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Abstrakt

Mortalita kardiovaskul SrppPawdbDpedobnDnb
vbudoucnut endenci se PSpsde® grv pyadagalsdpsidmst Sad
myokardu vTl-iepies ¢ Beomikmkzoehgi t , michn bylou m  z
pSeneseno doKatdnopk®t @ kcthixenitiyqioBsiod emy| o p
j ivge 0 . |l et ech miehowlt@®&hio n$t oneecth?a.n i sobjpussn Nme b y
aleby | a identifikovs8na Sada k o mp o n enioht je kte
proteinkinasa QPKC). Dl oha pPXKIr qbloyp ISe&meac hvani smu i sche
preconditioningu jejZapoyvym@é hani s mu kardi oprovegkhé&e
z T9 8rgjas® JeddFwmodZl | e mnogst v? i soforem
protichT Tdat@ k¥Wlzinmkpowdigstvanl ch hyp\souvisidstt ¢ h n
skardioprotekc?2 jsou nejlaPKEeIN] C2 lzenm Rm®Spy §
analyzovatz miyt Nc ht o RKE mddeou e izamk ar di o p chanodelch i v n 2
hypoxieT i nt er mi t ent®O0ft HH)y pab &mind k n thgpbxi ECNH).o r mo &
Z&8§roveR | s melHH sledavalia  ®moteiy P K £ UPKE kter® by
bTt do me&ardioprotekezapojeny.J ednal o se o ppoptosoi ny
aautofagi 2, s dymamitk@RomiE§naéeah drodkriick,l ch al
sfingokipgndTi aac:?2ionp$le$z aglaip jjsume,t ge zat 2 m
vede k aktivacP K C &daptace na CNH vede naopasitivaci PK@l Pougi t 2 i nh
peptidu KR1 6 33 speci fiUph®hodpro, PKE je tato i s
vyvolanou CNHk | 2| ov8. Anal T zRKCeR §pafp Sdsvpdetid ei nT
kezvl geom?popt ot i ¢ kddioyhBelg, potl @itn Tapopt genicgkd 2c.h
Z8r ov e Raktivaciputofage, d 2 klyy mbhbd o ®h Srzyecth lke d § @ fna n NDn
pogklozmrganel amohlabyt ak pSedst dwanwuast, rkdehdm v
ke kardioprot&ci. Obj as nihDn? signs8l n2kah dido punolareygk @ 2 e n
a d a p t ehorickoohgpoxii by mohlopomocip $i®litslt hemi ckTch stavT



Abstract

The nortality of cardiovascular diseaseemains high and likely tends tancrease
in the future Although many ways how to increase the resistance aganysicardial
ischemiareperfusion damagéave been described, feaf them were transferredinto
clinical practice. @rdioprotective effect of chronic hypoxia has been descidoeithg 60s
of the la$ century. Its detailed mechanism has not been elucidated, but a number of
component$ias been identifiedne of theseomponentpresentgprotein kinase C (PKC).
The role of PKGwvasdescribed in detail in the mechanism of ischemic preconditioburg,
its involvement in the mechanism of cardioprotection induiyedhronichypoxia remains
unclear. One reason is the amount of PKC isoforms, wiagkoften contradictory effects,
and the diversityof hypoxic modelsused The most frequently mentioned isofosmin
connection with car diPK@pr dtheec taii atn odr enyP K Qe <
changes in these PKC isoforms at two different cardioprotective models of hyipoxia
intermittent hypobaric (IHH) and continuous normobaric hypoxia (CNH). We also
examned thetarget protein®f PK Cli and RhEaCdptator to BiH, which could
be involved in the mechanism of cardioprotectidhese includegbroteirs associated with
apoptosis and autophagy, mitochondrial dynam@siowal of toxic aldehydesmetabdism
of sphingolipids and gap junctiahcommunication We have shown that while adapon
to IHH | eads tthea®PK@li adacoOinvati €NH | eThaels t o
use of P K Cidhibitory peptide KPL 6 33 conf i r misd key lisaforminP K C U
cardioprotection inducedy CNH. The aalysis of PKC target proteins showed that
although IHH led to an increasd proapoptotic proteinsf Bcl-2 family, the number of
apoptotic cells wa lower. Simultaneously, thadaptation to IHH activatedutophagy
through whichit 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 indudgdadaptation to chronic hypoxia could helpthe

treatment ofschemic heartlisease.



KI 2] ov8 sl ova
Chronick8 hypoxi e, Kk aragaptosp rawofagidapgjenctionsr ot ei n

Key words

Chronic hypoxia, cardioprotection, protein kinaseafoptosis, autophaggap junctions



Seznamzkratek

4-HNE 4-hydroxynonenal

ALDH aldehydlehydrogenasa

ATG z angl.autophagyrelated genes

Bcl-2 z angl.B-cell lymphoma 2

BH1-4 dom®my s1 home2l ogi 2 Becl

Birc2 z angl.baculoviral IAP repeatontaining protein 2

BKcakang8ldrasl|l 2 kygsvPs &kho8 vodi vost 2, S2 7
a aktivovan® v§pn2kem

BNIP3 z angl.BCL2Aadenovirus E1B 19kDa interactingqtein 3

C1C4 konzervati v@4 dom®ny C1l

CNH kontinu8l n2z normobarick8 hypox

COX2 cyklooxygenasa 2

Cs citr8tsyntasa

CT z angl.treshold cycle

Cx43 konexin 43

cyto cytosol

DAG diacylglycerol

Drpl Z angl.dynaminrelated protein 1

E specifick8 efektivita

ERK1/2 z angl.extracellular signalregulated kinase 1/2

FIO, inspiraln?2 koncentrace kysl 2Kku

GAPDH glyceraldehyel3-f o sdéhgdtogenasa

HIF-1 U z angl.hypoxiainducible factorl U

HL-1 bunhDlI n8 | inie atri8ln2ch kardi

homo homogen§t

HPRT1 hypoxantinguaninfosforibosyltransferasa 1

IAP Z angl.inhibitor of apoptotic proteins

IHH intermitentn2 hypobarick8 hypo

iINOS i nduci biln2 syntasa oxidu dusn

IR ischemicker e per f %z n?2

JNK z angl.c-Jun NH2terminal kinase

Kapkansg8ldrasl 2kov® kan8ly z8visl® na A

Keapl z angl.Kelchlike erythroid cellderived protein 1

KP-1633 bl okaln2 peptid pro PKcCU

KP-1723 kontroln2z peptid

LC3 Z angl.microtubuleassociated protein{ght chain 3

LDH | akt 8t dehydrogenasa

LK |l ev8 komor a

MAP ki nasa artdgeny ovan§

MDV z angl.mitochondriaderived vesicles



Mfn1,2 mitofusin 12

MI metabolick8 inhibice

mitoKap mi tochondri 8l n2 drasl2kov® kan
MnSOD manganovs8 superoxiddismutasa
MPTP mi t ochondii §initochangial permeability trangon pores
N normoxie

NFs B z angl.nuclear factor kappdight-chain-enhancer of activated B cells
NOS syntasa oxidu dusnat ®ho

Nrf2 Z angl.nuclear factor erythroid 2elated factor 2

OPAl z angl.optic atrophy 1

part parti kul 8rn2 frakce

PB1 dom®ny Phox a Bem 1

PDK1 kinasaz 8 vi s1 8 na fosfoinositidu 1
PI3K fosfatidylinositot3-kinasa

PK pravsg8§ komor a

PKA proteinkinasa A

PKC proteinkinasa C

PLA2 fosfolipasa A2

PMA forbol-122my r i-134a €€t 8§t

P-PKCU fosforyl ovaaC8 lUpr oteinkinas
PPKCU fosforylovant8 proteinkinasa
R re-energizace

RACK receptory pro aktivovanou kinasu C

RNS reaktivn2 formy dus?2ku

ROS reaktivn2 formy kysl 2ku

S1P sfingosinl-f osf §t

sarkKarp sarkolem8l n2 drasl2kov® kans§gly
SDS dodecyl sul f§t sodnl

SPHK sfingosinkinasa

TNFR2 recepto?pr o TNFU

TNFU z angl.tumor necrosis factod

TUNEL z angl.terminal deoxynucleotidy! transferase dUTP nick end labeling
V1-V5 variabil nd5 dom®ny V1

XIAP z angl.X-linked inhibitor of apoptosis protein



1BDbVOD

1.1 Protekce myokardu

Ji@gsdt ky | et zauj 2 maj 2 kardi ovaskul 8rn
mortality cepOsVBhowv@m2ebh ygou dokonce na
pokrok ve vizkumu vedouc? ke sn2gen? mor t
odhaSw®E® zdravotnjek®clhrygaskpas&i bapl2ge r

sesni govat, a to |jak ve vyspRhRlTch, t ak v
kardiovaskul 8rnz2ch onemocnBDn2 je ischemicl
v roce 20127,4 milionul i (&/AHO 2014.

Pro spr8vnou funkci myokardu je nezbytr

ischemick ch sgakT dkgebadp®43d esu PpiSeviplge®mMy.Kt ev§ i
o x i d dasforylane?(Opiel990, bu n N Imatdbolismup Sep2 ng§ na anaerob
hr o maseal2a k t § t§ pHa(Polwdrs2@7) J S0 min poz a | Sitcheme se pH
pohybuje wozmez 2 -650, (Borges 208). Nast §v§ intracel WNBE'S§r n?2
aCé"* (Avkiran 2002,Hausenloy 2013) doc h § z 2 keaktima@dhp rfoodruekne i k y s
(RO, i pi dheraxidad npogkozen?2 kontr aRbtun Ml2ncThe hp rfout
a v konel| nanbkudnf®shhrie(@dkbidi 2011 Hausenloy 2013).

Pro pSegdut 2j emymoekzabryt n® obhavenar.OmmRft &k
zaobnovenz prTtoku je vgak(Pipeel§aB)B Nt @imyg2n 2 gd g
okamgielpler f Yazken adlonddhr guk®t RPSvani t o c kho(@weier 1987).
Z&roveR] in@grtfak 82viagen & | 8¢, Yyplavojese leidtt racr yc h
roste pH. Vg epcSinsygdtivyatydi emnahddimg n d TMBTPzanglh p - r
mitochondrial permeability tragition poreg (Griffiths 1995 Halestrap 2004 Do c h § z 2
keztmMm@itt ochondri 81 n2pghot enmecmb8rl 8un,o vil®h o j e n 2 0>
avyl|l er p8mdDhamP r evpzenri ik¥agaRarduk o mo raytm® nast 8§v §
kontraktiéOgr dleylenifi2ongktcummi kr ovesakull &rtrg2l né b ss
repeapfogzkno z e n 2 charakterizovan® s.@dhaduje kar d
s e, e reperséeaz hd | podg® oz B fpeord@iubav58%(Yelloh a s t i
2007).Rozsahischemickerepertzz n2 hpo ¢ k % en2n emy®Hkjagiduna dot
trvs8n2 ansac hpermiteDhu obnoven? koron8rn?2 cir|

alet ak® vI astst?® ded aPvhlolsisvnaelduost at ku kysl 2 ku


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Avkiran%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11869836

Organismusg vy bavenmivr adamplt i vn2 mi mechani sm
schopnlT zvigit kadkalt mdcgntuw oryi cckka®nouu n e dkoosl t §aSt k

2004). Exmoedgmng et 2S adltaeprS® stt wtpd, endogenn2 pr.
aktivapd2zme mezi nn
Okr 8t k o ddoabpotua ca na stresovl podap86. (hav

krg8tklch ischiemichlkimi ckédpicoomdi ti oni ng
6dl ouhodobou adaptacinamS.stméekblyp 8 xidid b -
c Vi [(Pewets2008hebos n2 genl kal oricld5) pS2jem (S

1111 schemi ckT preconditioning

| schemi ckl pyl@ampown®@ i pMuysgnamsgpl. woce 1986, |
na ps2 muin@adaeileu B-micrykischen@ek or on 8r ha@s5mokuti b & ®
reperfzes ni guj 2 velikost i nf aledkhdu40-mimyogokilae td& 1 n/2y
okl urze peg(Mutry 1986) VI zkumchemi ck®ho piSeéeocesdi tSia
cennlich poznatkT k objasnhDn2kilso gngugirich wt
vgak | imintbtet8&naoaplikace sphedni ¢ppa®@0Oman |let §
dobou pr ot ek an F2mddinBpxteclD9]. ma X

112l schemi cklT postconditioning

BNheinms c he mi c kofiditioningpje si®0o | i Kk kr §tkTch cyl
arepeubine dlerPradsap & &h k u r e pheordfovbz® (fis@o hdel noi u
2003, d2 kymT ¢eenulgT t pouget T is uakud| m2ym piarcfiar |
(Laskey 2005). Pozor ovanl pokltesnywoldin dkwstie ismfoaml
ui schemi ck®ho @Emae20@8pdi ti oni ngu

1131 schemi ckT @om@&il tkiuoni ng n

Prvn?2 expeatudk pepnts8Ifret oA di ti oni ng na ds§l
Przyklenlo v &spol. vroce 1993 kterSu k 8az alg-eni A6t ov ® ¢ yrdokluge o k | u
apl i k oavageni@®circumflexa s ni g uj 2 infarkéul mydkardutvyvola® h 45
m nutovou -betdumdu ap®Ppeém? %s%estupn® vNDtve
(Przyklenk 1993)Opr ot i i s ¢ hamostcdndtioning paee3d schemi ck ®t



conditioni n@eibnatacr o &lnice pv2gred t n @vpSHokokae i

nei nvaznpgp Bojck?r tuint?lsio Band® | kno?n | N{@ximan 1997) nebo
pouhT m stploavlodne?n ma s eatnydananmN&an2 tlaku u
(Gunaydin 200, Kharbanda 2002) s c he mi ¢ k T dd)d # dniet, peesn ii pnegeo s t
podle tohoje-l i apli kev8hnpSedchemidobbhNhement Y%z a

l14Adaptace na cvil en?

Nedostatekf yzi ck® aktivity héapo¥v¥alovgomi gav
kardi ovaskul 8r nviclhemPa@hbn® c pPrmo2s.pNgnNobsahs ni ¢
cholesteral | i v kg ekidka z 8§rpdfweom2 na srdceéesklamdi o
pS2ml m (Gdlbidiv2@Ih, Powers 2002Powers 2008)Sni guj e pol-et IS
reperf Yzn2ch ar Milemd022), (Bnaguee MW@ dRFReencdi §1 n
2006, Taylor 2007)a velikost infarktu myokard@Frasier 2013, Quindry 2007/ r o s p g n ®
Yal | praviddn ® f y zi ¢ ky® ozp%i§ugoee 167Aplamy mimodelp | av § n 2
(McElroy 1978).V1T ho kardijpr ot ekcef yyvokam®aktji e/ji 2 row
vyvol 8pdbusgealpBk crloS8bdl e dduinp P c é iehcke ROO3Hgmilton
2003) a ge pSetrvgvs§ ag nhNkolik tTdnT po
2011).

1.1.5Adaptace nachronickou hypoxii

Chronickou hypoxic h§pememepdak®zm8xdmkBAN nebo org
kKysl2kda rozd?| zadhos8W&mi & panenn&r nt2e dpyr Trt ot
z8soben2 myol@iodut rsaPev § g2 yo@oret #98R Hypoxiep r o d u
j € nej | astsn?2ig eznpolus otbreamnas ka rvten 2p r koa phgposdae)?2 k  ( a
sn2igmem Temkk ve (i dylpomi®eks§ nebo sn2genim par
varteri,§rkne kktrevrirParusS .d okc$i§zpobytu ve vysok®
syst ®mp p @ x (0 gcSkgdar) Tem2 n Avysok§&§ nadmoSsk§
definov8§n, uk8zal o se vgak, pgoet ktaynpai cjks® up rpc
pSi adaptaci HKal 1988 @daptacd i SHdonickou hypoxii (na vysokou
nadmoSskou vI gku)o sjpedgsnplotjlee nia rse gSaatdiown 2pah  z

Chroni ck 8§ hypoxie ovawwgRju¢ epilres iyt Tcir
i koncentrach e mogl obi nu, cog vede k vRDtg2 transp
1977, Scheel 1990)Vsyst ®mohla®p Tcs clk2uoni c k 8 hyp®xi e



(0gS8&da,lv p2 0 Q@) cirkul aci p Ts o(Gahepaddb®. p a k
DTsl edkem je plicnévzhmyipkeur tleywzer tvreodf o uec 2p rka
(Hampl 2000K o | 8 S 1989), kten@ | mFgsezi mMENGbi(tKodaE S
Doc h 8z 2z nlank8&nn levr g e metabdlistha(Essop 2007 Wang 2012)
Zvyguj e se kapacita anaerobn?2ho met abol i
kapacita pro synt®zu a degradagi staédngt pe
schopnost odbour §vat mavsytgns® ekpyaske@ nizn yo b(j Deem,n
povrch plic aprowlimPazwmz2plkyamphc(i Moret 1980).

1.151Kardioprotektivn?2 %Y inky chronick® hypo

Ni gvgi2s k yt i nf ar kt mortalita makiseherdickowchorom i ¢gg2d e | n 2
byly u | id?ys@pkjlizh2 mladwme SskT chpavdiegsk§&tcihc hp d |
mi nul ®ho stol ekest aoodn®uBO0Qgell®98®) ned8vn® st
aspol. (Ezzati 2012)V souladu s ¥ s kyeedp i d e mi o Ip @ g io ¢ byiy&tmdie
Kopeck®hoa Wio d ip mls tk ®hkd8yz a |l § e adaptace na €
simulovanou hypoxim§ k a ot ceika g rv n(2K o¥pleicrkky 1958, Poupa
1973) By | o z § pdaddptacd na hypoxie ¥ y guj e odol nost my o k
g k odIpirvoljreeddsatk u Kk yislloZ b §zzmie nkgee n 2 v e Imyokaods t i i
(Neck&S 2005, RapoklemygbshyBu280zZ8va@maodtmi 2k
(Asemu 2000z | epgen?2 obnovyr &wn brehpketmifl¥ztey (nNyeockk
Rafiee 2002Xie 2005) Z8&r ov e R wy| erpmima? (0gi&od®h ATP guj
se vypllaavkotv&tnkte hy d boa@diga28ly) Zh!l edi ska ter ap:¢
vyugit?2 m8 h yreanditioningu oppdstatrtod v T h o d u jjeg 12i k c
kardi opr ot egk3etvrviSdvalyizrakjyhmPoxéce k®d expozice
Neck&8% 2004

1.1.5.2Modely hypoxie

Vislednl % inek hypoxie je z8visll na
modely hypoxie se |ip@aacsB8UphADm| @abkyls, 2 kc
reoxygenal n2ch peri od, d®l kou adaptace |
hypobarick&8)NéobhgSela.spoludiek8§zal a, ¢ge za
hypoxie (CNH) (166 Ok ont i nu 8l nBOn@gpi dobe 8elt i kost int
60mi nut ov® h$pouiehd®( iextpeorzmicteent n 2 nor moba



hod d en) vede k e zr (Nperk?8 S k@pOoddgipr ¢ benkic ej i n
I nter mit ent ®Rypoxiesrt g maRrhiodk sgt2u pmddr mso X i c& ou
hodden, 5dn T/ tTden, ¢s8shk@gmj 8 dldigkpdksatr diun f( &Krakjtp
2015) , st dajnnler tnakpegbackrgipookx§ e (1 HH) odpov?2d
vigce 706ddenn, 85 hdnT/tT JdéNek §$ 88 R 6 Md®rkrazl dr
normoxi ck® periody je tedy pro rozvoj kard

blinky hypoxie jsou z8visl® tak® na d
(Manukhina 2013, Waut hy 2004, Zong 2004) ,
2002), pohlav2 (0OgSs&§dal 1984, Xue 2009) a

Pougit2 odlignlch adaptaln2ch protokol T
vi ednotsltiudiict h. Na druhou stranu m8§ sv® o]
vystavenh$pd®Ri ¢ypd to buN pSirozenh (bhRhe]
gij2c2ch ve vysok® nadmoSsk® vigce) nebo
apnoe, ischemi apo8 c(hQogrSo§bdaa |'s r2d0ed| 7n)2.

parcialni tlak kysliku (popf.
obsah kysliku)

stupefi hypoxie

ano - intermitentni hypoxie;

rizna délka a frekvence

reoxygenace

reoxygenacnich period

ne - kontinualni hypoxie

HYPOXIE

akutni (minuty aZ hodiny)

délka trvani

chronicka (dny az roky)

normobaricka

typ komory

hypobaricka

Obr. 1: Typy hypoxie.
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1.153Mol ekul 8rnn2 mye klma di oprotekce vyvolan®

O pS2znivich % inc2ch adaptace na chro
popscgealag Sada si dch Bompohegthde tcaridm2a modjek ul §r n:
kardi oprot ekce wghpnickourayhpgRo xaidia put aalk meby | dop

Jednopd o tv®k t i v mAohdypsSk2slt2upygpol el n® signs§
Neckt Saesspolu k § z al a, erehrlommicikm®achypoxi e a ischenm
nevede kpr ohl ouben? pr (Neek € iSa). RPO®R o bsh ®mlu z §v NDr

iAl8hov8a spol . ppor o @k § v & m2 h o idanoun oebouintbkoi mo | s
fosfodiesterasy sildenafluv k ombi naci s adapt adcddng®@a ch
2015).

Vsign8l n? &éwrdioglatechjoe mpoj eny spes gt Rg2 ch f
medi 8tor T a efedkh oodst avw cr?&shinehjuldadsut DR a p sz&m

komponenty kardioprotektivn2 signalizace.

1.1531Transkripln2 faktory

Hypoxi e ovli vRuj e expresi upl&ajdyc?2thans
vkardi oprotektivn?2 signalizaci. Njeou HiB-s t D i
10 Nrf2, T N F INFeaB .

HIF-1 U

HIF-1U (z angl.hypoxiainducible factorl)j e hl av n2 m rraegwkira lpn
faktorem S2d2c2m bunh| n® nuwdrpeogvuld daic i b IgheennT hzy
vbunhD|me&mabol i smu (nap$S.) glaylo okt @dsdtresH i e n
(Semenza 2001, Wu 2013)Jk 8z al o s e, ge kardi oprotek
zprost SedkOvaBgl ali &§i 20dc8)ec® Gb@ld Karmy9dr st
%l i nek hyipeaxCiad meD03). Vyming@n?2s plr sHR«élc e o u

byl o pozrouvov8§obemi ck®ho pr.econditioningu (
Nrf2

Nrf2 (z angl.nuclear factor erythroid Zelated factor2j e k1 2] op1 m2 mr a1

faktoremreguuj 2 c? m expregenTJantdaxstdahdactdn?ch j
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nacyt osol i ckl r &maple smlKelohike gythmid eelidarived protein

1). B N kevawwe vag adko ¢ h &disdciacikkomplexu Keapl/Nrf2translolaci Nrf2

doj §dr a aci akanvijake i lemoxygdnasy, superoxiddismutasy,

gl utat hi onper ox i-ld(laspar 200N gtuhyieanr e2d0o®xB®inngun k t & r d
pSed oxpa@hk mzen?2 mNr2jie 20@mU).ovEn redoxn2m
2006), al e tak® fosforyjleac? os fiofigipad Sed f i ¢ptolnoac,?
proteinkinasy CRKC)vede k di soci aci i nhi KHudng2002p Kk or
agget ato fosfoedihbaRK@W pf NMisk BE&e o 26 B adaypscl p
nahypoxiipoor ovs8n n8r Tst dxXmrgeosaeg oNr§f 2 0N A

TNFU

V protekcivwo | an® chroni ckou thywmesxira pkdle22|ugivalé t
proz§nnNt |T NAWacgktumorknécrosis factot). TNFU j e spoj ov §n
myokardu | i rozvojem aPRodl)oaeklEeoveRrR GKI el
isignalizace vedouc?2 k protekci (Lecour 20
podobniy gaakktd oauné mhkys| 2 k RNSRQ@S)i sd @dnuosaf skt # o
(Lecour 2011,Sack 2002)ur | i t 8 m2r a z §eWdd dio kardiopootekrio v N d i

nezbytns§g. Bylo zjigtBDno, ge adaptace na C
TNFR2 (Chytilod 20 15) . Vzrostl o tak® mno (lenuv ? d
interleukinu 6 (AlI8hov8 nepubl i k ovaa kiéslo ndnactgas t v 8 n Dl 0 tvi®h
interleukinu10 (Chytilod2 0 1 5) . Podgn? inhibitoru TNFU
vel i kosti infarktu myokardu pozorova®h® po
2015).

NFs B

Tr ans kr i pNFenB(z ahgh tkutlear factor kappdight-chainenhancer of
activated Bcellsov | i VRUj prpt Dz &§nNt |Jeark®t isvi gn&d nEF o ma d
a ROS (Dhingra 2009, FitzpatrickO1l) a j eho expr édéd eadaptae zvy g
nahypoxii (Chytilovg 2015).By | o zj i g d $mhibitoru YN F ibfiximabu r @ §
n8§rNFeBozorovanl d ehhydoxiaik | ak o82%B.r di opr o
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1.1532Reaktivn2 formy kysl2ku a dus2ku a ant

Pro funkci myokardu jek | 2 | ov 8 r o vivorbou8RO8a meerztii o x i d
kapacit ou koncdrdraceRDS aRNSp Tsglddl i vD. Z8roveR
hl adina oxidaln2ho stresu nezbytn8 pro spr
sign8l n2ch drah kardioprotekce vyvolan® ch

Chroni ck eddhlyqxich X inéstrems. Zvyguj e se produkce
2011) , sni grejdaakoeapbmbri dKva 8K @OOTAL hirwrs
peroxidace (Chen 2005, Waintgr @tOMrlgsianz viyldlua
pS21| othhay tB,l ov § 2aftidxiBigntu NPoat§ynl2cyst ei nu sni gu
al e z8roveR ozpcreotae krcu g2vykwal @iSo206YpoxiByl ¢
g edaptace na nt er mhypoginztvny2guj e mahgawov® superoxi
(MnSOD) a t am® st v?2 tinol hvanti @ o cphrcort cer i 81 n2 - f r ak
acetycysteinuvedlo kp ot | al en2 .t NZ&novel ik Tuk§zal o,

negatv n) koreluje s velikost?2 infarktu myoka
Zvigenou antioxidal n?z kapaci t umodplw z or o
kontinuS8ltmk ghagkgpox 3 ea spol . (Kagparov§8 2015

exprese antioxidaln2zch enzymT zAadmgamad c®
superoxiddismutasyglutathionperoxidasy 4, peroxiredoxinu 2 g5 enzymT zapo
vudr govegn? redoxn? h o ghuathisnre§uktgsy, thioradoxinG 2 b u n
athioredoxinreduktasy )2 i anti oxi drmett &b oslpiosj neduonitasih @ |se z a
ahemoxygenasy)l ( Kagparovg 2015) . Aktivace MnSOL
popsf8aaproteinov® Yrovni (Chytilovg 2015,
Svourolivkar di oprot ekci MNrCa j 2Chir oRNS k 8z djymp®
vsrdci koncentircaGcMP , manrikierrit TN@G ni tr 8t T ( Mar
Zvyguje se tak@ntasapiresed@MOB&ta®|viootla snen? 2z
jakTch isoforem. fada studi ? uk Sizrmad wg i bjiel
NOS (iNOS) (Grilli 2003, Chytilol8 2015, RouetBenzineb 1999 Inhibitor INOS
ami noguani din zryweillankar dihaporna tcekkocui hw po x i
jako obecnl INAME (Bakdr 4999. N Sa Kt i vuj e guanyl §
zvyguj e t vVosrdbijecGMBM®gr adov 8n pomox@Giordarmos f od i
2001). Alngv8a spoli, gk &zpaoddo&mor u NO mol sitodio mi nt
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fosfodiesteraspsidenaf i |l u sni guje velikost infarktu
m2Se i u hypoxicklch potkanT (Al 8§nov§ 2015

11533 ont ov8 homeost §za

Pro funkci myokardu je neazbynmd Sjudjpxye m§l
pod212 cel § ¥$adwn K annl &lhT neesmmisioS§tinggahdi o/pr ot e
jsou nejl asdrNgs!| 2zkmd VR® vk8anry EArpk anBrhiiyts 6 ®h emad AT
p-rMPTRiadrasl 2kos®vikaaBby e0@i nagpaddtzinndazm n
vEpn2(Bkcok an)gl y

Karrkansgly

Vsrdcisevyskyt uj 2apkam B8 §plolKe m&b)n 21 o(ksaal ri kzko v
na s ar NonaeldIB 3) a mi t(oitoKng)n dma &h ®2zej 2 c?2 s e
mitochomemhiEg mRIOY)IKnpkan8§l y fiysaw!| ngi ckl ch
uzavSen®, sn2gen§ koncentjreajciec hA TPt €@83peunRk §(
Byl o popd&®ra,l ¢ enhikkint§tbanklakiid z udgad di opr ot ek
“winky chrofBued®.Shgpakxi el i v -mPdooxy dpeokdaSnnc
sel ektivn?2ho akiah 8Bl 20151 Neck 1800tbo Kp o u2gninhibitoru
mitoKatpk an 81 T a z §usarkkerRk aankstl i Ft38M®@ z a | iaspd, Kol §
g @ mechanismu kardioprotekce vyvol® adapt ac? na selpl@uij € k ot
sp2ge mit typ KagrrkdmiS® IT 8 eahdto inhibitoruzcelapot | aht § en?
podaryt mi 2 a sn2gen?: v evlyivkod satni® (Koh§y&0ooesxk t2 u
Ukontrol n2ch nor mapnadpakébécd  k 5 k usfptk mm 8 #&éxid d i
sn2vwedlli kost iilrobnaw Kkd rut, r azkl telgbgieit yi sac hsenmigc k T ¢ h
at 0 na st ej nwhuy pYerxoi vcekRB\ d salkkugw indy %l f oekkoia k@
uhypoxi ckr@bybpk wp iofsgnm 1999Bu 2015, NecE 3002)).

BKcak ansgly

BKcak angbuyu komoroviclhokmy ompwnmErNYSn2 N memb
mi t o c h(Bailderasd025.Pr ot e k t itokotodypuk B hBasT del|l n2 i sche
pops@&nstudii nagejmocrhl aatketcihv,8 tkodrey sn2 gKd y ve
2002). Borcheraspolu k § nal i zol ovanTch kardi omyosgytec
kan8Il T sni ¢glugket 8§t v e h g Ijck mphebitoa payillin tento pokles
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potlaluje (.BdroBRegkan@OTLlve zvIigen® ischer
potvrzenahamy ghs del ec? gen(®ingh2043).t yt o kansgly

MPTP

MPTP jsouvel k® nespecifickn®& pvnriyt Shdkaniitzoo
membr §aepPich pSecbednplvhabBRepacgd&ze ROS a u\
(Heusch 201liss)chambbBbk®mo piTeobAdiptriodreiknidgw nl
2004).Dl ouhodob® otevSemtol MKTUP Swmgvaelo dyontolly nr2o z p
| 8t k&§m vstup ,dodomhtBe@lgemdr ipto$reznc imgt o c von
membr 8§ny, bobtng&n2 mdrtwgpéhmzh dmi §lomthomdt i Bk
auvol nDn?2 caithndacehrrmenmbr 8nov®ho proakoinfod g
proteol yti ckh§ emrao cheusnyd | an BeradrdZ2 SrHeusay R0A®).e  (

BNhem i scrhepdref Yia e d elpalh®rzizz ak | vnit Sn?
membr §8my8rdsku koocgabhrak@®ha RN§s fPadgorup ROS
ot v2r §neHeuddPIOP5)Na neonat 8§l ndylho ppoapksagireoc,h g e
aktiv8toru MPTP aumednatl ©lsq kdeuh dppoa pl kad tue ket i v
¢ h r o nhypoX{e® Inhibitor MPTP cyklosporin A naopak vedl ke vzniku protekce
vhor moxi ck® sRupinhD (Bu 2015

11534Energetickl metaboli smus

Adaptace na chronickou hypoxiede kSa d D zmfetick ®m met abol i
kter® wdmodedr?r g botmecoks& § z yn eZka smEdyre2n ®h o . mno ¢
Zat2mco za kIl i doprb enfiokanl o ldan? mifejm enesgiEma st n ®
kyseliny (Opie 1969) pSb pramedbdismp o x k Esfod © ¢ h §
2007). Doc h &g a2 ke n? akt-bxi tgcenmyst-dfaxyacyk v s e |
CoAdehydrogenasy (Daneshrad 20Q0. Z8jesveR aktmivowhmondri
hexokinasy 1 a2, kter® pSedstavujz2y myl 2(] eavsek oglEpk &
2014, Waskos-Ar ntavg 2015). Adaptace na HH vede Kkejich translokaci
nami t ochondri e, kde pravdhDpodobnhRdiehgupho
SetNzce, | 2mg br§n2 n adSsAMogov® 2015). Breérgekitc§ RO
homeost§za bRhem nnyp&®i epomec2udegygdbyg8n® r ¢
mitochondri 2?2 (Essop 2007).
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1.1.535Met abol i smus | ipidT

Odol nost srdce VvTIIi |l R pogkozenadiaeullivl
Zat2mco nasycen® pmasEngy kgs glkiomyag@®md di et
nebon6 pol ynenasycen® mastn® kyseliny pTsob?
2003).Uk 8§z al odas®t aae rma |nkyHo koavwrldiuv Rlugtek an T s | o
kyselin ve fosfoli-pirdealhy nesnmisgywcjeed| pib mMra s

T
Tch kys

as ni guj eenasycemastiJedkovg 0@). ZmNDnyavt ompehA
vsrdeln2ch fosfolipidech by mohly pSisp2va
| R pogka&®Bam2veR byl o zdiidttyd)nmh e3hapcockny@m ledn ars g
mastn® kyseliwyskhy#tHHi 2.snednuefBt §gammt 6§68 di e
on-3 . U normoxick® skupiny zv2Sat kl esl a v
sdietou obohacenou -6, n € § -3@olynenasye N ® mastn® kyseliny.
vedla ke sn2gen? velikdstitounfobokhte eipoak ar
polynenasycen® mastn®néyesmbDliayg8§ahlke &felstk
2007).

Fosfolipasa A2

Dal g2 m e n zlybyesenmohlk p kosat \Rmechanismukardigprotekce
vV y v o Iclaami@&ou h y p o e ifoafolipasa A2(PLA2), kter8 je zapoj e
aremodel ace bualDtmak® dmebwv®mby | ipidovIich
tak wudr §gov adintegrieirhklt r¢gpéooe spr 8vn® fungovsgnz |
Aktivita PLA2 j e regul ovsg§na fPEG Nemenoff 4393) Chpr oma ac2k §
hypoxi e mwolkjaurjceu vi ev® komory p ®@IARB( MR | miv@y s
nepubli kovm8%l dla aC

Cyklooxygenas 2

Cyklooxygenasa 4COX2)jeenzym upl atsRunft?2@z2e sei kpSiar
aktivovsgn prtdzazrudyt |l a vIiviit gisnnoeug at @V rs%pio ¢ o @
nak ar di ovaskul §0smma 2006, 8a&ato 20048 XNa modeikeconditioningu
se vgakoukgze doch8&8z2 k jeho akti(tazv. d&rte
okno) protekce Bolli 2000. N§r Tst bgDX2 ak® pozorovs8n na
model ech chroni ck® Chyllgv®20l582 ( GdeBp uab | li Kd)v a( 8
pS2ICoha
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1.1.5.3.6Proteinkinasy

Proteirkinasy j s o u dal g2 mi dTIl egi t lsenmechanesmu §t o
kar di opr ot eckronEkouhy \p @(xo?l®8 S Z & P O f@sfaticdylinositoh3-
kinasy (PI3K) zkoumala RavingerBva s pol . , k t énhil§tor RIBK&Akta | a ,

LY294002 | 8§stelnhD rka@g2 vyobklaslvéaRapodager o)
2007). Podmiin®i tior Akt Wplkemgaeantnopoobvgl kont
myokardu pozorovan® pRafiehaygpa.yu k BizdlfVang h2odi
hypoxie aktivujev my o k a r dkinasykark§ li 2vkov a n @AM p38 argd lIK y

(zangl. c-Jun NH2terminal kinasta ¢ge i nhi bice tMglend pbiroase
(Rafiee2002. Dal ¢ 2 mi ki nasami, é&meh|l® bAdowERKIMRIatr d i
(z angl.extracellular signategulated kinas&/2)( Mor el 200&pu P i begans§
p S 2 Clppnoteinkinasa A (PKAJYeung2007)a neposl edn2?2 SadhR PKC

1.2 Proteinkinasa C

Proteinkinasa C(EC 2.711.13) byla objevena
Nishizukou a jeho spolupracv n2 ky j i g
(Inoue 1977 Takai 1977. Novl typ
stanovilivpot k @ 832 cleaccvhD a2 m mo z k

zpot kan?2 h &zhledenz k w mu ,tato kirasa

dosahoval a maxi m8I| n? akt
vp $2t o nmiolsitnio | kBncemiz & ch? %, MWk
nazvs8§na proteinkinasou Te
roky pozdnji s e uk 8zal k a
nevyizoloval proenzym, ale katalytickou podjednotk
kter§ pro svou akt i#yvikolu §v N

druh® posl y. Pr&ikDnashd)y

nazvs8§na proteinkinasou C

Obr. 2: Objevitel PKC Yasuto-

mi Nishizuka.
PSevzato z Nakamu

Z§roveR se jwk®z aalkot,idiagiglycerol(RAGY (Eakab 1979).
Vel kT posun ve vIzkumu PKe nztnraanceen aull 0§ r mj2inyg
pro f or bo(Castagfel9825d 2ek yy | ¢emaaenzyma dlouha dobu dostal
dopopSed?2 x®jdmek ®ho
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1.2.1Struktura PKC

PKC tvoSpS2rboudzinniuch serin/threonimmlavi ch
sign§8l n2 dishizadaasspoBpopsaliu s al® isoforem PKQ i gsmas §t T c h
| et ech mi n(Nishiuka 198RtSo Ul led $n ®epwdd MDjk2a ceaxgi stz nc
i soforem PHKCoz®d®Tvoldeh PHWOIKICER jPKLCLE . PKCs/ [
pSedstavuj2 | idsk® a naynd%jdomprotaplod ¢y §MNi g haik:
isoformy Naproti tomuP K Clsylad $2 v e d&rading kinasproteinkinasy D(Parker
2004)vdnegn2 dobhD ji vgiadioremRKCpheme jako jednu

Jednotliv® isoformy P Kzaakys(obt.3).dgost vosene |
jedinim pol yPegteimd s Tong e®d m z-40kRaynalNehch 2 o b
akatal ytick® obl a&entiienzyiu Blewtonk 2DE0,)Steinbexg 2008).

V molekuePKCmMT geme adpkdmgerntvatyil@UC«4 ) do merz i kter
oblasti sme n § 2 h ¢ weoid oigli r# 2 d /5 &ikkawa (1989, Newton 2010,
Nishizuka 1988 Steinberg 2008) Re gul a | n 8 oblast ekzgniu g loydtaeiiad k
vari abi | ouz 3 @8 m@Eteinberg 2008) Regul al n?2 obl as
pseudosubstr §t kweu Sl dramxmefzngvacs? mot i v
PSiepS2takmhos €t or Tato sehverees a gylajzee bnT m m2&tt em
vkatal yti ck ®alorb§ rgehadktavdei (Haugeri®87).

Vr eguloldsins2e z8r oveR nachS8mredg 2 n asdfmean 2p o
name mbr 8nu ( Steinberg 2008) . Katalytick8 o
ATP a substr §6St§inbérdN2008Weomb 120M®O0 ) . Pro funkci
tak® variabi | nTaolsahoje@av.aAt 5ir f /5 )mot b w2 amohtyidw
nakt er T ¢ h fdooscfho8rzy2l akk 2 m enzy mu, kter® | sou
(Steinberg 2008).

Rodinu PKC dRDlI 2me na HNEbhaoB®ulozldiid n@t
enzymu, a tedy ipodgadaxkddmatrS?k ditkagpkdnays,i cd
(PKGW), n@EKO®Ud da at yRKCxkap(Barnett 2007Duquesnes 2011,
Steinberg 2008)
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regulatory domain catalytic domain

f 1 T 1
Pseudosubstrate Hinge Activation loop Hydrophobic motif
& R . V2 V3 V4 I V5
onventiona
PKCa, B, BIL. ™ | | i
DAG Phorbol Ca2+ ATP binding site Turn motif
esters
Novel
PKC3, &1, 0 Novel C2 I |
a2+
Atypical
PKCC, vA
-BAG—Phorbot— PDZ domain

Obr. 3: Struktu ra PKC.
PSevzato .z Poli 2014

Véechny isoformy PKgp ot Sebuj 2 ke sv® katkerilv ajcda o o
fosfolipidoV@ognedelv 8may dal g2 lakifl agit ok ® B
pot Sebuj 2 ké as ¢ @ k®k tDiIAGa stary(K@zanietza DID3AWN® o i c k ®
fosfolipidy v § e dom®8ai €Ro%t iDAG aCaf orbol ov® es't
pomoc? moti v C1A/RCIBNEdW® eiPKICerjgso20 Imaxi n
| i pidovimi kofaktory (DAG ambo®bmbboivVmi Ct:
a domG®opr ot i kl asickim PKC jsou vgak jejic
cd" (Steinberg 2012)Atypicki mPKC st a | 2 k mdosm§ken?2 akti vi
fosfatidylserin (Chauhan 1990).Ob s ahuj 2 at ypiGik oukt edeo§n® nvu
fosfatidylinositot3,4,5trisf o saf 8cter ami d, alfeo rrbeoV HgebsdafeG elriy

proteinpr ot ei n i nterak] n?2 dom®nu RBLvidhoypr @
obsahuj2cAktRB ace atypicknl§ hp rufe® inferk c 2 mk |
af osforyl aci akti vkailnna2s y s nzy8 vkiys | @o nmmbB&K3)f os f o

(Steinberg 2012)

1.2.2Regulace PKC
Funkce PKC podl| ®h 8o p Stme.o BNenjedgTmTeadeiict Nj g 2

1) transl okace na membr 8ny

Translokace PKC z cytosolu me mb rj@mogvagovs8na za hl avn?
enzymu jig od ModlektuK Br 8D . pobds inerbkai PKCe 2z al
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sfosfolipldodwg?2kiak® mdbicEKWLC S§iran 2mel(Bdepgki8diz8a h
2007, Newton 2003)

2) fosforylacédefosforylae

PKC je regul emwi$a®r/Thf, als fToyrry lzabcy t ¢ 2 ¢ h, Kt e
stabilituenzymyjehood ol no st 8&nhlfosfatagm, rdtenps ot ei nov® i ni
subcellokalizBciam vi t u (vl et nhD 9 (Bieisberg OBPK®e s pec
syntetiov8§na v neaktivn?2 defosforylovan® f or m|
nezbytmn&2sopod ej dost énapér/@c 2 Nej dS2ve damich§z?
vaktival n?2 sPhbKl(le &ood 088) cRISe @nPDK1 wuvol nDna
k odé&fosfotylacidvod al g2 ch fosforylaln2ch m2ist na
tzv. turn motivu a hya f - nbmotivu.

PKC mohou bilt fosforylovg§ny tak®Tylma ¢t yI
fosforylace®j seum®mh an gkrhoe r BK @diprylatsvk ndba Byt i ¢
d o m®n N jzekptéaytickoe aktivitu (Steinberg 2@

3)kotv2ac?2 proteiny

Kl 2] ovou roitlDi Ve ohpedbriadhti | i vich isoforen
rTzn8 subcleilzudc8er nf b umnotklar,8 @@imdpirlBmaapargslt ,
nebo cytosgl(Disatnik1994 Gal | egos 20p6dPst BedkEvares8 kot
Pro PKC bylo identifikov8&§no mnRPKO KkPdmizxSi
dobl 2 zk os$ ub sstvrl &£thT, regul §tfoorsTT abksyviltiy Kk(ij
dospecificklch intracelul 8rn2ch kompart men
Sad doremP K C, nNNDkter® jsou speMevWtdnWW&Jegny o ur
znej dTlcehgik®dtgWy2 protein] tvoS? rodi naC rece
( RACK) . Pro PKCHb byl i dent i fi(k@OP§MackkRyA CK 1
2000 . Na z8kladhD bkbonkv@&torRRACKY pPKC byly vy
i nhilbii | @R peptdyakems® eci fdackw d¥ &g i nhi buj 2, res
(Dorn 1999,Souroujon1998 , co¢g v 1 znamnHho ppethitgemmlioa | k v b c
isoforem PKC. PraPKCila PK@byl y pops8&ny (vVbhhao¥li2l(lmgakipe pt |
2003, Johnson 1996).Do translokace PKC g zamj e n a Sada dal g2 c
| adapt or ov I(khéifetp2006Moehly+sRdsen 1998
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4)o0 s t mécmahismyr edoxn? regul ace, sanegul ace gtDhDpe

PKCves vset r ukt uSe obsahuj 3oui orkeodvoRguighi. kt vy ,
Oxi dant y kpoongfkoorznuaj c2i z i nrkeogvull cahl n,p r bdtofmy®w Do ¢ h
kuvol nRDn2 auttwdrmth bk atealaytki ckybakt p$#? ompo
nebo fosfolipidTKnpRahOmkaotiishname 0@gkolz en
zbytvkTkat al yt iPEKGkwdekde mdkB8aNyti ck® aktivity
2011).

Dal g2 moeggrud satc2e f u n k ckaspasaiiGe Y3eoblagtt eRzymaun 2
Doch8zavbobhhNDRKR?2 Kk on skatalytick®t ipvondl] eadlatgit Wman@h y
enzymu(Steinberg 2008

1.2.3Chronick § hypoxie aPKC v myokardu

Zat 2¥co®K@vr Tznlch typech gnreescloentdnilXkiaognti npg
j ej %0 ezn@mw cvhani s mu kardi oprotekce vyvolan®
zTst 8v8 kqntooveB k & da t o Idedigkau®onlaa tkzoBka ®t n2 c h i
PKC.Vel kT posun ve vimnkhkumiutpBTnasbl o/s@dn2 ch
jsou expri mov §das (Rysinol®.rveguvisidsti ktar di opr ot ekc
nejl astDjiis afmitRupmesimgy?2 m2Se tak® U

Vliv adaptace na IHHha PKCzkoumal Ne c e§ S o | .u k SkzfjagdShgpoxii
dochwnmey?okar du | &ke® zkd HemPrK Céicypsole ssierj ader n®,
mitochondri 8l n2 a ©@H8Kk Do s Bedidliug?P K € togtésolu
donuk!| egrnmB kel et §rn2 a Emiptr®ecsheo niPKrGiUS §sged nrerzar
zanal yzovaif Nek k 8 Blake§Aa51)o0 se, ¢ge obecnl i nh
kompl etnhD rug? Kk achhniakquhypat ek ci zatyd mdimtore el e k
PKCU rottljerji2nmuv esch@@pRShRa (Nteejkn®m model u b
g@8r Tst hPKnblgyewm 8§t u a pamyolkard@du nt e ® akoimo
poadaptaci na | HH je z8vi 2| Tpordd&ndxiaddli roxr
acetylcysteinu tento efekt potl alil o, ste
hypotiPKChlyla poadaptaci na IHHp at temdénce okl esu ( Kol §S
HI av8|l kovs8 ia gpolmnogkgral P&Cdide g a thoseluje® k ul §
velikost2 infagkka@o®ypkazZz8uoyeRabylo zji gt
stejnhD tak jako velikostjenpar&daptmyakama u
slogen2m mastnicHB|kyadd®d in v diethD (HI av
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Wang a spolge ukd®im(baod m, 4hod den, 4 tTdny)
fof oryl ashomM&KE&n8&tu a ge i nhd biwg?2 PKLUdipom
Y%l i nky hypoxi d@endydie ragspol2 gidijll ) gdaptace na kontug | n 2
hypobarckou hypoxii (0% O,, 5500 m, 2 1 )dsmidlje mn o § s t W ¥ cytésHlLC
Vmembr §nov® pfatakndin powlale p ok Ve s B Kv@yidsola § s t
ame mbr 8novse ndmDak ¢io ( Uendyiannga a2 0slo ltHed uk §z
(5000m, 6 hod den, ZARguljheadi nu PKEKCURWKECUW karl §r n?2
aleneovivRu jj @ j i ch mno ¢ s(Ding22004. Zlcegingd s colbunovy kont

pohypoxi il injgbtar IPEQG c hel er ytri n, cog naznal il
vmechani smu t akkce(Dingpdod.l an® pr ot
RouetBenzi neb a i, s ppd . adukpstzaad e na i nt er mi

hypoxii (23hod/ den, 8, L)eedevhodmoPenyB&kiar@u | ev ®
pot kk@yl nT m xoéin kvt ®PKC, aniv expresik at a | y tagnekt®h o f
obsagen®h asoformg c RKE éRouetBenzineb1999) Morel a spol. adapvali

potkany nalHH (23 hod d e n, 5500 ampozodvalvi ewm®) komoSe p
g8dn® warklXniyvi t D ani p r PK @WPKOJ PKRAW nebon RKGs t v 2
veytooluanivpar t i k ul (Borel 2003) € aatkacli d i ai, spgeli muk8na
nor mobar i ck §odtiey, 1@004, e 1QVHdiF) ke zvigen® fos
vl ev® ka rk@a@afaldp2004)Adaptace na CNH105% O)u b Sez2 ch san
a (21. den gestace vedu dospRl Tch potomkT takto ada
mnogstevikov®a(,Lial2d0i4 PI§E6 Bhoomyol goevnaS8nt@ my o k a |
komory, Z8r ovefRokdoegsluo ckel k ov ® NRdpak (Rafi¢eXauspol. 2 0 0 ¢
adaptovdlneona 81 n2 kr 81 2ky na kontinu§l ni0ndnmp
pozoroval zvT gen® mnodgstv?2 aft@aki®o rjyeljc?vetossa mesk Gk a

parti kul 8rn2 frakce, cog je znakem aktiva
vedlo kp o teln] t Dchiz@&r Bairel®KiTl oa kardi oprotektivn
smyslu zlepgen? obnovy kontraktility (Rafi

Zvige zm2nDnlch pkarcki opy pltiek§,i vigemis s
aktivovanTimi chroni ckouw 8§myp dxsiof ojr §u PKeRiI|
bylo zjigthDno, ¢ge jsou obnD tyto isofor my
PKCUvedla kaktivaciP K C(fayr 2009.
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1.2.4PKCaj ed 2| ov ® uwploa teR ukgidioptotelsie

Ve sv® prpionz amB8imhse? | o6w®fpre@tme iPKiCair & 0
se mohly vmechanisu kardi oprotekce upl at Rovat . J €
vapoptosea ut of agi i , f Yz i neetdtbiddd s2mymidtsd anfm® o P
toxickl chk @amurihlg g junatpiSse

1.2.4.1PKC a apoptosa

Vsrdci byly pops&8ny tSi hlavn2 morfol ocg
b u n{hkkrosa, apoptosa a autofagiep\6 s | e d n 2 cvhg al ke tuekcahz usj ee , ge
oi zolovan® procesy, alpodebihismiu diyamamrinj &
nNNDkter® inici8torov® a ef ekt ApopiosuRa nekoosue k u |
dnes ch8peme sp2ge jako krajn2 typy buniD]
nach8zej2c2ch se menmtispjné mg§ ¢ @ e lsimagtsiesia®ali
retikula).

Apoptosu popsali Kera spol.j i gocevl972 (Kerr 1972). ¥ ne g n 2 dobD
povagovs8na za hl avn? mechianilsmars] regulate
pDiunN| n®m pogkozen? | i re8re3sho waleojtaak®
( Ni kol etopoul ou 2013) . Odhaduj e se, ge Kk
| lovhRka je kagdl den odstranBRDno poBiO%2 apc
Apoptosa bT v § oznal ov 8nRa stna kt @Gtopplbdk @A01BY y p
apSedstavuje programovanou bunRlnou smrt,
ATP. BuRKky jsou bRhem apopt®siPtloids®radpoy
(Lee 2009). Apoptotick® sign8l mat8nEhy am
minoritn2 cestu pSes perforiex/ekrud niagby4h)e,s t k't

VnNjg? apoptotick8 dr8ha je aktivovans
Apo2L a Ap@L/DR5) a vazbou na receptorgg i n a arhs@ maehj N?Ixl2n ® m povr
(Elmore 2007 Muk hopadhyay ug9@rdi)e ddN&Isd2adh krokT,
aktivacei n i c il & Kaspao8wa 10 (Mukhopadhyay 2014).

VnitSn? cesta apoptosy je spugtBhDna v
pogkozen2miBNA netldymdaxat kem rTstovich fakto

vol nT mi) (Emad 0Mykhopadhyay 2014) . Dochg8z?
mi tochondri 8lea?2r aldPAT® 5 8knlle,s S8otmi t ochondri 8l n
potenci 8§l a vz®hion tperronset nobrrug§ ndoo c¢ it @tsiod W® s@r a
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(cytochromc, Smac/ DI ABL O, Hr t Aa p Buivade kaspdéElmdree d k e I
2007).

VnNj g2 i vnitSn2 apoptotick8 dr&ha se
zah§8j ena alknt?icvha (@aBpxaekktuer ® j sou nakonec pS§S
a biochemicklTch zmRn typicklch pro apopt
kaspasu je poSagbveah8zkakpa&andenzaci chr
(Nikoletopoulou 2013)Dal g2 m biochemickIm znakem je
povichu napS. exprese I g8f atnradtyilTsked@ anktaedas nvyn)
k rychl & fagpgpacd yttd &ntoile2087, LeeR00B)k (

Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway Perforin/Granzyme
radiation, toxins, hypoxia, etc. Pathway
' Cytotoxic T cells
death ligand o '
death receptor o
l perforin
: /\
adaptors mitochondrial changes (MPT)
granzyme B granzyme A
disc formation apoptosome forms
\ i
caspase 8 activation caspase 9 activation caspase 10  SET complex
\ ' / activation
caspase 3 activation
(Execution Pathway) DNA cleavage
¢

endonuclease activation — degradation of chromosomal DNA
protease activation — degradation of nuclear and cytoskeletal proteins — cytoskeletal reorganization

cytomorphological changes:
chromatin and cytoplasmic condensation, nuclear fragmentation, etc.

formation of apoptotic bodies

Obr.4&4 Jednotliv® dr 8hy apoptosy.
P Szato z EImore 2007.

Regulace apoptosy

Apoptosa ovliv&ju¢ije?2 osedo sbtuantek| n § , stej
aktivace je podstatou Sady vivojovich de
onemocniDn?2 hob ujreank?o 2008.Mpaptsahr aj e podstatnolt
vpatogenezi kardiovaskul 8rn2ch onemocnin?2
regulace apoptosf.a j e zabezpelemnmamioeEp® T | pSHaddystpag\2 u |
rodinapreaanta popt ot i ¢ k1 €Kz aplrBecelldymphdnmaBec It ak ® r egu
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| i nnosti kagpa £ bpuonkiihdnblibitorT apopt os ¥z angt z v .
inhibitor of apoptotic proteins

Regulaceapoptosyp o moc2 Bc |

Proteiny paBck2 cb sdaoh urj®d ianlye sngeeR vijodddhend ch
heli k8l n2ch motivT,-2khem®I| pgyul-BBHEB@ M@k g
DNDI 2 se na z8kl adh scho mimeoptdtickd (Brh2) BehklRo v at
| Mcl-l) a proapopt ot iBork MoxaaBP&MA (MuBrophdhysBE2014).,
Nej podstatnihDjg?2 a nej vz ce-2 \ssousisiostivsapoptoso® pr C
pSedstavuj?2 proapoptotick® prot-2iny Bad a

Bax t v o S?2 kans8ly Ve vniDj g? mitochondr i :
permeabilt a c i , uv ol nI8maaktivacy apoptosytetmonnkci inHbuje Bcl2,
kterl se na nDhNj v8ge a pTs20bj2e tm&o pparko tiin

protenem Bad (Elmore 2007).Kr omRD heterodi meri zacd2 jsou
r e g ul fosfoflacy peoteolyticK mg t Nm. e asforyace Bad vede k jeho asociaci
$14-3-3 proteiny, kter® br 8§n2 dijee & ointerakai a n s |
santiapopt-@uBdX¥] m| BothEdeakti vaci apoptosy.
tak® gtDpen, pomocR8 khapbapgeho zkr8§ceosg for
vysoce. YBylnmm8zji gtDno, ge aktivace Bad pon
2007).

PKC j e spojov8na s regulac?2 apopt-Bsy pr
Byl o zPKCH t flm o faotinpgptotuij qedottinBctl2 na Ser 70 ( Ruvol
vede kjeho stabilizaci a aktivaci (Deng 1998KC0 fosforyluje Bad na Serl12d o c h § z 2
k jeho asociaci 44-3-3 pr ot ei ny, transl|l okaci do cytos
(Ber t c2000.tPtKacCl j e nao pa&disPmatamty Bax fla mgochondrie
aaktivac?2 jeho Stglm2d0@3oti ck® funkce (

Regulaceapoptosy kaspasami

Kaspasy |jsou enzymy S dcportoetoeliyntyi ch @ u z
kyselinyap ar agov ®. DNI 2 88168p, afekB8bobbpoo@®PneéhBo
7) a z §4,DiEImore2®07XKaspasy jJjsou exprimovsgny Vv
podl ®haj?2 proteol yti c k&h®nem Ing tcl p8et no?r aaka® ivivzangipk

25



kaspasyefektoro® k t gsougk o n e inwykonavatel apoptosy Pop 2009 Thornberry
1998).

Funkce laspas¢ r e g uslpoevc8rfa c kT mi b unAP.nTfnaid 2inmeh i
NN nap$S. 1XeClARP, ke leAR® i ynhH7aouRiedl 2008 danse k | AP
naopak regulovs8n pomoc? Smac/ DIMIBtL®Oc hao n H t
(Mukhopadhyay 2014)

1242PKC a dynami ka mitochondri 2

Mi t ochondri e j sou k1 2] ovI1 mi organel am
fosforyl ace dostatgltmll fpegovEnend&ragidé o mec
morfologie &dalensotuzvi wFl is bunh| nT)mKvaitagn §1 -
mitochondri2 proto mus2 bilt pS2poedjtc®dot r ol
aparpsrtot e a segradgcepnu?| adwotly tzv. MDV (z angl.mitochondriaderived
vesicle} a mi t ochondra &lenp2ocsh e d h ®DFf BoraddTH tnd p & ®2
mi t oc h(®in2015) Mi t ochondri e jsoujejyyinemmgtcB®E of
agt Dpeoyu nezbytp®egidddbpndde¢in®na mNn2c?2 se
bunhRl nl rTst, dNl en2 a distribuci mi t ocho
mitochondri 8l n2 membr8ny je regul owstbaa mi
2004, Santel 200}, zat 2 mco?2 frizti ocvhnointddni §1 n 2 me mb r §
protein OPA1 (z angbptic atrophy ] ( Ol i chon 2003). Gt Rpenz2 |
cyt os odynamikrélated proteinem IDrpl) (Roux 2006Smi r nova 2001) ,
mu s 2 n a kom@extedma v mi pemt ee nNj g 2 mitochondr i §
(James 2003, Yoon 20p3 Rovnovs8ha mezi mi tochondri 8§l
narugena naps§. oxidaln2zm Bt r eBsyelno n&KAg tiNy«
fosforyluje DrplnaSer 57 9, | mitoghcmak ti i8V wnj2e gl), B dhbice ( Qi
Drpl chr8&8n2 myg2 srdce g.Kima spblRozqovahlkdtzeem 2 m
hypoxie n8r Tst f r azg8nveinstlaocsetDrpii(ieo20diopnrdersiiz v

1.2.4.3PKC a autofagie

Autofagie byl akovaeggS8lanipoijdemwoivfang Chr
vioce 1963 a je form8IlnRANkh@&sisimr kovanBsnij:
Zast andar dn?2 c hs rpdocd m2hnleakdijnea vaut of agi e en2 z k §

degraduje a recykluje cytoplaat i c §®y sj ako proteiny s dl
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aorganely a selektivnhD odstraRuje pogkozen
antiapoptoticky, prot oge ctefasbkrtaoRuT ej aukeoo | aydt
zmi t ochondr i-Brady( 2087nmaMden®r naut of agi e bunD]| r
| sel ekti vn? tr8ven?: faktor T podpadlbp®csat
(Benbrook 2012). Byly pap8ny t Si t y pnyakroautofagef ahgpereny
zprost Sedkovang autofagiermy mj&ooauwteo fzavglic
aktivpS8hend® st at ku ¢givin | kyshékao, pmgkot
ZzpTsoben®m r adi a,cGustafesBre 2008. o oMkNDt 0 h @& z nlailtue rea
pojmem autofagie makroautofagii (Benbrook 2D1lakroautofagie e dst avuj e p
kdy se | 8st cytopl asmy ddulmadobaj 2gci2v optrao tsee knv
dovniitkSulvlesobal enTch ,dwail ¢ ua nilepnbmEmoumy §
f Yaz o VWysoomysza vzniku autofagodpo mT , kde dejnde jlke¢i clhr &
pomocso® M8y n2 ch proteas. Jednot | i re®klack o mp o
Produkce a zpracavimi2 jaatmdégumo ckdbzdhNDiviet dc
2) nukl eace, 3)lysommy(Benmoolke2012) 4) f Yz e s

Reguace autofagie

Autofagie hraje sthDgejn? rol i v udr gov
pS2sn® regul aci . Viznamnmer vabvo hno® z d e o tmaij 1
autophagyrelated genes( AT G) (Benbr ook 2012) . Pat $2
kvasi nkov®ho Atg6 Beclin 1. bl astn?2 se pol
pSedst awwgbhstvspe@jgul aci autofagi e apraemppt os

Bcl-2aBekXL, kter ® sni §ujaktivakiayofagia (Liamg 1BI8,dRiagren u 1
2005).Komplex Bcl2 / Becl in 1 vgak mTQgePKICUNKLf ols2frog y
dojde k jeho disociaci a aktivaci autofagi€hen 2008). Z§r ov e R mT g e
pSiedostatku rJTstovich faktorT doch8zet k
autofyi e a naopak aktivaci-tapmpng@swnw2mpombdcecagm
1 (Elmore 2007).

Dal g2 m pr ot e i autefagii je BNJRB(z angl2BE22/adenovirus E1B
19kDa nteracting protein 3. Pat $2 do -poldy o ¢gircdisty eBB-& B
apTvodnnD byl pops8&n jako proapoptotickIl pr
pSegi-2aBcXc.IN§sl ednD se vgBNMP3u&@mamoz @enj
medi §tor T autofagi ebwk(@ekot2000)zdehg a ppi pROY ¢ S
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BH3t o tnia g uidtarakc? mezi Be2 a Beclineral, | 2 mg  d oaktita8i avdofade
(Mukhopadhyay 2014).

Protein LC3 (z anglmicrotubuleassociated protein #ight chain 3 je homolog
kvasinkov®ho Atg8 nach8zAgITEB LCSRA] esdivobi |
forma vznikaj2c?2 ¢gtohpce n2 nMoldd 3fznikk&a cip e il 38n o
v8zan§ f®Brm&kteéeéC® je soulTasnti daarkDd®BAgo sBoyn
genogst vB2ze ko@RBvat pol t em auyht o ipa gpepsomfko marker
autofagie (Mizushima 2007).

V. regul aci autofagie se ugeloayosolickoa E3t a k ®
ubiquitinligasu k t eaktBovaif eSer/Thr kinasou Pinkla j ej 2 g vedekt i v e
kdegradacmi t ochondri 2 pom®.c2 mitofagie ( Ni 201

Funkce BNIP3, LC3 a Parkinpod| ®h§8 r egul.8yil opeamogi DA
PKC fosforyluje BNIP3 a vede Jeho aktivaci(Graham 2007)Fosforylace proteinu LC3
naThr6aThr29 e tak® zprostSedkovg&na PKC. Zd§ s
KI2 | o dig®@g 201 Dal g2m T en2 Ipr BKCejé Paekmi n, jehog f osf
kesn2 gen?2 jeho aktivity (Sato 2006) .

1.2.4.4PKC a sfingolipidy

Sfingolipitygpchklemi plsg sfisgosmi-fi d =fl &tmjsoj 1 P)
bioaktivn2 | §tkgurefGluédiebtéh cheli2olodeBymih pr
zodpoviRdinTtmor bu S1P jsou sfi myosiamkdiun assyys k
ve dvou f or m§cjgko SPHKIL aa|SPHK2MEé tab ol i smusje sfin
vpos|l @dadm? | asto s pojzewn§lmvade 200LRByp @wg koj 1 gt I
géschemickl preconditiaongengs ezlveykgtuijvem & gviorr hb
kardioprotekci vyvolanoi s c hemi ¢ kT m p r(dnc200d)DiTtl iedyri it A gre np r \
regulae funkceSPHK a tedy i nmefodfgen wl2a cSel.P Beakoi v Bt gi
PKC PMA vede kakti vaci ERK1, Kkt e ialtedyraitisue®PHIKIND f o ¢
I SPHK2(Hait 2007, Johnson 20Rn2

1.245PKC a odstraRovg&§n2 toxicklch aldehydT
Aldehydy jsouvor gani smu pSirozenhD phodiulmus§ny p
(Esterbauer 1991) a cukr T (Marchitt]i 2008
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druz? posl ov® spougt NDj 2 c hou atredem o(Roli R2GOB)N 2 (
aevevysoklch koncentrac2ch jsou pro organis
V souvislosti s kardi ovaskul 8r n2 mi onemocniNn2m
adehydy4-hydroxynonenal4-HNE) a malondialdehyddHNE vz my kBawdu bDh
I R (Sayre 2006) . Il nhi buj e kl 2] ov® met ab«
schopnost mi t o c(Nanri9D8)ia ¥ede &vtoeSvi 2tr §MPP MPTP ( Kr
Opti m8&I n2 hl atedyiMdNEa|ad e v3pdehydighydrogenas(ALDH)
(Chen 2010) . Zd 8§ seopripe ekceneslkaruips mu Rk al
isoforma aldehydrogenasy ALDH2. Byloizgt D n o, ge ALDH2 je fo:
PKCU a ge je tat o fro2gnieaktivityl(Ghen®008.poj en§ se z

1.2.4.6PKC a gap junctions
Konexiny jsou transmembr8nov® proteiny
kt er & otdviovS8® s p o] gocyty &z dap jlnetiond {RodngueSinovas 2009).
Gap junctions pS2mojspojopzbyon®epdnd HuBE&j
vmyokardu (Sever smol3yRug 2. di§r@veRmad T ch mo
ami nokyselin, nuéas$lk9t ¢ABR c@GVP drlR8h thatekulovpu
h mot nolkD&(Lashpe 20000V kar di omyocyt ech kaexin 43y s k yt
(Cx43( Fontes 2012), ale je zde zast di®p.en t ak
Patofyziologie kard? oy @&s ksup o§jrenrfac hs,eo n 2 ml
distribuce a fosforylace Cx43 BNDhem | R doth§z5%ehk?2 pelg&lizreinc

avzni ku arytmi?2 (Sato 2008) . KromhD arytm
dTl egitou roli viyvwl éfh@Gambompadkozr1887) . Z8r
zjigtnNDno, e se Cx43 wuplatRuje jako nezby
200M).

Kl 2l mommdchani smem regulace Cx43 je fos
ovlivRuje jeho funkci, us p-M&BadZ®OBy Cx4Xxjgnt ®@:
c2l ovim proteinem Sady kinas, kromBD jJin®hoao

NRDkter ® maj ? aktivalnz,2007mM® drekakl i vas hér
naSer 368 a sniguje bunhDlnou k@MdEkaveRpBg.
zjigthDno, ge kardi optrod leklktda cvin?2 Cx43 msipy | e
namitochondrie Jeyaramarz012, Rottlaender 2010)
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2HYPOTE£ZAE LA RCRCCE

Obecnl i nhi bitor PKC <chelerytrin k omp
adaptbtE,2 mmat 2 mco itietlerk tRK@QRZ 1 @thtzlmar ism2\jede
2005).Ne npfotomo ¢ n ® vuypl | caub| si td tsafotemPKC (PK C @PKCOb NG n N

spojovan T ¢ hs kardi oprotektachevnyiviokTamoupr econ:
Kardioproiaektyi wryd y¥“apozorovsgny i na model u
2015). PKC doposud nelaypo adaptaci na CNHnayz o vagvnl s| edky ostatn
vgakznal uj 2, ge konkr ®t n?2 model hy penxi e n

PKC podsteaagmio,vigiev.aklti vita PKC je ovlivnh

mnogstuvwvakK®aslferyl ac? enzymu a Jjeho transil
kompartment T. R KeBy rdguugeBbady |l wj2d ovich prote
v apoptose a autofagii, dynamieei t ochondr i 2, met abol i smu s

toxicklch aldehydT, nebo komunikaci pSes g
upl at Ruje v mechani s nius ckhaernd icokp rno t per kigjodo nvdyi vt
zapojen2 v mepghatheélsecaa KkKyuvhlfpaoa®i thvgakcklopo
objgsn Dnd§ se whakt ytyje prosdkteyhn2 ppbobn@pygi
j el i kombjnae chroni ck® hypoxi e a i scrrevedel ¢ k ®
kprohl ouben? (Mg $i 2P0 Dda)kce

Na z8&kladnD vige uvedenich %dajT pSedpok

Yy exprese jednotvumyekdrduhe i swif iov e n & KICo
model em chr oauvadata®e na iHploai ENH se proto

yaktivita PKC nen?2 zt8eviinsolvd® hjoe nmnmoay sz n
fosforyl aci |l i transl okaci enzymu do

yv kardioprotekci vyvolan® adlapt ac?

yc2l ovli miPKpQ ot edhmryoni cky hypoxi ck®m
proteiny r etgousluuj 2ac?2 auamdm@mgi i , dyna
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met abol i smus sfingolipidT, odstraR
komuni kaci pSes kgap®j ysoui osnpsoj ov §n
kardi opr ot ekce vyvolan® ischemickIim pr

Ve sv® prp®tosta njosvermasityto c21 e

C2l:AdalTza isoforem PKEr miot endanpt atcyip orbaar i
akontinu8l n2 normobarickou hypoxi. ( CNH)

Y po adaptaci na IHH stanovit
TPKCU, PKCu, PKCU a jejich fosforyl o
iPKCU, PKC&, “PEKCBi nmRNA

Yy opmdaptaci na CNHstanovit
i PKcCu, PKcCU a jejich fosforylovan®
i PKCuU a PKCU na Yrovni mRNA
Yviiv inhibiln*kpRbd6IPephadwvi PKCUi tu a
nak ar di omyocyt e myokaidd celve®v &mimohr yz

C2t 2Analilza c2lovich protei HRE PKCU a PKCcCU

Yy omdaptaci nalHH stanovit
i c2lov® pr ot @hrmuty nadiGOusoudslostils:C U

I ap o pBad, Bax,Bcl2, kaspasa 3, cytochroen

i dynami k oul DmpltMing,Mfo2n d r i 2
I auti®dcland,iLE3B, BNIP3, Parkin
I metabol i s meSRHKLISPHKGoO !l i pi dT
I odstraRovg&n2 miALBDH2i ckTch al dehyd
ikomuni kac?2 pSe&€=43gap junctions

i apoptosu metodou TUNEL
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Vybrané cile PKC
(s moZnym uplatnénim v kardioprotekci)
PKCS PKC
Kaspasa 3 BNIP3
Cit1 Cit 10
PKCS . PKC?
Bax Beclin 1
Cit 2 =
Autofagie
PKC= PKC
Apoptosa Bad LC3-B
Cit 3 Cit 11
PKCa,5 . PKC
Bcl-2 Parkin
Cit 4,5 Cit 12
PKCS c - Drot PKCG
ochrom ¢ r
Cit6 vt P Cit 13
Odstraniovani
toxickych PKC= PKC? Dynamika
g - ALDH2 Mfn1
aldehydi Cit7 * mitochondri
PKC PKC?
7 SPHK1 Mfn2
Metabolismus Cit 8,9 =
sfingolipidi Komunikace
PKC PKCe fes ga
SPHK2 Cx43 p g °
Cit 8,9 Cit14 junctions

Obr.5:Vy br an BmoteinyPKC uplcat Rasjopvotekci.

U c2lovich proteinT jsou uvedeny konkr ®tytmproteins of or n
nebyly dosud identifi kov§8nyil adehkddehydrégenasa®, BoirBecelle i ny F
lymphoma 2 BNIP3 1 BCL2/adenovirus E1B 19k® interacting potein 3 Cx431 konexin 43, Drpli
dynaminrelated protein 1 LC3-B i microtubuleassociated protein Hight chain 3 Mfn1 i mitofusin 1,

Mfn2 i mitofusin 2, SPHK1 sfingosinkinasa 1, SPHKR sfingosinkinasa 2XIAP 1 X-linked inhibitor of

apoptosis protein

Pougi t ® ciiVbsa 2085, citd iBertoldtto 2000, cit 3 Sitailo 2004, cit 4 Chen 2009, cit 5

Ruvolo 1998, cit & Majumder 200, cit 71 Chen 2008, cit 87 Hait 2007, cit 9 Johnson 2002, cit 10

Graham 2007, cit 11 Jiang 2010, cit 12 Sato 2006, cit 18 Qi 2011, cit 147 Lampe 2000.
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3 METODIKA

3l1Laboratorn2 zvz2Sat a

Kexperi mgnhnti Tnpoudgi ti dospnlIl 2 samci | abo
poch§zchovtfiomy Velaz popS. ChRmTmBesnReih@bmhosa po
pokusi se pohybovalayr o zmez2 od 270 mlbl a3 7vlo | .V o piB2 S 4
akest andardn? Jlabpbaarttreeng8lnad iheotd) s v Da $tie 12 h
byl a vedenea zvSekmsnheord Br anu z VGuilafor thp Cavetand t T r
Use of Laboratory Animats p u b | i KJ$® Wationklminstitutes oHealth (NIH
Publication No. 8523, revised 199634 byl a schv &l ena pS2slugnc
“wstavu AV LR.

32Experiment 81 n2 modely chronick® hy
K pokus pmityidyvlay z 8nkol daedl ny? cHypoxer i ok & r mi t en
hypobarick8 hymoximobarkaek®8i myploxi e.

Int ermi tentn?2 hyf@HHpari ck8&8 hypoxie

Pot kani byl i vystahhgpobadigklo® @k dmpDe
prob2hala 8 HWotdl ddeelkemPs,d ng Blaxr ometri ckl
sni govs8§n postupnBhD tak, aby po 13 expoz
Vt ® o0 vigce m§ barometrickl tlak hodnot
k Pa. BNDhem adamb&ee zhyl gt Ona potarbidail ace
udr gov®zme23 ARC.

Kont i nm®lrmbdbaric{ CBHhypoxi e

Zv2Sata byla vystavena nepSetrgit®mu
podm2nek3pol d®Obsah lsyngIlgeednunzdyi c k ®% ho dn
(FI0,=0,21) na 10% (Flgx0, 1) pomoc? gener 8tor T hyp
(Hypoxico I nc. , N. Y., USA). Tento stupe
m. BNDhem adakpotmaocSee bzyaljai g Dna ci rbglaal ace
udr govsgna -23ArCozmez?2 21
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Normoxie (N)

Zv2 Sat a othndrktupi n byl anocmowxgrm& Tl ch pod
odpov2daj2c2ch nadmoBlsRt®) ALY c B8akodtemr pSkl
kPa a parci 8l n2 (Fioj=®dR1)kysl 2ku 20,7 kPa

330dbNDr tks&nhin

Zv2Sata byl a Suns?2mr @ ieSrdmolkgaéc?v. i vky shtrSui dgne2 nkou
propl 8chnuto | edovl mabyyzosdIraqiRmkT ms 2mdlz tea k
Poanal Tzy pomoc2 metodyr Westeozdbl,@hvouan & CEk
komoru a levou komot Je dnot | i v® $ylyde/ISrgee nyohd algagma |l nv®m
dus2ku, kde byly uchow§w8myadd zdia Imgstdaeal oap r
perfundov 820mMKGEGEt okRbpnedoglk adaktaev en? v

3.4Frakcionacea homogeni zace vzor kT

Myokard | ev® komorpothykamamoikeodde ¢ Bn®
t k®ryil pSid&n honmogreMriwad ntl ppéfr wShagdnzg
h o mo g e ha pofau |lbylo? 12,5 mM TrisHCI (pH 74), 250 mMsacharosa25 mM
EGTA, 1 mM EDTA, 100 mM NaF, 8 mM fenylmethylsulfonylf uor i d, - 6 mN\
metkaptoetanol, 10 mM glycerd-f o s ©.28mM leupeptin, 2 mM aprotinin a @, MM
ortovanad8t sodnl

1) Pro analTzu isofor enmHHPaKCNH pyy vzardyapt ac
homogeni z ov PottgrElvehpmwachdmogeni8t or s ozlaasmh®ma e n 2
viedov® tS2gt.i 15 tahyl asthwowfy¥ upastdop ThabdDkh einr
obr. 6. Ho mobgyeln 8ptr o Yl el frakcionadstr (ivodnligem
byl a cent r 10000@¢ gBegkman LPpS dobu90 min.VT sdind superna
reprezentoval cytosol i ck ou -100rtak, kabyikon¢entrace k t e |
byla 1%. Pel et po cyt oasgspenddBkn® vf rla&mo gebnyilz al r
sp S 2kdna 186 Tritonu X1 0 0 , p oChndrcna Bdha 9n 8s | edreMtzmd wi o\
p S100 000 gpo dobu90 min.Vzni kIl T supernatant repreze
frakce. K dr uh® | § sTriton XaloOnakgadn &t s | eylin § p &Kio dh
byla1%, homogen &t Olminlnhalean e & sdmriil % B \p §00 000 g

podobuOmin Vzni klT supernatant reprezentoval
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homogenat j

100000 x g, 1,5 hod Triton X-100 — inkubace 1,5 hod
/ 100000 g, 1,5 hod
l cytosol l pelet po extrakt pelet po
extraktu

cytosolu homogenatu

homogenatu

Triton X-100 — inkubace 1,5 hod
100000 x g, 1,5 hod

extrakt pelet po
partikularni extraktu
frakce partikularni
frakce

Obr. 6: Postup frakcionace

2) C | ® proteiry PKCl a Pbigl{C Qtanoveny po adaptaci nalHH
naneextrahovanTgh khomb®nedesg|byw §phoymo c 2k ok Wihiol
homogen z § {30 HziLO min)

K anallTz8m pomoc2? metody Westagamt ibk wlt§r
acytosolick8 frakce. Koncentragenpt gyzev 8
metocbupodle Bed f or dov ® ( B Mezidkbnoar tdr dlQe7/6i) pr ot ei nT
experiment 8l n2ch skupin8ah nfebrywlzyd?2rnal.ezeny

35El ektrofor®za a Western Dbl ot

El ektroforetick® dnDI en?2 protei h0%big edn o
akrylami dovipochosgééealhfddadiecyd dne®heokt  8DSY e
s 0 u s Mimi-Pritean Il apparatus (BiBad, Hercules, CA, USA) £0 mA/gel po dobu
90150 min v z yavanl®ons tpirVvorrainecnialvgech experin
byl o nan8§geno v gdwMnaedsnt® 2Zmnmagnsd gven @hroo tperio
dr uhu a nha proteino & j@vedeno v tabulcg.
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Po skonl| en? el ektr of om®auaityocelblgolvy® pnreontb & i8m
(Amersham Biosciences, Freibufy,d meXRoo kont @od up SeorroSsveni n T
byly membr 8ny oHoeceau &g miprodmpoywxy n HdlokdwvRBny
vi ozt oku 5% n2zkot uplunf@&hoov amlT ® kr &plzM Toik R,BNSA C((
NacCl, 0,36 (v/v) Tween20; pH 7,5 po dobu 60 minMemb r 8imyl v i d&8lubov ano¢
spS2dmigrmpri m&rn2mi a sekamkKkrg®tni2mi drpuloyt i p 8
i nkubadBna [Ss otabuloet &odbernSyz kv z e retpp t © u(g&bfahn d T )

v tabulce2.
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e . Katalogove . I Doba |Hmotnost | Pozitivni | Nanaska | Sekundarni | Katalogové ; I Doba
Primarni protilatka i Vyrobce Redéni |_ . o Vyrobce Redéni |
tislo inkubace | (kDa) kontrola (ng) protilatka cislo inkubace

ALDH2 sc-48837 Santa-Cruz 1000 1,5h 53 jatra 15 anti-goat a5420 Sigma 20 000 1h
Bad sab4300341 Sigma 1000 1,5h 23 40 anti-rabbit a9169 Sigma 6 000 1h
Bax av02020 Sigma 1333 1,5h 15 40 anti-rabbit a9169 Sigma 6 000 1h
Bel-2 sab4500003 Sigma 1000 1,5h 26 10 anti-rabbit a9169 Sigma 6 000 1h
Beclin 1 NB500-249 MNovus Biotechnologicas 2 000 1,5h 60 30 anti-rabbit a9169 Sigma 6 000 1h
BNIP3 ab10433 Abcam 2000 | pfes noc 30 mozek 20 anti-mouse 31432 Thermo Fischer| 10 000 1h
cs ab96600 Abcam 2 000 1,5h 52 5 anti-rabbit 29169 Sigma 6 000 1h
Cx43 ch219 Sigma 8 000 1,5h 43 mozek 20 anti-rabbit 29169 Sigma 6 000 1h
P-Cx43 (Ser368) 35115 Cell Signaling 1000 | pfes noc 43 mozek 40 anti-rabbit 39169 Sigma 6 000 1h
Cytochrom ¢ c5723 Sigma 3333 1,5h 43 3 anti-sheep a3415 Sigma 6 000 1h
Drpl 611739 BD Tranduction Laboratories| 667 pfes noc 72 20 anti-mouse sc-2371 Santa-Cruz 20 000 1h
Kaspasa 3 (aktivni) [NB-100-56708 Novus Biotechnologicas 1000 1,5h 14 Jurkat 40 anti-mouse 31432 Thermo Fischer| 10000 1h
LC3A/B ab128025 Abcam 1000 | pfes noc 15 mozek 40 anti-rabbit a9169 Sigma 6 000 1h
Mfnil ab57602 Abcam 1000 1,5h 24 30 anti-mouse sc-2371 Santa-Cruz 20 000 1h
Mfn2 ab56889 Abcam 1000 1,5h 86 30 anti-mouse sc-2371 Santa-Cruz 20 000 1h
Parkin abh77924 Abcam 2000 | pfes noc 55 mozek 20 anti-mouse 31432 Thermo Fischer| 10000 1h
PKCa P4334 Sigma 5000 1,5h 80 mozek 10 anti-rabbit ad9169 Sigma 6 000 1h
P-PKCa (Thrd397) ab76016 Abcam 6 667 | pfes noc 77 mozek 15 anti-rabbit 29169 Sigma 6 000 1h
PKCH P8333 Sigma 3 000 1,5h 77 mozek 15 anti-rabbit 29169 Sigma 6 000 1h
P-PKCS (Ser643) 93765 Cell Signaling 1000 | pfes noc 78 mozek 40 anti-rabbit 39169 Sigma 6 000 1h
PKCs P8458 Sigma 3 000 1,5h a3 mozek 25 anti-rabbit a9169 Sigma 6 000 1h
P-PKCe (Ser729) sc-12355 Santa-Cruz 1000 | pfes noc 90 mozek 40 anti-goat a5420 Sigma 80 000 1h
SPHK1 abh71700 Abcam 500 1,5h 51 ledviny 20 anti-rabbit 29169 Sigma 6 000 1h
SPHK2 sc-22702 Abcam 1000 1,5h 70 mozek 40 anti-goat a5420 Sigma 80 000 1h
XIAP sc-55551 Santa-Cruz 1000 1,5h 55 ledviny 20 anti-mouse 31432 Thermo Fischer| 10 000 1h

Tabulka 1: Seznam pougdgitich prim8§te?tohbhosekoatdBeron2ch protil

V'y s v Nzkratek ni2 Seznam zkratek
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N IHH N IHH N IHH

ALDH2 A — N — N —
- |
Bax | —— — ’-“
Bcl-2 — — N — N S—
Beclin 1 : ﬁ; ;; ;;L
BNIP3 e —— . —

cs e — .

SEEES Ty
P-Cx43 (Ser368) _—eea e s o s
Cytochrom ¢ —-—— o e e oo
Drpl WD — S _—
Kaspasa 3 (aktivni) - ‘ “ “
LC3A/B . R . — —-
Mfn1 e e O e S Ty
M#n2 . - — — ——
Parkin L ———— . ——
PKCa el E T

P-PKCa (Thr4g7)

PKCS

- . e .

P-PKC5 (Ser643)

o —— -

PKCe

P-PKCe (Ser729)

S —

T C— S— —— C— c—

SPHK1 - T T T T
SPHK. | . o A
XIAP —-— N R S —
Tabul ka 2: Obr 8zkprowepkPBzentativn2ch

Jednopgd o wéplt yoveethasjz2omhPmoge mdtr moxzi ek ®z oan kT $poxi ck®
skupiny. Ni normoxie, IHHi i nt er mi t e nt hypoxielVyypsovlla rl ieamkd & Iz k7 @r ®kled m T
viz Seznam zkratek.
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N8sl ednhD byly membr 8ny uchovigylypr oudKrnB S
vizuali zov8ny na a(AGFAr GRPBU dlIEW, a fLpRo nm@metbdy i | mu
zes?2| en® chenRehumvyn? sczasttoupen? anal yzo

vyhodnoceno p dmageQaant gaftwager(Moecular Dynamics, Sunnyvale,

CA USA). Kespr 8§vn® identifikaci jednotlivlch
standardy mol ekul owPchpepmat npezizt, i Zmi2k &lgd €
experiment8l n2 skupiny byl na stejnl gel r

menbr §n.gsMN2 proteinT naus§8§gé&wichoesti gah s
proteinua frakci sc 2 | e §h wl @nsarity mezi intenzitou a objemem.a d Tzorek byl

and yzov wl i kmuni m8Ilnrelx §visstlaincohvenwiicsH edky |
normd i zov&ny na nama lipssekeepingpmoteMped2npua d D CNH | s
housekeepnig p r glycemldemyeB-f p &déh@diogenasu (GAPDH)
(prrohomogen§t a cytosol) a aktin (pmeprvepart.i
nedaSndjo2t vhodnlT housekeep, nigpe ppotadapt aBoyil
kn8r Tmrnagst v? bNngnnN poug? v an(hkinh kalbequestrie,k e e p
GAPDH, b-tubulin ( Bal kov 8 oevD1jipkpme vgak zjistili, (
nembDn?2 mno gst (C8) c P o sngetjkpoto tjakos hpusekeeping protein
uanal Tzy c2lovich protefAropBePWT b el haoptga d ii
smRsnl naesehe& kagadkteeaell vztijyelfhyodnoty j ednot
denzitometrickAd2cshk ao®j emofldnot y p ak mohl vy k
nez8visle nad®aexpBziee pokusu | i

3.61zolace RNA a RT-PCR

Cel kouwnsDl b8 RNA byla z myokardu Il evic
(Invitrogen CA, USA) . Li stota a kan®e rRtNrAa clkey | eax t kvaahl
zapougi t2 Nano Drsoypnut.®zRPSue dc DVN Aa sbtynl 2feee RNdsbu | i ¢t
(Ambion, CA, USA) . N8sl @@&mD mib kIr ogeam cel kov® RNA

do c¢DNA Reeerrdd H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas

UAB, Vilnius, Litva) za pomoci ol igo(dT) pr ttimeRCR pod
byl o mRSeno na p $2 othe Applied Sciéngel t P etyzebl eerng , 4 8NDN
metodou dual hydrolysis probe (Universal ProbRoche Applied Sciencgks s p S2 sl u g
Probe Master kit (Roche Applied Sciences) podleypokT v i r obce. Speci
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apri mery byl y navr gwe nUPL (httpsWoaventrocheapuiddt w

science.com/sis/rtpcr/ upk/itreddx.tjnpy pa oPC
vpublikac® a&Fr@pedk ERobd&Et a pougi t§ k vipolt
hodnot CT(z angl. treshold cyclz 2 skanT ch zen ghBvQrpletgzh. Bwoe d

ovhRSenaehyfhkyobHodnot v tripletech nepSes§gh
byly vytvoSeny pro kagdl pa§irop®home$ddBn?ow
provedena tak® anallza kSi ogstilednohg arfplikcna Yl
nak onc i standardn2ho bRhu kSivky. K zajigt!l
standar dn?2ch &fSdkvteikv ivtygp od mpelniaf i kace PCR ka
analyzovanTch transkriptT rieyleaendntarei gewn
guaninfosforibosyltransferasy (Hprtl) (Bohuslavog 2010) s ohledem na specifickou

efektivitu (E) PCR pro kagdl gen (Pfaff]l 2

normal i zovan® S o FEPHIFELL e/ PRpjranskri

Nont empl 8t RM®ra& akkeae byl y analyzov8ny |jako

37PS2prava histologicklich SezT pro m

Srdce byh promyta v roztokuPBS a etanolaw S awa(25% (v/v), 50% (v/y a 70%
(v/v) etandid70% @HetawdPSeaedendovzegtlkefu a pr
parafinem byp pr oveden o d p o chBwt?ka&®Roautoman Leica ASP 200
(Leica, Wetzlar, DE)N 8 s | e d mzBrkylzality do parafinw z a | @waataratu Leica
EG 1150 Po moc2 Mi cr ot o mubylyLpeSicpar aRMIY§ 5%eez y7 oOm
Ng§sl edoval o ¢pSeneodnnBil &teak), (Blucheon, KR)
azachycehna podl ogn2 skla (Ther mo Dmiedfimass f i c,
SezT na sklech byla provealena inkubac?2 p8Si

3.8 Metoda Tunel

Metoda Tunel(z angl. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling byl a provedena dle pokynT virobce por
Death Detection Kit, FluorescefhRo c h e, I ndi anapol i s, USA) .
odstranit paafin , k |lemug byla pougita Sada: xylen
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etanol (5 mm), 90% etanol (2,5 min), 80% etanol (3 MiA0% etanol (3 min) a PBS (Bx
min). N&8slednhD byly Sezy inROb®F&EHP,pRO0 mi
8, 0)37pSA€ vI hk® komTr5cnen vaPBPR roottyetiyn k3 x1 a s a
knar udreunk?t usy t kgnhn. Kr omBD v | aosvtant? ctha kv& op ck:
anegativn2 kontrolu. ¥Ffez sloug?2c?DNagglk®d poz
U/ ®o 12 min pSi | aboratorn2 teplothFelzymg
byly ng8sl edsn Mmipr ovmyRBS.3xPo promyt2 byly Se
komer | n2 soupravy (termin8l n?2 deoxynukl eo
dUTP vpomBDru 1:9) . Jako negativn? kontrol a
fluorescen|lnhD znalen®ho dUTP bez pSidg§n?
byly inkubov8§ny ve vI hk® komTrce W&st mBop!
promye 53 xmin v PBS. D&l e byly Sezy inkubovs
barvivem Hoechst 33258, |l 2mg doglo k obar
pSekryt2m SezT kryc2m skl2]kem s nanesenl
prepar 8ty.

PrepaBt y byl y ploondrcédc e&dy or e s c mkroskdpiNikon mi k r
Eclipse TE 20065, f | u o r elanpaQlympugU-RFL-T, Tokyo, JaponsRoVT s 1 edn T
pol|l Bubelpozitivnzch bunnDKk byl vztagen k cel
(pS2padnh pdsepta))® komory |

39St anoven? bunBhD| n® akta®tidehwdrao guesrod
pos i mul @ehemi/@perf’zi a vIiv i uPKIEKA-n2 ho
1633

Kardi omyocyt myokardubleo®ark® mpry byly inkub
mins5 ekMontrol n2m-1g28pebdemnKPDbi | n2 m-138pt i de
Ng§sl bghiP vystaveny 25 i(Mlm30mantreerergitac(®IKRP 1 n hi
BNDhem MI kpyi gkbhudRvEny s modi fikovandmmKr e
15 mM NaCN a 20 mM 2 eoxy gl uk os u Bn3sd nenemgdace koygys vy .
metabolick® inhibitory odstraniDnyBanRlamg a
viabilita a wuvol nhDn?2 lyankdtS@nnal e h g 8l 8 0 § @ n @XYP €
poMI a po reenergizaci P o dg omind met odi k§n k el Heasphe® v e
(Hol zerov§ 201T5,t op S2tlambavem?2 byl o proveden:t
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AVhSLEDKY

41C¢L 1: Anallza isoforem PKC po adafy
hypobarickou (I HH) a kontinu8ln2 nc

411V1Iiv | HH na PK®@®i, PKCUO a PKC

IHH aktivuie cel kovou i fosforylovanou PKCI
Adaptace na IHHzv1 gil a mnogstv2 cPBKEK@Ser@3) i f c

vh o mo g e n1§a, resp.(286%)v cytosolu (0160, resp. 13%) i pari k ul 8r n2 f r

(0108 resp. 866) (obr. 7A, resp. B ) . PomNyl 6vah§ PKECWyjcad Rwjvd

m2ru aRKC@&ecrmrezmNDB)iUexpobse PKEWI mROUAI HH p

trend n§rTstu, neldpns&mdbosygiak statistick®

e C

7

N

100+ = IHH

60+ T

404 *

204

0 =1 Obr.72VIiv I HH na re
homo cyto part zast oupenPKCdel (kv G
a fof oryl ovan® PKCL
vhomogens8t u, cyto
parti kul 8rn2 frakec
* N 7 normoxie, IHHT i nt er mi t ent
hypobar i ckyoilyosoh xi e,
homoi h o mo g eanti8pta r tpi kul 8§rr
frakce.Na n 8 g k a (paytosoliP KC
T 15 Og, hoimd@e n g ,
parti kukigr n®g,f rnaaknc§ g k a
* P-PKC i cytosoli 50 Og, homoge
- = i4a0 Og, parti«wul &gn:?
= Hodnoty jsou vyj 8dSen
0 /M N SEMPol et zvabat ve
homo cyto part |stat|_st|cky hypbxien a mn |
vs. normoxie (p < 0,05)

Imunoreaktivita PKCd

(arbitr8rn2 l?ednotk(yar bitr8rn?2

100+

804 I

604

404

Imunoreaktivita P-PKCd

42



Imunoreaktivita
P-PKCd/PKCd
.|

homo cyto part

Obr. 7 pokr al:owl8n2 | HH naPKEdmhws . P cel kov § F

vhomogen8tu, cytosol.u a partikul 8rn2 frakec
N 7 normoxie, IHHT i nt er mi t ent n2? h yywad kxyosal bokn& i hhoynpoogxeiaw§t , ¢ p
parti kul BodaAaofyakmsyu] akgN§pbrE®R0ON et zvi®Gat ve skupinl

2001

1504 T

1001 I

(% normoxie)

PKCd mRNA/HPRT1 mRNA
S

N IHH

Obr.8&VIiv I HH na exprlemoP«&KC8t mRNA v

N i normoxie, IHHT i nt er mi t ent n?2 hypohary ck§olhypygkBdSeny j
Mnogstv?2 PKCniormiRaND zjnea8 r e f er e n | guaninfogferibosyllrangfecazualn t i n
(HPRT1). Poleti7zv2Sat ve skupinh

a

43



| HH sni gourp et eK€gak zastoupen?2 fosforoyl ovan

Po adaptaci na | HH dogl o kev shmhé pegé n &t
apar trink2ul f8r ak c i (v Ad)bowMno g4 0 %2 bulfSei729ey | o v a
nezmPDobr.9Bog , ( vzrost | vgak pomRDr 0¥ bosmigemyglt awv a
(086%) a v cytosolu (063%) (obr. ) . |l HH nemRDIl a wWIRNA (ochra e x p
10).
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s£8 hypobar i koo i heytgsa, x
2% 7 * * homoi h o mo g eanti€d ar tpi kul §rr
S D _ T frakce.Nan 8 gk a (peytosolP KC
5 2 T 15 Og, hoimdd@e n g ,
25 1 _ — parti kuligr nGg,f rnaskncgeg k a
- P-PKC U cytosoli 50 Og, homoge
|;| i40 Og, parti«@l &gn?2
0

Hodnoty j goug akyjN$d Jenmd |
homo cyto part SEM. Pol et zvz&adi ve s
statisticky ‘ypaxieamnT
vs. normoxie (p < 0,05).

44



2001

<
Z
%

150-
agE)
x X . .
%gloo —_ Obr. 10 VI i v I HH na m®mRNAr es i
Q) == vhomogen§8tu
§§ N7 normoxie, IHHi i nt er mi t ent n?2 hypoba
€ =~ 50 Hodnoty | sou pvyjm®dSe\nySEM k oMn
8 PKCU MRNA je noomadd zoe§eren]|r
E hypoxantiguaninfosforibosyltransferasu 1 (HPRTL).

0 Polet zv2Sia&t ve skupinh

N IHH

| HH akti viuje PKcCU

|l HH zvigila mnogstv?2 c(€hr4R7w ® o mofgoesnf8otruy I
al2%)(obr.11Aa1B) , al e nezmBDnil a pomDr (dboEQXE)or yl c
a mnogstv2 PKIAD. mRNA (obr

A B
200+ 200+
© S
O * X *
< _ 1504 & . 1501
oo a2
g X 3
=2 0 r— c O p—
2 E 1004 - - - S E 1004 == - -
© 2 e
o < © <
S2 s
€< 501 S < 50-
E E
0 0
N IHH N IHH

(@)
W)

2.0 2004

=
ul
1

1504

100+ --

Imunoreaktivita
(% normoxie)

o
(5]
1

P-PKCa/PKCa
=
<
1
1
PKCa mRNA/HPRT1 mRNA
3

N IHH N IHH

Obr.122VI i v I HH na rel atiRKCU z(amk)t,o ufpesnf?o rcyell kw
pomhDPKEU vs. cel kGy8g8aP&presi hBrKGegemBNA (D
N7 normoxie, IHHi i nt er mi t ent n2 hypobari ciKk® HHygp-®KiPald NENn.§ gk
Hodnoty jsou vyjRNsdsSEeMPyo |jeak oz vpirSaniNsry et sk upc kP vizna
hypoxievs. normoxie (p < 0,05).
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412V1I i v CNH na PKCO a PKCvO

CNHsniguj e pr ot ei nkoGiI® amneo gzsvt wKICjlre mRNpAr esi P
Adaptace naCNH n2 gi la relativn?2 pastiaupé&nn?zc.

(016%, obr. 12) a fosforyhomagnen SRKUCU( ov 2 Gekoi a p

(035%, 0br.12B. PomNdyl|l dwad® vs. cel kov§ PKELdn&eb

ze sledovanileCh. f Z&8kovreRroHDtGU oexkpr ese PKCU

obr.13.Zd8 se proto, ge za podm2nek CNH se zv

j ec
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B 0 fosforylovan® PKCL
homo cyto part pomiDrPKeEU VS. cel |
PKCU (Chomowens8t u,
cytosolu a partikul
C N 7 normoxie, CNHT7T konti nu8l n?
51 normd ar i ¢ k § yioy yosdl, e c
homoi homogeant§par pi kul 8§rr
o 1 frakce.Nan 8 gk a @ cywsolP KC
‘gg T 15 Og, hioln@o g&gn,8tpar ti ki
2o 3 frakcei 5 Og, nanBKgkia pro
gg cytosoli 50 Og, hio4n® g ©9 §'t
€X 27 parti kul §r4r02 Ofgr.a kktceed no
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homo cyto part normoxie (p < 0,05).
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42C¢éL 2: Anallza c2lovich proteinT P

4.2.1Vliv IHH na apoptosu

IHH aktivuje proapopt ot i ck® a deaktivuje ant-2apoptot
Adaptace na IHHzvT gi |l a r el atriovanpPfoptasi cokupeh2 p

(013%, obr.18A) aBax (0 23%,0br. ) a sn2gila relatiwhwm? za

proteinu Bct2 (0 18%, obrl8C). Z &8 r o v e o atlapidi wa IHkpo k| esu p o ml

pr ot e i-2/Bad (B 28P6, obr. 1&) a Bcl2/Bax (34%, 0brl9B) . Apoptosa | e

rovnovg8§howua naenztii aprogt ot i ¢kl mi faktory, pr o

pro kvantifikaci apoptosy
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Obr.18 VI i v I HH n relativn2z zag8CpvhpennygeB&d u(
N7 normoxie, IHHi i nt er mi t entn2 hypobar iicdksg Oy, 4 oBxabkg-2ial0iB 0§ g k
Og. nttdd jsou vyj 8d SSeEnMP ojl @k o zp/rdi oris tvaet issktuipciknyd v i zna
hypoxievs. normoxie (p < 0,05).
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Obr.19VI i v | HH n &/Bad¢AndBcl2/Bax(B)vhomogens8t u
N7 normoxie, IHHi int er mi t ent n2 hypobaricks$§ hypoxi eSEMPodrdt y
zv2Sat VvVeéer*iskupiimsl i cky hypbxievsanommdxie (p © @05R |

|l HH aktivuje kaspasu 3, ale z8roveR zvyg
sniegupol epoZTudle vmédmyYa&kardu | ev® komory.

| HH zvigila mnogstvz2,oark®A)vnzallkaggasyeR
jej2ho inhibiadobo2B) XIRAPYgI(m t3BKLRY ke sn20gen®m
do cytosolu (0 10%, obr2l). Anal T zap o®u he buznddk uk§gzal a,
nal HH sni guj e KkomegokdamMdi t loe \b®)nWsepiopo kypokiio b r .
nedo@l§adnkm zmim&wm® ak womoSe byla patr2®)§ ten
PrTmNr nn@® ¢ns t v-goztifruzncel tbwlnddku kontr cmdam2 ch skupi
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Obr.20: VIiv I HH na relativn2 zastoupen?2 kas

vhomogens§8tu

N i normoxie, IHHi i nt er mi t entn2 hypobarick§40y ©Ogx ia .XI| @a#n § g k
Hodnoty jsou vyj&§8dSeny jako pi6ltilsrt a i SENM.ckRolvdtzna
hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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Obr.2:VI i v I HH na rel ati vniacylsolsit oupen? cytoc
N i normoxie, IHHi i nt er mi t ent n2 hypobari ck=§&cihy pogk.i eH o d\naont8yg |
vyj 8§8dSeny f ag8BMPa|TenDr z v2iGa*ti sueatsilsupickly hydodeva mnT r
normoxie (p < 0,05).
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4.2.3Vliv IHH na autofagii

|l HH aktivuje autofagick® proteiny
| HH neovlivnila mnoggdov24A BERB) i albe 1zal ¢
z ast oBNIFPe (o 94%obr. 24) a LC3B (0 56% obr. 2D).
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Obr.24VIiv I HH na relativn? zastoupen? Becl

alLC3-B(D)vhomogeng§8tu

N i normoxie, IHHi i nt er mi t entn2 hypobaricKE3bypPgxi Par®pansgg
BNIP3i 20 Og-Bi4bC®g. Hodnoty jsolN S8FEMBdISenyzya&®mt pvdgm
istatisti cky hypbxievsanormdxie (p ¢ @,05) |
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424VIiviIHH nadal g2 c¢ 2| ov ®SAHHKIg $PeIK2MLDHP K Cx43
|l HH sni guje mnogstv2 SPHKI1

Adaptace na IH vedake sn2gen2? mnogstv2 SPdK1l v
25A)anemdlvd i v na mn doprs2By.2 S PHK2
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Obr.25VIi v I HH na relativn?2 zastbomegén $StPid
N i normoxie, IHHi i nt er mi t ant ok8hhappbxie. iR®&n Pk aai PSOPHEKRP
Hodnoty jsou vyjNsdSSEeMPyo |jeak oz vpirSanilsryv at skupchP viz
hypoxievs. normoxie (p < 0,05).

|l HH sni guje mnogstv?2 ALDH2
Adaptace na IHH vedlla poklesi ALDH2 o 25%(obr. 29.

200+

150+

100t ey = = = = = = ==

(% normoxie)

Imunoreaktivita ALDH2
(6)]
<

N IHH

Obr.26:VI i v I HH na rel ati vmomozgaesnt otuppen?2 ALDH2
N i normoxie, IHH7 i nt er mi t ent n?2 hypobarick§1by Oagxi eHodMan §¢
vyj 8dSeny Kf a8BMPaITenDs k u pit6a*d sweat i sti cky hydodeva mnl r
normoxie (p < 0,05).
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| HH zvyguje celkovl i fosforylovanl Cx43
| HH zvigvPacmh&@ds ®hoobrC2®gd3 a( of 05%,r yl ov a
(Ser368)0 22%, obr27B) vh o mogen 8t u.
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Obr.272.VIi v I HH na relativn2 zastoupenz cel k

vhomogens§8tu

N i normoxie, IHHi i nt er mi t entn2 hypobarick®0 h@gCedii £20 O
Hodnoty jsou vyjRKgdSeeMPya vjeakaot purdlnmdkupt n®ticky v
hypoxievs. normoxie (p < 0,05).
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5 DISKUZE

51CELADhalTza isoforem PKC po adaptac
hypobarickou(lHH) a kont i nu8l n2 nor mobari cKkc

51.1VIi v | HH navlaPKPGICU PKC
IHH aktivuj e cel kovou i fosforylovanou PKCU
Adaptace na IHHzv1 gil a mnogstv2 cPBKEK@Ser@3) i f c
vhomogen§8t upari &yt @&s dJlexplegdakkGriRNA byl po hypox
trend n8r Tgdilvodtevyggdaatdathiys kiyc kn@EwIis[Britd m
c el kPOK/CR@ v souladusna g i mi pSedchoz? mi studi emi ,
zvygexpresiPKCU j ednotl i vich bumuX Ind§rhroRfkred kect 2§
mi t ochomdmwiik8lonsjo(mgd mkk8&S i 20 0c5e)l, krotviek up & r n 2
avhomogen§8tu @ZKdIgeESoRO®K)p.r esi rBks Qazorovdl p ar t

iDingaspol . na p o dionbtneR mrhypgoeeeh@00® m, 6 ¢td/den) (Ding

2004).Z8r oveR bylo zjigthDno, ¢Jge memdd&areijeg PKC
sveli kost?2 inHlaak§ ROOOWS KA ryksbredal i , ge rost e
PKCU naaSeo®m482 imunofluorescenl|ln2 anallz:

PKCU na mitochondri 8l n2 a salXkop®mebma jBe
p oV ag o zriaky aktivaca enzymu.

ZapoPBEEG®& v mechani s muozkaorudi8onmoot ek adi b
PKClU roftfhedShuegegsmetizjestnl] §stelnhD rug?
myokardu pozorovanopo adaptaci na IHH (Ne&k 200 ) . Soul asn8 st uc
g eottlerinpot |l al il i transl okamit ®PKhCaindmra 8satkk
(Hl avsg| kovgS22l@oBB®ao vBE R byl o zjigthRDno, @§ge p
kezvi gen® tvor HAvE h k 2818t yprSo?siTanhuaj ¢B v soul adu
pSedchoz2mi whk&@zdaleyni , &kt ad®pt acet vioa bIDHH OF
(Kol §S). RPOO§7n 2 a n tacetykystdirmredyu | N n§r Tst PKCU v
apartikul 8rn2 &rdkoepr at elBtriowre®R %l iknky hypo
ge PKCU podl ®h § onmishi@@®dkzd28 rseeg uleadcyi, (gke expr e

jako kardioprotekce z8visl8 na wurlit® hl ad
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Visl adlay Tz uk&aujdi opgetpkoci vyvolanou
roli. Zapoj en? PKCU potvrdily [ nNDkter ®
farmakol ogi ck®m precondi t¥%odlak Ky kardigpFotekcie r 2 |
kontrowBkzaeRP® studievndkazjujn® jnedRgpac @ kvanzze m\2 |
Podsttn ou r ol i v e whirsaljeed np®rma v¥@lDiprokd o bn N nal asc
Bylozji gt greo akti vace PKCU b Dh e(™urriele2p0d)a fe’az e
gkod(livw&gaki 200 3) PKCidpage2dncios cahketmiv2a cweede Kk
2005).

Mechani smT, poMECEd raklrd chSibyp2vat ke |
Sada. PKCU je zapojena Vv regulaci fukaier ge
pyr uv 8§t de h(panrPereze2018)s FroATPasy (Nguyen 2008 u p |l at Ruj e
bNDhem pSepnut 2 z aerobn2hpoozoaovwam@hrobpd
nahypoxii (Basst alkd@ 9])i n"usvtV Mdan2 ku ( Bouwmar
Dal g2m dTI BECilTmsocdl pmot ediny aspojemtPhkse m®t
sevt ®t 0 pr8crZapojusnSeBKCU do regul acslestapop:
skardi opbbt®hépe®Eng @amost at nfvé lz ) d&piet ol §ch

|l HH sni guje mno@stevygej &« o BfeoPrkKy@lsa voaurp@& n( a |
VTli cellkov® PKC

Adaptace na |ItMH PKTHi va hpomma g skrnud tGw g | € r
v souladu s na@gKolp$S®daevoalvnst aRlKn@o gmRNA
PoklesP KCUO poizolLoval spol .mku[ dscasnp [Tl Tpcoht tkfatn€[m Kk
b Sastzvystaveny hypoxii(105% O, 1 5 . ag 21)(Lilkedda) .geNbabBej s
uk8zalineoviyei |l HHmMnogstv?2 Ba79 orDylgdkmaS8v@& ak KuC
pomNDru fosforyl ov8 vs.acgtesblkVpvad tR KU 8v nk o rhc
patrn8 tendence Kk n8r Tstu, kter8 wvgak z
viznam#@d§t is.e tedy, ge po adaptaci na I H
fosforylovan®, .N% Wyt afkdd @mr pldakaRatfid & spol.
uneonat 8l nz2ch kr ENHF (k0P Op o 1 8 (RAfTHE2).V soukndu
snagimi visledky je i s adapiaci edHNV@®,gla2 kRa, 4 pol .
hod den, )4 zti vdhgywmT zpomN® ¥esfoefykov®  PKCUO (

Pl amKCwe zvigen® odol novsytvio IHATsI®e zkduRalip o g k
tak® izol ovanT chp cknao cd2itoairdiptbielyid@ esheci fi ck ®ho
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Inhibitor KP-1633 poskytla firma<Al Pharmaceuticals InZ ksan® v I sl edky ul
pod8&8n2163K3¥ neovlivnilo kardi oprotektivn?
kardiomoycytechp o zor ovanl jaKdMHl m& BT ktovEi akipluibtl y k o

PSest ogotrzenaysl aha PKCUO v kardi oprrmangk c i
preconditioningu (Budas 200F) av §l lsdkeodl kD & Z
2007) , stejnhN tnaak njad g Meoteasesmah kardi opr
adaptac?2 nBKCBHkh@hoapa

IHH aktivuje celkovou i fosfaylovanou PKCO.

AdaptacenalHZ v 1T gi | a mn o (psstfwr yd elviaem®® PiKCf6, n
mnogstv2 PK&E i mRARNAO zPKrCodv al a na | jnd armo tflriakic
polHHt ak® Lataobw§§WwPHez@®YH)ke. j sou v sdiabhami sl os
kardi oprotekce nejlasthPDvi® znmi Bown®my ibyofza
ii sof oPHW&O 6 hr ajzeoji hymettrofie Brazr2002)al e t ak® f osfor
proteinT potenci 8l nND zapoj e mprbtekbiJ e d s hidhn 1 n 2
jecyt osoPLA2d k § ej 2 g fosforyl akieoOOmByakbtizyalgmDn
sti mul ace siydgmnSs|piRU®RDIvstaglandin E by mohlap Si s p2 v a't
kekar di oprotekci M¥lyowg an@®p u HIHI kboy an DatdHR m,
PKCOj e napS. anti ap@phKetzprsk Sedgkov&8v8 Beho
naSer 70 ( Ruvol o Jefdd Rapilizaci caktivaciaend ¢ agopt ot i c k-
(Deng 1998).

512V i v CNH na PKCUO a PKCUVU
CNH sniguje cekhkovanoou RloG@f oa z8roveR zv
MRNA.

Adaptace na CNH sn2gil pamhofgsast Gtak@f ki
mn o ¢ fotfory v amkKRClhomvo gen 8t wl &rmar tf ir ka k adeaktivacio g n
enzymuNa dr uhou dadgla®ruksy gak xpr e sZed §P KsGl pm N A
zapodm2 neke CNHy guj e t uPrknCoivBy / de gjneedptSB8e o.mn@pe
chronick® stimuy adc&kC majed atiiswordf® kr §t k1T p
prodl ougen® akt ikvdefostorylagi,qubiduitinythao caahd@gratiaci PKC
nav8§zan® na membrPhkyeé Newbodberi B06L®ho mnogs:H
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by tak mohl znamenaty c hl ej g2 degr adacisvoafnenykmui .p 04 aRp «
PKCuisigle n2ch drah8ch kardipopt ot elked e evycel an

Pozorovan® ozmDmyv ®RPKCI mmafsdt vwcel a opal i
vpS2padhN | HH, kde je aktiva@NecRESU 2pPEH& sk @
zapojen2 PKCU potwardislcyhweimi cRRPMé{ Magr m@iRé® 4«
preconditioningu (Fryer 20015 a ¢ @ b | ispojg 2 akt i vaci PKEdmsp?
pTsoben?2ma na NRtginou v souvislosti S na
apoptotick® bunD|l n® smrt.i (Murri el 2004, S

CNHakti vuj e PKCUO na Yarovni proteinu a-1l688RNA.
potl aluje kardiopr.otektivn?2 ¥l inek CNH
Adaptace na CNH v T gninloa) st v 2 PKCU v partikul §rn
mMRNA v h o miplikace $pecitick® h b n h i ho pdptitl? pro PKCU K633,
kterlT br&n2 asociaci PKCU se svIi mMokhhyt v2 c?
Rosen 1995 Souroujon 1998)u k § za lKP;16 32 zcel a rug? zv 1
kardi omyopggkiTes uvol nkenetgizacepltd z b N tpe adapiace
naCNH.Z2 s kvains® edky jsou v souladu s dal g2 mi
PKCU do kardi ophranickeuhy e ox y ¥ o | adeaptgval potkasyp o |

nalHH (P0O,=112 kPa, 4 bd d e n, 4 tTidnye @oad§mst2ilinhidct
spechbi pk® PKCU rug? translokaci PKCU z
Zzl epgenzsrdibkhm#ty akt i | iuagapop an d c b (Waang2$14)t

Podg8n? obecn®ho inhibitoru PKC uwhdloersynt2rgie
velikostin f ar kt u myokardu pozorovan® u mj BONat K
dnT) (Rafiee 2002)bS&u®e phkslhpdiypuBsndd bypod
0O,) a zjistii, jgwejejich pot omkT v dospDhD| astjiejgnzdfPpesdDHr

formy ag @ oc h §z 2 ke zvDtgen? veli kosti infark
s r d &dntraktility (Xue 20®).
Byla navrgena Sada mechanismT, kter T mi

odolnostimyokad u k | R pogkozaab SteiCBoi2 eapojeR Krégulaci e

apoptosy a autofagie (Baines 2002) PKdUv Rouvjle tak® fengki a4
s | owgdap junctionsa t u d 2|gou komunikad (Dampe 2000) Dal g2 m c2 1| e
jeALDH2 spojen§ s metabolGhenn2608 .t oK@k T @\l ia

63



| i npystuv 8t de hzyadhrronguetn®a svy udr gov 8 n@ong 208 get i
nebo kinasyg |l ykogemBs y nte§zz g fosforylace vede ke
avyggédol nosti v T i(Juhds®va R@4, k2D®e p2@j2apoj en?
vkardi opr ot elianickouhypok &A1 ( R® a , 4 h/ den, 4
Wang a spol(Wang 2011).

Pozorovanl n8§rTst mnogstv2 PKCO v par
protek i vnz2 ho Yl ikardiomyoc@Nod aphkac specifick®ho inl
KP-1633 podporuj? pSedst asiign glen 2sceh PdKrCadh §ic|
kezvi gen® odol nost i myokardu v TIIi | R pogkoz

PSestoge adaptace na CNH stejnhD jako n
2013), wvsonlingfunj2e WWUDH a zvyguje viabimut ovéant
I R (Borchert 2011, Neck§8§86xppnas8), PKCi hkgpuo
Vkardi omyocytech vgak byl a opakovanD pops:
(Mayr 2009, Rybin 208, 2007) , takge sn2gen8§8 funkec
kompenzovazt v é€omaoakc?2 dr uh®.

Visledky z2skan® na modelech | HH a CNH
(popS. obn) j swunedfheigsmlmik ah d § loHponickdue k ¢ e
hypoxiDal g2m c2l em m® pr8ce proto bylo sta
vsouvislostispopt osoudynami d&bagimdi t ochondri 2, me t
odstraRovg&n2m takomuink kEehp&kedelgpgTjunctions

52CéL 2: Anoavilczha per2ot ei nT PKCuUIHA PKCU

5.2.1Vliv IHH na apoptosu
|l HH aktivuje proapoptotick® a deakt-Rvuj e
Z8roveR doch8z2 ke zvigen2 mnogstv2 kaspa
Tunel-pozi ti vn2myho khaurnddk Ive \p®addpmanmiHHs s e guj e .
Apoptcs a pSedstavuje kl2]ovl mechani mus ov
al e i nadmidko8?2aktAipopete®sa je definovan§g |
vn2 m§&§na pnSeegvaStgiovth@awms myis| u, mTge vgak pSeds
organi smus odstraRuje pogkozen® buRky. V

proteiny rodiny Bcl2 kter® jsou fosforylov8ny pomo
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funkce. PKC vgak trregah up e o tf aindpd@piose @k gej setnal ¢
kaspasa 3 i Jceydcnd2¢nir oam® ophyl@ < te a nporvoitt m2 r u
poadaptaci na IHHZ 2 s k BsledRy jsou shrnuty na obr. 28

Vliv IHH na apoptosu

1 zménapolHH |—— interpretace vysledku

Bad — — ™ — pro apoptosu v

Bax — — T™ — pro apoptosu v

Bcl-2  |— — NE — pro apoptosu v

Cytochrom c— — 4 — proti apoptose x

Apoptosa  [—]

kaspasa3 — — ™ — pro apoptosu v

XIAP | — ™ — proti apoptose x
pocet Tunel-

pozitivnich —— — N2 — proti apoptose x

bunék

Obr.28 VIiv | HH na ppomdsai ny spojen® s

P o mo ctéddy Western blot jsme analyzovaligbeiny rodiny Bcl2 (Bad, Bax
aBcl-2 ) . Uk8zal o se, ge hympoot iec kzlveyhy up reo tmeniorg
az8§roveR sniguje mnogstvz22.anulizanpaonpntd t k IcesBIh
Bcl-2/Bad a Bcl2/ B a x kter® sekb&®gnihf iploaudgizvapedptke
aktivace/ deakti vacemejiproaatap®p8§ oniacklominolB
Bcl-2 . N8r Tst B a&2dpo hypoxii ¢1R% @ s 2B ctl izatava i) Leepacspol.
(Lee 2006. St e j PAlparast & spolzaznamenana podobn®m model u t
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O, 2 tlTdny) zvigangAlpiopndr aistBaxZ2 Bkt3). Z2sk
gedoch&kzikaci apoptosy. Na druhou stranu
vmnoy3t protei AR2T nreonduisn?’y dBocslt at el nND vypov2da
regul ov8na naps. fosforylac?2 Fbsf bunwlDdoioup
rodinyBck2 | sme se pokusili stanovit, al#®&chk dT
protil 8tek se anallza nezdaSil a.

Pro stanoven? Yar ovnhD apoptosy se stanc
met od, i de8l md kbiosklmemicklo® .s Dal g2 m c2 1 em
mnogstv2 apoptoticklich bumabDlk, mgeogouatapelh

vmyokardu | ev® komory sniguje mnogstvz2 apo
pol tempdauintilvn2zch BOOOME podhgeoxi 4i2Dodgn T) p
a spol . (Dong 2003) . Naprmrawv® 2 ko mnas dready ®z rkao

ng§rupotl tu apoptoticklich bunhk, cog je Vv so
doch§gz? k hypertrofidi myokar du prav® ko
zmor f ol ogi ck®ho hl edi ska na rozlbh,y arse mpeoi
apoptoticklich bunhRk nezmBDni l

ProtichTdn® vTisledky-2mmetddoudunespul maparu pr ot
S ostatn?mi studi emi N®onlgy 200@3e m Lpreo v2edd)e
model u hy pvolxsil esefbdu el fanate n ® . Za aalDenlze nv | d bvju
na apoptosu jsme se protorozhadli anovit dal gfuwmalrkilemnydy apto@
cdo cytosol u, aktivn? kak®aaluo 3sea, j®g 2pa n
kesn2 gen®mu uvol oBonéytosalyyt oofgr gmu znakem sn?2
Anal 1l za aktivn?2 kaspasy 3 byl a probl emat
pri mg&rn2ch protil8tek urlenlTch pro potkan:
kte®v gak byly silnhD nespe@irfoiudydh@dera k abkeack o v a |
funguj 2 c? pozitiv¥mo Ilpemti dluy | Isinyeanaiyzevdlmiolt h i

metodou HPLEMS,uk 8 zal o se vgak, ¢ge kaspase 3 neoc
se pSiklonili k pougdgitsi menollk®n §ibsrbizycl ke ,at
nNi cm®&nhN v mol ekul ov® hmotnost.i odpovydak? (

kterlT vykazoval po |Itthpr cu @kkytler ®r drydamoak o
rTznTm gtNpTm kaspasy 3.

Zjistili japmea,ci gemapd Hadd r ost e ,mnbhigert & 2 j
povagovs8na za nej dTIBeydgiot Ipjugh?l iexoévk8tnkon 8 (gkea sPi
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t akt ® kaspasusdhiktiguje(Voss2005 . Z8roveR sepolHHadGc hu&BZ a
ikn8r Tst u aikmhivmi2tXxd@wus pasya3sipolge mwBETalt exp
vedouc? ke sn2gen?2 aktivity kaspagagiva8i | e :
(zvigen® fosforylaci) doch8z2 za ppoSdkmz2onheak
KagpagowyeR zjistila, gk Bn8aptaoceerpr ¢ Had
(z angl.baculoviral IAP repeatontaining protein2 , genu k-duj 2c2ho pr
je tak® inhibitorem kaspas (Kagparovs§ nepu

Z2skan® vl sl e dc#aptacer mazlhHaviededkR t i Weec i pol 8t
apoptosw my ok ar du nlae v¥& okvonmo rpyr etv&kiom | n®di ny s B
vgak doch§8z? k e s n?2 g emnd®mytosolu vdedktivddinkaspasyy3t o c |
ani gg2 mu p@adziut iTwm?ecige zrakem [ddaktivace popt os vy . Sn

apoptosyjes oul adu s kardioprotektivn2m pTsoben

522VIiv I HH na dynami ku mitochondr i 2
IHHneovl i vVRuje proteiny mitochondri 8l n2 f Y%z
Ve sv® prigincij sama loivid octhePK@ Jtanovia hladinu
proteinu Drpl po adaptaci na | gBdnUR8zmhNno §
V jeho proteinov®&m mnogstv?2, PSesto nemTg
ovlivRuj e a | e t Seba d ankcg 2Dph je pastranal[bmIiD | g ?
regul ovoghac3umub i-ngiutirta snyylégaw?s |, @ B 2 Sadn fo
2010b) . Prgvh fosforylace Drpl, bpribnmega bl
jedném avich proteinT PKCUl. B y hearonechkijefjot N n o ,

fosforylacinaSé&s 79 p o mo c & g P Wabatenskkaci na mitochondriealativaci

gt Dpen2 mitochondri2. -Pepuniopakl firalgimeint ac
sni guj 4).FHs@iylaiDel na Ser57¢%me se pokusilstanovit, ale by n e Yas p D g n
zdTvodu tknfeWlmguwja2 c2ch protil 8tek proti tomu

Z8roveR nen2 mogn® vyloulit, ¢geng¢@ D& p

Ser5799 Byl o zjigthRno, ¢ge Drpl mTgaeSedd6tTatd os f c
fosforyl aceke avlgtaikv aveid emikt ochondri 8l n2ho gtn

Dynami ka mitochondri ? j e ovipiodmpiOma | ¥ 03
bunD|l n® gtNDpenz2 i f Yazi . Po adaptaci na | HFE
c2lovimi proteiny PKeguladgfl¥ez eh rmaijt2o cchTolneddiit2o.
zjigthDno, ge nMSn®@ fjuwn heicBeondtieg§hapoptuat i zk
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smrti neonat 8l n2ch kardi omyocyt J UkvS8yzvaoll ca ns®e
vgakge adldbrneos tevRuj e mnogstvz Mfnl, ani Mf
Opti m8l n2 rovnovsg8§ha mezi mitochondri §I

spr8vnomydkakadau a | ej 2 bpuwrmlulgred 2s mTtdie a ®srt 2

vTIi | R pogzkjoizgetnn.o,Bydeo i nhi bice mitochon
aktivace mitochondri 8l nat ifi¥Kklar2dceareiyLelc v b T n
kel ongaci mi tochondri 2 a ni gg?2 bunbD| n®

Fragm@t ovan® mit oc hoankdrz reakbelnvagRt invasocpoe apopt
(Ong 2010b) . Studi e Onga a spol . uk 8z al
mitochoh®#%zes&§Dmd1l chr&§§n2 myg?2 srodzceen2pnSedd? k
inhibici PiPeazrs®AygeM2 myekakdesti({ Ohgf aokodoa)
zjigthDno, ge zvigen8 exprese dorhiiméantbrol an
GTPa® v &ktivita)c hr §n2 buRky cyioSheochucav @lpmPrnomi c k o u
smrt?2 (Frank 2001) .

5.2.3Vliv IHH na autofagii
IHH aktivuje aut of agi ck® proteiny.

Aut of agie s apoptosou Yzce s o urggulack a
apoptosyn8 s v dwautodfiagi i . Dal g2m c2lem m® pr 8c
nalHHpr ot ei ny mechgnisnjwetof@e v Z 2 s k aky j[Bou shinsty rea dbr.

29.

Adaptace nalHHmev | i v ni | Beclimr&igsvtgvaek Bel-2t ekner T
na Beclijan deak8deuje tak jeho proautofagic
mnogstv2 Beclinu -2lt.hav g¥hiye®hBecih & scidpdlh o
aktivovat autofagii. Z8roveR pravdhDpedobnl
2/ Beclin 1. | KEUlUtok$®s 8XNKY ujf pfosidrglaciBeld k ov §
naSer70v komplexu Beclin 1/Bek , k t e r § disoeiat @€hek 20D8. h o

Uk8zali | sme, mreo hpopeopBNIE3 al@3B.Byjled zj i gt !
ge zvigen8 exprawsteofBNIiA3 avede KTsob?2 pr o
produkciROS (Zhang2008). Zr ov aRBa@® r a Ruj e i nct-2ear Badiineril, me z i
aaktivuje tak autofagii(Belot 2009. N8 r T st BdNh P @ nhypcoki ®12% Q,
16lod den, 4 a 8 iitLéechsppl)(Le@20@7pr oV a l
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Adaptace na | HH vedla dnTn&EBsNSUCTBar ker
po hypoxiina modell s pv8@& ka pomocoeail i Maeda a spol. (Maeda 2013).

| HH nevedla k zmRDn8m Parkinu, zapojen®h
s nag2m pozorovgn2m, ge | HH neovlivRuje dy
Bylo zjigtBhno, ge autofagiakt ij Bawn@arho br
bunnl| nT mi st r esmjsdumROS fSaHerBrmuval 20pya k | | zvige

koncentrac&Cd* v cytosoli (HoyerHansen 2007). K ej 2 akti vaci tak do
I R nebo mSel sz ANi shi da 200 @tafagiZzwddto s e v
pS2padech nemus? nubmBNin®memat i odadez gr?

mechani smusopwveadvdluckRarklii omyocyt T. Kontrolo
Kkomponent pSedstavuje dTlegéhbdh hPpeadmhadlRa
sn2gen® dostupnost. kysl 2ku rychl e kl es §
odstraniDny pogkozen® mi tochondri e ( Kim

proapoptotickT ch dmacKHamacheBradg R007)H yel oc yztjoicghtrdn
p o d #hiksitoru autofagieTat-Atgs (K130R)vede Kk vymi zen? kar di
2010.

Z2skan® vIisledky naznal uj 2 aktivagieautotagie p o d r
kt er 8 IpYSerdsh laar onveacth ajneidsern] zzvi gen® tol eranc

| R kpozge n 2 .
Vliv IHH na autofagii
zména po IHH interpretace vysledku
BNIP3 ™ pro autofagii v
Beclin 1 - - -
Autofagie
LC3-B ™ pro autofagii v
Parkin - - -

Obr.299 VIiv I HH na pubotbeiaagy2spojen® s
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5.24VIvIHH nadal g2 «c¢ 2| ov ®SRHHKIg $P&IK2nAYDHP K Cx43

5.2.4.1Vliv IHH na SPHK1, SPHK2
|l HH sni guje mnogstv2 SPHKI1

Adaptace na I HH sn2gila mnogstv2 SPHKI1
j sou enzymyzatzwadrpbow NIAINKR. Byl o acjeirgatnmd dau, odvd i
bunhNl n® pSegit2 a | eh o(Cwilidr §966) 3in apouk iz ap r o
gé schemickT pzrveycgoun dei ttivoonribnug S 1rPukmiliogratekci n hi b
vyvolanoui schemi ckT m pr(@e4a)di ti oni ngem

SPHK1 je obecnhD vn2m8na jako protekti v
obsah S1P a n§slednhD bunhNbuonD| v®BRIBKAKS € gi o2
zvigen® &xpse3{e B®mochranwod deaktiveci kasgg(Taha 2006).
Deaktivace SPHKIzvi g islyant ®z u ¢ e la& mpogtese (Zahav 200 N 8§ mi
pozorovanl poiotperss BSRHKA seudi emi, na druho
moh!| a ylvi§tgena SPHK?2

SPHK2 byla ag doned8vna [Macepkg POB)STers#o z a
pohl ed by §8cvegna k stvudi e mi na i zol oc? genid c h r
proSPHK 2 , kde se PHkZBzpkbo,nepbwtgnvs | g8 n 2 Fscher
I postconditioning (Vessey 2011, 2033. Ke shodnT mii@imedaespd. Tm d
(Gomez 2011)Z &8 r ove R byl ge rzgtiigcakidd od e |gecRHK vedetke u i s
smrti (Mizugishi 2005),z a t 2 nmyc i postr SRHA[L 2 ¢PHK2 Bavykame 2 S
g8dn® a & m§ w o (Alkende 2004Michaud 2006).

PSestoge adaptace na | HHI iswiRiglid amnmn@gtsy
atud2 g medaglionk m projevTm tohoto pokl esu.

5.2.4.2Vliv IHH na ALDH2
|l HH sni guje mnogstv2 ALDH2

Adaptace na | HH vedlLdDHRe < reddakqervaodpau o g st
spSedstavou o kaohbéemPr ALBPK2 i v BASLIDHRT poiddstt I3 madF
AHNE, kterT se v DbuRkS&ch har oartard®n 2b Dthaekm ssrr
p 0 g k 0o zZRR §nmhiBitoru ALDH2 cyanamidu vedl k e  z v rozgahuirifarktu
myokardu (Chen 20G§ . Z8s ®v eR§zADHR, metapelizuje nitroglycerin
nasl i nnT vazodil atagt ar upNDat{ Rhjea £26008ak® v
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2011). Zapojen2 ALDH2 v pronekezen8zmalbkuj e
ALDH2 a srdeln?2m pagkozen?2m (Chen 2008

Naprotitomus e uk§&8zal o, -BfiBlEkowtewmRupeelathen §i ]
pro kardioprotekcik | 2 | owZ&t 2 mco n2zk§8 k-INE deaktivovale e  ( (
PKCUlU, vygg? -1k o OWgalt aaktivaeiPgj1? 2008). Zd§ se
hladina aldehydT mTg§ e mfl gveygvoovl ag& v ajta kaomrtalir ouxhiTd
odpov Ndvanaukstreseyn podobn N \ ak®? [ FDIPAW@AUS ZS§r ov e
bylo zji §dDBRo,jege oAf or ylbaav §hea tpatmm c # o PIKL
kn&r T stad yk avitykARDH2 {Chen 2008, Churchill 2009).U z v 2 Sa't s de
PKCOvedl a pS2m§ aktivace ALDH2 ke stejn®
farmakol ogi ck Tetapleretk ontlr bl nht hg z)vPokEsPKCO( Bu d 2
a ALDH2 pozorovanl po | #HHNEby § makiati PGy st Se |
kter8 je pro kardiopnetbktn8u tohoto typu

NazrDnmno g ALDH2 tm& ® p odstvatknoladelc ®t ohi ck @
hypoxie Byl o zjadaminage (grea CNH, kter 8§ pTs
kar di op rhatirlAtDHZediRu{ Ehyti |l ovg 2015)

5.2.4.3VIiv IHH na Cx43

| HH zvyguje celkov] i fosforylovanl Cx43
Dal g2m z analyzovaniPKkth bey?lll oCckédB. ptUa €«

gpoadapt aci na nIiSHH sdac h&z?20 kel kov® i fosf

Waza a spol. na modetuk u hypogie (1% Q,12hodu k §zal i zvIi genou f o

naSer 262, nkaitCetBosb droSlin Jako fosforylace na Ser368(Waza 2014).

Nai schemi ck®m ( Mi ur a 20 (hdy,poxSird ks@r u lpd eeec 0 12
(Jeyaraman 2012 y | zjigtbDn pozitivn2 Y inek fosf.
pops8na tak® pozitivn2 korelacer dnelzn? dfed ol
(Beardslee 2000).

Fosforylace na Ser368 (pop8edé&ek26X)n2
komuni kaci p SesVigtaopr ijnu n2cOt0i6o,n sL a(nEpke 2000) .
myokarduz hor §mj @gen§ komuni kasev @paflessktga pc kjl @ c ti
azw guj eritzdko vIiskytu arytmi? (Dhein 200¢
protektivnh. UzavSem2snga@kppd8 a ovtl icoriHe@ren Tagheo
superoxipoalitah®PékSekegehm ICAGNIR dI9TchEZ 2s &
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pogkozen? okol nzch bunDk, buRky jsou <chr
Rozental 2000).Za patofyziologickIch podm2 nek mo
bunhR| n® pogkozen? na souse-Dor&do20@)s ud pSeg2 v

Cx43 z8roveR funguje nez8visle na sv®
sl ogka sign8ln2chBylrah zjkkiagtdDmoe, otjeek clear d
I schemi ck®ho preconditioningu je potlalen
genu proCx43 (Li 200, RodriguezSi novas 2010) . Uk8zal o s
preconditioningu doch§8z?2 k transl okaci Cx
nach8zej2 c¢c2lov® proteiny Cx43 wuplatRuj2c:
mitoKarpkan 81 'y ( Rot t |l aender 2,01%¢ .CxXWMax af acas fsoproyl .
PKCU i ntpedednpthou Kir6.s Kk angl T a ge tato inter:
smrt (Waza 2014). -CHBgKinegl Knp kdn8hp PKCUWO ak
pSedstavawias muse,chkterim hypoxie vede ke
pogkozen2. Z8roveR bylo zjigthRno, ¢ge mitc
(RuizMeana 2008) a tak® tvorbu ROS, j ejich
nezbytn8 (Heinzel 2005).
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6ZCVnR

cz | 1: Anallza isoforem PKC po adaptaci
akontinu8l n2 normobarickou hypoxi. ( CNH)
AnalTza isoforem PKC po admmpa rhgddedn a d
pot vr dkiolnak,r ®3 e 2 mo d e | hypoxtive2 nBBKCn ap odmid ay
Uk8zal mdaet age na | HH vede k n8r Tstu cell
akpokl esu PKCU. | HH pSedstavuj e viraznhn
smechani smy posledn? z8chrany a akgieva&2vp
studi e powlkaram2RRCihav kardioprotekci vyvo
Adaptace na m2rnhj g?2 mod el CNH vedl a
frakci a n&§rTstu PKCU mRNA. P e1d6§3n32  zirnuhgii |
kardioprotekci a potvrdildakh y p o,t ®er PKCU hraje u tohoto |

roli.

C21 2: Anallza c2lovich proteinT PKCU a PK

AnallTza c2lovich proteinTuREB¢gal a, PE€EUSsE
proapoptotic® a Zamit § wajp opmieiny todiny B2, al e zSLsoiv gRj e po
apopt otbiucnklikc hmyokar du .12%w2®jekh@&@moapopt os a j
skardioprotektivn2 mR pjTsmd e mjeimsdtioildIi.§ zZ § ko \ae t
pS@NIP3 a LC3B. Zvi gen§ aunobldpaSiisep2tvyat ke kardi
rychl ef gt mapRogvkS8onz2e nT @Beest ggrebylias wh enmmichla®@|
preconditioningup o ps §na wl2dha T $adypspaojeemiTc PKEL met a
sfingolipidT, dynami koow§ nmimt otcohxoincdkrTi 2h lal d

gemechani smu kardi oprotekce vyvolan® adapt
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