe typick® projevy chronick® hypoxie u potkana jsou patrn® jiģ 

pŚi adaptaci na vĨġku 1350 m (Kol§Ś 1988). Adaptace na chronickou hypoxii (na vysokou 

nadmoŚskou vĨġku) je spojena s Śadou prospŊġnĨch, ale i negativn²ch zmŊn v organismu.  

Chronick§ hypoxie ovlivŔuje krevn² cirkulaci. Zvyġuje poļet erytrocytŢ, a tedy 

i koncentraci hemoglobinu, coģ vede k vŊtġ² transportn² kapacitŊ krve pro kysl²k (KasalickĨ 

1977, Scheel 1990). V syst®mov® cirkulaci pŢsob² chronick§ hypoxie vazodilataļnŊ 
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(OġŠ§dal 2007), v plicn² cirkulaci pŢsob² naopak vazokonstrikļnŊ (Canepa 1956). 

DŢsledkem je plicn² hypertenze vedouc² ke vzniku hypertrofie prav® srdeļn² komory 

(Hampl 2000, Kol§Ś 1989), kter§ mŢģe zpŢsobit aģ srdeļn² selh§n² (Kol§Ś 1991). 

Doch§z² tak® k zmŊn§m v energetick®m metabolismu (Essop 2007, Wang 2012). 

Zvyġuje se kapacita anaerobn²ho metabolismu, vyuģit² glukosy (hexokinasa) a roste 

kapacita pro synt®zu a degradaci lakt§tu (lakt§tdehydrogenasa). Na druhou stranu je sn²ģena 

schopnost odbour§vat mastn® kyseliny (Deindl 2003). Zvyġuje se tak® plicn² objem, aktivn² 

povrch plic a dif¼zn² kapacita pro vĨmŊnu plynŢ (Moret 1980).  

1.1.5.1 Kardioprotektivn² ¼ļinky chronick® hypoxie 

Niģġ² vĨskyt infarktu myokardu a niģġ² mortalita na ischemickou chorobu srdeļn² 

byly u lid² ģij²c²ch ve vysokĨch nadmoŚskĨch vĨġk§ch pops§ny jiģ v pades§tĨch letech 

minul®ho stolet² (Hurtado 1960). Ke stejn®mu z§vŊru doġel ve sv® ned§vn® studii i Ezzati 

a spol. (Ezzati 2012). V souladu s vĨsledky epidemiologickĨch pozorov§n² byly studie 

Kopeck®ho, Poupy a Widimsk®ho, kter® uk§zaly, ģe adaptace na experiment§lnŊ 

simulovanou hypoxii m§ kardioprotektivn² ¼ļinky (KopeckĨ 1958, Poupa 1966, WidimskĨ 

1973). Bylo zjiġtŊno, ģe po adaptaci na hypoxii se zvyġuje odolnost myokardu vŢļi vġem 

ġkodlivĨm projevŢm nedostatku kysl²ku ï doch§z² ke zmenġen² velikosti infarktu myokardu 

(Neck§Ś 2005, Ravingerov§ 2007), k poklesu vĨskytu a z§vaģnosti komorovĨch arytmi² 

(Asemu 2000) a zlepġen² obnovy kontraktility myokardu bŊhem reperf¼ze (Neck§Ś 2005, 

Rafiee 2002, Xie 2005). Z§roveŔ se zpomaluje vyļerp§n² z§sob ATP (Opie 1978) a sniģuje 

se vyplavov§n² lakt§tdehydrogenasy z bunŊk (Wang 2011). Z hlediska terapeutick®ho 

vyuģit² m§ hypoxie oproti preconditioningu podstatnou vĨhodu, jelikoģ jej² 

kardioprotektivn² ¼ļinky pŚetrv§vaj² tĨdny aģ mŊs²ce od hypoxick® expozice (Cai 2003, 

Neck§Ś 2004).  

1.1.5.2 Modely hypoxie 

VĨslednĨ ¼ļinek hypoxie je z§vislĨ na dan®m hypoxick®m modelu. Jednotliv® 

modely hypoxie se liġ² stupnŊm (obsah, popŚ. parci§ln² tlak kysl²ku), ļetnost² a d®lkou 

reoxygenaļn²ch period, d®lkou adaptace nebo typem komory (normobarick§ vs. 

hypobarick§) (obr. 1). Studie Neck§Śe a spol. uk§zala, ģe zat²mco kontinu§ln² normobarick§ 

hypoxie (CNH) (10% O2 kontinu§lnŊ po dobu 3 tĨdnŢ) sniģuje velikost infarktu, opakovan® 

60-minutov® pŚeruġen²  hypoxick® expozice (intermitentn² normobarick§ hypoxie 23 
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hod/den) vede ke zruġen² kardioprotekce (Neck§Ś 2013). Oproti tomu jinĨ model 

intermitentn² normobarick® hypoxie stejn®ho stupnŊ s delġ² normoxickou periodou (8 

hod/den, 5 dnŢ/tĨden, celkem 3 tĨdny) sniģuje velikost infarktu myokardu (Kaġparov§ 

2015), stejnŊ tak jako intermitentn² hypobarick§ hypoxie (IHH) odpov²daj²c² nadmoŚsk® 

vĨġce 7000 m (8 hod/den, 5 dnŢ/tĨden, celkem 5 tĨdnŢ) (Neck§Ś 2002a). D®lka denn² 

normoxick® periody je tedy pro rozvoj kardioprotekce kritickĨm faktorem. 

Đļinky hypoxie jsou z§visl® tak® na druhu pouģitĨch experiment§ln²ch zv²Śat 

(Manukhina 2013, Wauthy 2004, Zong 2004), jejich vŊku (La Padula 2005, OġŠ§dalov§ 

2002), pohlav² (OġŠ§dal 1984, Xue 2009) a dietŊ (Hlav§ļkov§ 2007).  

Pouģit² odliġnĨch adaptaļn²ch protokolŢ komplikuje interpretaci vĨsledkŢ z²skanĨch 

v jednotlivĨch studi²ch. Na druhou stranu m§ sv® opodstatnŊn², protoģe mykoard mŢģe bĨt 

vystaven ŚadŊ typŢ hypoxie, a to buŅ pŚirozenŊ (bŊhem intrauterinn²ho vĨvoje nebo u lid² 

ģij²c²ch ve vysok® nadmoŚsk® vĨġce) nebo bŊhem patofyziologickĨch procesŢ (sp§nkov§ 

apnoe, ischemick§ choroba srdeļn² apod.) (OġŠ§dal 2007).  

 

 

Obr. 1: Typy hypoxie. 
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1.1.5.3 Molekul§rn² mechanismy kardioprotekce vyvolan® chronickou hypoxi² 

 O pŚ²znivĨch ¼ļinc²ch adaptace na chronickou hypoxii v²me jiģ des²tky let. Byla 

pops§na cel§ Śada sign§ln²ch drah a jejich komponent, detailn² molekul§rn² mechanismus 

kardioprotekce vyvolan® adaptac² na chronickou hypoxii vġak nebyl doposud objasnŊn.  

 Jednotliv® protektivn² pŚ²stupy mnohdy sd²l² spoleļn® sign§ln² dr§hy. Studie 

Neck§Śe a spol. uk§zala, ģe kombinace chronick® hypoxie a ischemick®ho preconditioningu 

nevede k prohlouben² protektivn²ho ¼ļinku (Neck§Ś 2002a). K podobn®mu z§vŊru doġla 

i Al§nov§ a spol. po pod§v§n² protektivn²ho donoru NO molsidominu nebo inhibitoru 

fosfodiesterasy-5 sildenafilu v kombinaci s adaptac² na chronickou hypoxii (Al§nov§ 

2015).  

 V sign§ln²ch drah§ch kardioprotekce jsou zapojeny des²tky spouġtŊc²ch faktorŢ, 

medi§torŢ a efektorŢ. V n§sleduj²c²ch odstavc²ch budou pops§ny nejļastŊji zmiŔovan® 

komponenty kardioprotektivn² signalizace.  

1.1.5.3.1 Transkripļn² faktory 

 Hypoxie ovlivŔuje expresi Śady transkripļn²ch faktorŢ uplaŔuj²c²ch se 

v kardioprotektivn² signalizaci. NejļastŊji zmiŔovanĨmi transkripļn²mi faktory jsou HIF-

1Ŭ, Nrf2, TNFŬ a NFəB. 

 

HIF -1Ŭ 

HIF-1Ŭ (z angl. hypoxia-inducible factor-1Ŭ) je hlavn²m regulaļn²m transkripļn²m 

faktorem Ś²d²c²m bunŊļn® odpovŊdi bŊhem hypoxie. Je zahrnut v regulaci genŢ zapojenĨch 

v bunŊļn®m metabolismu (napŚ. glykolytickĨch enzymŢ), angiogenesi ļi reakci na stres 

(Semenza 2001, Wu 2013). Uk§zalo se, ģe kardioprotekce vyvolan§ hypoxi² je 

zprostŚedkovan§ HIF-1Ŭ (Belaidi 2008) a ģe u myġ² s delec² HIF-1Ŭ se kardioprotektivn² 

¼ļinek hypoxie nevyvine (Cai 2003). Vymizen² protekce u myġ² s ļ§steļnou delec² HIF-1Ŭ 

bylo pozorov§no i u ischemick®ho preconditioningu (Cai 2008). 

 

Nrf2  

Nrf2 (z angl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) je kl²ļovĨm transkripļn²m 

faktorem reguluj²c²m expresi antioxidaļn²ch genŢ. Za standardn²ch podm²nek je v§zanĨ 
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na cytosolickĨ represorovĨ protein Keap1 (z angl. Kelch-like erythroid cell-derived protein 

1). BŊhem aktivace vġak doch§z² k disociaci komplexu Keap1/Nrf2, translokaci Nrf2 

do j§dra a aktivaci antioxidantŢ jako hemoxygenasy-1, superoxiddismutasy, 

glutathionperoxidasy ļi thioredoxinu-1 (Kaspar 2009, Nguyen 2009), kter® chr§n² srdce 

pŚed oxidaļn²m poġkozen²m (Li 2009). Nrf2 je regulov§n redoxn²m stavem (Leonard 

2006), ale tak® fosforylac². Bylo zjiġtŊno, ģe fosforylace Nrf2 na Ser40 pomoc² 

proteinkinasy C (PKC) vede k disociaci inhibiļn²ho komplexu Keap1/Nrf2 (Huang 2002) 

a ģe je tato fosforylace zprostŚedkov§na PKCŭ (Niture 2009). Z§roveŔ byl po adaptaci 

na hypoxii pozorov§n n§rŢst exprese Nrf2 mRNA (Kaġparov§ 2015).  

 

TNFŬ 

V protekci vyvolan® chronickou hypoxi² se uplatŔuje i transkripļn² faktor a kl²ļovĨ 

proz§nŊtlivĨ cytokin TNFŬ (z angl. tumor necrosis factor Ŭ). TNFŬ je spojov§n s infarktem 

myokardu ļi rozvojem ateroskler·zy (Kleinbongard 2011), ale z§roveŔ se ¼ļastn² 

i signalizace vedouc² k protekci (Lecour 2005, Skyschally 2007). Jeho vĨsledn® pŢsoben² je 

podobnŊ jako u reaktivn²ch forem kysl²ku (ROS) a dus²ku (RNS) z§visl® na jeho mnoģstv² 

(Lecour 2011, Sack 2002), urļit§ m²ra z§nŊtliv® odpovŊdi je vġak pro kardioprotekci 

nezbytn§. Bylo zjiġtŊno, ģe adaptace na CNH zvyġuje mnoģstv² TNFŬ a jeho receptoru 

TNFR2 (Chytilov§ 2015). Vzrostlo tak® mnoģstv² dalġ²ho proz§nŊtliv®ho cytokinu 

interleukinu 6 (Al§nov§ nepublikovan§ data) a kleslo mnoģstv² protiz§nŊtliv®ho 

interleukinu 10 (Chytilov§ 2015). Pod§n² inhibitoru TNFŬ infliximabu potlaļilo sn²ģen² 

velikosti infarktu myokardu pozorovan® po adaptaci na chronickou hypoxii (Chytilov§ 

2015).  

 

NFəB 

Transkripļn² faktor NFəB (z angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells) ovlivŔuje pro- i protiz§nŊtliv® sign§ln² dr§hy. Je aktivov§n pomoc² TNFŬ 

a ROS (Dhingra 2009, Fitzpatrick 2011) a jeho exprese se zvyġuje bŊhem adaptace 

na hypoxii (Chytilov§ 2015). Bylo zjiġtŊno, ģe pod§n² inhibitoru TNFŬ infliximabu ruġ² 

n§rŢst NFəB pozorovanĨ po hypoxii, stejnŊ tak jako kardioprotekci (Chytilov§ 2015).  
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1.1.5.3.2 Reaktivn² formy kysl²ku a dus²ku a antioxidaļn² syst®m 

Pro funkci myokardu je kl²ļov§ rovnov§ha mezi tvorbou ROS a antioxidaļn² 

kapacitou. NadmŊrn§ koncentrace ROS a RNS pŢsob² ġkodlivŊ. Z§roveŔ je vġak urļit§ 

hladina oxidaļn²ho stresu nezbytn§ pro spr§vn® fungov§n² organismu a je ned²lnou souļ§st² 

sign§ln²ch drah kardioprotekce vyvolan® chronickou hypoxi² (Zhang 2013). 

 Chronick§ hypoxie vede k oxidaļn²mu stresu. Zvyġuje se produkce ROS (Wang 

2011), sniģuje se pomŊr redukovanĨ/oxidovanĨ glutathion (Kol§Ś 2007), rostou lipidov® 

peroxidace (Chen 2005, Wang 2011) a zvyġuje se tvorba 3-nitrotyrosinu (Hlav§ļkov§ 2010, 

pŚ²loha B, Chytilov§ 2015). Pod§n² antioxidantu N-acetylcysteinu sniģuje oxidaļn² stres, 

ale z§roveŔ zcela ruġ² kardioprotekci vyvolanou hypoxi² (Kol§Ś 2007). Bylo zjiġtŊno, 

ģe adaptace na intermitentn² hypoxii zvyġuje aktivitu manganov® superoxiddismutasy 

(MnSOD) a tak® mnoģstv² tohoto proteinu v mitochondri§ln² frakci. Pod§n² N-

acetylcysteinu vedlo k potlaļen² tŊchto ¼ļinkŢ. Z§roveŔ se uk§zalo, ģe aktivita MnSOD 

negativnŊ koreluje s velikost² infarktu myokardu (Balkov§ 2011).  

 ZvĨġenou antioxidaļn² kapacitu pozorovala na kardioprotektivn²m modelu 

kontinu§ln² hypoxie tak® Kaġparov§ a spol. (Kaġparov§ 2015). Po hypoxii doġlo ke zvĨġen² 

exprese antioxidaļn²ch enzymŢ zapojenĨch do pŚ²m® degradace ROS (manganov® 

superoxiddismutasy, glutathionperoxidasy 4, peroxiredoxinu 2 a 5), enzymŢ zapojenĨch 

v udrģov§n² redoxn² homeost§zy uvnitŚ bunŊk (glutathionreduktasy, thioredoxinu 2 

a thioredoxinreduktasy 2) i antioxidantŢ spojenĨch s metabolismem ģeleza (akonitasy 2 

a hemoxygenasy 1) (Kaġparov§ 2015). Aktivace MnSOD na tomto modelu hypoxie byla 

pops§na i na proteinov® ¼rovni (Chytilov§ 2015, Neck§Ś 2013).  

 Svou roli v kardioprotekci hraj² i RNS, zejm®na NO. Chronick§ hypoxie zvyġuje 

v srdci koncentrace markerŢ NO ï cGMP, nitritŢ a nitr§tŢ (Manukhina 2006, Zhong 2002). 

Zvyġuje se tak® exprese a aktivita syntas oxidu dusnat®ho (NOS), aļkoli nen² zcela jasn® 

jakĨch isoforem. řada studi² uk§zala, ģe se po adaptaci na hypoxii aktivuje inducibiln² 

NOS (iNOS) (Grilli 2003, Chytilov§ 2015, Rouet-Benzineb 1999). Inhibitor iNOS 

aminoguanidin zruġil kardioprotekci vyvolanou chronickou hypoxi² (Ding 2005), stejnŊ tak 

jako obecnĨ inhibitor NOS L-NAME (Baker 1999). NO aktivuje guanyl§tcyklasu, ļ²mģ 

zvyġuje tvorbu cGMP. V srdci je cGMP degradov§n pomoc² fosfodiesterasy-5 (Giordano 

2001). Al§nov§ a spol. uk§zali, ģe pod§n² donoru NO molsidominu nebo inhibitoru 
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fosfodiesterasy-5 sildenafilu sniģuje velikost infarktu myokardu u normoxickĨch a ve stejn® 

m²Śe i u hypoxickĨch potkanŢ (Al§nov§ 2015).  

1.1.5.3.3 Iontov§ homeost§za 

 Pro funkci myokardu je nezbytn§ optim§ln² iontov§ rovnov§ha, na jej²mģ udrģen² se 

pod²l² cel§ Śada kan§lŢ a p·rŢ v bunŊļnĨch membr§n§ch. V souvislosti s kardioprotekc² 

jsou nejļastŊji zmiŔov§ny drasl²kov® kan§ly z§visl® na ATP (KATP kan§ly), mitochondri§ln² 

p·ry (MPTP) a drasl²kov® kan§ly s vysokou vodivost², Ś²zen® napŊt²m a aktivovan® 

v§pn²kem (BKCa kan§ly).  

 

KATP kan§ly 

V srdci se vyskytuj² dva typy KATP kan§lŢ ï sarkolem§ln² (sarkKATP) lokalizovan® 

na sarkolemŊ (Noma 1983) a mitochondri§ln² (mitoKATP) nach§zej²c² se na vnitŚn² 

mitochondri§ln² membr§nŊ (Inoue 1991). KATP kan§ly jsou za fyziologickĨch podm²nek 

uzavŚen®, sn²ģen§ koncentrace ATP v buŔk§ch vġak vede k jejich otevŚen² (Noma 1983). 

Bylo pops§no, ģe obecnĨ inhibitor KATP kan§lŢ glibenklamid zruġil kardioprotektivn² 

¼ļinky chronick® hypoxie (Bu 2015). StejnĨ vliv mŊlo i pod§n² 5-hydroxydekano§tu, 

selektivn²ho inhibitoru mitoKATP kan§lŢ (Bu 2015, Neck§Ś 2002b). S pouģit²m inhibitoru 

mitoKATP kan§lŢ a z§roveŔ aktiv§toru sarkKATP kan§lŢ MCC-134 uk§zali i Kol§Ś a spol., 

ģe v mechanismu kardioprotekce vyvolan® adaptac² na chronickou hypoxii se uplatŔuje 

sp²ġe mitochondri§ln² typ KATP kan§lŢ. Pod§n² tohoto inhibitoru zcela potlaļilo sn²ģen² 

poļtu arytmi² a sn²ģen² velikosti infarktu myokardu vyvolan® hypoxi² (Kol§Ś 2005). 

U kontroln²ch normoxickĨch skupin zv²Śat naopak obecnĨ aktiv§tor KATP kan§lŢ diazoxid 

sn²ģil velikost infarktu, zlepġil  obnovu kontraktility a sn²ģil  poļet ischemickĨch arytmi², 

a to na stejnou ¼roveŔ jako u hypoxick® skupiny. Aditivn² ¼ļinek na kardioprotekci vġak 

u hypoxick® skupiny nebyl pozorov§n (Asemu 1999, Bu 2015, Neck§Ś 2002a).  

 

BKCa kan§ly 

BKCa kan§ly jsou u komorovĨch myocytŢ lokalizov§ny na vnitŚn² membr§nŊ 

mitochondri² (Balderas 2015). Protektivn² vliv tohoto typu kan§lŢ na srdeļn² ischemii byl 

pops§n ve studii na morļatech, kde jejich aktiv§tory sn²ģily velikost infarktu myokardu (Xu 

2002). Borchert a spol. uk§zali na izolovanĨch kardiomyocytech, ģe aktiv§tor otv²r§n² BKCa 

kan§lŢ sniģuje uvolnŊn² lakt§tdehydrogenasy a jejich inhibitor paxillin tento pokles 
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potlaļuje (Borchert 2011). Đloha BKCa kan§lŢ ve zvĨġen® ischemick® odolnosti byla 

potvrzena i na myġ²ch s delec² genu pro tyto kan§ly (Singh 2013).  

 

MPTP 

MPTP jsou velk® nespecifick® p·ry lokalizovan® na vnitŚn² mitochondri§ln² 

membr§nŊ. Jejich pŚechodn§ aktivace se uplatŔuje v homeost§ze ROS a uvolnŊn² Ca
2+

 

(Heusch 2015) a bŊhem ischemick®ho preconditioningu pŢsob² protektivnŊ (Hausenloy 

2004). Dlouhodob® otevŚen² MPTP vġak umoģn² molekul§m vody a ve vodŊ rozpustnĨm 

l§tk§m vstup do mitochondri², doch§z² k naruġen² potenci§lu vnitŚn² mitochondri§ln² 

membr§ny, bobtn§n² mitochondri§ln² matrix, naruġen² vnŊjġ² mitochondri§ln² membr§ny 

a uvolnŊn² cytochromu c z intermembr§nov®ho prostoru do cytosolu, kde jsou aktivov§ny 

proteolytick® procesy a je zah§jena bunŊļn§ desintegrace (Bernardi 2015, Heusch 2010).  

BŊhem ischemie a reperf¼ze doch§z² k depolarizaci vnitŚn² mitochondri§ln² 

membr§ny a k n§rŢstu koncentrace anorganick®ho fosf§tu, ROS a RNS, coģ podporuje 

otv²r§n² MPTP (Heusch 2015). Na neonat§ln²ch potkanech bylo pops§no, ģe pod§n² 

aktiv§toru MPTP atraktylosidu potlaļuje u neonat§ln²ch potkanŢ kardioprotektivn² ¼ļinky 

chronick® hypoxie. Inhibitor MPTP cyklosporin A naopak vedl ke vzniku protekce 

v normoxick® skupinŊ (Bu 2015).  

1.1.5.3.4 EnergetickĨ metabolismus 

Adaptace na chronickou hypoxii vede k ŚadŊ zmŊn v energetick®m metabolismu, 

kter® slouģ² k udrģen² energetick® homeost§zy za podm²nek sn²ģen®ho mnoģstv² kysl²ku. 

Zat²mco za klidovĨch podm²nek jsou pro myokard hlavn²m zdrojem energie mastn® 

kyseliny (Opie 1969), bŊhem hypoxie doch§z² k pŚepnut² na metabolismus cukrŢ (Essop 

2007). Doch§z² ke sn²ģen² aktivity enzymu Ç-oxidace mastnĨch kyselin Ç-hydroxy-acyl-

CoAdehydrogenasy (Daneshrad 2000). Z§roveŔ jsou aktivov§ny mitochondri§ln² 

hexokinasy 1 a 2, kter® pŚedstavuj² kl²ļov® glykolytick® enzymy (Waskov§-Arnoġtov§ 

2014, Waskov§-Arnoġtov§ 2015). Adaptace na IHH vede k jejich translokaci 

na mitochondrie, kde pravdŊpodobnŊ zvyġuj² dostupnost ADP pro komplex V dĨchac²ho 

ŚetŊzce, ļ²mģ br§n² nadmŊrn® produkci ROS (Waskov§-Arnoġtov§ 2015). Energetick§ 

homeost§za bŊhem hypoxie je udrģov§na tak® pomoc² zvĨġen® respiraļn² kapacity 

mitochondri² (Essop 2007).  
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1.1.5.3.5 Metabolismus lipidŢ 

Odolnost srdce vŢļi IR poġkozen² ovlivŔuje tak® sloģen² mastnĨch kyselin v dietŊ. 

Zat²mco nasycen® mastn® kyseliny jsou povaģov§ny za ġkodliv®, dieta obohacen§ o n-3 

nebo n-6 polynenasycen® mastn® kyseliny pŢsob² kardioprotektivnŊ (Demaison 2002, Leaf 

2003). Uk§zalo se, ģe adaptace na IHH ovlivŔuje v myokardu potkanŢ sloģen² mastnĨch 

kyselin ve fosfolipidech, sniģuje pomŊr n-6/n-3 polynenasycenĨch mastnĨch kyselin 

a sniģuje index nenasycenosti (Jeģkov§ 2002). ZmŊny v zastoupen² mastnĨch kyselin 

v srdeļn²ch fosfolipidech by mohly pŚisp²vat ke zvĨġen® toleranci hypoxickĨch srdc² vŢļi 

IR poġkozen². Z§roveŔ bylo zjiġtŊno, ģe kombinace diety obohacen® o n-3 polynenasycen® 

mastn® kyseliny a IHH sniģuje vĨskyt arytmi² ve vŊtġ² m²Śe neģ samotn§ dieta obohacen§ 

o n-3. U normoxick® skupiny zv²Śat klesla velikost infarktu myokardu v²ce u skupiny 

s dietou obohacenou o n-6, neģ o n-3 polynenasycen® mastn® kyseliny. Adaptace na IHH 

vedla ke sn²ģen² velikosti infarktu myokardu u zv²Śat s dietou obohacenou o nasycen® a n-3 

polynenasycen® mastn® kyseliny, ale ve skupinŊ s n-6 nemŊla ģ§dnĨ efekt (Hlav§ļkov§ 

2007).  

 

Fosfolipasa A2 

Dalġ²m enzymem, kterĨ by se mohl uplatŔovat v mechanismu kardioprotekce 

vyvolan® chronickou hypoxi², je fosfolipasa A2 (PLA2), kter§ je zapojena do oprav 

a remodelace bunŊļnĨch mebr§n, a tak® do tvorby lipidovĨch sign§ln²ch molekul. Pom§h§ 

tak udrģovat membr§novou integritu, kter§ je pro spr§vn® fungov§n² myokardu nezbytn§. 

Aktivita PLA2 je regulov§na fosforylac² pomoc² PKC (Nemenoff 1993). Chronick§ 

hypoxie zvyġuje v myokardu lev® komory potkanŢ mnoģstv² cytosolick® PLA2Ŭ (M²ļov§ 

nepublikovan§ data, pŚ²loha C). 

 

Cyklooxygenasa 2 

Cyklooxygenasa 2 (COX2) je enzym uplatŔuj²c² se pŚi synt®ze eikosanoidŢ. Je 

aktivov§n proz§nŊtlivĨmi stimuly a vŊtġinou je spojov§n s negativn²m pŢsoben²m 

na kardiovaskul§rn² homeost§zu (Oshima 2006, Saito 2004). Na modelu preconditioningu 

se vġak uk§zalo, ģe doch§z² k jeho aktivaci, kter§ je nezbytn§ pro pozdn² f§zi (tzv. druh® 

okno) protekce (Bolli  2000). N§rŢst COX2 byl tak® pozorov§n na kardioprotektivn²ch 

modelech chronick® hypoxie (CNH a IHH) (Chytilov§ 2015, M²ļov§ nepublikovan§ data, 

pŚ²loha C).  
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1.1.5.3.6 Proteinkinasy 

Proteinkinasy jsou dalġ²mi dŢleģitĨmi medi§tory ¼ļastn²c²mi se mechanismu 

kardioprotekce vyvolan® chronickou hypoxi² (Kol§Ś 2009). Zapojen² fosfatidylinositol-3-

kinasy (PI3K) zkoumala Ravingerov§ a spol., kter§ uk§zala, ģe inhibitor PI3K/Akt 

LY294002 ļ§steļnŊ ruġ² pokles velikosti infarktu vyvolanĨ adaptac² na IHH (Ravingerov§ 

2007). PodobnŊ inhibitor Akt wortmannin potlaļil zlepġen² obnovy kontraktiln² funkce 

myokardu pozorovan® po hypoxii (Wang 2011). Rafiee a spol. uk§zali, ģe chronick§ 

hypoxie aktivuje v myokardu kr§l²kŢ kinasy aktivovan® mitogeny (MAP) p38 and JNK 

(z angl. c-Jun NH2-terminal kinase) a ģe inhibice tŊchto kinas vede ke zruġen² protekce 

(Rafiee 2002). Dalġ²mi kinasami, kter® by se kardioprotekce mohly ¼ļastnit, jsou ERK1/2 

(z angl. extracellular signal-regulated kinase 1/2) (Morel 2006, M²ļov§ nepublikovan§ data, 

pŚ²loha C), proteinkinasa A (PKA) (Yeung 2007) a v neposledn² ŚadŊ PKC. 

1.2 Proteinkinasa C  

 Proteinkinasa C (EC 2.7.11.13) byla objevena 

Nishizukou a jeho spolupracovn²ky jiģ v roce 1977 

(Inoue 1977, Takai 1977). NovĨ typ kinasy tehdy 

stanovili v potkan²ch j§trech a hovŊz²m mozku a cytosolu 

z potkan²ho mozku. Vzhledem k tomu, ģe tato kinasa 

dosahovala maxim§ln² enzymatick® aktivity 

v pŚ²tomnosti milimol§rn²ch koncentrac² Mg
2+

, byla 

nazv§na proteinkinasou M (Inoue 1977). Teprve o dva 

roky pozdŊji se uk§zalo, ģe Nishizuka a spol. 

nevyizoloval proenzym, ale katalytickou podjednotku, 

kter§ pro svou aktivitu potŚebuje pr§vŊ Mg
2+

, nikoli 

druh® posly. Pr§vŊ tehdy byla proteinkinasa C poprv® 

nazv§na proteinkinasou C (Takai 1979).  

 

Z§roveŔ se uk§zalo, ģe k jej² aktivaci je tŚeba diacylglycerol (DAG) (Takai 1979). 

VelkĨ posun ve vĨzkumu PKC znamenalo zjiġtŊn², ģe PKC je intracelul§rn²m receptorem 

pro forbolov® estery (Castagna 1982), d²ky ļemuģ se tento enzym na dlouhou dobu dostal 

do popŚed² vŊdeck®ho z§jmu.  

Obr. 2: Objevitel PKC Yasuto-

mi Nishizuka. 
PŚevzato z Nakamura 2010. 
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1.2.1 Struktura PKC  

PKC tvoŚ² rodinu pŚ²buznĨch serin/threoninovĨch kinas a je zahrnuta v mnoha 

sign§ln²ch drah§ch. Nishizuka a spol. popsali u savcŢ 10 isoforem PKC jiģ v osmdes§tĨch 

letech minul®ho stolet² (Nishizuka 1988). Souļasn® publikace uv§dŊj² existenci 10 aģ 12 

isoforem PKC. DŢvodem rozd²lnĨch poļtŢ jsou PKCɘ/PKCɚ a PKCɛ. PKCɘ/PKCɚ 

pŚedstavuj² lidsk® a myġ² ortology (Nishizuka 1995) a nŊkdy jsou proto poļ²t§ny jako dvŊ 

isoformy. Naproti tomu PKCɛ byla dŚ²ve Śazena do rodiny kinas proteinkinasy D (Parker 

2004), v dneġn² dobŊ ji vġak ch§peme jako jednu z isoforem PKC. 

Jednotliv® isoformy PKC sd²lej² spoleļn® strukturn² znaky (obr. 3). Jsou tvoŚeny 

jedinĨm polypeptidovĨm ŚetŊzcem sloģenĨm z regulaļn² oblasti (20-40 kDa) na N-konci 

a katalytick® oblasti (~45 kDa) na C-konci enzymu (Newton 2010, Steinberg 2008). 

V molekule PKC mŢģeme rozliġit aģ 4 konzervativn² dom®ny (C1-C4), mezi kterĨmi jsou 

oblasti s menġ² homologi² ï variabiln² dom®ny (V1-V5) (Kikkawa 1989, Newton 2010, 

Nishizuka 1988, Steinberg 2008). Regulaļn² a katalytick§ oblast enzymu je oddŊlena 

variabiln² dom®nou 3 (V3) (Steinberg 2008). Regulaļn² oblast obsahuje 

pseudosubstr§tovou sekvenci, kter§ bl²zce pŚipom²n§ rozpozn§vac² motiv pro substr§t. 

PŚi nepŚ²tomnosti aktiv§torŢ interaguje tato sekvence s vazebnĨm m²stem pro substr§t 

v katalytick® oblasti enzymu a br§n² tak jeho aktivaci (House 1987).  

V regulaļn² oblasti se z§roveŔ nach§zej² m²sta potŚebn§ pro nav§z§n² enzymu 

na membr§nu (Steinberg 2008). Katalytick§ oblast obsahuje dom®ny nezbytn® pro vazbu 

ATP a substr§tŢ (Newton 1995, Steinberg 2008, Webb 2000). Pro funkci PKC je podstatn§ 

tak® variabiln² dom®na 5 (V5). Ta obsahuje tzv. Ăturnñ motiv a hydrofobn² motiv, 

na kterĨch doch§z² k fosforylac²m enzymu, kter® jsou dŢleģitĨm prvkem regulace PKC 

(Steinberg 2008). 

Rodinu PKC dŊl²me na z§kladŊ rozd²ln® struktury N-koncov® regulaļn² oblasti 

enzymu, a tedy i na z§kladŊ rozd²lnĨch poģadavkŢ na aktiv§tory, do tŚ² skupin ï na klasick® 

(PKCŬ, Ç, ɔ), nov® (PKCŭ, Ů, ɖ, ɗ) a atypick® (PKCɝ, Ű, ɚ) (Barnett 2007, Duquesnes 2011, 

Steinberg 2008).  
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Obr. 3: Struktu ra PKC.  
PŚevzato z Poli 2014. 

 

 Vġechny isoformy PKC potŚebuj² ke sv® aktivaci fosfatidylserin, kterĨ je souļ§st² 

fosfolipidov® membr§ny. V poģadavc²ch na dalġ² aktiv§tory se vġak liġ². Klasick® PKC 

potŚebuj² ke sv® aktivaci Ca
2+

 a tak® DAG ļi forbolov® estery (Kazanietz 1993). Anionick® 

fosfolipidy v§ģe dom®na C2 v z§vislosti na Ca
2+
. DAG a forbolov® estery jsou v§z§ny 

pomoc² motivŢ C1A/C1B (Steinberg 2012). Nov® PKC jsou maxim§lnŊ aktivov§ny 

lipidovĨmi kofaktory (DAG a forbolovĨmi estery). Obsahuj² tandemov® motivy C1A/C1B 

a dom®nu C2, oproti klasickĨm PKC jsou vġak jejich pozice obr§cen® a dom®na C2 nev§ģe 

Ca
2+

 (Steinberg 2012). AtypickĨm PKC staļ² k dosaģen² maxim§ln² aktivity pouze 

fosfatidylserin (Chauhan 1990). Obsahuj² atypickou dom®nu C1, kter§ v§ģe 

fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosf§t a ceramid, ale nev§ģe DAG ļi forbolov® estery a obsahuje 

protein-protein interakļn² dom®nu PB1 (Phox a Bem 1), kter§ v§ģe kotv²c² proteiny 

obsahuj²c² PB1. Aktivace atypickĨch PKC je tak pŚiļ²tan§ protein-protein interakc²m 

a fosforylaci aktivaļn² smyļky pomoc² kinasy z§visl® na fosfoinositidu 1 (PDK1) 

(Steinberg 2012).  

1.2.2 Regulace PKC 

 Funkce PKC podl®h§ pŚ²sn® regulaci Śadou mechanismŢ. NejdŢleģitŊjġ² z nich jsou: 

 

1) translokace na membr§ny 

Translokace PKC z cytosolu na membr§ny je povaģov§na za hlavn² znak aktivace 

enzymu jiģ od zaļ§tku 80. let. Molekul§rn² podstata je zaloģena na interakci PKC 
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s fosfolipidy, kter® slouģ² jako molekul§rn² lepidlo drģ²c² PKC na membr§n§ch (Breitkreutz 

2007, Newton 2003). 

 

2) fosforylace/defosforylace 

PKC je regulov§na fosforylacemi na Ser/Thr, ale i Tyr zbytc²ch, kter® ovlivŔuj² 

stabilitu enzymu, jeho odolnost vŢļi proteas§m a fosfatas§m, protein-proteinov® interakce, 

subcelul§rn² lokalizaci a aktivitu (vļetnŊ substr§tov® specificity) (Steinberg 2008). PKC je 

syntetizov§na v neaktivn² defosforylovan® formŊ (Newton 1995). Pro maturaci enzymu je 

nezbytn§ s®rie tŚ² po sobŊ jdouc²ch fosforylac² na Ser/Thr. NejdŚ²ve doch§z² k fosforylaci 

v aktivaļn² smyļce pomoc² PDK1 (Le Good 1998). N§slednŊ je PDK1 uvolnŊna a doch§z² 

k odkryt² a fosforylaci dvou dalġ²ch fosforylaļn²ch m²st na karboxylov®m konci enzymu ï 

tzv. turn motivu a hydrof·bn²m motivu.  

PKC mohou bĨt fosforylov§ny tak® na tyrosinovĨch zbytc²ch (Konishi 1997). Tyto 

fosforylace jsou vĨznamn® zejm®na pro PKCŭ, u kter® tyrosinov§ fosforylace v katalytick® 

dom®nŊ zvyġuje jej² katalytickou aktivitu (Steinberg 2004).  

 

3) kotv²c² proteiny 

 Kl²ļovou roli ve specificitŊ sign§ln²ch drah jednotlivĨch isoforem PKC hraje jejich 

rŢzn§ subcelul§rn² lokalizace (bunŊļn§ membr§na, j§dro, Golgiho apar§t, mitochondrie 

nebo cytosol) (Disatnik 1994, Gallegos 2006), kter§ je zprostŚedkovan§ kotv²c²mi proteiny. 

Pro PKC bylo identifikov§no mnoho kotv²c²ch proteinŢ, d²ky kterĨm se PKC pŚemisŠuje 

do bl²zkosti svĨch substr§tŢ, regul§torŢ aktivity (jako jsou fosfatasy ļi kinasy) nebo 

do specifickĨch intracelul§rn²ch kompartmentŢ. NŊkter® kotv²c² proteiny reguluj² celou 

Śadu isoforem PKC, nŊkter® jsou specifick® pro urļitou isoformu (Newton 2003). Jedny 

z nejdŢleģitŊjġ²ch kotv²c²ch proteinŢ tvoŚ² rodina receptorŢ pro aktivovan® kinasy C 

(RACK). Pro PKCɓ byl identifikov§n RACK1 a pro PKCŮ RACK2 (ɓ-COP) (Mackay 

2001). Na z§kladŊ objevu RACK pro konkr®tn² isoformy PKC byly vytvoŚeny kr§tk® 

inhibiļn² ļi aktivaļn² peptidy, kter® specificky v§ģ² a tud²ģ inhibuj², resp. aktivuj² dan® PKC 

(Dorn 1999, Souroujon 1998), coģ vĨznamnŊ pŚispŊlo k pochopen² funkc² jednotlivĨch 

isoforem PKC. Pro PKCŭ a PKCὑ byly pops§ny inhibiļn² peptidy ŭV1-1 a ὑV1-2 (Inagaki 

2003, Johnson 1996). Do translokace PKC je zapojena Śada dalġ²ch substr§tŢ 

ļi adaptorovĨch proteinŢ (Kheifets 2006, Mochly-Rosen 1998).  
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4) ostatn² mechanismy - redoxn² regulace, regulace ġtŊpen²m kaspasami 

 PKC ve sv® struktuŚe obsahuj² zinkov® prsty, kter® jsou citliv® k redoxn² regulaci. 

Oxidanty poġkozuj² konformaci zinkovĨch prstŢ v regulaļn² dom®nŊ, ļ²mģ doch§z² 

k uvolnŊn² autoinhibice a k tvorbŊ katalyticky aktivn² formy PKC i bez pŚ²tomnosti Ca
2+

 

nebo fosfolipidŢ (Gopalakrishna 2008, Knock 2011). Oproti tomu poġkozen² cysteinovĨch 

zbytkŢ v katalytick® dom®nŊ PKC vede ke ztr§tŊ katalytick® aktivity enzymu (Knock 

2011). 

 Dalġ² moģnost² regulace funkce PKC je ġtŊpen² kaspasami ve V3 oblasti enzymu. 

Doch§z² tak k uvolnŊn² konstitutivnŊ aktivn² katalytick® podjednotky a regulaļn² dom®ny 

enzymu (Steinberg 2008). 

1.2.3 Chronick§ hypoxie a PKC v myokardu  

Zat²mco ¼loha PKC v rŢznĨch typech preconditioningu byla nesļetnŊkr§t potvrzena, 

jej² zapojen² v mechanismu kardioprotekce vyvolan® adaptac² na chronickou hypoxii 

zŢst§v§ ponŊkud kontroverzn², a to zejm®na z hlediska uplatnŊn² konkr®tn²ch isoforem 

PKC. VelkĨ posun ve vĨzkumu pŚinesl objev inhibitorŢ a blokaļn²ch peptidŢ PKC. V srdci 

jsou exprimov§ny isoformy Ŭ, ŭ, Ů a ɕ (Rybin 1994). V souvislosti s kardioprotekc² jsou 

nejļastŊji zmiŔov§ny isoformy ŭ, Ů a v menġ² m²Śe tak® Ŭ.  

Vliv adaptace na IHH na PKC zkoumali Neck§Ś a spol., kteŚ² uk§zali, ģe po hypoxii 

doch§z² v myokardu lev® komory ke zvĨġen² exprese PKCŭ v cytosolu a v jadern®, 

mitochondri§ln² a mikrosom§ln² frakci. Z§roveŔ doġlo k redistribuci PKCŭ z cytosolu 

do nukle§rnŊ-cytoskelet§rn² a mitochondri§ln² frakce. Exprese PKCŮ se nezmŊnila v ģ§dn® 

z analyzovanĨch frakc² (Neck§Ś 2005). Uk§zalo se, ģe obecnĨ inhibitor PKC chelerytrin 

kompletnŊ ruġ² kardioprotekci vyvolanou chronickou hypoxi², zat²mco selektivn² inhibitor 

PKCŭ rottlerin vede k jej²mu sn²ģen² (Neck§Ś 2005). Na stejn®m modelu bylo pops§no, 

ģe n§rŢst PKCŭ v homogen§tu a partikul§rn² frakci v myokardu lev® komory potkanŢ 

po adaptaci na IHH je z§vislĨ na oxidaļn²m stresu, protoģe pod§n² antioxidantu N-

acetylcysteinu tento efekt potlaļilo, stejnŊ tak jako sn²ģen² velikosti infarktu vyvolan® 

hypoxi². U PKCŮ byla po adaptaci na IHH patrn§ tendence k poklesu (Kol§Ś 2007). 

Hlav§ļkov§ a spol. uk§zali, ģe mnoģstv² PKCŭ v partikul§rn² frakci negativnŊ koreluje s 

velikost² infarktu myokardu (Hlav§ļkov§ 2007). Z§roveŔ bylo zjiġtŊno, ģe exprese PKCŭ, 

stejnŊ tak jako velikost infarktu myokardu a poļet arytmi², je po adaptaci na IHH ovlivnŊna 

sloģen²m mastnĨch kyselin v dietŊ (Hlav§ļkov§ 2007).  
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Wang a spol. uk§zali, ģe adaptace na IHH (5000 m, 4 hod/den, 4 tĨdny) zvyġuje 

fosforylaci PKCŮ v homogen§tu a ģe inhibice PKCŮ pomoc² ŮV1-2 ruġ² kardioprotektivn² 

¼ļinky hypoxie (Wang 2011). Uenoyama a spol. zjistili, ģe adaptace na kontinu§ln² 

hypobarickou hypoxii (10% O2, 5500 m, 21 dnŢ) sniģuje mnoģstv² PKCὑ v cytosolu. 

V membr§nov® frakci byl patrnĨ pouze n§znak poklesu. Mnoģstv² PKCŭ v cytosolu 

a membr§nov® frakci se nezmŊnilo (Uenoyama 2010). Ding a spol. uk§zali, ģe IHH 

(5000 m, 6 hod/den, 42 dnŢ) zvyġuje hladinu PKCŭ, PKCŮ a PKCŬ v partikul§rn² frakci, 

ale neovlivŔuje jejich mnoģstv² v cytosolu (Ding 2004). Zlepġen² obnovy kontraktility 

po hypoxii potlaļil  inhibitor PKC chelerytrin, coģ naznaļilo moģn® zapojen² PKC 

v mechanismu takto vyvolan® protekce (Ding 2004).  

Rouet-Benzineb a spol. uk§zali, ģe adaptace na intermitentn² normobarickou 

hypoxii (23 hod/den, 8, 15, 21 dnŢ, 10% O2) nevede v homogen§tu myokardu lev® komory 

potkanŢ k ģ§dnĨm zmŊn§m v celkov® aktivitŊ PKC, ani v expresi katalytick®ho fragmentu 

obsaģen®ho ve vġech isoform§ch PKC (Rouet-Benzineb 1999). Morel a spol. adaptovali 

potkany na IHH (23 hod/den, 5500 m, 2 tĨdny) a nepozorovali v lev® komoŚe potkanŢ 

ģ§dn® zmŊny v aktivitŊ ani proteinov®m mnoģstv² PKCŭ, PKCŮ, PKCŬ nebo PKCɝ 

v cytosolu ani v partikul§rn² frakci (Morel 2003). Cataldi a spol. uk§zali, ģe intermitentn² 

normobarick§ hypoxie (12 hod/den, 10% O2, 12 dnŢ) vede ke zvĨġen® fosforylaci PKCŬ 

v lev® komoŚe potkanŢ (Cataldi 2004). Adaptace na CNH (10,5% O2) u bŚez²ch samic 15. 

aģ 21. den gestace vedla u dospŊlĨch potomkŢ takto adaptovanĨch zv²Śat ke sn²ģen² 

mnoģstv² celkov® (Li 2004a), ale i fosforylovan® PKCŮ v homogen§tu myokardu lev® 

komory. Z§roveŔ doġlo k poklesu celkov® PKCŭ (Xue 2009). Naopak Rafiee a spol. 

adaptovali neonat§ln² kr§l²ky na kontinu§ln² normobarickou hypoxii (10% O2, 10 dnŢ) a 

pozorovali zvĨġen® mnoģstv² fosforylovan® PKCŮ a tak® jej² translokaci z cytosolu do 

partikul§rn² frakce, coģ je znakem aktivace enzymu. Pod§n² inhibitoru PKC chelerytrinu 

vedlo k potlaļen² tŊchto ¼ļinkŢ a z§roveŔ zruġilo kardioprotektivn² pŢsoben² hypoxie ve 

smyslu zlepġen² obnovy kontraktility (Rafiee 2002).  

Z vĨġe zm²nŊnĨch prac² vyplĨv§, ģe s kardioprotektivn²mi sign§ln²mi drahami 

aktivovanĨmi chronickou hypoxi² jsou nejļastŊji spojov§ny isoformy PKCŭ a Ů. Z§roveŔ 

bylo zjiġtŊno, ģe jsou obŊ tyto isoformy schopn® se vz§jemnŊ zastupovat, protoģe inhibice 

PKCŮ vedla k aktivaci PKCŭ (Mayr 2009).  
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1.2.4 PKC a jej² c²lov® proteiny uplatŔuj²c² se v kardioprotekci  

Ve sv® pr§ci jsem se proto zamŊŚila na c²lov® proteiny isoforem PKCŭ a Ů, kter® by 

se mohly v mechanismu kardioprotekce uplatŔovat. Jednalo se o proteiny zapojen® 

v apoptose a autofagii, f¼zi a ġtŊpen² mitochondri², metabolismu sfingolipidŢ, odstraŔov§n² 

toxickĨch aldehydŢ a komunikaci pŚes gap junctions. 

1.2.4.1 PKC a apoptosa 

V srdci byly pops§ny tŚi hlavn² morfologicky a biochemicky odliġn® zpŢsoby smrti 

bunŊk - nekrosa, apoptosa a autofagie. V posledn²ch letech se vġak ukazuje, ģe se nejedn§ 

o izolovan® procesy, ale ģe jsou tyto dŊje regulov§ny podobnĨmi drahami a dokonce sd²lej² 

nŊkter® inici§torov® a efektorov® molekuly (Nikoletopoulou 2013). Apoptosu a nekrosu 

dnes ch§peme sp²ġe jako krajn² typy bunŊļn® smrti s celou Śadou variant a modifikac² 

nach§zej²c²ch se mezi nimi (nekroptosa ļi smrt spojen§ se stresem endoplasmatick®ho 

retikula).  

Apoptosu popsali Kerr a spol. jiģ v roce 1972 (Kerr 1972). V dneġn² dobŊ je 

povaģov§na za hlavn² mechanismus regulace bunŊļn® smrti, kterĨ se uplatŔuje nejen 

pŚi bunŊļn®m poġkozen² ļi stresu, ale tak® bŊhem norm§ln²ho vĨvoje a morfogeneze 

(Nikoletopoulou 2013). Odhaduje se, ģe k udrģen² bunŊļn® homeost§zy u dospŊl®ho 

ļlovŊka je kaģdĨ den odstranŊno pomoc² apoptosy kolem 10 bili·nŢ bunŊk (Elmore 2007). 

Apoptosa bĨv§ oznaļov§na tak® jako typ I bunŊļn® smrti (Nikoletopoulou 2013) 

a pŚedstavuje programovanou bunŊļnou smrt, kter§ je z§visl§ na dod§vce energie ve formŊ 

ATP. BuŔky jsou bŊhem apoptosy odstranŊny aniģ by doġlo k z§nŊtliv® odpovŊdi okol² 

(Lee 2009). Apoptotick® sign§ln² dr§hy mŢģeme rozdŊlit na vnŊjġ² a vnitŚn² (a tŚet² 

minoritn² cestu pŚes perforin/granzym), kter® se sb²haj² do spoleļn® exekuļn² cesty (obr. 4).  

 VnŊjġ² apoptotick§ dr§ha je aktivovan§ vnŊjġ²m stimulem (TNFŬ, FasL, Apo3L, 

Apo2L a Apo2L/DR5) a vazbou na receptory smrti nach§zej²c²mi se na bunŊļn®m povrchu 

(Elmore 2007, Mukhopadhyay 2014). N§sleduje s®rie dalġ²ch krokŢ, jej²mģ vĨsledkem je 

aktivace inici§torovĨch kaspas 8 a 10 (Mukhopadhyay 2014).  

 VnitŚn² cesta apoptosy je spuġtŊna vnitŚn²mi stimuly (oxidaļn²m stresem, 

poġkozen²m DNA, hypoxi², nedostatkem rŢstovĨch faktorŢ, toxiny, virovou infekc² anebo 

volnĨmi radik§ly) (Elmore 2007, Mukhopadhyay 2014). Doch§z² ke zmŊn§m ve vnitŚn² 

mitochondri§ln² membr§nŊ, otev²raj² se MPTP, kles§ mitochondri§ln² transmembr§novĨ 

potenci§l a z intermembr§nov®ho prostoru do cytosolu se uvolŔuj² proapoptotick® proteiny 
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(cytochrom c, Smac/DIABLO, HrtA2/Omi). VĨsledkem je opŊt aktivace kaspas (Elmore 

2007).  

 VnŊjġ² i vnitŚn² apoptotick§ dr§ha se sb²h§ do spoleļn® exekuļn² cesty, kter§ je 

zah§jena aktivac² exekuļn²ch kaspas (3, 6 a 7), kter® jsou nakonec pŚ²ļinou morfologickĨch 

a biochemickĨch zmŊn typickĨch pro apoptotick® buŔky. Za nejdŢleģitŊjġ² exekuļn² 

kaspasu je povaģovan§ kaspasa 3. Doch§z² ke kondenzaci chromatinu a fragmentaci DNA 

(Nikoletopoulou 2013). Dalġ²m biochemickĨm znakem je exprese markerŢ bunŊļn®ho 

povrchu (napŚ. exprese fosfatidylserinu na vnŊjġ² stranŊ plasmatick® membr§ny), kter§ vede 

k rychl® fagocytose apoptotickĨch bunŊk (Elmore 2007, Lee 2009).  

 

 

 

Obr. 4: Jednotliv® dr§hy apoptosy.  
PŚevzato z Elmore 2007. 

 

Regulace apoptosy 

Apoptosa ovlivŔuje osud bunŊk a jej² nedostateļn§, stejnŊ tak jako nadmŊrn§ 

aktivace je podstatou Śady vĨvojovĨch defektŢ, autoimunn²ch a neurodegenerativn²ch 

onemocnŊn² ļi rakovinn®ho bujen² (Elmore 2007). Apoptosa hraje podstatnou roli tak® 

v patogenezi kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn² (Lee 2009). Pro organismus je proto kl²ļov§ 

regulace apoptosy. Ta je zabezpeļena pomoc² Śady mechanismŢ ï nejdŢleģitŊjġ² pŚedstavuje 

rodina pro- a antiapoptotickĨch proteinŢ Bcl-2 (z angl. B-cell lymphoma 2) a tak® regulace 
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ļinnosti kaspas pomoc² specifickĨch bunŊļnĨch inhibitorŢ apoptosy, tzv. IAP (z angl. 

inhibitor of apoptotic proteins).  

 

Regulace apoptosy pomoc² Bcl-2 

Proteiny patŚ²c² do rodiny Bcl-2 obsahuj² alespoŔ jeden ze ļtyŚ konzervovanĨch Ŭ-

helik§ln²ch motivŢ, kter® jsou zn§m® jako Bcl-2 homology (BH) dom®ny 1-4 (BH1-BH4). 

DŊl² se na z§kladŊ schopnosti ovlivŔovat apoptosu na antiapoptotick® (Bcl-2, Bcl-xL 

ļi Mcl-1) a proapoptotick® (Bax, Bad, Bid, Bim, Noxa a PUMA) (Mukhopadhyay 2014). 

NejpodstatnŊjġ² a nejv²ce stanovovan® proteiny rodiny Bcl-2 v souvislosti s apoptosou 

pŚedstavuj² proapoptotick® proteiny Bad a Bax a antiapoptotickĨ protein Bcl-2. 

Bax tvoŚ² kan§ly ve vnŊjġ² mitochondri§ln² membr§nŊ, zpŢsobuje tak jej² 

permeabilizaci, uvolnŊn² cytochromu c a aktivaci apoptosy. Jeho funkci inhibuje Bcl-2, 

kterĨ se na nŊj v§ģe a pŢsob² tak proti apoptose. Funkce Bcl-2 je naopak inhibov§na 

proteinem Bad (Elmore 2007). KromŊ heterodimerizace jsou proteiny rodiny Bcl-2 

regulov§ny fosforylac² a proteolytickĨm ġtŊpen²m. Fosforylace Bad vede k jeho asociaci 

s 14-3-3 proteiny, kter® br§n² jeho translokaci na mitochondrie a interakci 

s antiapoptotickĨm Bcl-2 a Bcl-XL, ļ²mģ doch§z² k deaktivaci apoptosy. Bad mŢģe bĨt 

tak® ġtŊpen pomoc² kaspas, vznik§ tak jeho zkr§cen§ forma, kter§ je v aktivaci apoptosy 

vysoce ¼ļinn§. Bylo zjiġtŊno, ģe aktivace Bad pomoc² kaspas je regulov§na PKCŭ (Cieslak 

2007).  

 PKC je spojov§na s regulac² apoptosy pr§vŊ d²ky fosforylaci proteinŢ rodiny Bcl-2. 

Bylo zjiġtŊno, PKCὄ fosforyluje antiapoptotickĨ protein Bcl-2 na Ser70 (Ruvolo 1998), coģ 

vede k jeho stabilizaci a aktivaci (Deng 1998). PKCὑ fosforyluje Bad na Ser112, doch§z² 

k jeho asociaci s 14-3-3 proteiny, translokaci do cytosolu a n§slednŊ deaktivaci apoptosy 

(Bertolotto  2000). PKCŭ je naopak spojov§na s redistribuc² proteinu Bax na mitochondrie 

a aktivac² jeho apoptotick® funkce (Sitailo 2004). 

 

Regulace apoptosy kaspasami 

 Kaspasy jsou enzymy s proteolytickou aktivitou ġtŊp²c² proteiny na zbytc²ch 

kyseliny asparagov®. DŊl² se na inici§torov® (2, 8, 9, 10), efektorov® neboli exekuļn² (3, 6, 

7) a z§nŊtliv® (1, 4, 5) (Elmore 2007). Kaspasy jsou exprimov§ny ve formŊ prokaspas, kter® 

podl®haj² proteolytick®mu ġtŊpen² za vzniku aktivn²ch forem. Inici§torov® kaspasy aktivuj² 
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kaspasy efektorov®, kter® jsou koneļnĨmi vykonavateli apoptosy (Pop 2009, Thornberry 

1998). 

 Funkce kaspas je regulov§na specifickĨmi bunŊļnĨmi inhibitory IAP. řad²me mezi 

nŊ napŚ. XIAP, cIAP1 a cIAP2, kter® inhibuj² kaspasy 3, 7 a 9 (Riedl 2001). Đļinek IAP je 

naopak regulov§n pomoc² Smac/DIABLO a HtrA2/Omi uvolŔovanĨch z mitochondri² 

(Mukhopadhyay 2014).  

1.2.4.2 PKC a dynamika mitochondri² 

Mitochondrie jsou kl²ļovĨmi organelami zabezpeļuj²c²mi pomoc² oxidativn² 

fosforylace dostateļnĨ pŚ²sun energie nezbytnĨ pro fungov§n² kardiomyocytŢ. Jejich 

morfologie ¼zce souvis² s odolnost² vŢļi bunŊļnĨm sign§lŢm smrti (Suen 2008). Kvalita 

mitochondri² proto mus² bĨt pŚ²snŊ kontrolov§na a je zabezpeļena pomoc² proteolytick®ho 

apar§tu, proteasom§ln² degradace, puļen² a tvorby tzv. MDV (z angl. mitochondria-derived 

vesicles) a mitochondri§ln²ch sf®roidŢ a v neposledn² ŚadŊ tak® f¼z² a ġtŊpen²m 

mitochondri² (Ni 2015). Mitochondrie jsou dynamick® organely, jejichģ neust§l§ f¼ze 

a ġtŊpen² jsou nezbytn® pro bunŊļn® pŚeģit² a adaptaci na mŊn²c² se podm²nky potŚebn® pro 

bunŊļnĨ rŢst, dŊlen² a distribuci mitochondri² bŊhem diferenciace (Ni 2015). F¼ze vnŊjġ² 

mitochondri§ln² membr§ny je regulov§na mitofusinem 1 a 2 (Mfn 1 a Mfn 2) (Koshiba 

2004, Santel 2001), zat²mco f¼zi vnitŚn² mitochondri§ln² membr§ny zprostŚedkov§v§ 

protein OPA1 (z angl. optic atrophy 1) (Olichon 2003). ĠtŊpen² mitochondri² je regulov§no 

cytosolickĨm dynamin-related proteinem 1 (Drp1) (Roux 2006, Smirnova 2001), kterĨ se 

mus² nach§zet v komplexu s malĨm proteinem vnŊjġ² mitochondri§ln² membr§ny Fis 1 

(James 2003, Yoon 2003). Rovnov§ha mezi mitochondri§ln² f¼z² a ġtŊpen²m mŢģe bĨt 

naruġena napŚ. oxidaļn²m stresem nebo ischemi² (Ong 2010b). Bylo zjiġtŊno, ģe PKCŭ 

fosforyluje Drp1 na Ser579, ļ²mģ aktivuje mitochondri§ln² ġtŊpen² (Qi 2011), a ģe inhibice 

Drp1 chr§n² myġ² srdce pŚed IR poġkozen²m (Ong 2010a). Kim a spol. pozorovali bŊhem 

hypoxie n§rŢst fragmentace mitochondri² v z§vislosti na expresi Drp1 (Kim 2011). 

1.2.4.3 PKC a autofagie 

 Autofagie byla ofici§lnŊ identifikovan§ a pojmenovan§ Christianem de Duvem 

v roce 1963 a je form§lnŊ klasifikovan§ jako forma bunŊļn® smrti (Benbrook 2012). 

Za standardn²ch podm²nek je v srdci hladina autofagie n²zk§ a pŢsob² protektivnŊ, protoģe 

degraduje a recykluje cytoplasmatick® sloģky jako proteiny s dlouhou dobou ģivota 
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a organely a selektivnŊ odstraŔuje poġkozen® mitochondrie (Kim 2007). Tak vlastnŊ pŢsob² 

antiapoptoticky, protoģe zabraŔuje uvolnŊn² proapoptotickĨch faktorŢ jako cytochromu c 

z mitochondri² (Hamacher-Brady 2007). NadmŊrn§ autofagie bunŊļnĨch sloģek 

ļi selektivn² tr§ven² faktorŢ podporuj²c²ch bunŊļn® pŚeģit² vġak vede k bunŊļn® smrti 

(Benbrook 2012). Byly pops§ny tŚi typy autofagie ï makroautofagie, chaperony 

zprostŚedkovan§ autofagie a mikroautofagie. Vġechny tŚi formy jsou ve zvĨġen® m²Śe 

aktivovan® pŚi nedostatku ģivin ļi kysl²ku, mitochondri§ln² dysfunkci nebo poġkozen² 

zpŢsoben®m radiac² (Benbrook 2012, Gustafsson 2008). VŊtġina literatury oznaļuje 

pojmem autofagie makroautofagii (Benbrook 2012). Makroautofagie pŚedstavuje proces, 

kdy se ļ§st cytoplasmy obsahuj²c² proteiny a organely s dlouhou dobou ģivota sekvestruje 

dovnitŚ vesikulŢ obalenĨch dvojitou membr§nou, zvanĨch autofagosomy. Ty mohou d§le 

f¼zovat s lysosomy za vzniku autofagolysosomŢ, kde dojde ke str§ven² jejich obsahu 

pomoc² lysosom§ln²ch proteas. Jednotliv® komponenty jsou uvolnŊny k recyklaci. 

Produkce a zpracov§n² autofagickĨch vesikul je moģno rozdŊlit do ļtyŚ krokŢ: 1) iniciace, 

2) nukleace, 3) maturace a 4) f¼ze s lysosomy (Benbrook 2012).  

 

Regulace autofagie  

 Autofagie hraje stŊģejn² roli v udrģov§n² bunŊļn® homeost§zy, a podl®h§ proto 

pŚ²sn® regulaci. VĨznamnou ¼lohu zde maj² evoluļnŊ konzervovan® proteiny k·dovan® 

autophagy-related genes (ATG) (Benbrook 2012). PatŚ² sem napŚ. savļ² ortolog 

kvasinkov®ho Atg6 Beclin 1. Đļastn² se poļ§teļn² f§ze tvorby autofagosomŢ a z§roveŔ 

pŚedstavuje spojovac² bod v regulaci autofagie a apoptosy, protoģe interaguje s proteiny 

Bcl-2 a Bcl-XL, kter® sniģuj² kapacitu Beclinu 1 k aktivaci autofagie (Liang 1998, Pattingre 

2005). Komplex Bcl-2/Beclin 1 vġak mŢģe bĨt fosforylov§n pomoc² PKCŭ/JNK1, ļ²mģ 

dojde k jeho disociaci a aktivaci autofagie (Chen 2008b). Z§roveŔ mŢģe napŚ. 

pŚi nedostatku rŢstovĨch faktorŢ doch§zet ke ġtŊpen² Beclinu 1 kaspasami, deaktivaci 

autofagie a naopak aktivaci apoptosy pomoc² vznikl®ho C-termin§ln²mu fragmentu Beclinu 

1 (Elmore 2007). 

 Dalġ²m proteinem reguluj²c²m autofagii je BNIP3 (z angl. BCL2/adenovirus E1B 

19kDa interacting protein 3). PatŚ² do podrodiny BH3-only proteinŢ rodiny Bcl-2 

a pŢvodnŊ byl pops§n jako proapoptotickĨ protein potlaļuj²c² aktivitu proteinŢ bunŊļn®ho 

pŚeģit² Bcl-2 a Bcl-XL. N§slednŊ se vġak uk§zalo, ģe je BNIP3 jedn²m z centr§ln²ch 

medi§torŢ autofagie a je nezbytnĨ pro pŚeģit² bunŊk (Bellot 2009). Jeho atypick® dom®ny 
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BH3 totiģ naruġuj² interakci mezi Bcl-2 a Beclinem-1, ļ²mģ doch§z² k aktivaci autofagie 

(Mukhopadhyay 2014). 

 Protein LC3 (z angl. microtubule-associated protein B-light chain 3) je homolog 

kvasinkov®ho Atg8 nach§zej²c² se ve dvou form§ch LC3-A a LC3-B. LC3-A je solubiln² 

forma vznikaj²c² ġtŊpen²m LC3 na jeho C-konci. Modifikac² LC3-A vznik§ membr§novŊ 

v§zan§ forma LC3-B, kter§ je souļ§st² autofagosomŢ (Tanida 2005). Bylo zjiġtŊno, 

ģe mnoģstv² LC3-B lze korelovat s poļtem autofagosmŢ, a pouģ²v§ se proto jako marker 

autofagie (Mizushima 2007).  

 V regulaci autofagie se uplatŔuje tak® protein Parkin. Jedn§ se o cytosolickou E3 

ubiquitinligasu, kter§ je aktivovan§ Ser/Thr kinasou Pink1, a jej²ģ aktivace vede 

k degradaci mitochondri² pomoc² mitofagie (Ni 2015).  

Funkce BNIP3, LC3 a Parkinu podl®h§ regulaci pomoc² PKC. Bylo zjiġtŊno, ģe 

PKC fosforyluje BNIP3 a vede k jeho aktivaci (Graham 2007). Fosforylace proteinu LC3 

na Thr6 a Thr29 je tak® zprostŚedkov§na PKC. Zd§ se vġak, ģe pro aktivaci autofagie nen² 

kl²ļov§ (Jiang 2010). Dalġ²m c²lovĨm proteinem PKC je Parkin, jehoģ fosforylace vede 

ke sn²ģen² jeho aktivity (Sato 2006).  

1.2.4.4 PKC a sfingolipidy 

Sfingolipidy, jejichģ typickĨm pŚedstavitelem je sfingosin-1-fosf§t (S1P), jsou 

bioaktivn² l§tky reguluj²c² celou Śadu dŢleģitĨch bunŊļnĨch procesŢ. Kl²ļovĨmi enzymy 

zodpovŊdnĨmi za tvorbu S1P jsou sfingosinkinasy (SPHK), kter® se v myokardu vyskytuj² 

ve dvou form§ch oznaļovanĨch jako SPHK1 a SPHK2. Metabolismus sfingolipidŢ je 

v posledn² dobŊ ļasto spojov§n s IR poġkozen²m (Levade 2001). Bylo zjiġtŊno, 

ģe ischemickĨ preconditioning zvyġuje tvorbu S1P a ģe selektivn² inhibitor SPHK ruġ² 

kardioprotekci vyvolanou ischemickĨm preconditioningem (Jin 2004). DŢleģitĨm prvkem 

regulace funkce SPHK, a tedy i mnoģstv² S1P, je fosforylace. Bylo zjiġtŊno, ģe aktiv§tor 

PKC PMA vede k aktivaci ERK1, kterĨ n§slednŊ fosforyluje, a tedy aktivuje SPHK1 

i SPHK2 (Hait 2007, Johnson 2002).  

1.2.4.5 PKC a odstraŔov§n² toxickĨch aldehydŢ 

Aldehydy jsou v organismu pŚirozenŊ produkov§ny napŚ. bŊhem metabolismu lipidŢ 

(Esterbauer 1991) a cukrŢ (Marchitti 2008). V n²zkĨch koncentrac²ch mohou slouģit jako 
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druz² poslov® spouġtŊj²c² antioxidaļn² ochranu aktivovanou stresem (Poli 2008), 

ale ve vysokĨch koncentrac²ch jsou pro organismus ġkodliv®.  

V souvislosti s kardiovaskul§rn²mi onemocnŊn²mi jsou nejļastŊji zmiŔovanĨmi 

aldehydy 4-hydroxynonenal (4-HNE) a malondialdehyd. 4-HNE vznik§ v myokardu bŊhem 

IR (Sayre 2006). Inhibuje kl²ļov® metabolick® enzymy (Uchida 1993), poġkozuje 

schopnost mitochondri² tvoŚit ATP (Yan 1998) a vede k otev²r§n² MPTP (Kristal 1996). 

Optim§ln² hladinu aldehydŢ, a tedy i 4-HNE, zabezpeļuj² aldehyddehydrogenasy (ALDH) 

(Chen 2010). Zd§ se, ģe v mechanismu kardioprotekce se uplatŔuje mitochondri§ln² 

isoforma aldehydrogenasy ALDH2. Bylo zjiġtŊno, ģe ALDH2 je fosforylov§na pomoc² 

PKCŮ a ģe je tato fosforylace spojen§ se zvĨġen²m jej² aktivity (Chen 2008a).  

1.2.4.6 PKC a gap junctions 

Konexiny jsou transmembr§nov® proteiny oligomerizuj²c² do hexamerŢ (konexonŢ), 

kter® tvoŚ² vodiv® spoje mezi kardiomyocyty tzv. gap junctions (Rodriguez-Sinovas 2009). 

Gap junctions pŚ²mo spojuj² sousedn² buŔky a jsou nezbytn® pro ġ²Śen² akļn²ho potenci§lu 

v myokardu (Severs 2008). Z§roveŔ umoģŔuj² dif¼zi malĨch molekul vļetnŊ iontŢ, 

aminokyselin, nukleotidŢ a druhĨch poslŢ (Ca
2+

, cAMP, cGMP a IP3) s molekulovou 

hmotnost² do 1 kDa (Lampe 2000). V kardiomyocytech se vyskytuje zejm®na konexin 43 

(Cx43) (Fontes 2012), ale je zde zastoupen tak® Cx37, Cx40 a Cx45 (van Kempen 1995).  

Patofyziologie kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn² je spojena se zmŊnami exprese, 

distribuce a fosforylace Cx43. BŊhem IR doch§z² k poġkozen² ġ²Śen² elektrickĨch impulzŢ 

a vzniku arytmi² (Sato 2008). KromŊ arytmogeneze vġak mohou gap junctions hr§t 

dŢleģitou roli i v ġ²Śen² poġkozen² vyvolan®ho IR (Garcia-Dorado 1997). Z§roveŔ bylo 

zjiġtŊno, ģe se Cx43 uplatŔuje jako nezbytn§ sloģka sign§ln²ch drah kardioprotekce (Li 

2004b). 

Kl²ļovĨm mechanismem regulace Cx43 je fosforylace (Lampe 2000), kter§ 

ovlivŔuje jeho funkci, uspoŚ§d§n², synt®zu a degradaci (Ruiz-Meana 2008). Cx43 je 

c²lovĨm proteinem Śady kinas, kromŊ jin®ho PKA, PKC, PKG ļi MAPkinas (Schulz 2007). 

NŊkter® maj² aktivaļn², jin® deaktivaļn² roli (Schulz 2007). PKCŮ fosforyluje Cx43 

na Ser368 a sniģuje bunŊļnou komunikaci pŚes gap junctions (Lampe 2000). Z§roveŔ bylo 

zjiġtŊno, ģe kardioprotektivn² stimuly vedou k translokaci Cx43 spoleļnŊ s PKCŮ 

na mitochondrie (Jeyaraman 2012, Rottlaender 2010). 
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2 HYPOT£ZA A CĉL PRĆCE 
 

 ObecnĨ inhibitor PKC chelerytrin kompletnŊ ruġ² kardioprotekci vyvolanou 

adaptac² na IHH, zat²mco selektivn² inhibitor PKCŭ rottlerin vede k jej²mu sn²ģen² (Neck§Ś 

2005). Nen² proto moģn® vylouļit uplatnŊn² ostatn²ch isoforem PKC (PKCŬ a PKCŮ) bŊģnŊ 

spojovanĨch s kardioprotekc² vyvolanou ischemickĨm preconditioningem. 

Kardioprotektivn² ¼ļinky byly pozorov§ny i na modelu CNH (Neck§Ś 2013, Kaġparov§ 

2015). PKC doposud nebyla po adaptaci na CNH analyzov§na, vĨsledky ostatn²ch studi² 

vġak naznaļuj², ģe konkr®tn² model hypoxie mŢģe m²t na expresi jednotlivĨch isoforem 

PKC podstatnĨ vliv. Je zn§mo, ģe aktivita PKC je ovlivnŊna nejen zmŊnami v proteinov®m 

mnoģstv², ale tak® fosforylac² enzymu a jeho translokac² do konkr®tn²ch bunŊļnĨch 

kompartmentŢ. PKC fosforyluje a tedy reguluje Śadu c²lovĨch proteinŢ zapojenĨch 

v apoptose a autofagii, dynamice mitochondri², metabolismu sfingolipidŢ, odstraŔov§n² 

toxickĨch aldehydŢ, nebo komunikaci pŚes gap junctions. Bylo zjiġtŊno, ģe mnoho z nich se 

uplatŔuje v mechanismu kardioprotekce vyvolan® ischemickĨm preconditioningem. Jejich 

zapojen² v mechanismu kardioprotekce vyvolan® chronickou hypoxi² vġak doposud nebylo 

objasnŊno. Zd§ se vġak, ģe oba tyto protektivn² pŚ²stupy sd²lej² podobn® sign§ln² dr§hy, 

jelikoģ kombinace chronick® hypoxie a ischemick®ho preconditioningu nevede 

k prohlouben² kardioprotekce (Neck§Ś 2002a).  

 

 Na z§kladŊ vĨġe uvedenĨch ¼dajŢ pŚedpokl§d§me, ģe: 

 

ƴ exprese jednotlivĨch isoforem PKC v myokardu je ovlivnŊna konkr®tn²m 

modelem chronick® hypoxie a u adaptace na IHH a CNH se proto mŢģe liġit 

 

ƴ aktivita PKC nen² z§visl§ jen na zmŊn§ch proteinov®ho mnoģstv², ale i na 

fosforylaci ļi translokaci enzymu do jednotlivĨch kompartmentŢ 

 

ƴ v kardioprotekci vyvolan® adaptac² na CNH hraje kl²ļovou roli PKCŮ 

 

ƴ c²lovĨmi proteiny PKC v chronicky hypoxick®m myokardu by mohly bĨt 

proteiny reguluj²c² apoptosu a autofagii, dynamiku mitochondri², 
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metabolismus sfingolipidŢ, odstraŔov§n² toxickĨch aldehydŢ, nebo 

komunikaci pŚes gap junctions, kter® jsou spojov§ny s mechanismem 

kardioprotekce vyvolan® ischemickĨm preconditioningem 

 

Ve sv® pr§ci jsem si proto stanovila tyto c²le: 

 

C²l 1: AnalĨza isoforem PKC po adaptaci na intermitentn² hypobarickou (IHH) 

a kontinu§ln² normobarickou hypoxii (CNH) 

 

ƴ po adaptaci na IHH stanovit 

ǐ PKCŬ, PKCŭ, PKCŮ a jejich fosforylovan® formy na ¼rovni proteinu 

ǐ PKCŬ, PKCŭ, PKCŮ na ¼rovni mRNA 

ƴ po adaptaci na CNH stanovit 

ǐ PKCŭ, PKCŮ a jejich fosforylovan® formy na ¼rovni proteinu 

ǐ PKCŭ a PKCŮ na ¼rovni mRNA 

ǐ vliv inhibiļn²ho peptidu PKCŮ KP-1633 na viabilitu a uvolnŊn² LDH 

na kardiomyocytech izolovanĨch z myokardu lev® komory  

 

C²l 2: AnalĨza c²lovĨch proteinŢ PKCŭ a PKCŮ po adaptaci na IHH  

 

ƴ po adaptaci na IHH  stanovit 

ǐ c²lov® proteiny PKCŭ a PKCŮ (shrnuto na obr. 5) v souvislosti s: 

ǐ apoptosou ï Bad, Bax, Bcl-2, kaspasa 3, cytochrom c 

ǐ dynamikou mitochondri² ï Drp1, Mfn1, Mfn2 

ǐ autofagi² ï Beclin 1, LC3-B, BNIP3, Parkin 

ǐ metabolismem sfingolipidŢ ï SPHK1, SPHK2 

  ǐ odstraŔov§n²m toxickĨch aldehydŢ ï ALDH2 

ǐ komunikac² pŚes gap junctions ï Cx43 

  ǐ apoptosu metodou TUNEL 



32 

 

 

 

 

Obr. 5: Vybran® c²lov® proteiny PKC uplatŔuj²c² se v kardioprotekci .  

U c²lovĨch proteinŢ jsou uvedeny konkr®tn² isoformy PKC, kter® danĨ protein fosforyluj². * ï tyto proteiny 

nebyly dosud identifikov§ny jako c²lov® proteiny PKC. ALDH2 ï aldehyddehydrogenasa 2, Bcl-2 ï B-cell 

lymphoma 2, BNIP3 ï BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3, Cx43 ï konexin 43, Drp1 ï 

dynamin-related protein 1, LC3-B ï microtubule-associated protein B-light chain 3, Mfn1 ï mitofusin 1, 

Mfn2 ï mitofusin 2, SPHK1 ï sfingosinkinasa 1, SPHK2 ï sfingosinkinasa 2, XIAP ï X-linked inhibitor of 

apoptosis protein.  

Pouģit® citace: cit 1 ï Voss 2005, cit 2 ï Bertolotto 2000, cit 3 ï Sitailo 2004, cit 4 ï Chen 2009, cit 5 ï 

Ruvolo 1998, cit 6 ï Majumder 2000, cit 7 ï Chen 2008a, cit 8 ï Hait 2007, cit 9 ï Johnson 2002, cit 10 ï 

Graham 2007, cit 11 ï Jiang 2010, cit 12 ï Sato 2006, cit 13 ï Qi 2011, cit 14 ï Lampe 2000.  



33 

3 METODIKA  

3.1 Laboratorn² zv²Śata 

 K experimentŢm byli pouģiti dospŊl² samci laboratorn²ho potkana kmene Wistar 

poch§zej²c² z chovu firmy Velaz, popŚ. Charles River. PrŢmŊrn§ hmotnost zv²Śat na poļ§tku 

pokusu se pohybovala v rozmez² od 270 do 370 g. Zv²Śata mŊla volnĨ pŚ²stup k vodŊ 

a ke standardn² laboratorn² dietŊ a byla chov§na v reģimu 12 hod svŊtlo/12 hod tma. Studie 

byla vedena ve shodŊ se z§konem na ochranu zv²Śat proti tĨr§n² ĂGuide for the Care and 

Use of Laboratory Animalsò publikovanĨm US National Institutes of Health (NIH 

Publication No. 85-23, revised 1996) a byla schv§lena pŚ²sluġnou komis² Fyziologick®ho 

¼stavu AV ĻR.  

3.2 Experiment§ln² modely chronick® hypoxie 

 K pokusŢm byly pouģity dva z§kladn² modely chronick® hypoxie ï intermitentn² 

hypobarick§ hypoxie a kontinu§ln² normobarick§ hypoxie.  

 

 Intermitentn² hypobarick§ hypoxie (IHH)  

Potkani byli vystaveni vĨġkov® hypoxii v hypobarick® komoŚe. Adaptace 

prob²hala 8 hod dennŊ, 5 dnŢ v tĨdnu, celkem 25 dnŢ. BarometrickĨ tlak byl 

sniģov§n postupnŊ tak, aby po 13 expozic²ch odpov²dal nadmoŚsk® vĨġce 7000 m. 

V t®to vĨġce m§ barometrickĨ tlak hodnotu 40,9 kPa a parci§ln² tlak kysl²ku je 8,6 

kPa. BŊhem adaptace byla v komoŚe zajiġtŊna cirkulace vzduchu a teplota byla 

udrģov§na v rozmez² 21-23 ÁC.  

 

Kontinu§ln² normobarick§ hypoxie (CNH) 

Zv²Śata byla vystavena nepŚetrģit®mu pŢsoben² hypoxie za normobarickĨch 

podm²nek po dobu 3 tĨdnŢ. Obsah kysl²ku byl sn²ģen z normoxick® hodnoty 21% 

(FIO2=0,21) na 10% (FIO2=0,1) pomoc² gener§torŢ hypoxie Everest Summit 

(Hypoxico Inc., N.Y., USA). Tento stupeŔ hypoxie odpov²d§ nadmoŚsk® vĨġce 5500 

m. BŊhem adaptace byla v komoŚe zajiġtŊna cirkulace vzduchu a teplota byla 

udrģov§na v rozmez² 21-23 ÁC. 
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Normoxie (N) 

 Zv²Śata kontroln²ch skupin byla chov§na v normoxickĨch podm²nk§ch 

odpov²daj²c²ch nadmoŚsk® vĨġce 200 m pŚi teplotŊ 21-23 ÁC. BarometrickĨ tlak zde byl 99 

kPa a parci§ln² tlak kysl²ku 20,7 kPa (FIO2 = 0,21). 

3.3 OdbŊr tk§nŊ 

 Zv²Śata byla usmrcena cervik§ln² dislokac². Srdce bylo vystŚiģeno z hrudn²ku, 

propl§chnuto ledovĨm fyziologickĨm roztokem a byly odstranŊny s²nŊ a velk® c®vy. 

Pro analĨzy pomoc² metody Western blot a PCR bylo srdce rozdŊleno na septum, pravou 

komoru a levou komoru. Jednotliv® srdeļn² odd²ly byly zv§ģeny a zmraģeny v kapaln®m 

dus²ku, kde byly uchov§v§ny do dalġ²ho zpracov§n². Pro analĨzu metodou Tunel bylo srdce 

perfundov§no roztokem 20 mM KCl, aby doġlo k jeho zastaven² v diastole. 

3.4 Frakcionace a homogenizace vzorkŢ 

 Myokard lev® komory byl homogenizov§n pod kapalnĨm dus²kem. K rozdrcen® 

tk§ni byl pŚid§n homogenizaļn² pufr v pomŊru 8 ml pufru na 1 g srdeļn² tk§nŊ. Sloģen² 

homogenizaļn²ho pufru bylo: 12,5 mM Tris-HCl (pH 7,4), 250 mM sacharosa, 2,5 mM 

EGTA, 1 mM EDTA, 100 mM NaF, 0,3 mM fenylmethylsulfonylfluorid, 6 mM Ç-

merkaptoetanol, 10 mM glycerol-2-fosf§t, 0,2 mM leupeptin, 0,02 mM aprotinin a 0,1 mM 

ortovanad§t sodnĨ.  

1) Pro analĨzu isoforem PKC po adaptaci na IHH a CNH byly vzorky 

homogenizov§ny pomoc² Potter-Elvehjemova homogeniz§toru za souļasn®ho chlazen² 

v ledov® tŚ²ġti 15 tahy nahoru a dolŢ bŊhem 1 min. Vlastn² postup frakcionace je uveden na 

obr. 6. Homogen§t byl pro ¼ļel frakcionace rozdŊlen na dvŊ ļ§sti. Prvn² ļ§st homogen§tu 

byla centrifugov§na pŚi 100 000 g (Beckman L7) po dobu 90 min. VĨslednĨ supernatant 

reprezentoval cytosolickou frakci (do kter® byl pŚid§n Triton X-100 tak, aby koncentrace 

byla 1%). Pelet po cytosolick® frakci byl rozsuspendov§n v homogenizaļn²m pufru 

s pŚ²davkem 1% Tritonu X-100, ponech§n 90 min na ledu a n§slednŊ znovu centrifugov§n 

pŚi 100 000 g po dobu 90 min. VzniklĨ supernatant reprezentoval extrakt partikul§rn² 

frakce. K druh® ļ§sti homogen§tu byl pŚid§n Triton X-100 tak, aby vĨsledn§ koncetrace 

byla 1%, homogen§t byl ponech§n 90 min na ledu a n§slednŊ centrifugov§n pŚi 100 000 g 

po dobu 90 min. VzniklĨ supernatant reprezentoval extrakt homogen§tu.  
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Obr. 6: Postup frakcionace. 

 

 2) C²lov® proteiny PKCŭ a PKCŮ byly stanoveny po adaptaci na IHH 

na neextrahovanĨch homogen§tech, kter® byly homogenizov§ny pomoc² kuliļkov®ho 

homogeniz§toru (30 Hz, 10 min).  

 

 K analĨz§m pomoc² metody Western blot byly pouģity homogen§ty a partikul§rn² 

a cytosolick§ frakce. Koncentrace proteinŢ v jednotlivĨch vzorc²ch byly analyzov§ny 

metodou podle Bradfordov® (Bradford 1976). Mezi koncentracemi proteinŢ v jednotlivĨch 

experiment§ln²ch skupin§ch nebyly nalezeny ģ§dn® signifikantn² rozd²ly.  

3.5 Elektrofor®za a Western blot 

Elektroforetick® dŊlen² proteinŢ jednotlivĨch vzorkŢ bylo prov§dŊno na 10% bis-

akrylamidovĨch gelech v prostŚed² dodecylsulf§tu sodn®ho (SDS) v elektroforetick® 

soustavŊ Mini -Protean III apparatus (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) pŚi 20 mA/gel po dobu 

90-150 min v z§vislosti na analyzovan®m proteinu. V r§mci vġech experiment§ln²ch skupin 

bylo nan§ġeno vģdy stejn® mnoģstv² proteinu. Mnoģstv² nan§ġen®ho proteinu se liġilo podle 

druhu analyzovan®ho proteinu a je uvedeno v tabulce 1. 
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Po skonļen² elektrofor®zy byly proteiny pŚeneseny na nitrocelulosov® membr§ny 

(Amersham Biosciences, Freiburg, NŊmecko). Pro kontrolu spr§vn®ho pŚenosu proteinŢ 

byly membr§ny obarveny pomoc² Ponceau S. Membr§ny byly n§slednŊ blokov§ny 

v roztoku 5% n²zkotuļn®ho ml®ka v TTBS (pufrovanĨ roztok NaCl ï 0,1 M Tris, 2,5 M 

NaCl, 0,5% (v/v) Tween 20; pH 7,5) po dobu 60 min. Membr§ny byly d§le inkubovan® 

s pŚ²sluġnĨmi prim§rn²mi a sekund§rn²mi protil§tkami. Konkr®tn² druhy protil§tek, doba 

inkubace a ŚedŊn² jsou uvedeny v tabulce 1 a obr§zky reprezentativn²ch prouģkŢ (ĂbandŢñ) 

v tabulce 2.  
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Tabulka 1: Seznam pouģitĨch prim§rn²ch a sekund§rn²ch protil§tek pro Western blot analĨzu. 
VysvŊtlen² zkratek viz Seznam zkratek. 
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Tabulka 2: Obr§zky reprezentativn²ch prouģkŢ.  
Jednotliv® prouģky odpov²daj² tŚem vzorkŢm homogen§tŢ z normoxick® a tŚem vzorkŢm z hypoxick® 

skupiny. N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. VysvŊtlen² zkratek analyzovanĨch proteinŢ 

viz Seznam zkratek. 
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N§slednŊ byly membr§ny uchov§ny v TTBS pŚes noc a dalġ² den byly prouģky 

vizualizov§ny na autoradiografick®m filmu (AGFA, CP-BU NEW, ĻR) pomoc² metody 

zes²len® chemiluminiscence. Relativn² zastoupen² analyzovanĨch proteinŢ bylo 

vyhodnoceno pomoc² programu ImageQuant software (Molecular Dynamics, Sunnyvale, 

CA, USA). Ke spr§vn® identifikaci jednotlivĨch stanovovanĨch proteinŢ byly vyuģity 

standardy molekulovĨch hmotnost², blokaļn² peptidy a pozitivn² kontroly. Z kaģd® 

experiment§ln² skupiny byl na stejnĨ gel nanesen vzorek, kterĨ byl kvantifikov§n na stejn® 

membr§nŊ. Mnoģstv² proteinŢ nan§ġenĨch na gel se liġilo v z§vislosti na stanovovan®m 

proteinu a frakci s c²lem dos§hnout linearity mezi intenzitou a objemem. KaģdĨ vzorek byl 

analyzov§n v duplik§tu v minim§lnŊ 3 nez§vislĨch stanoven²ch. VĨsledky byly 

normalizov§ny na mnoģstv² proteinu a na housekeeping protein. V pŚ²padŊ CNH jsme jako 

housekeepnig protein pouģili glyceraldehyd-3-fosf§tdehydrogenasu (GAPDH) 

(pro homogen§t a cytosol) a aktin (pro partikul§rn² frakci). U modelu IHH se nejprve 

nedaŚilo naj²t vhodnĨ housekeeping protein. Bylo publikov§no, ģe po adaptaci IHH doch§z² 

k n§rŢstu mnoģstv² bŊģnŊ pouģ²vanĨch housekeeping proteinŢ (aktin, kalsequestrin, 

GAPDH, ɓ-tubulin) (Balkov§ 2011). NovŊ jsme vġak zjistili, ģe po adaptaci na IHH se 

nemŊn² mnoģstv² citr§tsyntasy (CS). Pouģili jsme ji proto jako housekeeping protein 

u analĨzy c²lovĨch proteinŢ PKC po adaptaci na IHH. Pro pŚepoļet vĨsledkŢ jsme pouģili 

smŊsnĨ vzorek nanesenĨ na kaģdĨ gel, na kterĨ byly vztaģeny hodnoty jednotlivĨch 

denzitometrickĨch objemŢ. Z²skan® hodnoty pak mohly bĨt vz§jemnŊ porovn§v§ny 

nez§visle na dan®m pokusu ļi d®lce expozice.  

3.6 Izolace RNA a RT-PCR 

Celkov§ bunŊļn§ RNA byla z myokardu levĨch komor izolov§na Trizolem 

(Invitrogen, CA, USA). Ļistota a koncentrace extrahovan® RNA byla kvantifikov§na 

za pouģit² NanoDropu. PŚed vlastn² synt®zou cDNA byla RNA ļiġtŊna DNA-free DNasou 

(Ambion, CA, USA). N§slednŊ byl jeden mikrogram celkov® RNA reverznŊ transkribov§n 

do cDNA pomoc² RevertAid
TM

 H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas 

UAB, Vilnius, Litva) za pomoci oligo(dT) primerŢ podle pokynŢ vĨrobce. Real-time PCR 

bylo mŊŚeno na pŚ²stroji Light Cycler 480 (Roche Applied Sciences, Penzberg, NŊmecko) 

metodou dual hydrolysis probe (Universal Probe ï Roche Applied Sciences) s pŚ²sluġnĨmi 

Probe Master kit (Roche Applied Sciences) podle pokynŢ vĨrobce. Specifick® proby 
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a primery byly navrģeny pomoc² softwaru UPL (https://www.roche-applied-

science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp) a PCR bylo mŊŚeno v teplotn²m profilu popsan®m 

v publikaci Frol²kov® a spol. (Frol²kov§ 2012). Data pouģit§ k vĨpoļtŢm jsou prŢmŊry 

hodnot CT (z angl. treshold cycle) z²skanĨch z qPCR provedenĨch v tripletech. Bylo 

ovŊŚeno, ģe odchylky hodnot v tripletech nepŚes§hly hodnotu 0,5 CT. Standardn² kŚivky 

byly vytvoŚeny pro kaģdĨ p§r primerŢ s pouģit²m trojn§sobku s®riov®ho ŚedŊn² cDNA. Byla 

provedena tak® analĨza kŚivek t§n² za ¼ļelem zjiġtŊn² pŚ²tomnosti jednoho amplikonu 

na konci standardn²ho bŊhu kŚivky. K zajiġtŊn² pŚesn®ho stanoven² relativn² exprese byla ze 

standardn²ch kŚivek vypoļtena efektivita amplifikace PCR kaģd®ho p§ru primerŢ. Hodnota 

analyzovanĨch transkriptŢ byla normalizov§na na hladinu referenļn²ho genu hypoxantin-

guaninfosforibosyltransferasy 1 (Hprt1) (Bohuslavov§ 2010) s ohledem na specifickou 

efektivitu (E) PCR pro kaģdĨ gen (Pfaffl 2001) podle rovnice: 

 

normalizovan® mnoģstv² = (1+E)
CT referenļn² transkript

/(1+E)
CT c²lovĨ transkript

 

 

Non-templ§tov® a non-RT reakce byly analyzov§ny jako kontroly. 

3.7 PŚ²prava histologickĨch ŚezŢ pro metodu Tunel 

Srdce byla promyta v roztoku PBS a etanolovou Śadou (25% (v/v), 50% (v/v) a 70% 

(v/v) etanol) pŚevedena do 70% (v/v) etanolu. PŚeveden² vzorkŢ do xylenu a prosycen² 

parafinem bylo provedeno pomoc² odvodŔovac²ho tk§Ŕov®ho automatu Leica ASP 200 

(Leica, Wetzlar, DE). N§slednŊ byly vzorky zality do parafinu v zal®vac²m automatu Leica 

EG 1150. Pomoc² Microtomu Leica RM2255 byly pŚipraveny Śezy o tlouġŠce 7 Õm. 

N§sledovalo pŚenesen² ŚezŢ do vodn² l§znŊ (N-Biotek, Bucheon, KR) o teplotŊ 39 ÁC 

a zachycen² na podloģn² skla (Thermo Scientific, Massachusetts, USA). Koneļn§ fixace 

ŚezŢ na sklech byla provedena inkubac² pŚi 42 ÁC po dobu 2 hod.  

3.8 Metoda Tunel 

Metoda Tunel (z angl. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 

labeling) byla provedena dle pokynŢ vĨrobce pomoc² komerļn² soupravy In Situ Cell 

Death Detection Kit, Fluorescein (Roche, Indianapolis, USA). Nejprve bylo tŚeba z ŚezŢ 

odstranit parafin, k ļemuģ byla pouģita Śada: xylen (15 min), 100% etanol (5 min), 96% 
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etanol (5 min), 90% etanol (2,5 min), 80% etanol (3 min), 70% etanol (3 min) a PBS (3x5 

min). N§slednŊ byly Śezy inkubov§ny 20 min s proteinkinasou K (20 Õg/ml-Tris-HCl, pH 

8,0) pŚi 37 ÁC ve vlhk® komŢrce a promyty 3x5 min v PBS. Proteinkinasa K slouģ² 

k naruġen² struktury tk§nŊ. KromŊ vlastn²ch vzorkŢ bylo nutn® analyzovat tak® pozitivn² 

a negativn² kontrolu. řez slouģ²c² jako pozitivn² kontrola byl vystaven pŢsoben² DNasyI (3 

U/Õl) po 12 min pŚi laboratorn² teplotŊ, ļ²mģ doġlo k vyvol§n² zlomŢ vl§ken DNA. řezy 

byly n§slednŊ promyty 3x5 min v PBS. Po promyt² byly Śezy inkubov§ny se smŊs² roztokŢ 

komerļn² soupravy (termin§ln² deoxynukleotidyltransferasy a fluorescenļnŊ znaļen®ho 

dUTP v pomŊru 1:9). Jako negativn² kontrola slouģil Śez inkubovanĨ pouze s roztokem 

fluorescenļnŊ znaļen®ho dUTP bez pŚid§n² termin§ln² deoxynukleotidyltransferasy. řezy 

byly inkubov§ny ve vlhk® komŢrce ve tmŊ pŚi teplotŊ 37 ÁC po dobu 60 min. N§sledovalo 

promyt² 3x5 min v PBS. D§le byly Śezy inkubov§ny po dobu 2 min s fluorescenļn²m 

barvivem Hoechst 33258, ļ²mģ doġlo k obarven² jader. Po promyt² 3x5 min v PBS byly 

pŚekryt²m ŚezŢ kryc²m skl²ļkem s nanesenĨm zal®vac²m mediem DPX vytvoŚeny trval® 

prepar§ty.  

Prepar§ty byly hodnoceny pomoc² fluorescenļn²ho mikroskopu (mikroskop Nikon 

Eclipse TE 2000-S, fluorescenļn² lampa Olympus-U-RFL-T, Tokyo, Japonsko). VĨslednĨ 

poļet Tunel-pozitivn²ch bunŊk byl vztaģen k celkov® ploġe myokardu lev® komory 

(pŚ²padnŊ prav® komory ļi septa).  

3.9  Stanoven² bunŊļn® viability a uvolnŊn² lakt§tdehydrogenasy 

po simulovan® ischemii/reperf¼zi a vliv inhibiļn²ho peptidu PKCŮ KP-

1633 

Kardiomyocyty izolovan® z myokardu lev® komory byly inkubov§ny po dobu 15 

min s 5 ɛM kontroln²m peptidem KP-1723 nebo inhibiļn²m peptidem PKCŮ KP-1633. 

N§slednŊ byly vystaveny 25 min metabolick® inhibici (MI) a 30 min re-energizaci (MI/R). 

BŊhem MI byly buŔky inkubov§ny s modifikovanĨm KrebsovĨm roztokem obsahuj²c²m 

1,5 mM NaCN a 20 mM 2-deoxyglukosu m²sto glukosy. BŊhem re-energizace byly 

metabolick® inhibitory odstranŊny a nahrazeny standardn²m bunŊļnĨm m®diem. BunŊļn§ 

viabilita a uvolnŊn² lakt§tdehydrogenasy (LDH) byly mŊŚeny na zaļ§tku experimentu, 

po MI a po re-energizaci. PodrobnĨ popis metodiky je uveden ve ļl§nku Holzerov® a spol. 

(Holzerov§ 2015, pŚ²loha A). Toto stanoven² bylo provedeno Dr. Hlav§ļkovou.  
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4 VħSLEDKY 

4.1 CĉL 1: AnalĨza isoforem PKC po adaptaci na intermitentn² 

hypobarickou (IHH) a kontinu§ln² normobarickou hypoxii (CNH) 

4.1.1 Vliv IHH na PKCŭ, PKCὑ a PKCŬ 

IHH aktivuje  celkovou i fosforylovanou PKCŭ. 

 Adaptace na IHH zvĨġila mnoģstv² celkov® i fosforylovan® PKCŭ (Ser643) 

v homogen§tu (o 177, resp. 226%), v cytosolu (o 160, resp. 139%) i partikul§rn² frakci 

(o 108, resp. 86%) (obr. 7A, resp. 7B). PomŊr fosforylovan§ vs. celkov§ PKCŭ vyjadŚuj²c² 

m²ru aktivace PKCŭ se nezmŊnil (obr. 7C). U exprese PKCŭ mRNA byl po IHH patrnĨ 

trend n§rŢstu, nedos§hl vġak statistick® vĨznamnosti (obr. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7: Vliv IHH na relativn² 

zastoupen² celkov® PKCŭ (A) 

a fosforylovan® PKCŭ (B) 

v homogen§tu, cytosolu a 

partikul§rn² frakci. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² 

hypobarick§ hypoxie, cyto ï cytosol, 

homo ï homogen§t, part ï partikul§rn² 

frakce. Nan§ġka pro PKC ŭ: cytosol ï 

15 Õg, homogen§t ï 10 Õg, 

partikul§rn² frakce ï 5 Õg, nan§ġka pro 

P-PKC ŭ: cytosol ï 50 Õg, homogen§t 

ï 40 Õg, partikul§rn² frakce ï 40 Õg. 

Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr 

Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6. * 

ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l hypoxie 

vs. normoxie (p < 0,05).  
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Obr. 7 pokraļov§n²: Vliv IHH na pomŊr P-PKCŭ vs. celkov§ PKCŭ (C) 

v homogen§tu, cytosolu a partikul§rn² frakci. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie, cyto ï cytosol, homo ï homogen§t, part ï 

partikul§rn² frakce. Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6.  
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Obr. 8: Vliv IHH na expresi PKCŭ mRNA v homogen§tu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. 

Mnoģstv² PKCŭ mRNA je normalizov§no na referenļn² gen hypoxantinguaninfosforibosyltransferasu 1 

(HPRT1). Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 7. 
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IHH sniģuje PKCὑ, roste vġak zastoupen² fosforylovan® (aktivn²) vŢļi celkov® PKCὑ 

 Po adaptaci na IHH doġlo ke sn²ģen² celkov®ho mnoģstv² PKCὑ v homogen§tu 

a partikul§rn² frakci (v obou o 40%, obr. 9A). Mnoģstv² fosforylovan® PKCὑ (Ser729) se 

nezmŊnilo (obr. 9B), vzrostl vġak pomŊr fosforylovan§ vs. celkov§ PKCὑ v homogen§tu 

(o 86%) a v cytosolu (o 63%) (obr. 9C). IHH nemŊla vliv na expresi PKCὑ mRNA (obr. 

10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 9: Vliv IHH na relativn² 

zastoupen² celkov® PKCŮ (A), 

fosforylovan® PKCŮ (B) 

a pomŊr P-PKCŮ vs. celkov§ 

PKCŮ (C) v homogen§tu, 

cytosolu a partikul§rn² frakci. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² 

hypobarick§ hypoxie, cyto ï cytosol, 

homo ï homogen§t, part ï partikul§rn² 

frakce. Nan§ġka pro PKC ὑ: cytosol ï 

15 Õg, homogen§t ï 10 Õg, 

partikul§rn² frakce ï 5 Õg, nan§ġka pro 

P-PKC ὑ: cytosol ï 50 Õg, homogen§t 

ï 40 Õg, partikul§rn² frakce ï 40 Õg. 

Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ 

SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6. * ï 

statisticky vĨznamnĨ rozd²l hypoxie 

vs. normoxie (p < 0,05). 
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Obr. 10: Vliv IHH na expresi PKCŮ mRNA 

v homogen§tu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. 

Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Mnoģstv² 

PKCŮ mRNA je normalizov§no na referenļn² gen 

hypoxantinguaninfosforibosyltransferasu 1 (HPRT1). 

Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 7.  

 

 

IHH aktivuje PKCŬ. 

 IHH zvĨġila mnoģstv² celkov® i fosforylovan® PKCŬ (Thr497) v homogen§tu (o 11 

a 12%) (obr. 11A a 11B), ale nezmŊnila pomŊr fosforylovan§ vs. celkov§ PKCŬ (obr. 11C) 

a mnoģstv² PKCŬ mRNA (obr. 11D).  
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Obr. 11: Vliv IHH na relativn² zastoupen² celkov® PKCŬ (A), fosforylovan® PKCŬ (B), 

pomŊr P-PKCŬ vs. celkov§ PKCŬ (C) a expresi PKCŬ mRNA (D) v homogen§tu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. N§n§ġka pro PKCŬ ï 10 Õg a pro P-PKCŬ ï 15 Õg. 

Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l 

hypoxie vs. normoxie (p < 0,05). 

Mnoģstv² PKCŬ mRNA je normalizov§no na referenļn² gen hypoxantinguaninfosforibosyltransferasu 1 

(HPRT1). Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 7. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l hypoxie vs. normoxie (p < 0,05). 
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4.1.2 Vliv CNH na PKCŭ a PKCὑ 

CNH sniģuje proteinov® mnoģstv² PKCŭ, ale zvyġuje expresi PKCŭ mRNA. 

 Adaptace na CNH sn²ģila relativn² zastoupen² celkov® PKCŭ v partikul§rn² frakci 

(o 16%, obr. 12A) a fosforylovan® PKCŭ v homogen§tu (o 26%) a partikul§rn² frakci 

(o 35%, obr. 12B). PomŊr fosforylovan§ vs. celkov§ PKCŭ nebyl hypoxi² ovlivnŊn v ģ§dn® 

ze sledovanĨch frakc² (obr. 12C). Z§roveŔ doġlo k n§rŢstu exprese PKCŭ mRNA (o 30%, 

obr. 13). Zd§ se proto, ģe za podm²nek CNH se zvyġuje turnover/degradace PKCŭ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 12: Vliv CNH na relativn² 

zastoupen² celkov® PKCŭ (A), 

fosforylovan® PKCŭ (B) a 

pomŊr P-PKCŭ vs. celkov§ 

PKCŭ (C) v homogen§tu, 

cytosolu a partikul§rn² frakci. 
N ï normoxie, CNH ï kontinu§ln² 

normobarick§ hypoxie, cyto ï cytosol, 

homo ï homogen§t, part ï partikul§rn² 

frakce. Nan§ġka pro PKC ŭ: cytosol ï 

15 Õg, homogen§t ï 10 Õg, partikul§rn² 

frakce ï 5 Õg, nan§ġka pro P-PKC ŭ: 

cytosol ï 50 Õg, homogen§t ï 40 Õg, 

partikul§rn² frakce ï 40 Õg. Hodnoty 

jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. 

Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6. * ï 

statisticky vĨznamnĨ rozd²l hypoxie vs. 

normoxie (p < 0,05). 
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Obr. 13: Vliv CNH na expresi PKC ŭ mRNA v homogen§tu. 
N ï normoxie, CNH ï kontinu§ln² normobarick§ hypoxie. Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. 

Mnoģstv² PKCŭ mRNA je normalizov§no na referenļn² gen hypoxantinguaninfosforibosyltransferasu 1 

(HPRT1). Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 7. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l hypoxie vs. normoxie (p < 0,05). 
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CNH zvyġuje PKCŮ na ¼rovni proteinu i mRNA. 

Adaptace na CNH zvĨġila relativn² zastoupen² celkov® PKCŮ v partikul§rn² frakci 

(o 16%) (obr. 14A), u fosforylovan® PKCŮ nebo u pomŊru fosforylovan§ vs. celkov§ PKCŮ 

nedoġlo k ģ§dnĨm zmŊn§m (obr. 14B a 14C). Po adaptaci na CNH se zvĨġila exprese PKCŮ 

mRNA (o 48%, obr. 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 14: Vliv CNH na 

relativn² zastoupen² celkov® 

PKCŮ (A), fosforylovan® 

PKCŮ (B) a pomŊr P-PKCŮ 

vs. celkov§ PKCŮ (C) 

v homogen§tu, cytosolu a 

partikul§rn² frakci. 
N ï normoxie, CNH ï kontinu§ln² 

normobarick§ hypoxie, cyto ï 

cytosol, homo ï homogen§t, part ï 

partikul§rn² frakce. Nan§ġka pro 

PKC ὑ: cytosol ï 15 Õg, 

homogen§t ï 10 Õg, partikul§rn² 

frakce ï 5 Õg, nan§ġka pro P-PKC 

ὑ: cytosol ï 50 Õg, homogen§t ï 40 

Õg, partikul§rn² frakce ï 40 Õg. 

Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako 

prŢmŊr Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve 

skupinŊ ï 6. * ï statisticky 

vĨznamnĨ rozd²l hypoxie vs. 

normoxie (p < 0,05). 
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Obr. 15: Vliv CNH na expresi PKCŮ mRNA v homogen§tu. 
N ï normoxie, CNH ï kontinu§ln² normobarick§ hypoxie. Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. 

Mnoģstv² PKCὑ mRNA je normalizov§no na referenļn² gen hypoxantinguaninfosforibosyltransferasu 1 

(HPRT1). Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 7. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l hypoxie vs. normoxie (p < 0,05). 

 

 

 

Inhibitor PKCŮ KP-1633 potlaļuje kardioprotektivn² ¼ļinky vyvolan® CNH. 

 Pod§n² specifick®ho inhibitoru PKCŮ KP-1633 potlaļilo pokles LDH uvolnŊn® 

z kardiomyocytŢ bŊhem re-energizace po metabolick® inhibici (obr. 16B) a pokles celkov® 

LDH uvolnŊn® bŊhem MI/R, pozorovanĨ po adaptaci na CNH oproti normoxickĨm 

kontrol§m (obr. 16C). Kontroln² peptid KP-1723 nemŊl na uvolnŊn² LDH ģ§dnĨ vliv (obr. 

16A-C). Inhibitor PKCŮ KP-1633 z§roveŔ zruġil n§rŢst viability bunŊk vystavenĨch MI/R, 

vyvolanĨ CNH (obr. 17).  

 

0

50

100

150

200
*

N       CNH

P
K

C
e
 m

R
N

A
/H

P
R

T
1
 m

R
N

A

(%
 n

o
rm

o
x
ie

)



50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 16: Vliv CNH, 

kontroln²ho peptidu KP-

1723 nebo inhibitoru PKCŮ 

KP-1633 na uvolnŊn² 

lakt§tdehydrogenasy (LDH) 

z kardiomyocytŢ bŊhem 

metabolick® inhibice (MI) 

(A), re-energizace (R) (B) a 

celkov® uvolnŊn² bŊhem 

MI/R (C) vyj§dŚeno jako 

procento LDH uvolnŊn® 

z kontroln²ch bunŊk 

izolovanĨch z lev® komory 

nevystaven® MI/R. 
N ï normoxie, CNH ï kontinu§ln² 

normobarick§ hypoxie. Hodnoty 

jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. 

Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 10. * ï 

statisticky vĨznamnĨ rozd²l 

hypoxie vs. normoxie (p < 0,05), 

popŚ. KP-1633 vs. odpov²daj²c² 

kontrola. 
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Obr. 17: Vliv CNH, kontroln²ho peptidu KP-1723 nebo inhibitoru PKCŮ KP-1633 

na viabilitu kardiomyocytŢ po akutn² metabolick® inhibici/re-energizaci vyj§dŚeno 

jako procento kontrol. 
N ï normoxie, CNH ï kontinu§ln² normobarick§ hypoxie. Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet 

zv²Śat ve skupinŊ ï 10. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l hypoxie vs. normoxie (p < 0,05). 
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4.2 CĉL 2: AnalĨza c²lovĨch proteinŢ PKCŭ a PKCŮ po adaptaci na IHH 

4.2.1 Vliv IHH na apoptosu 

IHH aktivuje proapoptotick® a deaktivuje antiapoptotick® proteiny rodiny Bcl-2. 

 Adaptace na IHH zvĨġila relativn² zastoupen² proapoptotickĨch proteinŢ Bad 

(o 13%, obr. 18A) a Bax (o 23%, obr. 18B) a sn²ģila relativn² zastoupen² antiapoptotick®ho 

proteinu Bcl-2 (o 18%, obr. 18C). Z§roveŔ doġlo po adaptaci na IHH k poklesu pomŊru 

proteinŢ Bcl-2/Bad (o 28%, obr. 19A) a Bcl-2/Bax (34%, obr. 19B). Apoptosa je ovlivnŊna 

rovnov§hou mezi pro- a antiapoptotickĨmi faktory, proto se tyto pomŊry bŊģnŊ vyuģ²vaj² 

pro kvantifikaci apoptosy. 
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Obr. 18: Vliv IHH na relativn² zastoupen² Bad (A), Bax (B) a Bcl-2 (C) v homogen§tu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. Nan§ġka pro Bad ï 40 Õg, Bax ï 40 Õg a Bcl-2 ï 10 

Õg. Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l 

hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).  
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Obr. 19: Vliv IHH na pomŊr Bcl-2/Bad (A) a Bcl-2/Bax (B) v homogen§tu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet 

zv²Śat ve skupinŊ ï 6. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l hypoxie vs. normoxie (p < 0,05). 

 

 

IHH aktivuje kaspasu 3, ale z§roveŔ zvyġuje mnoģstv² jej²ho inhibitoru XIAP a 

sniģuje poļet Tunel-pozitivn²ch bunŊk v myokardu lev® komory. 

 IHH zvĨġila mnoģstv² aktivn² kaspasy 3 (o 194%, obr. 20A), ale z§roveŔ i mnoģstv² 

jej²ho inhibitoru XIAP (o 33%, obr. 20B). Doġlo tak® ke sn²ģen®mu uvolnŊn² cytochromu c 

do cytosolu (o 10%, obr. 21). AnalĨza Tunel-pozitivn²ch bunŊk uk§zala, ģe adaptace 

na IHH sniģuje poļet tŊchto bunŊk v myokardu lev® komory (obr. 22). V septu po hypoxii 

nedoġlo k ģ§dnĨm zmŊn§m a v prav® komoŚe byla patrn§ tendence ke vzrŢstu (obr. 22). 

PrŢmŊrn® mnoģstv² Tunel-pozitivn²ch bunŊk bylo u kontroln²ch skupin 100 na cm
2
. 
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Obr. 20: Vliv IHH na relativn² zastoupen² kaspasy 3 (A) a jej²ho inhibitoru XIAP (B) 

v homogen§tu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. Nan§ġka pro kaspasu 3 ï 40 Õg a XIAP ï 20 Õg. 

Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l 

hypoxie vs. normoxie (p < 0,05). 
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Obr. 21: Vliv IHH na relativn² zastoupen² cytochromu c v cytosolu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. Nan§ġka pro cytochrom c ï 3 Õg. Hodnoty jsou 

vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l hypoxie vs. 

normoxie (p < 0,05). 

 

 



55 

0

50

100

150

200

250

PK        LK    SEPTUM

*

N

IHH
T
u
n
e
l
-
p
o
z
i
t
i
v
n
²
 
b
u
Ŕ
k
y

(%
 n

o
rm

o
xi

e
)

 

Obr. 22: Vliv IHH na poļet Tunel-pozitivn²ch bunŊk vztaģenĨch na plochu v prav® 

komoŚe, lev® komoŚe a septu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie, LK ï lev§ komora, PK ï prav§ komora. Hodnoty 

jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 8. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l hypoxie vs. 

normoxie (p < 0,05). 
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4.2.2 Vliv IHH na dynamiku mitochondri² 

IHH neovlivŔuje proteiny mitochondri§ln² f¼ze a ġtŊpen². 

 Adaptace IHH nevedla v porovn§n² s kontroln² skupinou k ģ§dnĨm zmŊn§m 

v relativn²m zastoupen² proteinŢ mitochondri§ln² f¼ze Mfn1 a Mfn2 (obr. 23A a 23B), ani 

proteinu mitochondri§ln²ho ġtŊpen² Drp1 (obr. 23C). Mnoģstv² CS, bŊģnŊ pouģ²van® jako 

marker mitochondri§ln² hmoty, se po IHH tak® nezmŊnilo (nepublikovan§ data).  

0

50

100

150

200

A

N       IHH

Im
u
n
o
re

a
k
tiv

ita
 M

fn
1

(%
 n

o
rm

o
xi

e
)

0

50

100

150

200

B

N       IHH

Im
u
n
o
re

a
k
ti
vi

ta
 M

fn
2

(%
 n

o
rm

o
xi

e
)

 

0

50

100

150

200

C

N       IHH

Im
u
n
o
re

a
k
ti
vi

ta
 D

rp
1

(%
 n

o
rm

o
xi

e
)

 

 

Obr. 23: Vliv IHH na relativn² zastoupen² Mfn1 (A), Mfn2 (B) a Drp1 (C) 

v homogen§tu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. Nan§ġka pro Mfn1 ï 30 Õg, Mfn2 ï 30 Õg a Drp1 ï 

20 Õg. Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6.  
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4.2.3 Vliv IHH na autofagii  

IHH aktivuje autofagick® proteiny. 

 IHH neovlivnila mnoģstv² Beclinu 1 a Parkinu (obr. 24A a 24B), ale zvĨġila 

zastoupen² BNIP3 (o 94%, obr. 24C) a LC3-B (o 56%, obr. 24D).  
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Obr. 24: Vliv IHH na relativn² zastoupen² Beclinu 1 (A), Parkinu (B), BNIP3 (C) 

a LC3-B (D) v homogen§tu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. Nan§ġka pro Beclin 1 ï 30 Õg, Parkin ï 20 Õg, 

BNIP3 ï 20 Õg a LC3-B ï 40 Õg. Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6. * 

ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l hypoxie vs. normoxie (p < 0,05). 
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4.2.4 Vliv IHH na dalġ² c²lov® proteiny PKC ï SPHK1, SPHK2, ALDH2 a Cx43 

IHH sniģuje mnoģstv² SPHK1. 

 Adaptace na IHH vedla ke sn²ģen² mnoģstv² SPHK1 v homogen§tu (o 18%, obr. 

25A) a nemŊla vliv na mnoģstv² SPHK2 (obr. 25B).  
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Obr. 25: Vliv IHH na relativn² zastoupen² SPHK1 (A) a SPHK2 (B) v homogen§tu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. Nan§ġka pro SPHK1 ï 20 Õg a SPHK2 ï 20 Õg. 

Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l 

hypoxie vs. normoxie (p < 0,05). 

 

 

IHH sniģuje mnoģstv² ALDH2. 

 Adaptace na IHH vedla k poklesu ALDH2 o 25% (obr. 26).  
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Obr. 26: Vliv IHH na relativn² zastoupen² ALDH2 v homogen§tu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. Nan§ġka pro ALDH2 ï 15 Õg. Hodnoty jsou 

vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l hypoxie vs. 

normoxie (p < 0,05). 
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IHH zvyġuje celkovĨ i fosforylovanĨ Cx43. 

 IHH zvĨġila mnoģstv² celkov®ho Cx43 (o 45%, obr. 27A) a fosforylovan®ho Cx43 

(Ser368) (o 22%, obr. 27B) v homogen§tu. 
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Obr. 27: Vliv IHH na relativn² zastoupen² celkov®ho (A) a fosforylovan®ho Cx43 (B) 

v homogen§tu. 
N ï normoxie, IHH ï intermitentn² hypobarick§ hypoxie. Nan§ġka pro Cx43 ï 20 Õg a P-Cx43 ï 40 Õg. 

Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊr Ñ SEM. Poļet zv²Śat ve skupinŊ ï 6. * ï statisticky vĨznamnĨ rozd²l 

hypoxie vs. normoxie (p < 0,05). 
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5 DISKUZE  

5.1 CĉL 1: AnalĨza isoforem PKC po adaptaci na intermitentn² 

hypobarickou (IHH)  a kontinu§ln² normobarickou hypoxii (CNH) 

5.1.1 Vliv IHH na PKCŭ, PKCὑ a PKCŬ 

IHH aktivuje celkovou i fosforylovanou PKCŭ  

 Adaptace na IHH zvĨġila mnoģstv² celkov® i fosforylovan® PKCŭ (Ser643) 

v homogen§tu, cytosolu i partikul§rn² frakci. U exprese PKCŭ mRNA byl po hypoxii patrnĨ 

trend n§rŢstu, kterĨ vġak z dŢvodu vyġġ² odchylky nedos§hl statistick® vĨznamnosti. N§rŢst 

celkov® PKCŭ je v souladu s naġimi pŚedchoz²mi studiemi, kde jsme uk§zali, ģe IHH 

zvyġuje expresi PKCŭ v jednotlivĨch bunŊļnĨch frakc²ch (nukle§rnŊ-cytoskelet§rn², 

mitochondri§ln² a mikrosom§ln²) (Neck§Ś 2005), i v celkov® partikul§rn² frakci 

a v homogen§tu (Kol§Ś 2007). ZvĨġenou expresi PKCŭ v partikul§rn² frakci pozorovali 

i Ding a spol. na podobn®m modelu intermitentn² hypoxie (5000 m, 6 hod/den) (Ding 

2004). Z§roveŔ bylo zjiġtŊno, ģe mnoģstv² PKCŭ v partikul§rn² frakci negativnŊ koreluje 

s velikost² infarktu myokardu (Hlav§ļkov§ 2007). NovŊ jsme uk§zali, ģe roste i fosforylace 

PKCŭ na Ser643 a pomoc² imunofluorescenļn² analĨzy zjistili, ģe IHH vede k translokaci 

PKCŭ na mitochondri§ln² a sarkolem§ln² membr§ny (Hlav§ļkov§ 2010, pŚ²loha B), coģ je 

povaģov§no za znaky aktivace enzymu.  

 Zapojen² PKCŭ v mechanismu kardioprotekce bylo zkoum§no pomoc² inhibitoru 

PKCŭ rottlerinu. Jiģ dŚ²ve jsme zjistili, ģe rottlerin ļ§steļnŊ ruġ² sn²ģenou velikost infarktu 

myokardu pozorovanou po adaptaci na IHH (Neck§Ś 2005). Souļasn§ studie uk§zala, 

ģe rottlerin potlaļil i translokaci PKCŭ na sarkolem§ln² a mitochondri§ln² membr§ny 

(Hlav§ļkov§ 2010, pŚ²loha B). Z§roveŔ bylo zjiġtŊno, ģe po adaptaci na IHH doch§z² 

ke zvĨġen® tvorbŊ nitrotyrosinu (Hlav§ļkov§ 2010, pŚ²loha B). To je v souladu s naġimi 

pŚedchoz²mi studiemi, kter® uk§zaly, ģe adaptace na IHH vede ke zvĨġen® tvorbŊ ROS 

(Kol§Ś 2007). Pod§n² antioxidantu N-acetylcysteinu zruġilo n§rŢst PKCŭ v homogen§tu 

a partikul§rn² frakci a z§roveŔ i kardioprotektivn² ¼ļinky hypoxie (Kol§Ś 2007). Je zn§mo, 

ģe PKCŭ podl®h§ redoxn² regulaci (Konishi 2001); zd§ se tedy, ģe exprese PKCŭ je stejnŊ 

jako kardioprotekce z§visl§ na urļit® hladinŊ oxidaļn²ho stresu (Kol§Ś 2007).  
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 VĨsledky analĨz ukazuj², ģe pro kardioprotekci vyvolanou IHH m§ PKCŭ kl²ļovou 

roli. Zapojen² PKCŭ potvrdily i nŊkter® studie na ischemick®m (Mayr 2004) ļi 

farmakologick®m preconditioningu (Fryer 2001). PŚesto je ¼loha PKCŭ v kardioprotekci 

kontroverzn²: nŊkter® studie ukazuj² jej² pozitivn², jin® negativn² vliv na IR poġkozen². 

Podstatnou roli ve vĨsledn®m ¼ļinku hraje pravdŊpodobnŊ naļasov§n² aktivace enzymu. 

Bylo zjiġtŊno, ģe aktivace PKCŭ bŊhem reperf¼ze aktivuje apoptosu (Murriel 2004) a je 

ġkodliv§ (Inagaki 2003), zat²mco aktivace PKCŭ pŚed ischemi² vede k protekci (Inagaki 

2005).  

 MechanismŢ, pomoc² kterĨch by PKCŭ mohla pŚisp²vat ke kardioprotekci, je cel§ 

Śada. PKCŭ je zapojena v regulaci energetick®ho metabolismu. OvlivŔuje napŚ. funkci 

pyruv§tdehydrogenasy (Acin-Perez 2010), F1F0ATPasy (Nguyen 2008) a uplatŔuje se 

bŊhem pŚepnut² z aerobn²ho na anaerobn² metabolismus, pozorovan®ho po adaptaci 

na hypoxii (Bass 1989). M§ vliv tak® na ļinnost Na
+
/Ca

2+
 vĨmŊn²ku (Bouwman 2006). 

Dalġ²m dŢleģitĨm c²lem PKCŭ jsou proteiny spojen® s autofagi² a apoptosou, na kter® jsme 

se v t®to pr§ci soustŚedili. Zapojen² PKCŭ do regulace apoptosy a autofagie v souvislosti 

s kardioprotekc² je bl²ģe pops§no v samostatnĨch kapitol§ch (viz d§le).  

 

IHH sniģuje mnoģstv² celkov® PKCὑ, zvyġuje ale zastoupen² fosforylovan® (aktivn²) 

vŢļi celkov® PKCὑ. 

 Adaptace na IHH sn²ģila mnoģstv² PKCὑ v homogen§tu a partikul§rn² frakci, coģ je 

v souladu s naġ² pŚedchoz² studi² (Kol§Ś 2007), a neovlivnila mnoģstv² PKCὑ mRNA. 

Pokles PKCὑ pozorovali i Li a spol. u dospŊlĨch potomkŢ samic potkanŢ, kter® byly bŊhem 

bŚezosti vystaveny hypoxii (10,5% O2, 15. aģ 21. den gestace) (Li 2004a). NovŊ jsme 

uk§zali, ģe IHH neovlivnila mnoģstv² fosforylovan® PKCὑ (Ser729). Doġlo vġak k n§rŢstu 

pomŊru fosforylov§ vs. celkov§ PKCὑ v homogen§tu a cytosolu. V partikul§rn² frakci byla 

patrn§ tendence k n§rŢstu, kter§ vġak z dŢvodu vyġġ² odchylky nedos§hla statistick® 

vĨznamnosti. Zd§ se tedy, ģe po adaptaci na IHH je v srdci zvĨġen® zastoupen² 

fosforylovan®, tedy aktivn² PKCὑ. N§rŢst fosforylace PKCὑ pozorovali i Raffie a spol. 

u neonat§ln²ch kr§l²kŢ po adaptaci na CNH (10% O2, 10 dnŢ) (Raffie 2002). V souladu 

s naġimi vĨsledky je i studie Wanga a spol., kde byl po adaptaci na IHH (PO2=11,2 kPa, 4 

hod/den, 4 tĨdny) zjiġtŊn zvĨġenĨ pomŊr fosforylovan® vs. celkov® PKCὑ (Wang 2011). 

 Đlohu PKCὑ ve zvĨġen® odolnosti vŢļi IR poġkozen² vyvolan® IHH jsme zkoumali 

tak® na izolovanĨch kardiomyocytech pomoc² inhibitoru KP-1633 specifick®ho pro PKCὑ. 
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Inhibitor KP-1633 poskytla firma KAI Pharmaceuticals Inc. Z²skan® vĨsledky uk§zaly, ģe 

pod§n² KP-1633 neovlivnilo kardioprotektivn² ¼ļinek hypoxie na izolovanĨch 

kardiomoycytech, pozorovanĨ jako n§rŢst viability (Hlav§ļkov§ nepublikovan§ data). 

 PŚestoģe byla potvrzena ¼loha PKCὑ v kardioprotekci vyvolan® rŢznĨmi formami 

preconditioningu (Budas 2007), vĨsledky naġich dŚ²vŊjġ²ch studi² (Hlav§ļkov§ 2007, Kol§Ś 

2007), stejnŊ tak jako souļasnĨch, naznaļuj², ģe v mechanismu kardioprotekce vyvolan® 

adaptac² na IHH nehraje PKCὑ kl²ļovou roli.  

 

IHH aktivuje celkovou i fosforylovanou PKCὄ. 

 Adaptace na IHH zvĨġila mnoģstv² celkov® i fosforylovan® PKCὄ, neovlivnila vġak 

mnoģstv² PKCὄ mRNA. Aktivaci PKCὄ pozorovala na jednotlivĨch bunŊļnĨch frakc²ch 

po IHH tak® Lacinov§ (Lacinov§ 2002). PŚestoģe jsou v souvislosti se sign§ln²mi drahami 

kardioprotekce nejļastŊji zmiŔov§ny isoformy ŭ a ὑ, sv® uplatnŊn² by zde mohla m²t 

i isoforma ὄ. PKCὄ hraje roli v rozvoji hypertrofie (Braz 2002), ale tak® fosforyluje Śadu 

proteinŢ potenci§lnŊ zapojenĨch v sign§ln²ch drah§ch vedouc²ch k protekci. Jedn²m z nich 

je cytosolick§ PLA2Ŭ, jej²ģ fosforylace m§ aktivaļn² charakter (Li 2007). Bylo zjiġtŊno, ģe 

stimulace sign§ln² dr§hy cytosolick§ PLA2Ŭ/COX2/prostaglandin E2 by mohla pŚisp²vat 

ke kardioprotekci vyvolan® IHH (M²ļov§ nepublikovan§ data, pŚ²loha C). Dalġ²m z c²lŢ 

PKCὄ je napŚ. antiapoptotickĨ protein Bcl-2. PKCὄ zprostŚedkov§v§ jeho fosforylaci 

na Ser70 (Ruvolo 1998), coģ vede k jeho stabilizaci a aktivaci antiapoptotick® funkce 

(Deng 1998).  

5.1.2 Vliv CNH na PKCŭ a PKCὑ 

CNH sniģuje celkovou i fosforylovanou PKCŭ a z§roveŔ zvyġuje expresi PKCŭ 

mRNA. 

 Adaptace na CNH sn²ģila mnoģstv² celkov® PKCŭ v partikul§rn² frakci a tak® 

mnoģstv² fosforylovan® PKCŭ v homogen§tu a partikul§rn² frakci, coģ naznaļuje deaktivaci 

enzymu. Na druhou stranu vġak doġlo k n§rŢstu exprese PKCŭ mRNA. Zd§ se proto, ģe 

za podm²nek CNH se zvyġuje turnover/degradace PKCŭ. Bylo zjiġtŊno, ģe v nepŚ²tomnosti 

chronick® stimulace maj² isoformy PKC relativnŊ kr§tkĨ poloļas ģivota. BŊhem 

prodlouģen® aktivace vġak doch§z² k defosforylaci, ubiquitinylaci a degradaci PKC 

nav§zan® na membr§ny (Newton 2010). Pokles proteinov®ho mnoģstv² PKCŭ v t®to studii 
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by tak mohl znamenat rychlejġ² degradaci enzymu pot®, co vykonal svou funkci. Zapojen² 

PKCŭ v sign§ln²ch drah§ch kardioprotekce vyvolan® CNH proto nelze zcela vylouļit.  

 Pozorovan® zmŊny proteinov®ho mnoģstv² PKCŭ maj² zcela opaļnĨ trend neģ 

v pŚ²padŊ IHH, kde je aktivace PKCŭ pro kardioprotekci kl²ļov§ (Neck§Ś 2005). PŚestoģe 

zapojen² PKCŭ potvrdily i nŊkter® studie na ischemick®m (Mayr 2004) ļi farmakologick®m 

preconditioningu (Fryer 2001), Śada publikac² spojuje aktivaci PKCŭ sp²ġe s negativn²m 

pŢsoben²m na IR, a to vŊtġinou v souvislosti s nadmŊrnou produkc² ROS a aktivac² 

apoptotick® bunŊļn® smrti (Murriel 2004, Sivaraman 2009).  

 

CNH aktivuje PKCὑ na ¼rovni proteinu a mRNA. SpecifickĨ inhibitor PKCὑ KP-1633 

potlaļuje kardioprotektivn² ¼ļinek CNH. 

 Adaptace na CNH zvĨġila mnoģstv² PKCŮ v partikul§rn² frakci a expresi PKCŮ 

mRNA v homogen§tu. Aplikace specifick®ho inhibiļn²ho peptidu pro PKCŮ KP-1633, 

kterĨ br§n² asociaci PKCŮ se svĨm kotv²c²m proteinem RACK2 (Mackay 2001, Mochly-

Rosen 1995, Souroujon 1998) uk§zala, ģe KP-1633 zcela ruġ² zvĨġenou viabilitu 

kardiomyocytŢ a pokles uvolnŊn² LDH bŊhem re-energizace, pozorovanĨ po adaptaci 

na CNH. Z²skan® vĨsledky jsou v souladu s dalġ²mi studiemi, kter® poukazuj² na zapojen² 

PKCŮ do kardioprotekce vyvolan® chronickou hypoxi². Wang a spol. adaptovali potkany 

na IHH (PO2=11,2 kPa, 4 hod/den, 4 tĨdny) a zjistili, ģe pod§n² inhibitoru ŮV1-2 

specifick®ho pro PKCŮ ruġ² translokaci PKCŮ z cytosolu do partikul§rn² frakce a tak® 

zlepġen² obnovy srdeļn² kontraktility pozorovan® u adaptovanĨch zv²Śat (Wang 2011). 

Pod§n² obecn®ho inhibitoru PKC chelerytrinu potlaļilo aktivaci PKCŮ a zruġilo sn²ģen² 

velikosti infarktu myokardu pozorovan® u ml§Ņat kr§l²kŢ po adaptaci na CNH (10% O2, 10 

dnŢ) (Rafiee 2002). Xue a spol. adaptovali bŚez² potkany na kontinu§ln² hypoxii (10,5% 

O2) a zjistili, ģe je u jejich potomkŢ v dospŊlosti sn²ģen§ hladina PKCŮ a jej² fosforylovan® 

formy a ģe doch§z² ke zvŊtġen² velikosti infarktu myokardu a zhorġen² postischemick® 

srdeļn² kontraktility (Xue 2009). 

 Byla navrģena Śada mechanismŢ, kterĨmi by aktivace PKCὑ mohla v®st ke zvĨġen® 

odolnosti myokardu k IR poġkozen². C²lem PKCὑ je napŚ. protein Bcl-2 zapojenĨ v regulaci 

apoptosy a autofagie (Baines 2002). PKCὑ ovlivŔuje tak® funkci Cx43, kterĨ je z§kladn² 

sloģkou gap junctions, a tud²ģ i bunŊļnou komunikaci (Lampe 2000). Dalġ²m c²lem PKCὑ 

je ALDH2 spojen§ s metabolismem toxickĨch aldehydŢ (Chen 2008a). PKCὑ ovlivŔuje 
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ļinnost pyruv§tdehydrogenasy zahrnut® v udrģov§n² energetick® homeost§zy (Gong 2012) 

nebo kinasy glykogensynt§zy 3ɓ, jej²ģ fosforylace vede ke sn²ģen®mu otev²r§n² MPTP 

a vyġġ² odolnosti vŢļi IR poġkozen² (Juhaszova 2004, 2009) a jej²ģ zapojen² 

v kardioprotekci vyvolan® chronickou hypoxi² (PO2=11,2 kPa, 4 h/den, 4 tĨdny) popsali 

Wang a spol. (Wang 2011). 

 PozorovanĨ n§rŢst mnoģstv² PKCὑ v partikul§rn² frakci spoleļnŊ se zruġen²m 

protektivn²ho ¼ļinku CNH na kardiomyocyty po aplikaci specifick®ho inhibitoru PKCὑ 

KP-1633 podporuj² pŚedstavu, ģe se PKCὑ uplatŔuje v sign§ln²ch drah§ch vedouc²ch 

ke zvĨġen® odolnosti myokardu vŢļi IR poġkozen². 

 PŚestoģe adaptace na CNH stejnŊ jako na IHH sniģuje velikost infarktu (Neck§Ś 

2013), sniģuje uvolnŊn² LDH a zvyġuje viabilitu kardiomyocytŢ vystavenĨch simulovan® 

IR (Borchert 2011, Neck§Ś 2013), ¼ļinky obou modelŢ na expresi PKC jsou protichŢdn®. 

V kardiomyocytech vġak byla opakovanŊ pops§na vz§jemn§ regulace mezi PKCŭ a PKCὑ 

(Mayr 2009, Rybin 2003, 2007), takģe sn²ģen§ funkce jedn® isoformy se mŢģe 

kompenzovat zvĨġenou funkc² druh®.  

 VĨsledky z²skan® na modelech IHH a CNH podporuj² pŚedstavu, ģe PKCŭ ļi PKCŮ 

(popŚ. obŊ) jsou dŢleģitĨmi hr§ļi v mechanismu kardioprotekce vyvolan® chronickou 

hypoxi². Dalġ²m c²lem m® pr§ce proto bylo stanovit c²lov® proteiny tŊchto isoforem, a to 

v souvislosti s apoptosou a autofagi², dynamikou mitochondri², metabolismem sfingolipidŢ, 

odstraŔov§n²m toxickĨch aldehydŢ a komunikac² pŚes gap junctions. 

 

5.2 CĉL 2: AnalĨza c²lovĨch proteinŢ PKCŭ a PKCŮ po adaptaci na IHH  

5.2.1 Vliv IHH na apoptosu 

IHH aktivuje proapoptotick® a deaktivuje antiapoptotick® proteiny rodiny Bcl-2. 

Z§roveŔ doch§z² ke zvĨġen² mnoģstv² kaspasy 3, ale i jej²ho inhibitoru XIAP. Poļet 

Tunel-pozitivn²ch bunŊk v myokardu lev® komory se po adaptaci na IHH sniģuje. 

Apoptosa pŚedstavuje kl²ļovĨ mechanimus ovlivnŊn² osudu bunŊk a jej² nedostatek, 

ale i nadmŊrn§ aktivace, ġkod². Apoptosa je definovan§ jako typ bunŊļn® smrti, a tud²ģ je 

vn²m§na pŚev§ģnŊ v negativn²m slova smyslu, mŢģe vġak pŚedstavovat i zpŢsob, jakĨm 

organismus odstraŔuje poġkozen® buŔky. V regulaci apoptosy se vĨznamnŊ uplatŔuj² 

proteiny rodiny Bcl-2, kter® jsou fosforylov§ny pomoc² PKC, ļ²mģ je ovlivnŊna jejich 
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funkce. PKC vġak reguluje funkci i ostatn²ch proteinŢ zapojenĨch v apoptose, jako je 

kaspasa 3 ļi cytochrom c. Jedn²m z c²lŢ m® pr§ce proto bylo stanovit m²ru apoptosy 

po adaptaci na IHH. Z²skan® vĨsledky jsou shrnuty na obr. 28.  

 

 

Obr. 28: Vliv IHH na proteiny spojen® s apoptosou. 

 

Pomoc² metody Western blot jsme analyzovali proteiny rodiny Bcl-2 (Bad, Bax 

a Bcl-2). Uk§zalo se, ģe hypoxie zvyġuje mnoģstv² proapoptotickĨch proteinŢ Bad a Bax 

a z§roveŔ sniģuje mnoģstv² antiapoptotick®ho proteinu Bcl-2. VĨznamnŊ klesly i pomŊry 

Bcl-2/Bad a Bcl-2/Bax, kter® se bŊģnŊ pouģ²vaj² ke kvantifikaci apoptosy, protoģe jej² 

aktivace/deaktivace je z§visl§ na rovnov§ze mezi pro- a antiapoptotickĨmi ļleny rodiny 

Bcl-2. N§rŢst Bad a pokles Bcl-2 po hypoxii (12% O2, 2 tĨdny) pozorovali i Lee a spol. 

(Lee 2006). StejnŊ tak Aliparasti a spol. zaznamenali na podobn®m modelu hypoxie (11% 
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O2, 2 tĨdny) zvĨġen² pomŊru Bax/Bcl-2 (Aliparasti 2015). Z²skan® vĨsledky naznaļuj², 

ģe doch§z² k aktivaci apoptosy. Na druhou stranu je tŚeba br§t v ¼vahu, ģe samotn® zmŊny 

v mnoģstv² proteinŢ rodiny Bcl-2 nemus² dostateļnŊ vypov²dat o jejich aktivitŊ, kter§ je 

regulov§na napŚ. fosforylac² ļi bunŊļnou lokalizac² (Elmore 2007). Fosforylaci proteinŢ 

rodiny Bcl-2 jsme se pokusili stanovit, ale z dŢvodu nedostupnosti specifickĨch prim§rn²ch 

protil§tek se analĨza nezdaŚila.  

Pro stanoven² ¼rovnŊ apoptosy se standardnŊ pouģ²v§ kombinace alespoŔ dvou 

metod, ide§lnŊ biochemick® s mikroskopickou. Dalġ²m c²lem m® pr§ce proto byla analĨza 

mnoģstv² apoptotickĨch bunŊk metodou Tunel. VĨsledky uk§zaly, ģe po adaptaci na IHH se 

v myokardu lev® komory sniģuje mnoģstv² apoptotickĨch bunŊk. Sn²ģen² apoptosy mŊŚeno 

poļtem Tunel-pozitivn²ch bunŊk po hypoxii (5000 m, 6 hod/den, 42 dnŢ) pozorovali i Dong 

a spol. (Dong 2003). Na rozd²l od lev® komory jsme v prav® komoŚe zaznamenali trend 

n§rŢstu poļtu apoptotickĨch bunŊk, coģ je v souladu s pozorov§n²m, ģe za podm²nek IHH 

doch§z² k hypertrofii myokardu prav® komory (Kol§Ś 1989). V septu, kter® je 

z morfologick®ho hlediska na rozhran² mezi pravou a levou komorou, se poļet 

apoptotickĨch bunŊk nezmŊnil. 

 ProtichŢdn® vĨsledky mezi analĨzou proteinŢ Bcl-2 a metodou Tunel jsou v rozporu 

s ostatn²mi studiemi (Dong 2003, Lee 2006). Nebyly ovġem provedeny na totoģn®m 

modelu hypoxie, takģe vĨsledky nejsou zcela srovnateln®. Za ¼ļelem objasnŊn² vlivu IHH 

na apoptosu jsme se proto rozhodli stanovit dalġ² markery apoptosy ï uvolnŊn² cytochromu 

c do cytosolu, aktivn² kaspasu 3 a jej² inhibitor XIAP. Uk§zalo se, ģe po IHH doch§z² 

ke sn²ģen®mu uvolnŊn² cytochromu c do cytosolu, coģ je znakem sn²ģen® apoptosy. 

AnalĨza aktivn² kaspasy 3 byla problematick§ z dŢvodu nedostatku specifickĨch 

prim§rn²ch protil§tek urļenĨch pro potkana. Vyzkouġeli jsme dvŊ polyklon§ln² protil§tky, 

kter® vġak byly silnŊ nespecifick® a ukazovaly mnoģstv² prouģkŢ. Vzhledem k absenci 

funguj²c² pozitivn² kontroly ļi inhibiļn²ho peptidu jsme jednotliv® prouģky analyzovali 

metodou HPLC-MS, uk§zalo se vġak, ģe kaspase 3 neodpov²d§ ģ§dnĨ z nich. Nakonec jsme 

se pŚiklonili k pouģit² monoklon§ln² protil§tky, kter§ sice tak® nebyla zcela specifick§, 

nicm®nŊ v molekulov® hmotnosti odpov²daj²c² aktivn² kaspase 3 byl pouze jeden prouģek, 

kterĨ vykazoval po IHH stejnĨ trend jako ostatn² prouģky, kter® by mohly odpov²dat 

rŢznĨm ġtŊpŢm kaspasy 3.  

 Zjistili jsme, ģe po adaptaci na IHH roste mnoģstv² aktivn² kaspasy 3, kter§ je 

povaģov§na za nejdŢleģitŊjġ² exekuļn² kaspasu. Bylo publikov§no, ģe PKCŭ (kter§ po IHH 
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takt®ģ roste) kaspasu 3 aktivuje (Voss 2005). Z§roveŔ se vġak uk§zalo, ģe po IHH doch§z² 

i k n§rŢstu inhibitoru aktivn² kaspasy 3 XIAP. Yuan a spol. uk§zali, ģe n§rŢst exprese XIAP 

vedouc² ke sn²ģen² aktivity kaspasy 3 je zprostŚedkov§n ERK (Yuan 2012), k jej²ģ aktivaci 

(zvĨġen® fosforylaci) doch§z² za podm²nek IHH (M²ļov§ nepublikovan§ data, pŚ²loha C). 

Kaġparov§ z§roveŔ zjistila, ģe adaptace na IHH vede i k n§rŢstu exprese Birc2 mRNA 

(z angl. baculoviral IAP repeat-containing protein 2), genu k·duj²c²ho protein cIAP1, kterĨ 

je tak® inhibitorem kaspas (Kaġparov§ nepublikovan§ data).  

 Z²skan® vĨsledky naznaļuj², ģe adaptace na IHH vede k aktivaci poļ§teļn² f§ze 

apoptosy v myokardu lev® komory na ¼rovni proteinŢ rodiny Bcl-2, v koneļn®m dŢsledku 

vġak doch§z² ke sn²ģen®mu uvolnŊn² cytochromu c do cytosolu, deaktivaci kaspasy 3 

a niģġ²mu poļtu Tunel-pozitivn²ch bunŊk, coģ je znakem deaktivace apoptosy. Sn²ģen² 

apoptosy je v souladu s kardioprotektivn²m pŢsoben²m IHH.  

5.2.2 Vliv IHH na dynamiku mitochondri² 

IHH neovlivŔuje proteiny mitochondri§ln² f¼ze a ġtŊpen². 

Ve sv® pr§ci jsem v r§mci analĨzy c²lovĨch proteinŢ PKC stanovila hladinu 

proteinu Drp1 po adaptaci na IHH. Uk§zalo se, ģe po hypoxii nedoch§z² k ģ§dnĨm zmŊn§m 

v jeho proteinov®m mnoģstv². PŚesto nemŢģeme vylouļit, ģe IHH dynamiku mitochondri² 

ovlivŔuje a je tŚeba dalġ²ch podrobnŊjġ²ch analĨz. Funkce Drp1 je posttranslaļnŊ 

regulov§na sumoylac², ubiquitinylac², S-nitrosylac² a v neposledn² ŚadŊ fosforylac² (Ong 

2010b). Pr§vŊ fosforylace Drp1 by mohla bĨt za podm²nek IHH ovlivnŊna, protoģe Drp1 je 

jedn²m z c²lovĨch proteinŢ PKCŭ. Bylo zjiġtŊno, ģe oxidaļn² stres vede v neuronech k jeho 

fosforylaci na Ser579 pomoc² PKCŭ, coģ vede k jeho translokaci na mitochondrie a aktivaci 

ġtŊpen² mitochondri². PeptidovĨ inhibitor PKCŭ ŭV1-1 naopak fragmentaci mitochondri² 

sniģuje (Qi 2011). Fosforylaci Drp1 na Ser579 jsme se pokusili stanovit, ale byla ne¼spŊġn§ 

z dŢvodu nedostatku funguj²c²ch protil§tek proti tomuto fosforylaļn²mu m²stu.  

Z§roveŔ nen² moģn® vylouļit, ģe je Drp1 fosforylov§n i na jinĨch m²stech neģ je 

Ser579. Bylo zjiġtŊno, ģe Drp1 mŢģe bĨt fosforylov§n napŚ. pomoc² PKA na Ser656. Tato 

fosforylace vġak vede k deaktivaci mitochondri§ln²ho ġtŊpen² (Chang 2007).  

Dynamika mitochondri² je ovlivnŊna rovnov§hou mezi proteiny podporuj²c²mi 

bunŊļn® ġtŊpen² i f¼zi. Po adaptaci na IHH jsme proto stanovili i Mfn1 a Mfn2, kter® nejsou 

c²lovĨmi proteiny PKC, ale hraj² dŢleģitou roli v regulaci f¼ze mitochondri². Z§roveŔ bylo 

zjiġtŊno, ģe Mfn2 je nez§visle na sv® funkci v mitochondri§ln² f¼zi zapojen v apoptotick® 
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smrti neonat§ln²ch kardiomyocytŢ vyvolan® oxidaļn²m stresem (Shen 2007). Uk§zalo se 

vġak, ģe adaptace na IHH neovlivŔuje mnoģstv² Mfn1, ani Mfn2.  

Optim§ln² rovnov§ha mezi mitochondri§ln² f¼z² a ġtŊpen²m je nezbytn§ pro 

spr§vnou funkci myokardu a jej² poruġen² mŢģe v®st k bunŊļn® smrti a sn²ģen® odolnosti 

vŢļi IR poġkozen². Bylo zjiġtŊno, ģe inhibice mitochondri§ln²ho ġtŊpen² nebo naopak 

aktivace mitochondri§ln² f¼ze vede u bunŊļn® linie atri§ln²ch kardiomyocytŢ HL-1 

k elongaci mitochondri² a niģġ² bunŊļn® smrti po simulovan® IR (Ong 2010a). 

Fragmentovan® mitochondrie bĨvaj² naopak znakem aktivace apoptotick® bunŊļn® smrti 

(Ong 2010b). Studie Onga a spol. uk§zala, ģe farmakologick§ inhibice proteinu 

mitochondri§ln² f¼ze Drp1 chr§n² myġ² srdce pŚed simulovanĨm IR poġkozen²m d²ky 

inhibici otev²r§n² MPTP a sn²ģen² velikosti infarktu myokardu (Ong 2010a). Z§roveŔ bylo 

zjiġtŊno, ģe zvĨġen§ exprese dominantnŊ negativn² formy Drp1 Drp1K38A (inhibovan§ 

GTPasov§ aktivita) chr§n² buŔky pŚed uvolnŊn²m cytochromu c a apoptotickou bunŊļnou 

smrt² (Frank 2001).  

5.2.3 Vliv IHH na autofagii  

IHH aktivuje  autofagick® proteiny. 

Autofagie s apoptosou ¼zce souvis² a Śada proteinŢ uplatŔuj²c²ch se v regulaci 

apoptosy m§ svou roli i v autofagii. Dalġ²m c²lem m® pr§ce proto bylo stanovit po adaptaci 

na IHH proteiny zapojen® v mechanismu autofagie. Z²skan® vĨsledky jsou shrnuty na obr. 

29. 

 Adaptace na IHH neovlivnila mnoģstv² Beclinu 1. Klesl vġak protein Bcl-2, kterĨ se 

na Beclin 1 v§ģe, a deaktivuje tak jeho proautofagickou funkci. Mohlo tak doj²t ke sn²ģen² 

mnoģstv² Beclinu 1 nav§zan®ho na Bcl-2, tj. ke zvĨġen² voln®ho Beclinu 1 schopn®ho 

aktivovat autofagii. Z§roveŔ pravdŊpodobnŊ doch§z² ke zvĨġen® disociaci komplexu Bcl-

2/Beclin 1. IHH totiģ aktivuje PKCŭ, kter§ pŚes JNK1 zprostŚedkov§v§ fosforylaci Bcl-2 

na Ser70 v komplexu Beclin 1/Bcl-2, kter§ vede k jeho disociaci (Chen 2008b).  

 Uk§zali jsme, ģe hypoxie zvyġuje mnoģstv² proteinŢ BNIP3 a LC3-B. Bylo zjiġtŊno, 

ģe zvĨġen§ exprese BNIP3 vede k autofagii a ģe pŢsob² protektivnŊ, protoģe sniģuje 

produkci ROS (Zhang 2008). Z§roveŔ tak® zabraŔuje interakci mezi Bcl-2 a Beclinem-1, 

a aktivuje tak autofagii (Belot 2009). N§rŢst BNIP3 po chronick® hypoxii (12% O2, 

16hod/den, 4 a 8 tĨdnŢ) pozorovali i Lee a spol. (Lee 2007).  
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 Adaptace na IHH vedla k n§rŢstu markeru autofagosomŢ LC3-B. N§rŢst LC3-B 

po hypoxii na modelu sp§nkov® apnoe pozorovali i Maeda a spol. (Maeda 2013). 

 IHH nevedla k zmŊn§m Parkinu, zapojen®ho do aktivace mitofagie, coģ je v souladu 

s naġ²m pozorov§n²m, ģe IHH neovlivŔuje dynamiku mitochondri².  

 Bylo zjiġtŊno, ģe autofagie je podobnŊ jako apoptosa aktivov§na rŢznĨmi 

bunŊļnĨmi stresovĨmi faktory jako jsou ROS (Scherz-Shouval 2007) ļi zvĨġen§ 

koncentrace Ca
2+

 v cytosolu (Hoyer-Hansen 2007). K jej² aktivaci tak doch§z² napŚ. bŊhem 

IR nebo pŚi srdeļn²m selh§n² (Nishida 2009). Zd§ se vġak, ģe aktivace autofagie v tŊchto 

pŚ²padech nemus² nutnŊ znamenat odsouzen² k bunŊļn® smrti, ale ģe by se mohlo jednat o 

mechanismus vedouc² k opravŊ kardiomyocytŢ. Kontrolovan§ degradace bunŊļnĨch 

komponent pŚedstavuje dŢleģitĨ zdroj ATP (Matsui 2008), jehoģ hladina za podm²nek 

sn²ģen® dostupnosti kysl²ku rychle kles§. Z§roveŔ jsou pomoc² autofagie selektivnŊ 

odstranŊny poġkozen® mitochondrie (Kim 2007), ļ²mģ se zabr§n² uvolnŊn² 

proapoptotickĨch faktorŢ jako je cytochrom c (Hamacher-Brady 2007). Bylo zjiġtŊno, ģe 

pod§n² inhibitoru autofagie Tat-Atg5 (K130R) vede k vymizen² kardioprotekce (Huang 

2010).  

 Z²skan® vĨsledky naznaļuj², ģe za podm²nek IHH doch§z² k aktivaci autofagie, 

kter§ by mohla pŚedstavovat jeden z mechanismŢ zvĨġen® tolerance hypoxickĨch srdc² vŢļi 

IR poġkozen².  

 

Obr. 29: Vliv IHH na proteiny spojen® s autofagi². 
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5.2.4 Vliv IHH na dalġ² c²lov® proteiny PKC ï SPHK1, SPHK2, ALDH2  a Cx43 

5.2.4.1 Vliv IHH na SPHK1, SPHK2  

IHH sniģuje mnoģstv² SPHK1. 

Adaptace na IHH sn²ģila mnoģstv² SPHK1 a neovlivnila mnoģstv² SPHK2. SPHK 

jsou enzymy zodpovŊdn® za tvorbu S1P. Bylo zjiġtŊno, ģe pomŊr S1P a ceramidu ovlivŔuje 

bunŊļn® pŚeģit² a jeho zvĨġen² pŢsob² proti apoptose (Cuvillier 1996). Jin a spol. uk§zali, 

ģe ischemickĨ preconditioning zvyġuje tvorbu S1P a ģe inhibitor SPHK ruġ² kardioprotekci 

vyvolanou ischemickĨm preconditioningem (Jin 2004).  

SPHK1 je obecnŊ vn²m§na jako protektivn². Bylo zjiġtŊno, ģe jej² aktivace zvyġuje 

obsah S1P a n§slednŊ bunŊļnou viabilitu d²ky aktivaci dr§hy bunŊļn®ho pŚeģit² PI3K/Akt, 

zvĨġen® expresi Bcl-2, sn²ģen®mu uvolnŊn² cytochromu c a deaktivaci kaspas (Taha 2006). 

Deaktivace SPHK1 zvĨġila synt®zu ceramidu a vedla k apoptose (Taha 2006). N§mi 

pozorovanĨ pokles SPHK1 je v rozporu s tŊmito studiemi, na druhou stranu funkce SPHK1 

mohla bĨt vyv§ģena SPHK2. 

SPHK2 byla aģ doned§vna povaģov§na za proapoptotickou (Maceyka 2005). Tento 

pohled byl vġak vyvr§cen studiemi na izolovanĨch myġ²ch srdc²ch s delec² genu 

pro SPHK2, kde se uk§zalo, ģe SPHK2 je nezbytn§ pro vyvol§n² ischemick®ho pre- 

i postconditioningu (Vessey 2011, 2013). Ke shodnĨm vĨsledkŢm doġli i Gomez a spol. 

(Gomez 2011). Z§roveŔ bylo zjiġtŊno, ģe genetick§ delece obou isoforem SPHK vede ke 

smrti (Mizugishi 2005), zat²mco myġi postr§daj²c² pouze SPHK1 ļi SPHK2 nevykazuj² 

ģ§dn® zn§mky naruġen®ho vĨvoje (Allende 2004, Michaud 2006).  

PŚestoģe adaptace na IHH sn²ģila mnoģstv² SPHK1, neovlivnila mnoģstv² SPHK2, 

a tud²ģ nedoġlo k negativn²m projevŢm tohoto poklesu.  

5.2.4.2 Vliv IHH na ALDH2  

IHH sniģuje mnoģstv² ALDH2. 

Adaptace na IHH vedla ke sn²ģen² mnoģstv² ALDH2. Tento vĨsledek je v rozporu 

s pŚedstavou o kardioprotektivn²m pŢsoben² ALDH2. Bylo zjiġtŊno, ģe ALDH2 odstraŔuje 

4-HNE, kterĨ se v buŔk§ch hromad² bŊhem srdeļn² ischemie, a chr§n² tak srdce pŚed IR 

poġkozen²m. Pod§n² inhibitoru ALDH2 cyanamidu vedlo ke zvĨġen² rozsahu infarktu 

myokardu (Chen 2008a). Z§roveŔ se uk§zalo, ģe ALDH2 metabolizuje nitroglycerin 

na ¼ļinnĨ vazodilat§tor NO (Chen 2008a) a uplatŔuje se tak® v regulaci autofagie (Ma 
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2011). Zapojen² ALDH2 v protekci naznaļuje i negativn² korelace nalezen§ mezi aktivitou 

ALDH2 a srdeļn²m poġkozen²m (Chen 2008a).  

Naproti tomu se uk§zalo, ģe koncentrace 4-HNE ovlivŔuje aktivitu PKC, kter§ je 

pro kardioprotekci kl²ļov§. Zat²mco n²zk§ koncentrace (0,1 ÕM) 4-HNE deaktivovala 

PKCŭ, vyġġ² koncentrace (1-10 ÕM) vedla k jej² aktivaci (Poli 2008). Zd§ se proto, ģe urļit§ 

hladina aldehydŢ mŢģe fungovat jako druhĨ posel a mŢģe vyvol§vat antioxidaļn² obrannou 

odpovŊŅ aktivovanou stresem, podobnŊ jako je tomu v pŚ²padŊ ROS (Poli 2008). Z§roveŔ 

bylo zjiġtŊno, ģe ALDH2 je fosforylov§na pomoc² PKCὑ a ģe tato fosforylace vede 

k n§rŢstu katalytick® aktivity ALDH2 (Chen 2008a, Churchill 2009). U zv²Śat s delec² 

PKCὑ vedla pŚ²m§ aktivace ALDH2 ke stejn® m²Śe ochrany pŚed IR poġkozen²m jako 

farmakologickĨ preconditioning etanolem u kontroln²ch zv²Śat (Budas 2010). Pokles PKCὑ 

a ALDH2 pozorovanĨ po IHH by mohl prostŚednictv²m 4-HNE hr§t roli v aktivaci PKCŭ, 

kter§ je pro kardioprotekci u tohoto typu hypoxie nezbytn§.  

Na zmŊny mnoģstv² ALDH2 m§ tak® podstatnĨ vliv konkr®tn² model chronick® 

hypoxie. Bylo zjiġtŊno, ģe adaptace na CNH, kter§ pŢsob² stejnŊ jako IHH 

kardioprotektivnŊ, hladinu ALDH2 neovlivŔuje (Chytilov§ 2015).  

5.2.4.3 Vliv IHH na Cx43  

IHH zvyġuje celkovĨ i fosforylovanĨ Cx43. 

Dalġ²m z analyzovanĨch c²lovĨch proteinŢ PKC byl Cx43. Uk§zalo se, 

ģe po adaptaci na IHH doch§z² k n§rŢstu jeho celkov® i fosforylovan® formy (Ser368). 

Waza a spol. na modelu akutn² hypoxie (1% O2, 12 hod) uk§zali zvĨġenou fosforylaci Cx43 

na Ser262, kter§ m§ na Cx43 obdobnĨ vliv jako fosforylace na Ser368 (Waza 2014). 

Na ischemick®m (Miura 2004, Srisakuldee 2009) a hypoxick®m preconditioningu 

(Jeyaraman 2012) byl zjiġtŊn pozitivn² ¼ļinek fosforylace Cx43 na srdeļn² funkci. Byla 

pops§na tak® pozitivn² korelace mezi defosforylovanĨm Cx43 a poklesem srdeļn² funkce 

(Beardslee 2000). 

Fosforylace na Ser368 (popŚ. Ser262) zprostŚedkovan§ PKCὑ vede ke sn²ģen® 

komunikaci pŚes gap junctions (Ek-Vitorin 2006, Lampe 2000). PŚestoģe napŚ. u infarktu 

myokardu zhorġuje sn²ģen§ komunikace pŚes gap junctions veden² elektrickĨch impulzŢ 

a zvyġuje tak riziko vĨskytu arytmi² (Dhein 2006), za urļitĨch podm²nek pŢsob² 

protektivnŊ. UzavŚen² gap junctions mŢģe br§nit ġ²Śen² ġkodlivĨch metabolitŢ (H2O2, 

superoxidovĨ anion) a tak® pŚet²ģen² Ca
2+

, ke kterĨm bŊģnŊ doch§z² bŊhem IR. Sn²ģ² se tak 
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poġkozen² okoln²ch bunŊk, buŔky jsou chr§nŊny pŚed tzv. polibkem smrti (Andrade-

Rozental 2000). Za patofyziologickĨch podm²nek mohou naopak gap junctions ġ²Śit 

bunŊļn® poġkozen² na sousedn² dosud pŚeģ²vaj²c² buŔky (Garcia-Dorado 2004).  

Cx43 z§roveŔ funguje nez§visle na sv® roli v bunŊļn® komunikaci jako podstatn§ 

sloģka sign§ln²ch drah kardioprotekce. Bylo zjiġtŊno, ģe kardioprotektivn² ¼ļinek 

ischemick®ho preconditioningu je potlaļen na izolovanĨch kardiomyocytech myġ² s delec² 

genu pro Cx43 (Li 2004b, Rodriguez-Sinovas 2010). Uk§zalo se, ģe u ischemick®ho 

preconditioningu doch§z² k translokaci Cx43 na mitochondrie (Boengler 2005), kde se 

nach§zej² c²lov® proteiny Cx43 uplatŔuj²c² se v kardioprotekci. Jedn²m z nich jsou patrnŊ 

mitoKATP kan§ly (Rottlaender 2010). Waza a spol. uk§zali, ģe Cx43 fosforylovanĨ pomoc² 

PKCŮ interaguje s podjednotkou Kir6.1 KATP kan§lŢ a ģe tato interakce sniģuje bunŊļnou 

smrt (Waza 2014). Sign§ln² dr§ha PKCŮ-Cx43- Kir6.1 KATP kan§ly by tak mohla 

pŚedstavovat mechanismus, kterĨm hypoxie vede ke zvĨġen® odolnosti srdc² vŢļi IR 

poġkozen². Z§roveŔ bylo zjiġtŊno, ģe mitochondri§ln² Cx43 ovlivŔuje bunŊļn® dĨch§n² 

(Ruiz-Meana 2008) a tak® tvorbu ROS, jejichģ urļit§ hladina je pro kardioprotekci 

nezbytn§ (Heinzel 2005).  
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6 ZĆVŉR 
 

C²l 1: AnalĨza isoforem PKC po adaptaci na intermitentn² hypobarickou (IHH) 

a kontinu§ln² normobarickou hypoxii (CNH) 

 AnalĨza isoforem PKC po adaptaci na dva rŢzn® modely chronick® hypoxie 

potvrdila, ģe konkr®tn² model hypoxie m§ na zmŊny v mnoģstv² PKC podstatnĨ vliv. 

Uk§zalo se, ģe adaptace na IHH vede k n§rŢstu celkov® i fosforylovan® PKCŭ a PKCŬ 

a k poklesu PKCŮ. IHH pŚedstavuje vĨraznŊ vŊtġ² z§tŊģ neģ CNH a je spojena 

s mechanismy posledn² z§chrany a aktivac² PKCŭ. Z²skan® vĨsledky potvrdily naġe dŚ²vŊjġ² 

studie poukazuj²c² na vĨznam PKCŭ v kardioprotekci vyvolan® IHH. 

 Adaptace na m²rnŊjġ² model CNH vedla naopak k n§rŢstu PKCŮ v partikul§rn² 

frakci a n§rŢstu PKCŮ mRNA. Pod§n² inhibiļn²ho peptidu PKCŮ KP-1633 zruġilo 

kardioprotekci a potvrdilo tak hypot®zu, ģe PKCŮ hraje u tohoto modelu hypoxie kl²ļovou 

roli. 

 

C²l 2: AnalĨza c²lovĨch proteinŢ PKCŭ a PKCŮ po adaptaci na IHH 

 AnalĨza c²lovĨch proteinŢ PKCŭ a PKCŮ po adaptaci na IHH uk§zala, ģe se zvyġuj² 

proapoptotick® a sniģuj² antiapoptotick® proteiny rodiny Bcl-2, ale z§roveŔ se sniģuje poļet 

apoptotickĨch bunŊk v myokardu lev® komory. Sn²ģen§ apoptosa je v souladu 

s kardioprotektivn²m pŢsoben²m IHH. Z§roveŔ jsme zjistili, ģe doch§z² k aktivaci autofagie 

pŚes BNIP3 a LC3-B. ZvĨġen§ autofagie by mohla pŚisp²vat ke kardioprotekci d²ky 

rychlejġ²mu odstraŔov§n² poġkozenĨch organel. PŚestoģe byla v mechanismu ischemick®ho 

preconditioningu pops§na ¼loha Śady c²lovĨch proteinŢ PKC spojenĨch s metabolismem 

sfingolipidŢ, dynamikou mitochondri² ļi odstraŔov§n²m toxickĨch aldehydŢ, zd§ se, 

ģe v mechanismu kardioprotekce vyvolan® adaptac² na IHH se tyto proteiny neuplatŔuj².  
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