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ABSTRAKT

Kardiovaskularni onemocnéni, pfedev§im akutni infarkt myokardu, jsou jednou z hlavnich
piigin Gmrti ve vyspélych zemich svéta véetnd Ceské republiky. Jednou z moznosti, jak zvysit
odolnost myokardu proti akutnimu ischemicko-reperfuznimu (I/R) poskozeni, je adaptace na
chronickou hypoxii. Molekularni mechanismus tohoto jevu vSak neni podrobné znam. Je
ziejmé, ze funkce srdce zavisi na zachovani membranové integrity a bunééné homeostaze
kardiomyocytl. Z tohoto pohledu jsou zivotn¢ dulezitymi enzymy fosfolipazy A> (PLA>), které
se uplatiiuji pii remodelaci a obnoveé bunéénych membran. Svou ¢innosti také generuji lipidové
signalni molekuly — volné mastné kyseliny (FA) a také 2-lyzofosfolipidy. V srdci se vyskytu;ji
zastupci tii skupin PLA> — cytosolické PLA> (cPLA>), na kalciu nezavislé PLA, (iPLA»)
a sekretorické PLA> (sPLA»Y).

Cilem prace bylo sledovat v myokardu levé komory dospélych potkani kmene Wistar

nasledujici:

1) Vliv intermitentni hypobarické hypoxie (IHH; 8 hodin/den, 5 dn@/tyden, 5 tydnd,
~ 7000 m) na zastoupeni celkové a fosforylované cPLAsa (p-cPLAza, Ser’®®) a dale
iPLA; a sPLACIIA, jakoz i signalnich proteint aktivujicich cPLAza a rovnéz cilti tohoto
enzymu.

2) Vliv reaktivnich forem kysliku (ROS) za podminek IHH na expresi celkové
a fosforylované cPLA; a dale iPLA>, SPLA:IIA a slozeni FA v srdec¢nich fosfolipidech
po chronickém podavani antioxidantu tempolu.

3) Vliv kontinualni (CNH; 3 tydny, 10 % Oz, ~ 5500 m) a intermitentni (INH; 3 tydny,
23 hodin/den, 10 % O2, ~ 5500 m) normobarické hypoxie na zastoupeni cPLAxa, iPLA>,
sPLALIIA a superoxiddismutaz (SOD) a rovnéz markeru oxidacniho stresu malon-
dialdehydu (MDA).

Vysledky ukazaly, ze:

1) Adaptace na IHH zvysila mnozstvi cPLAza a p-cPLAza a naopak snizila zastoupeni
iPLA> a sPLALIIA. Soucasné jsme po adaptaci na IHH ukazali zvySené mnozstvi
signalnich proteinii zahrnutych v aktivaci cPLAza (fosforylovand proteinkinaza Ca, p-
PKCa; extracelularni signdlem regulované kinazy 1/2, p-ERK1/2; p38 mitogenem
aktivované kinazy, p-p38), a rovnéz cilovych molekul cPLAza (cyklooxygenaza 2,
COX-2; prostaglandin E>, PGE»). Také jsme prokazali, Ze za podminek IHH vede
signalni draha aktivace cPLAza od B2-adrenergnich receptorii (B2-AR) a G proteind,
které néasledné stimuluji PKCa a/nebo ERK/p38, jez piimo aktivuji signalni kaskadu
cPLA»/COX-2/PGE-:.

2) Chronické podavani tempolu béhem adaptace potla¢ilo nartst cPLAza a p-cPLAza
vyvolany adaptaci na IHH, ale neovlivnilo zastoupeni iPLA> a SPLA>IIA ani remodelaci
srde¢nich fosfolipidu.

3) Adaptace na CNH zvysila zastoupeni, cPLAz0, iPLA2 a mitochondridlni manganové
SOD (MnSOD), ale neovlivnila koncentraci MDA. Adaptace na INH neméla vliv na
mnozstvi téchto enzymi, avSak zvysila hladinu MDA.

Tato data naznacuji roli cPLAxa pii rozvoji kardioprotektivniho fenotypu béhem adaptace
na IHH a lze piedpokladat, Ze se na aktivaci cPLAa za téchto podminek podili ROS. Objasnéni
signalni drahy kardioprotektivniho Uc¢inku indukované adaptaci na chronickou hypoxii by
mohlo v budoucnu piispét k prevenci a 1écbé I/R poskozeni myokardu, a mit tak vyznam
v klinické praxi.

Kli¢ova slova: srdce, chronickd hypoxie, kardioprotekce, fosfolipazy A, cytosolicka
fosfolipaza Aza, oxidacni stres



ABSTRACT

Cardiovascular diseases, particularly acute myocardial infarction, are the leading causes of
death in developed countries including the Czech Republic. One of the ways to increase cardiac
resistance against acute ischemia/reperfusion (I/R) injury is adaptation to chronic hypoxia.
However, changes at the molecular level associated with this adaptation have still not been fully
explored. It is obvious that the myocardial function depends on maintaining membrane integrity
and cellular homeostasis of cardiomyocytes. From this perspective, phospholipases A> (PLA>)
are the key enzymes that take part in the remodeling and repairing of the cell membranes.
Moreover, PLA> are also involved in generation of lipid signaling molecules — free long chain
fatty acids (FA) and 2-lysophopholipids. In myocardium, members of three major PLA; classes
are present: cytosolic PLA> (cPLA>), calcium-independent PLA> (iPLA>) and secretoric PLA>
(sPLA>).

This thesis aimed to determine the following in the left ventricular myocardium of adult

male Wistar rats:

1) The effect of intermittent hypobaric hypoxia (IHH; 8 hours/day, 5 days/week, 5 weeks,
~ 7000 m) on the expression of total cPLA»a and its phosphorylated form (p-cPLAa,
Ser’®), and further iPLA, and sPLA-IIA, as well as signaling proteins activating
cPLA>a enzyme and its downstream targets.

2) The reactive oxygen species (ROS) involvement in IHH effect on PLA; expression and
phospholipid FA remodeling by chronic administration of antioxidant tempol.

3) The effect of continuous (CNH; 3 weeks, 10 % Oz, ~ 5500 m) and intermittent (INH;
3 weeks, 23 hours/day, 10 % O2, ~ 5500m) normobaric hypoxia on amounts of cPLAxa,
iPLA> and sPLAIIA and superoxide dismutase (SOD), and also marker of oxidative
stress malondialdehyde (MDA).

The results showed that:

1) Adaptation to IHH increased the amount of total and phosphorylated cPLA>a and, on
the other hand, reduced the amounts of iPLA; and sPLAIIA. In parallel, under IHH
conditions we detected elevated expression of signaling proteins involved in the
activation of cPLA»a (protein kinase Ca, p-PKCa; extracellular signal-regulated
kinases 1/2, p-ERK1/2; p38 mitogen-activated protein kinases, p-p38) as well as
downstream molecules of cPLA>a (cyclooxygenase 2, COX-2; prostaglandin Ez, PGE»),
respectively. IHH induced activation of cPLAza and COX-2 via Bz-adrenoreceptors/G;i
proteins mediated stimulation of the PKCa and/or ERK/p38 pathway which directly
activates the cPLA>a/COX-2/PGE; pathway.

2) Chronic tempol treatment prevented only IHH-induced cPLAza and p-cPLAza up-
regulation. However, we did not observe participation of ROS in the IHH-induced
down-regulation of iPLA> and sPLA-IIA, and in phospholipid remodeling.

3) Adaptation to CNH increased the level of cPLAxa, iPLA> and mitochondrial SOD
(MnSOD) without affecting MDA concentration. Daily reoxygenation abolished
cPLAza, iPLA2 and MnSOD up-regulation, and increased MDA.

These data support the view that cPLA»a participates in the development of
a cardioprotective phenotype during adaptation to IHH and suggest that ROS are responsible
for the activation of cPLA»a under these conditions. Elucidation of the signaling pathways
associated with cardioprotection induced by adaptation to chronic hypoxia might contribute to
the development of future treatment of myocardial I/R injury, and thus have importance for
clinical practice.

Keywords: heart, chronic hypoxia, cardioprotection, phospholipases Az, cytosolic
phospholipase Aza, oxidative stress
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UvVOD

1 Uvop

1.1 PROTEKCE MYOKARDU

Kardiovaskularni choroby, zejména ischemickd choroba srde¢ni, jsou jednou
z nejéastéjsich piicin umrti obyvatelstva civilizovanych zemi véetné Ceské republiky (UZIS,
2016; WHO, 2017). Mezi hlavni pfi¢iny vzniku této choroby patii nejen geneticka vybava
jedince, ale mj. i nadmérny kaloricky pfisun, nedostatek fyzické aktivity, koufeni, alkohol
a zvysena stresova zatéz.

Hlavni funkci kardiovaskularniho systému je transport kysliku a zivin do jednotlivych casti
organismu. Tento proces je zajiStén kontinudlné pracujici pumpou — srdce, pro jehoz funkci je
nezbytné zachovani optimalni homeostazy. V dusledku patologického ischemického stavu
dochazi k ¢astecnému nebo Uplnému preruseni krevniho toku v organech nebo ¢astech téla,
ktery vede k jejich poSkozeni aZ odumfeni. Srdecni sval jako vysoce aerobni tkan ziskava za
standardnich podminek prakticky veSkerou svou energii pro pochody z aerobniho metabolismu.
Omezenim ¢i uplnym pteruSenim piivodu krve do srdce dochéazi k poklesu oxidativni
fosforylace (Opie, 1990; Solaini a Harris, 2005), coz vede k akumulaci cytoplazmatického
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), aktivaci anaerobni glykolyzy, hromadéni laktatu
vedouci ke sniZzeni cytoplazmatického pH (na hodnotu 5,5-6 jiz 30 min po zacatku ischemie)
(Borges a Lessa, 2015; Vuorinen a kol., 1995; Powers a kol., 2007; Solaini a Harris, 2005;
Trueblood a kol., 2000), ke zvySeni koncentrace neesterifikovanych mastnych kyselin (FA)
(Lopaschuk a kol., 1994; Neely a kol., 1973) a k intracelularnimu pietizeni Na* a Ca®* ionty
(Avkiran a Marber, 2002; Soilaini a Harris, 2005). Pfi ischemii dochazi k hromadéni
metabolickych produktti (napi. laktat, H") v tkani, coz ma vliv na pribéh bun&&nych pochodu
(Dennis a kol., 1991). Vlivem ischemie tedy dochazi k rozvoji strukturdlnich, metabolickych
a funkénich zmén, které vedou k poklesu kontraktilni funkce myokardu, rozvoji arytmogeneze
a v konecném dusledku k odumirdni kardiomyocyti a srde¢nimu selhdni (viz obrazek 1)
(Hausenloy a Yellon, 2013; Hearse, 1990;).

Ackoliv je casna obnova cirkulace krve, tzv. reperfuze, pro preziti myokardu zéasadni,
paradoxem je, Ze pfi ni rovnéz dochazi k poSkozeni (Piper a kol., 2004; Schliiter a kol., 1996;
Solaini a Harris, 2005), nebot’ procesy aktivované béhem ischemie probihaji i pii reperfuzi,
a mohou tak vést k dal§imu poSkozeni dosud viabilnich kardiomyocytii (Piper a kol., 1998). Pii
reperfizi dochazi k nadmérné produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) v mitochondriich

(Flaherty a Weisfeldt, 1988; McCord, 1988), jest¢ vyrazn&jSimu zvySeni intraceluldrni
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UvVoD

koncentrace Ca" iontdl a vyplavovani laktatu, coz vede k obnoveni fyziologického pH. Vlivem
téchto procest dochazi k otevieni mitochondridlnich pért odpovédnych za zménu propustnosti
(MPTP), ke ztrat¢ mitochondrialniho membranového potenciadlu, odpojeni oxidativni
fosforylace a vyCerpani zasob adenosintrifosfatu (ATP) (viz obrazek 1) (Hausenloy a Yellon,
2003). VsSechny tyto zmény vedou k poskozeni membran kardiomyocyt, ke vzniku
reperfuznich komorovych arytmii, kontraktilni dysfunkci myokardu (tzv. srde¢ni stunning),
mikrovaskularni obstrukci a letdlnimu srde¢nimu reperfiznimu poskozeni (Hausenloy
a Yellon, 2003; Piper a kol., 2004; Solaini a Harris, 2005). Pfedpoklada se, ze poSkozeni srdce
béhem reperfize mize predstavovat az 50 % vysledné oblasti zasazené infarktem (Hausenloy

a Yellon, 2003).
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Obrazek 1: Schéma bunécnych pochodi pri ischemicko-reperfiiznim poskozeni

kardiomyocytu. Vlivem nedostatku kysliku pfi ischemii dochazi k pfepnuti na anaerobni metabolismus, coz
vede k akumulaci laktatu a poklesu intracelularniho pH. Tyto procesy aktivuji Na*/H" vyménik, ¢imz dochazi
k intracelularnimu pietizeni Na" ionty a extracelularnimu pietizeni H" ionty. Diky tomu za¢ne 2Na*/Ca?" vyménik
fungovat v opaéném sméru a dochazi k uvoliiovani Na* iontd do extracelularniho prostoru, a naopak zvyseni
koncentrace intracelularnich Ca”* iont. Tyto procesy zpiisobi zastaveni funkce Na'/K'-ATPazy a dochazi
k vyraznému zvySeni intracelularni koncentrace Na* iontt. Pokles pH béhem ischemie brani otevieni MPTP
a dochazi k hyperkontrakci kardiomyocytu. Pti reperfuzi dochazi k obnové funkce elektronového transportniho
fetézce v mitochondriich, a tedy produkci ROS. ROS mohou byt generovany i jinymi zdroji (napf. xantinoxidaza
v endotelidlnich buitkich a NADPH oxiddza (NOX) v neutrofilech). Vlivem ROS dojde k otevieni MPTP
v mitochondriich, aktivaci neutrofili a rozvoji dysfunkce SR. Rovnéz vznika intraceluldrni pietizeni Ca?" ionty
anarust lipidovych peroxidaci, ¢imz dochazi k poskozeni bunéénych membran kardiomyocytl a oxidacnimu
poskozeni DNA. Reaktivace Na*/H* vyméniku pii reperfizi ma za nasledek vyplavovani laktatu vedouci
k rychlému obnoveni fyziologického pH, diky c¢emuz dojde k otevieni MPTP a ustaveni hyperkontrakci
kardiomyocytu. Snaha o obnoveni mitochondridlniho membranového potencidlu Zene Ca** ionty do mitochondrii,
kde mohou rovnéz vyvolat otevieni MPTP. Nékolik hodin po nastupu srdecni reperfuze se neutrofily akumuluji
v tkani postizené infarktem v reakci na uvolnéni chemoatraktanti ROS, cytokinu a aktivovaného komplementu.
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MPTP — mitochondridlni pér odpovédny za zménu propustnosti; ROS — reaktivni formy kysliku; SR —
sarkoplazmatické retikulum (pfevzato a upraveno: Hausenloy a Yellon, 2013).

Rozsah ischemicko-reperfuzniho (I/R) poskozeni srde¢ni tkané neni podminén pouze
délkou trvani ischemie a rovnéz vcasnosti a prubéhem obnoveni cirkulace krve pfi reperfuzi
(Budas a kol., 2007), ale zavisi i na vlastni rezistenci myokardu vi¢i nedostatku kysliku (Peart

a Headrick, 2008).

1.1.1 MOZNOSTI AKTIVACE ENDOGENN{ KARDIOPROTEKCE

Srdecni tkan se proti /R poskozeni brani aktivaci endogennich protektivnich mechanismu
(Kolar a Ost’adal, 2004). V soucasnosti jsou nefektivnéjSimi zptisoby protekce myokardu:
= Kkratkodoba adaptace na stresovy podnét — tzv. conditioning — napt. adaptace na
sérii kratkych epizod ischemie, tzv. ischemicky conditioning;
* dlouhodoba adaptace na stresovy podnét — napt. na hypoxické podminky (Kolaf

a Ost’adal, 2004) ¢i fyzickou aktivitu (Powers a kol., 2008).

Murry a kol. poprvé popsali jev oznacovany jako ischemicky preconditioning (Murry
a kol., 1986). Jde o protektivni adaptacni mechanismus vyvolany sérii kratkych ischemickych
period oddé€lenych epizodami reperfiize. Piestoze je preconditioning intenzivné studovan,
pfesny mechanismus piisobeni stale neni zndm. Vi se, Ze 1ze do signalni drahy preconditioningu
zahrnout receptory pro bradykinin, opioidy a adenosin, naslednou aktivaci fosfolipazy C (PLC)
a fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K) a posléze proteinkindzy C (PKC). Signalni drahy dale
vedou k otevieni mitochondridlnich draslikovych kandlti zavislych na ATP (mitoKartp)
a naopak brani otevieni MPTP. Otevieni mitoKarp pfispiva ke zvySené tvorbé ROS, které
mohou nasledné aktivovat PLC, PKC a tyrosinkinadzy (Yellon a Downey, 2003). Vyzkum
protektivnich signdlnich drah preconditioningu pfinesl fadu klicovych poznatki, které 1ze do
urité miry aplikovat i na objasnéni dalSich endogennich protektivnich mechanismt srdce
(napf. chronické hypoxie).

Zhao a kol. demonstrovali, Ze série kratkych ischemickych epizod v casné fazi reperfiize
po dlouhodobé ischemické expozici, tzv. ischemicky postconditioning, vedla k protekci
myokardu sniZzenim reperfizniho poSkozeni (Zhao a kol., 2003). Zajimavé je, Ze signalni drahy
vedouci k protekci myokardu prostfednictvim ischemického postconditioningu jsou podobné
signalnim draham uplatiiujicim se v protekci vyvolané adaptaci na ischemicky preconditioning
(Hausenloy a kol., 2005). Signalni drahy postconditioningu zahrnuji aktivaci PI3K,
proteinkinazy B (Akt), endotelialni NO syntazy (NOS) odpoveédné za produkci oxidu dusnatého
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(NO), proteinkinazy G, PKCe, extracelularni signdlem regulované kinazy (ERK) a mitoKarp
(Murphy a Steenbergen, 2008). Navic bylo prokazano, ze protekce vyvolané adaptaci na
ischemicky preconditioning a adaptaci na ischemicky postconditioning nejsou aditivni (Tsang
a kol., 2004).

Dalsi moznosti aktivace endogenni ochrany myokardu je tzv. ischemicky conditioning na
dalku. Lze jej definovat jako aplikaci jednoho ¢i vice kratkych cykli neletalni ischemie
areperfize na orgadn nebo tkan, které vyvolaji protekci vzdaleného organu nebo tkéné
vystavenych letalnimu I/R poskozeni (Przyklenk a kol., 1993). Ackoliv protektivni ucinky
tohoto jevu byly prokazany na srde¢ni tkani pfi ochran¢ pted akutnim infarktem myokardu,
jeho ucinky byly pozorovany také na jinych organech (plice, jatra, ledviny, stieva a mozek)
a tkénich (kosterni svalstvo) vystavenych akutnimu I/R poskozeni (Aimo a kol., 2015).
Vyhodou je, Ze ischemicky conditioning na dalku lze pro vyvoldni kardioprotekce aplikovat
neivanzivng, a to napt. pomoci standardni manzety na méteni tlaku umisténé na horni ¢asti paze
nebo na dolni koncetin¢ (Heusch a kol., 2015; Oxman a kol., 1997). Do signélnich komponent
zprostredkujicich ischemicky conditioning na délku lze zahrnout aktivaci adenosinu, bradykinu
a opioidi, dale epoxyeikosatrienové kyseliny, ROS, otevieni draslikovych kanal zavislych na
ATP (Kartp), zvyseni NO, fosforylaci Akt, dale PI3K a ERK (Heusch a kol., 2015).

Rovnéz fyzicka aktivita ma piiznivé G€inky na kardiovaskularni systém a Ize ji povazovat
za primarni prevenci proti vyskytu chorob obéhového systému (Alleman a kol., 2015; Lee
akol., 2000). Fyzickd aktivita je definovana jako jakykoliv tél€sny pohyb vykonadvany
kosternim svalstvem, ktery ma za nasledek energeticky vydej. Do télesné aktivity se fadi
1cviceni, které¢ je definovano jako planované, strukturované, pravidelné¢ se opakujici
a vykonavané za ucelem zlepSeni nebo udrzeni fyzické zdatnosti jedince. Fyzicka aktivita
plsobi na organismus prospéSn€, omezuje vyskyt obezity, sniZuje vysoky krevni tlak
a cholesterol, redukuje vyskyt cukrovky, zlepSuje senzitivitu vii¢i inzulinu, snizuje dyslipidémii
a také vyskyt zanétl, podporuje fibrinolyzu a funkci endotelu (Bassuk a Manson, 2003; Ignarro
a kol., 2007). Také indukuje endogenni ochranné mechanismy srdce (Golbidi a Laher, 2011,
Powers a kol., 2002; Powers a kol., 2008; Powers a kol., 2014) projevujici se snizenim poctu
I/R arytmii (Frasier a kol., 2011; Miller a kol., 2012; Frasier a kol., 2013), srdecniho stunningu
(Lennon a kol., 2004; Taylor a kol., 1999; Taylor er al. 2007) a také sniZenim velikosti infarktu
myokardu (Brown a kol., 2005; Frasier a kol., 2013). Ackoliv je mira protekce zavisla na druhu
a intenzité cviceni (Esposito a kol., 2011), postacuje k jejimu vyvolani pouze nékolik po sob&
nasledujicich dnti cviceni (French a kol., 2008; Hamilton a kol., 2003), pti¢emz protektivni

efekt pretrvava az né€kolik tydni po ukonceni pravidelné fyzické aktivity (Esposito a kol.,
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2011). Protekce indukovana fyzickou aktivitou zptisobuje v kardiomyocytech charakteristické
zmény. Sem lze zahrnout zvyseni hladiny proteint teplotniho Soku, zvySeni glykolytického
toku, zvySeni poctu mitoKatp a sarkolemalnich Katp (sarcKatp), zvyseni stresovych proteina
v endoplazmatickém retikulu, zvySeni signalizace NO, zvySeni cytosolickych antioxidantt
a/nebo zmény mitochondridlni antioxidacni kapacity a také navySeni aktivity rychlost
limitujiciho enzymu biosyntézy prostaglandinti — srde¢ni cyklooxygenazy 2 (COX-2) (Powers
akol., 2014). Mezi dalsi aktivatory endogenni kardioprotekce vyvolané fyzickou aktivitou patii
adenosin, opioidy, proteinkindzy aktivované adenosinmonofosfatem, cytokiny, ROS

a adrenergni signalizace (Alleman a kol., 2015).

1.2 CHRONICKA HYPOXIE

Jinou moZnosti, jak zvysit odolnost myokardu proti I/R poskozeni, je dlouhodoba adaptace
na hypoxii. Hypoxie je casto zaméiovdna s pojmem ischemie. Hypoxie predstavuje
nerovnovahou mezi dodavkou kysliku a jeho spotiebou v cilové tkani. Ve srovnani s ischemit
je pii hypoxii zachovan koronarni pritok a zasobeni tkdn¢ substraty a rovné€z jsou eliminovany
odpadni metabolické produkty. AvSak zatimco ischemie postihuje pouze ¢ast srde¢ni tkan€, ve
které bylo preruseno krevni zasobeni, hypoxie plisobi na cely myokard (Moret, 1980).

Dle casového hlediska 1ze hypoxii délit na akutni hypoxii (hypoxicky stimul plsobi
minuty, hodiny, max. n¢kolik dni) a na chronickou hypoxii (hypoxicky podnét piisobi tydny,
mesice aZ roky). Hypoxie miiZze byt zpiisobena Spatnou funkei nékterého ¢lanku pfi transportu
kysliku k bunkam. Z hlediska pficin vzniku ji 1ze délit na: anemicka hypoxie (parcialni tlak
kysliku je normalni, ale je sniZena transportni kapacita krve pro kyslik; zplsobuje ji
nedostateCny pocet krvinek nebo Spatna funkce hemoglobinu), ischemicka (cirkulaéni)
hypoxie (je zplsobena sniZenym pratokem krve kapildrami; nastava napfi. pfi selhani srdce)
a hypoxemicka (systémova) hypoxie (parcidlni tlak kysliku v arteridlni krvi je snizen nebo je
nizkd koncentrace kysliku ve vdechovaném vzduchu, krev tedy nemtze byt dostatecné
okysli¢ena; sem lze zaradit i hypoxii vyvolanou pobytem ve vysoké nadmoiské vysce)
(Ost'adal a Kolaft, 2007).

Existuji pouze dva ptipady, kdy lze hypoxicky stav povazovat za pfirozeny fyziologicky
jev: fetalni myokard a myokard lidi Zijicich ve vysokych nadmotskych vyskach (Moret, 1980).
Termin ,,vysokd nadmotiskd vyska“ neni presné definovan. Hurtado a kol. ukdazali, Ze
3000 m n. m. je minimalni vySka pro rozvoj hypoxickych zmén u c¢lovéka (Hurtado a kol.,

1960). Ve studii na potkanech se vSak ukdzalo, Ze typické projevy chronické hypoxie jsou
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patrné jiz ve vySce 1350 m n. m. (Kolar a kol., 1988). Je vSak dulezité konstatovat, Ze pro rozvoj
a pretrvani kardioprotektivnich G¢inkl je dualezity hlavné experimentdlni protokol chronické

hypoxie.

1.2.1 EXPERIMENTALNI MODELY CHRONICKE HYPOXIE

Experimentalni modely chronické hypoxie umoziuji v laboratornich podminkéch vyzkum
casového priabéhu vyvoje prospésnych a nezadoucich efektli tohoto jevu, studium moznosti
reverzibility t€chto zmén pii premisténi pokusnych zvifat do normoxickych podminek a/nebo
aplikaci farmak proti nezddoucim jevim (Ost'adal a Kolat, 2007).

Modely chronické hypoxie se lisi stupném (obsah/parcialni tlak kysliku), zptisobem snizeni
obsahu kysliku (hypobaricky vs. normobaricky model), délkou trvani hypoxickych stimulii
(kontinualni vs. intermitentni model), ¢etnosti a délkou reoxygenacnich epizod a celkovym
poctem expozic. Pii hypobarickém modelu chronické hypoxie je snizen atmosféricky tlak, ¢imz
dochdzi ke snizeni parcialniho tlaku kysliku ve vzduchu. U normobarické hypoxie je zachovan
atmosféricky tlak vzduchu, zatimco dochazi ke snizeni parcialniho tlaku kysliku ve vzduchu.
Pti kontinudlnim modelu chronické hypoxie jsou experimentalni zvifata vystavena hypoxickym
stimuliim nepfetrzité, naopak pfi intermitentnim modelu chronické hypoxie dochazi ke stiidani
normoxickych a hypoxickych epizod.

Vysledny ucinek adaptace na chronickou hypoxii se odviji od pouzitého experimentalniho
protokolu, nebot’ v§echny vySe uvedené faktory jsou rozhodujici pro celkovy prospésny nebo
Skodlivy efekt adaptace (Béguin a kol., 2005). V publikaci, kterd je soucasti ptiloh dizertace,
jsme demonstrovali, Ze po adaptaci na kontinualni normobarickou hypoxii (CNH; 3 tydny,
10 % O2, 5500 m) doslo ke snizeni infarktu myokardu, avSak opakované preruseni adaptace
lhodinovou epizodou reoxygenace (intermitentni normobarickd hypoxie — INH; 3 tydny,
23 hodin/den, 10 % Oz, ~ 5500 m) tento protektivni efekt potlacilo (Neckar a kol., 2013 —
ptiloha C). Jiz dfive bylo prokdzano, Ze adaptace na intermitentni hypobarickou hypoxii (IHH;
8 hodin/den, 5 dnl/tyden, celkem 5 tydnt, ~ 7000 m) rovnéZ sniZzuje infarkt myokardu (Kolaf
a kol., 2007). Podobny experimentalni protokol byl tedy aplikovdn na model normobarické
hypoxie a ukdzalo se, Ze adaptace na jiny model intermitentni normobarické hypoxie
(8 hodin/den, 5 dnil/tyden, celkem 3 tydny, 10 % O2) je také protektivni (Kasparova a kol.,
2015). Z téchto vysledkt tedy vyplyva, ze délka reoxygenacni periody by mohla byt rozhodujici
pro rozvoj protekce myokardu. Navic i vysledky ostatnich laboratofi potvrdily rozdilné

vysledky pfi expozici organismu vii¢i podminkdm hypobarické ¢i normobarické chronické
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hypoxie. Zatimco Sheedy a kol. zjistili, ze jak adaptace na hypobarickou, tak adaptace na
normobarickou hypoxii indukovala identicky rozsah hypertrofie pravé komory, remodelaci
plicnich arteriol a zvySeni hematokritu (Sheedy a kol., 1996), Savourey a kol. ukézali, ze
adaptace na hypobarickou hypoxii vedla k vétsi hypoxemii, hypokapnii a nizsi saturaci krve
kyslikem v artériich v porovnani s adaptaci na normobarickou hypoxii (Savourey a kol., 2003).
Rovnéz pouziti riznych adaptacnich protokolt komplikuje interpretaci vysledka ziskanych pti
experimentalnich studiich.

Citlivost na podminky chronické hypoxie téz zavisi na druhu pokusnych zvirat pouzitych
pti experimentech (Wauthy a kol., 2004), jejich pohlavi (Netuka a kol., 2006; Ost’adal a kol.,
1984) a také véku (La Padula a Costa, 2005; Ostadalova a kol., 2002). Mezi faktory ovliviiujici
protektivni efekt adaptace na chronickou hypoxii patii i sloZeni diety (Balkova a kol., 2009;
Hlavackova a kol., 2007).

1.2.2 KARDIOPROTEKTIVNI UCINKY CHRONICKE HYPOXIE

Kardioprotektivni u¢inky chronické hypoxie jsou znamy jiz od padesatych let 20. stoleti,
kdy byl u lidi Zijicich ve vysoké nadmoiské vySce pozorovan niz§i vyskyt infarktu myokardu
(Hurtado, 1960). Tento efekt byl potvrzen viadé experimentalnich studiich pouZzitim
simulovaného modelu hypoxie (Kopecky a Daum, 1958; Poupa a kol., 1966; Widimsky a kol.,
1973). Protektivni plisobeni adaptace na chronickou hypoxii ve vysoké nadmoiské vysce se
projevuje snizenim velikosti infarktu myokardu (Koléi a kol., 2007; Neckar a kol., 2002q;
Neckat a kol., 2005; Neckar a kol., 2013), dlouhodobym snizenim vyskytu a zavaZnosti
komorovych arytmii (Asemu a kol., 1999; Asemu a kol., 2000) a zlepSenim obnovy
postischemické kontraktilni funkce myokardu (Neckaft a kol., 20025; Tajima a kol., 1994).

Adaptace na chronickou hypoxii se vyznacuje celou fadou funk¢nich a strukturalnich zmén
myokardu za ucelem udrzeni homeostdze (Ostddal a Kolar, 2007). AvSak mechanismus
endogenni protekce myokardu vyvolané adaptaci organismu na vysokou nadmoiskou vysku
neni znam. Jsou vSak znamy faktory, které pfispivaji k rozvoji protekce srdce vici I/R
poSkozeni. Patii sem plicni adaptace prostfednictvim zvétSené¢ho aktivniho povrchu plic,
zvySeného plicniho objemu a diftizni kapacity pro vyménu plynt. Adaptace organismu na
vysokohorské podminky rovnéz vede ke zlepSeni krevniho zasobeni srdce zvySenim
koronarniho prutoku a také k riistu transportni kapacity krve pro kyslik zvySenim koncentrace
hemoglobinu. V pocatcich adaptace na chronickou hypoxii rovnéz dochazi ke zvySeni srdecni
frekvence, minutového vydeje a ke zméndm organové distribuce krve — pfednostné jsou krvi

zasobeny organy dulezité pro preziti organismu (srdce, mozek) (Moret, 1980). Dulezitou roli
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pfi vyvolani protekce myokardu adaptovaného na vyskovou hypoxii mohou hrat i eikosanoidy.
Pti poklesu tlaku kysliku v srdecni tkéni dochazi ke zvySeni syntézy vasodilata¢nich
prostacyklinti, a tedy ke zvySeni koronarniho prutoku (Richalet a kol., 1991).

Dochazi také k vyznamnym zméndm energetického metabolismu srdce. Je potlacen
aerobni metabolismus vcéetné¢ oxidace FA a dochédzi ke zvySeni kapacity anaerobniho
metabolismu vyuzitim substrati s vyssi energetickou ucinnosti (glukozy) a zvySeni kapacity
pro syntézu a degradaci laktatu za Gicelem sniZzeni mnozstvi spotfebovaného kysliku (Deindl
a kol., 2003; Moret, 1980; Ostadal a Kolar, 2007). Rovnéz dochazi k poklesu syntézy ATP
v disledku zmén v komplexech mitochondridlniho dychaciho fetézce a také ke zpomaleni
procest zavislych na ATP (napf. iontovych pump, exprese proteintt) (Hochachka a Lutz, 2001;
Opie, 1978). Adaptace na chronickou hypoxii téz ovliviiuje metabolismus lipida
prostfednictvim remodelace membranovych fosfolipidi. Vlivem chronické hypoxie se méni
slozeni FA v srdci, a to tak, Ze dochdzi k ristu n-3 polynenasycenych FA (PUFA) na tkor n-6
PUFA (Balkova a kol., 2009; Jezkova a kol., 2002; Micova a kol., 2017 — ptiloha B).

1.2.3 MOLEKULARNI MECHANISMY ADAPTACE NA CHRONICKOU HYPOXII

Ackoliv se problematikou kardioprotektivniho u¢inku chronické hypoxie zabyva tada
laboratofi, mechanismus tohoto jevu se zatim nepodafilo objasnit. Divodem miize byt jednak
zapojeni celé tady signalnich molekul a také pouzivani riznych experimentalnich modeli
chronické hypoxie, Zivo€isnych druhii a metodickych postupil, které neumoziuji porovnat
vysledky jednotlivych laboratoti (OStadal a Kolat, 2007). Nicméné predpoklada se, ze jsou pfi
adaptaci na chronickou hypoxii zapojeny nekteré stejné nebo podobné signalni molekuly jako
pii ischemickém preconditioningu (Neckar a kol., 2002a; Neckar a kol., 20005). Mezi nejCastéji
zminované patfi transkripéni faktory, kandly a pdry participujici na udrZeni iontové
homeostazy, ROS, NO a proteinkinazy. Detailni znalost molekularniho mechanismu procesu
endogenni kardioprotekce by mohla vest ke zlepSeni prevence a terapie kardiovaskularnich

chorob.

* Transkrip¢ni faktory

Adaptace na chronickou hypoxii nejen aktivuje signalni drdhy kardioprotekce, ale
ovlivituje expresi jejich komponent a dalSich proteinti spojenych se zachovanim homeostazy
jako jsou napfiklad transkrip¢ni faktory (Ost'adal a Kolat, 2007). Mezi nejcastéji uvadéné patii
hypoxii indukovany faktor 1o (HIF-1a), dale Nrf2 (z angl. Nuclear factor erythroid 2-related
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factor 2), TNFa (faktor nekrotizujici nadory o, z angl. Tumor necrosis factor a) a NFxB
(jaderny faktor kB, z angl. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells).

HIF-1a je klicovym transkripénim faktorem regulujicim bunécné odpovédi na hypoxické
podminky (Semenza, 2004). Také se podili na regulaci bunécného metabolismu ovliviiovanim
syntézy glykolytickych enzymt a transportérti glukézy (Fukuda a kol., 2007). Ukazalo se, ze
inhibici HIF-1 v srdci dojde k potlac¢eni kardioprotektivnich u¢ink hypoxie (Belaidi a kol.,
2008). Cai a kol. demonstrovali, ze u mysi s deleci genu pro HIF-1a se nevyvinul adaptacni
mechanismus ochranujici srdce pted I/R poskozenim (Cai a kol., 2003). Podobné zavéry byly
prokdzany i na modelu ischemického preconditioningu (Cao a kol., 2008).

Dal8im transkripénim faktorem uplatitujicim se v signalni draze kardioprotekce je Nrf2,
ktery je regulovan redoxnim stavem bunky (Itoh a kol., 1997; Jeyapaul a Jaiswal, 2000;
Venugopal a Jaiswal, 1996). Jde o hlavni transkripéni faktor odpovédny za expresi
antioxidac¢nich enzymi. Bylo prokdzano, ze ROS produkované prostfednictvim zvySené
aktivity NADPH oxidazy (NOX) jsou signalem pro indukci transkripéniho faktoru Nrf2
(Brewer a kol., 2011). Pti adaptaci na chronickou hypoxii dochézi ke zvySenému oxida¢nimu
stresu (Kolaf a kol., 2007), ktery koresponduje s nariistem exprese Nrf2 (Kasparova a kol.,
2015).

Klicovy prozanétlivy cytokin TNFa hraje podstatnou roli nejen pfi zanétu, ale soucasné se
podili na patofyziologii mnoha kardiovaskuldrnich onemocnéni vcetné infarktu myokardu,
srdecniho selhani, hypertenze a aterosklerozy (Kleinbongard a kol., 2011). Bylo prokazéno, Ze
TNFa ma nejen Skodlivé ucinky na srdce, ale také aktivuje intracelularni signalni drahy, které
zvysuji srdecni toleranci k ischemii (Nelson a kol., 1995; Skyschally a kol., 2007). Chytilova
a kol. zjistili, Ze adaptace na CNH zvysila mnozstvi TNFa a jeho receptoru 2 (TNFR2). Podéani
inhibitoru TNFa potlacilo sniZzeni velikosti infarktu myokardu pozorované po adaptaci na
chronickou hypoxii (Chytilova a kol., 2015).

NFkB je redox-senzitivni transkripéni faktor, ktery se podili na regulaci pfirozené
a adaptivni imunity. Reguluje geny kodujici zanétlivé procesy a hraje roli pfi rozvoji fady
patologickych stavli (Valen, 2004). Chytilova a kol. pozorovali, Ze adaptace na CNH zvysila
expresi NFkB a Ze podani inhibitoru TNFa zruSilo nejen kardioprotektivni ucinek, ale 1 narist

NF«B pozorovany po hypoxii (Chytilova a kol., 2015).
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= Jontova homeostaza

Pro funkci myokardu je také dalezité udrzovani spravné iontové homeostazy. V signélnich
drahach kardioprotektivniho u¢inku chronické hypoxie se rovnéz uplatituji kanaly a pory —
MPTP, Karp a také mitochondridlni draslikové kanaly s vysokou vodivosti, fizené napétim
a aktivované vapnikem (BKc, kanaly).

MPTP je multiproteinovy komplex, jenz je lokalizovan na vnitfni mitochondrialni
membrang. Za fyziologickych podminek je vnitini membrana mitochondrii nepropustnéd pro
vetsinu latek, avSak za stresovych podminek se MPTP oteviraji (Goldenthal a Marin-Garcia,
2004; Halestrap a kol.,, 2004). Dlouhodobym otevienim MPTP dochazi k osmotické
nerovnovaze mezi mitochondridlnimi membranami, a proto mohou molekuly vody a ve vodée
rozpustné latky volné prochazet do matrix, ¢imz dochazi k bobtndni mitochondrie
a v koneéném dusledku k aktivaci proteolyzy (Halestrap a kol., 2004; Skulachev, 2001).
Griffiths a Halestrap zjistili, ze MPTP zustava béhem akutni ischemie myokardu zavieny
ak jeho otevieni dochdzi az v ¢asné fazi reperfuze (Griffiths a Halestrap, 1995). Kyselé
prostfedi vyvolané akumulaci laktatu béhem srde¢ni ischemie totiz zptsobuje inhibici MPTP
(Bernardi a kol., 1992). Pii reperfuzi dochazi k rychlému vyplaveni laktatu a reaktivaci Na'/H"
vyméniku a Na”/HCOs™ symportéru za uéelem rychlého obnoveni fyziologického pH, ¢imz
dochdzi k otevieni MPTP. Otevieni MPTP v Casné fazi reperfiize je rozhodujicim €initelem I/R
poskozeni pfispivajicim k infarktu myokardu (Ong a kol., 2015). Bylo prokazéano, Ze inhibice
MPTP zptlisobuje ochranu proti I/R poskozeni (Halestrap a kol., 2004) a Ze prevenci proti
infarktu je podani inhibitoru MPTP cyklosporinu A (Ong a kol., 2015). Co se tyce chronické
hypoxie, ukazalo se, Ze b€hem tohoto jevu je otevirani MPTP blokovano (Zhu a kol., 2006).
RovnéZ se potvrdilo, ze MPTP hraji roli i béhem ischemického preconditioningu (Hausenloy
a kol., 2004).

V kardiomyocytech se vyskytuji dva typy Karp — na vnitini mitochondridlni membrané
(mitoKatp) a na sarkolemé (sarcKarp) (Kolaf a Ost’adal, 2004). Tyto kanaly propousti K* ionty
do mitochondridlniho matrix, resp. sarkoplazmatického retikula, a mohou byt inhibovany ATP
(Carreira a kol., 2004). Za fyziologickych podminek jsou uzaviené, avSak pokles koncentrace
ATP v buiice zpiisobi jejich otevieni (Noma, 1983). Studie poukdzaly na zapojeni Kartp
v mechanismu protektivniho plisobeni chronické hypoxie proti I/R poSkozeni, avSak otazkou
zustava, ktery podtyp Katp je pii tomto procesu vyznamnéjsi (Kolat a kol., 2003). Experiment
se selektivnim inhibitorem mitoKarp ukazal, Ze jeho pouzitim doslo ke kompletnimu vyruseni
protektivniho efektu vyvolaného chronickou hypoxii (Neckar a kol., 2002b). Pokusy s jinym

selektivnim inhibitorem mitoKarp a soucasné aktivatorem sarcKatp ukazaly, Ze otevieni
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mitoKatp, nikoliv vSak otevieni sarcKarp, hraje klicovou roli pfi kardioprotektivnim G¢inku
chronické hypoxie (Kolat a kol., 2005). Podobny pokus potvrdil, Ze mitoKatp jsou kli¢ové pro
rozvoj kardioprotektivnich €ink 1 pfi preconditioningu (Sasaki a kol., 2003).

Nedavno bylo zjisténo, Ze kromé Katp jsou na vnitini mitochondrialni membrané
lokalizovany i BKca kanaly (Balderas a kol., 2015; Xu a kol., 2002), které se oteviraji za
hypoxickych podminek (Cheng a kol., 2008), a prispivaji tak k protekci myokardu (Xu a kol.,
2002). Ochranny uc¢inek otevienych BKca spociva ve zvySeni koncentrace K iontli v matrix
mitochondrii (Aon a kol., 2010), blokaci mitochondrialniho pietizeni Ca** ionty (Kang a kol.,
2007) a zabranéni otevirani MPTP (Balderas a kol., 2015; Cheng a kol., 2008). Pti studiu vlivu
CNH a aktivatoru nebo inhibitoru BKca na izolovanych kardiomyocytech Borchert a kol.
ukézali, Ze aktivator otevirani BKca kanall snizil uvoliovani laktitdehydrogenazy a Ze naopak
pouzitim inhibitoru otevirani BKca kanalt byl tento pokles potlacen. Ackoliv aktivator BKca
kanalt zvysil viabilitu kardiomyocytd izolovanych z normoxickych potkani, nebyl pozorovan
zadny aditivni ucinek u chronicky hypoxické skupiny. Nartist odolnosti kardiomyocytl
z chronicky hypoxickych zvifat byl snizen pouzitim inhibitoru otevirani BKc. kanald, zatimco
inhibitor nemél vliv na normoxicka zvirata (Borchert a kol., 2011). Adaptace na INH obnovila
protektivni efekt aktivatoru BKca kanali pozorovany u normoxickych zvifat, zatimco inhibitor
otevirani BKc, kanalti mél podobny efekt na INH skupinu jako u normoxie (Neckar a kol., 2013

— ptiloha C).

= ROS

Béhem adaptace na chronickou hypoxii dochédzi k oxidacnimu stresu projevujicim se
zvySenou produkci ROS, nartstem lipidovych peroxidaci (Wang a kol., 2011) a zvySenou
produkci 3-nitrotyrosinu (Hlavackova a kol., 2010; Chytilova a kol., 2015). Dikazem je také
sniZzeni poméru redukovaného (GSH)/oxidovaného (GSSG) glutathionu (Kolar a kol., 2007).
Experimenty naznacily, Ze vazbou mezi mitoKatp a naslednymi signalnimi drdhami je
produkce ROS (Forbes a kol., 2001; Pain a kol., 2000). Kolaf a kol. zjistili, Ze ROS generované
béhem hypoxické adaptace hraji klicovou roli v aktivaci endogennich protektivnich drah
myokardu. Podéani antioxidantu N-acetylcysteinu pokusnym zvifatim sniZilo oxidac¢ni stres, ale
zéaroven zrusSilo protektivni u¢inek vyvolany adaptaci na IHH (Koléf a kol., 2007). Rovnéz po
adaptaci na IHH doSlo v mitochondriich k nartistu aktivity a mnoZstvi antioxidaéniho enzymu
prvni linie obrany proti ROS manganové superoxiddismutdzy (MnSOD). Také se ukazalo, ze
aktivita MnSOD negativné koreluje s velikosti infarktu myokardu (Balkova a kol., 2011).

Adaptace na IHH téZ ovlivnila thioredoxinovy systém antioxidacni obrany bunky zvySenim
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relativniho zastoupeni thioredoxinu 1. Po adaptaci na IHH doslo také k vyraznému naristu
hemoxygenazy 1, antioxidantu spojeného s metabolismem zeleza (Zaviskova, 2014).

Na jiném kardioprotektivnim modelu CNH byl rovnéZ pozorovan nariist mnozstvi MnSOD
(Chytilova a kol., 2015; Neckat a kol., 2013 — ptiloha C), avsak po adaptaci na neprotektivni
model INH doslo k potlaceni tohoto narastu (Neckat a kol., 2013 — ptiloha C). Na druhou stranu
na mnozstvi jiného antioxidacniho enzymu cytoplazmatické méd zinkové superoxiddizmutazy
(Cu/ZnSOD) neméla vliv ani adaptace na CNH ani na INH (Neckaf a kol., 2013 — piiloha C).
Avsak analyza mRNA antioxidacnich enzymu po adaptaci na CNH ukazala narast exprese jak
MnSOD, tak Cu/ZnSOD a déle i glutathionperoxidazy 4, peroxiredoxinu 2 a 5 a rovnéz narust
enzymu glutaredoxinového systému (glutathionreduktazy, thiorexinu 2 a thioredoxinreduktazy
2) a také enzymil metabolismu zeleza (akonitdzy 2 a hemoxygenazy 1) (KaSparova a kol.,

2015).

= NO

Kromé& ROS ovliviiuji protekei i reaktivni formy dusiku, pfedev§im NO. Bylo prokazano,
ze NO hraje v kardioprotektivnim mechanismu indukovaném adaptaci na chronickou hypoxii
pozitivni roli (Baker a kol., 1999; Ostadalova a kol., 2002). Stale neni jasné, zda je za produkci
NO v chronicky hypoxickém myokardu zodpovédna spise konstitutivni NO syntaza (eNOS)
(Baker a kol., 1999) ¢i inducibilni NO syntaza (iNOS) (Grilli a kol., 2003; Chytilova a kol.,
2015; Rouet-Benzineb a kol.,, 1999). Mechanismus produkce NO zahrnuje aktivaci
guanylatcyklazy, akumulaci cyklického guanosinmonofofatu (cGMP), aktivaci proteinkinaz
zéavislych na cGMP a fosforylaci sarcKatp (Baker a kol., 1999). Akutni inhibice aktivity NOS
potlacila kardioprotektivni €inky vyvolané adaptaci na chronickou hypoxii, zatimco donor NO
mél protektivni efekt na normoxicka zvitata, ale nikoliv na hypoxicka zvifata (Baker a kol.,
1999). Podobné OSst’adalova a kol. pozorovali pii inhibici NOS zablokovani protektivniho
efektu vyvolaného chronickou hypoxii (Ost’adalova a kol., 2002). Akutni podani donoru NO
nebo inhibitoru fosfodiesterazy 5, ktera v srdci degraduje ¢cGMP, snizilo velikost infarktu

myokardu jak u normoxickych, tak u hypoxickych zvitat (Alanova a kol., 2015).

* Proteinkinazy

Zvysena produkce ROS a NO méni aktivitu a/nebo expresi fady signalnich molekul. Mezi
né lze zatadit i proteinkinazy. Bylo prokazéano, Ze chronicka hypoxie pozitivné moduluje
proteinkinazy aktivované mitogeny (MAPK), konkrétné protein o velikosti 38 kDa (p38) a INK

(z angl. c-Jun NH>-terminal kinase), a ze inhibice téchto kindz vedla k potlaceni kardioprotekce
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(Rafiee a kol., 2002). Zjistili jsme, Ze adaptace na IHH je spojena se zvySenim fosforylace nejen
p38, ale také dalsi MAPK — extracelularni signalem regulované kindzy 1 a 2 (ERK1/2) (Micova
a kol., 2016 — ptiloha A). Podobné zavéry demonstrovali i Morel a kol., ktefi po adaptaci na
podminky chronické hypoxie také pozorovali narGst mnozstvi fosforylovanych forem p38
a ERK1/2 (Morel a kol., 2006).

PKC jsou zahrnuty v signalni draze kardioprotekce (Hlavackova a kol., 2010; Kolat a kol.,
2007; Neckar a kol., 2005; Wang a kol., 2011). Jiz dfive bylo prokézéano, ze PKC jsou kli¢ovymi
signalnimi molekulami pti ischemickém preconditioningu (Speechly-Dick a kol., 1994). Jejich
role pfi adaptaci na chronickou hypoxii se odviji od konkrétni izoformy PKC, pficemz do
souvislosti s kardioprotekei jsou ddvany zejména izoformy 9, € a také a.. Adaptace na IHH vedla
ke zvySeni mnozstvi PKCo (Hlavackova a kol. 2010; Kolaf a kol., 2007; Neckar a kol., 2005).
Chronické podavani antioxidantu N-acetylcysteinu béhem adaptace potlacilo zvySeni PKCS
a taktéz zrusilo protektivni efekt chronické hypoxie na velikost infarktu myokardu (Kolar
a kol., 2007). Rovnéz PKCa a jeji fosforylovana forma se po adaptaci na IHH zvysily (Micova
a kol., 2016 — ptiloha A). Naopak adaptace na IHH vedla ke sniZzeni PKCe (Hlavackova a kol.,
2010). Avsak adaptace na jiny protektivni model CNH zvySila mnoZstvi PKCe na trovni

proteinu i mRNA (Holzerova a kol., 2015).

1.2.4 VEDLEJSI UCINKY ADAPTACE NA CHRONICKOU HYPOXII

Adaptace na chronickou hypoxii miZze mit také negativni u¢inky na organismus. Dochazi
k poskozeni kardiopulmonarniho systému, protoZze ma opacny vliv na plicni a télni krevni ob&h.
Zatimco v télnim ob&hu dochazi k vazodilataci, v plicnim ob&hu dochazi v disledku chronické
hypoxie ke konstrikei plicnich arteriol a k nasledné ptestavbé jejich stény (Moret, 1980). Tyto
zmény vedou k plicni hypertenzi, kterd ovliviiuje pravou komoru srde¢ni, pficemz dochézi
k jejimu ptetiZzeni a rozvoji hypertrofie (Kolaf a kol., 1989). Ackoliv zpocatku je hypertrofie
povazovana za pozitivni adaptacni proces, ktery umoziuje do¢asnou kompenzaci zvySené
zatéze, v kone¢ném disledku mize vést az k srde¢nimu selhani (Kolaf a Ost’adal, 1991).

Vlivem adaptace na chronickou hypoxii rovnéZz dochazi k ovlivnéni krevni cirkulace
rozvojem polycytémie (trvale zvySeny pocet erytrocytll), a tedy i koncentrace hemoglobinu,
coz vede k vyssi transportni kapacité pro kyslik. Polycytémie zvySuje krevni viskozitu, a tim

1 zatéz srdce (Kasalicky a kol., 1977).
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Pti adaptaci na chronickou hypoxii dochazi k oxida¢nimu stresu. ROS jednak pfispivaji
k I/R poskozeni a jednak se ucastni signdlni drdhy protektivniho mechanismu vyvolaného
adaptaci na chronickou hypoxii (Kolaf a kol., 2007).

Adaptace organismu na chronickou hypoxii zvySuje schopnost organismu udrzet si
odolnost vuci akutnimu nedostatku kysliku pomérné dlouhou dobu po ukonceni adaptace. Pti
navratu do normoxickych podminek se zmény vyvolané adaptaci (polycytémie, pokles télesné
hmotnosti, hypertrofie pravé komory, plicni hypertenze a metabolické zmény) vraci za urcitou

dobu k normalnim hodnotam (Bass a kol., 1989; Ost’adal a kol., 1985; Neckar a kol., 2004).

1.3 REAKTIVNI FORMY KYSLIKU, ANTIOXIDACNI SYSTEM BUNKY
A PEROXIDACE LIPIDU

Aerobni buniky generuji ROS jako vedlejsi produkty riznych metabolickych procesi. Pro
funkci myokardu je kli¢ova rovnovaha mezi produkci ROS a antioxidacni obranou. Oxidacni
stres predstavuje poruSeni této rovnovahy, ¢imz dochazi ke zvySené tvorbé volnych radikalt
a/nebo snizeni antioxidacni kapacity. K nadmérné tvorbé ROS dochazi napt. pfi reoxygenaci
tkané po ischémii.

NejvydatnéjSim bunéénym zdrojem ROS je respiracni fet€ézec mitochondrii. Mezi dalsi
endogenni zdroje ROS patii napt. cytochrom P450, xantinoxidaza, cyklooxygenazy (COX),
lipoxygenazy (LOX), NOX. Exogennimi zdroji ROS jsou mj. primyslové zplodiny a také UV
a radioaktivni zafeni (viz obrazek 2) (Kamata a Hirata, 1999; Stipek a kol., 2000).

Mnozstvi ROS v buiice musi byt s ohledem na jejich reaktivnost pfisné regulovano. Na
udrZovani vhodného redoxniho stavu se podili antioxida¢ni systém bunky, kam patfi endogenni
enzymoveé antioxidanty (napi. SOD, kataldza, glutathionperoxiddzy, peroxiredoxiny) a exo-
genni neenzymové antioxidanty (napf. vitamin A, C a E aj.) (viz obrazek 2) (Kamata a Hirata,
1999; Stipek a kol., 2000).

Primarni ochranu savc¢ich bunék pted oxida¢nim stresem zajistuji SOD, které katalyzuji
dismutaci dvou molekul superoxidu (O2™*) za vzniku H>O; a O». Existuji tfi zdkladni izoformy
SOD lisici se druhem kovu pfitomného jako kofaktor — Cu/ZnSOD, MnSOD a extracelularni
méd’ zinkovd SOD (EC-SOD). Cu/ZnSOD se vyskytuje v cytosolu a mezimembranovém
prostoru mitochondrii, zatimco MnSOD se vyskytuje vyhradné v matrix mitochondrii (Zelko
a kol., 2002).

Ackoliv zvysena produkce ROS vede k mnoha patologickym staviim, ucastni se také celé

fady bunécnych funkci — jsou napf. vyznamnymi signalnimi molekulami pfi bunécénych
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pochodech (Burdon a Rice-Evans, 1989; Finkel, 1998; Nose, 2000). ROS (pfedevsim O™
a H>O») aktivuji MAPK (Kamata a Hirata, 1999), stimuluji tyrozinové kindzy a zaroven
inaktivuji tyrozinové fosfatazy (Chiarugi a Cirri, 2003) a také podporuji funkci transkripénich
faktorti (napi. NFxB, aktivatorovy protein 1 a HIF) (Touyz a kol., 2003). Navic ROS také

zvysuji intracelularni koncentraci volnych Ca** (Touyz a kol., 2003).

NADPH oxidase uv- » OH-
lipoxygenase v-irradlation

A

cyclooxygenase Fenton Reaction,

Haber-Weiss Reaction
cytochrome P450 (Cu, Fe)
xanthine
oxidase Catalase

0= * o H202 »> H20

A J

superoxide dismutase

hypoxanthine xanthine
xanthine uric acid (SOD) k GSH peroxidase j
i /ESH\ s
E GSH reductase GSSG 5
H* H* H* : :
NADH f 02 Py cytochrome ¢ 4 : NADP+ NADPH :
dehydrogenase T J ' :
X mitocondrla
NADH TRX
\ O{}O ATP TRX reductase
NAD* 47-—T TRX
(red) (ox)
NADP* NADPH
Ref-1 Ref-1
(ox) (red)

Obrazek 2: Zdroje ROS a intracelularni antioxida¢ni obrana. Mezi ROS patii H0,, 0, a OHa.
0,* je produkovan NADPH cytochrom P450 reduktizami, NADPH oxidazami, lipoxygenazami a cyklo-
oxygenazami. Dismutaci dvou molekul O,® za katalyzy SOD vznika H»O,, ktery je vétSinou pfeménén na H,O za
katalyzy GSH peroxidazy a katalazy. TRX také redukuje H,O,. V ptitomnosti redoxnich kovovych iontl (napf.
Fe, resp. Cu) se H>O> homolyticky $tépi za vzniku vysoce reaktivniho OHe (tzv. Fentonova, resp. Haber-Weissova
reakce). ROS mohou byt také generovany UV zatfenim. GSH — redukovana forma glutathionu; GSSG — oxidovana
forma glutathionu; H,O, — peroxid vodiku; NADP*" — nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovana forma);
NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovana forma); O,* — superoxidovy radikal; OHe —
hydroxylovy radikal; ox — oxidovana forma enzymu; red — redukovana forma enzymu; ROS — reaktivni formy
kysliku; SOD — superoxiddismutaza; TRX — thioredoxin (pfevzato a upraveno: Kamata a Hirata, 1999).
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1.3.1 ANTIOXIDANT TEMPOL

Tempol (4-hydroxy-2,2,6,6-tetrametylpiperidin-1-oxyl) je hererocyklickd sloucenina,
ktera ptisobi jako antioxidant. Principem pusobeni tempolu je pienos jednoho ¢i dvou elektront
na molekulu ROS, ¢imz dochazi ke vzniku méné reaktivni molekuly (Wilcox a Pearlman,
2008). Tempol je mimetikem SOD, znamena to tedy, ze se podili na konverzi O2™® za vzniku
H>0.. Rychlost této chemické ptemény je stejna jako pii katalyze reakce prostrednictvim SOD.
Navic antioxidacni uc¢inky tempolu jsou zesileny jeho schopnosti pfeménit H>O» na H»>O, diky
¢emuz napodobuje funkci katalazy (Wilcox, 2010; Wilcox a Pearlman, 2008). Tempol také
oxiduje zelezo nebo meéd, ¢imz zabraifluje iniciaci Fentonovy reakce, a tedy vzniku
hydroxylového radikalu (OH.) (Monti a kol., 1996; Wilcox a Pearlman, 2008). Pro tempol je
také charakteristickd snadna prostupnost membranami a rozpustnost ve vodé, coz usnadiiuje
aplikaci pfi experimentech (Simonsen a kol., 2009; Wilcox, 2010; Wilcox a Pearlman, 2008).
Biologicky vyznam tempolu byl prokazan pii redukci oxidacniho poskozeni fetézci FA
v lipidech (Monti a kol., 1996; Samuni a Barenholz, 1996; Samuni et al, 1997; Samuni a kol.,
2000) a také snizeni oxidacniho poskozeni proteinti (Damiani a kol., 2000) a DNA (Damiani
a kol., 1999; Samuni a kol., 1991).

V tadé€ studii bylo prokazéano, Ze je podavani tempolu pro srde¢ni tkan uc¢innou prevenci
proti I/R poskozeni. Akutni podani tempolu potkanim snizilo rozsah infarktu myokardu
(McDonnald a kol., 1999; Zacharowski a kol., 2007). Na druhou stranu Neckai a kol.
nepozorovali pokles velikosti infarktu myokardu pti akutnim ani chronickém podavani tempolu
(Neckat a kol., 2008). Navic Guo a kol. ukazali, Ze akutni podani tempolu zabranilo vzniku
reperfuznich arytmii (Guo a kol., 2005). AvSak Neckar a kol. pozorovali po akutnim podéni
tempolu zvySeny vyskyt jak ischemickych, tak reperfuznich arytmii, zatimco chronickeé
podavani tempolu nemélo na arytmogenezi vliv (Neckafr a kol., 2008). Bylo prokézano, Ze
podavani tempolu rovnéZ sniZilo oxidacni stres vznikajici za I/R podminek v srde¢ni tkéni
a v endotelialnich buitkach (Hoffman a kol., 2003; McDonald a kol., 1999; Zhang a kol., 2006)
a také zabranilo postischemické aktivaci NOX a xantinoxidazy (Duda a kol., 2006).

Plsobeni tempolu bylo studovano i za hypoxickych podminek. Na modelu spankové apnoe
navozené adaptaci na intermitentni hypoxii doslo k rozvoji oxida¢niho stresu a hypertenze,
které byly potla¢eny podavanim tempolu (Troncoso Brindeiro a kol., 2007). Na druhou stranu
podéavani tempolu novorozenym potkaniim vystavenym chronické hypoxii vedlo k retardaci
ristu a porucham bunécné proliferace, avSak zabranilo remodelaci plicnich cév (Jankov a kol.,

2008).
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1.3.2 PEROXIDACE LIPIDU

Oxidacni stres zptisobuje poskozeni bunéénych struktur, které¢ vedou k nevratnym zménam
bunécného metabolismu. Cilovymi bunécnymi strukturami pro ROS jsou proteiny, DNA a také
lipidy. Poskozenim membranovych lipidi dochazi ke zméné fluidity membrany, propustnosti
pro ionty, zméné elektrického potencialu, produkci chemoatraktivnich latek pro makrofagy
a ovlivnéni membranové vazanych enzymi (Stipek a kol., 2000).

V organismu probihaji dva typy lipidovych peroxidaci. Jednak jde o neenzymovou
peroxidaci lipida, ktera je vyvolana nespecifickym, mnohdy patologickym faktorem za vzniku
smési riznych produktl, nebot fetézce modifikovanych FA se snadno $té€pi na kratsi produkty
(napt. uhlovodiky a toxické aldehydy — malondialdehyd, MDA; 4-hydroxynonenal), které se
pevné vazou do struktury proteintl, ¢imz dochazi ke zméné¢ struktury a funkce danych bilkovin.
A jednak enzymovad peroxidace lipidl, kterd probihd na aktivnich centrech enzymi
hydroperoxiddz a endoperoxidaz (napt. COX a LOX), pficemz vznikaji stereospecifické a bio-
logicky aktivni molekuly (napf. prostaglandiny a leukotrieny), které hraji vyznamnou roli
v regulaci bunénych dé&ji a ochrannych pochodi. Volné radikdly jsou nezbytnymi
meziprodukty t&chto reakci (Stipek a kol., 2000).

Pii peroxidaci membranovych lipidit dochazi k pieskupeni dvojnych vazeb PUFA za
vzniku konjugovanych dient (Petrosillo a kol., 2005). PUFA vazané ve struktufe mem-
branovych fosfolipidii na druhém uhliku (sn-2 pozice) jsou zvlasté nachylné k lipidovym
peroxidacim. Nejlepsi cestou opravy je jejich selektivni hydrolyza. Z tohoto pohledu hraji
vyznamnou roli enzymy fosfolipazy, které se uplatiuji pfi remodelaci a zachovani integrity
bunéénych membran (Chakraborti, 2003). Z enzymt rodiny fosfolipaz jsou v tomto ptipadé
vyznaéné fosfolipazy A» (PLA>), které specificky hydrolyzuji PUFA z sn-2 pozice molekul
fosfolipidii. Navic bylo prokazéano, zZe vlivem konformac¢nich zmén, které v membrané nastanou
za podminek oxidacniho stresu, dochazi ke zvySené aktivit€¢ PLA> na membranach (McHowat
a kol., 2001a; McHowat a kol., 20015). PLA> maji schopnost pfednostné hydrolyzovat
peroxidované FA z membranovych fosfolipidl, ¢imz dochazi ke snizeni jejich oxidacniho
poskozeni (Cummings a kol., 2000; Cummings a kol., 2002; Chakraborti, 2003; McHowat
a Creer, 2004).
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1.4 FOSFOLIPAZY

Funkce srdce je kriticky zavisld na udrZzovani optimalni membranové integrity
kardiomyocyt. Na zajisténi membranové homestazy, a tedy i spravné funkce membranovée
vazanych proteint, participuji fosfolipazy. Pro své biologické funkce jsou nepostradatelné. Pti
svém pusobeni produkuji signdlni molekuly (napft. volné FA, lyzofosfolipidy, diacylglycerol).
Nékteré fosfolipazy se ucastni trdveni zivin, jiné poskytuji ochranu pted bakteridlni infekci
(Wilton, 2008).

Fosfolipazy se lisi mistem plsobeni na molekule substratu, funkci, mechanismem ucinku
a regulaci (Wilton, 2008). Podle mista ptisobeni na molekule fosfolipidu se klasifikuji do ¢ty
zakladnich skupin na fosfolipazy A (PLA1), A> (PLA>2), B (PLB), C (PLC) a D (PLD) (viz
obrazek 3).

PLA;  PLB
I
HoCamTP— - C—R;
b HC—0——C—R,
‘l:l) (sn-2) 3
X——0—P——0—CH,
cl)' (sn-3) PLB PLA,
PLC

Obrazek 3: Mista hydrolyzy jednotlivych typu fosfolipaz na molekule fosfolipidu. Sipky
oznacuji mista hydrolyzy jednotlivych typi fosfolipaz na substratu. Atomy uhliku (1, 2 nebo 3) tvofici patet
fosfolipidu jsou oznaceny dle stereochemického ¢éislovani (z angl. stereochemical numbering) pojmy sn-1, sn-2
nebo sn-3. PLA, — fosfolipaza Aj, hydrolyzuje acylesterovou vazbu v pozici sn-1 na molekule fosfolipidu; PLA,
— fosfolipaza A,, hydrolyzuje acylesterovou vazbu v pozici sn-2 na molekule fosfolipidu; PLB — fosfolipaza B,
nespecifickd, §tépi acylesterové vazby v pozici sn-1 nebo sn-2 na molekule substratu; PLC — fosfolipaza C,
hydrolyzuje diesterovou vazbu mezi tfetim uhlikem fosfolipidu a fosfatem; PLD — fosfolipaza D, hydrolyzuje
odtrzeni baze v molekule fosfolipidu. Rj, Ry — fetézec FA v pozici sn-1, resp. sn-2; X — baze (napf. inositol,
etanolamin, serin) (pfevzato a upraveno: Birts a kol., 2010).
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1.4.1 FosroOLIPAZY A, (PLA>)
PLA; (EC 3.1.1.4) jsou 2-acyltransferazy, které katalyzuji hydrolyzu acylesterové vazby

na pozici sn-2 na molekule fosfolipidu, ¢imz dochazi k uvolnéni FA a vzniku 2-lyzofosfolipidu.
V této pozici se na molekule substratu vyskytuji vétSinou nenasycené FA, které snaze podléhaji
poskozeni (napf. peroxidaci). Z tohoto pohledu jsou PLA> zvlasté vyznamné. Byly objeveny
v druhé polovingé 19. stoleti, kdy Bokay zpozoroval, Zze neznamy enzym degradadoval
fosfatidylcholin v pankreatické tekutin€. Posléze na prelomu 19. a 20. stoleti bylo prokazano,
ze slozky kobiiho jedu vykazuji hemolytickou aktivitu vii¢i membranam erytrocytti (Wilton,
2008).

PLA; se déli do Sesti hlavnich podskupin — sekretorické (sPLA>), cytosolické (cPLA>), na
kalciu nezavislé (iPLA»), acetylhydrolazy faktoru aktivujiciho krevni desti¢ky, lyzozomalni
PLA; a neddvno objevené adipocytarni PLA> (Dennis a kol., 2011). Rozdé¢leni PLA> do
zakladnich skupin je zaloZzeno na katalytickém mechanismu pouzivaném pii hydrolyze
fosfolipidu (His/Asp, Ser/Asp ¢i Ser/His/Asp hydrolazy) a dale na funkénich a strukturalnich
vlastnostech (Schaloske a Dennis a kol., 2006). Existuje jesté jiny systém tifidéni PLA». Dle
molekularnich charakteristik, resp. dle polohy disulfidickych mustka se PLA> déli do Sestnécti
tfid znaCenych fimskymi Cislicemi (Dennis a kol., 2011; Schaloske a Dennis a kol., 2006).
Spolec¢nym znakem pro vSechny PLA> je neobvykle vysoky pocet Cys zbytkt v jejich struktuie
(vice nez 10 % vSech aminokyselin) (Dennis a kol., 2011).

V srdci se vyskytuji zastupci tii skupin PLA»: extracelularni sPLA; a intracelularni cPLA>
a iPLA> (McHowat a Creer, 2004; Van Bilsen a Van der Vusse, 1995). Lisi se strukturou,
druhem aminokyseliny v aktivnim centru, pozadavkem Ca®" iontii pro svou aktivitu a bun&¢nou

lokalizaci (Burke a Dennis, 2009q).

1.4.2 SEKRETORICKE FOSFOLIPAZY A, (SPLA))

sPLA> byly prvnimi objevenymi PLA»>. Jde o extracelularni enzymy, které mayji
v porovnani s ostatnimi zastupci rodiny enzymi PLA; nizkou molekulovou hmotnost (14-
18 kDa) (Dennis a kol., 2011). Ackoliv se od sebe jednotlivé sPLA; 1ii strukturou, maji velmi
konzervované nékteré domény (Nevalainen a kol., 2011). Mezi né patii smy¢ka vézajici Ca®"
ionty a rovnéz aktivni centrum s dvojici His-Asp. Tyto dv€ domény spole¢né vytvari ,.klec pro
Ca®" ionty, nebot k aktivaci sPLA> jsou zapotiebi milimolarni koncentrace Ca®' iontl
(Murakami a Kudo, 2002). Ve sv¢é struktuie dale obsahuji obvykle 6-8 disulfidickych mustka
(6 konzervovanych a 1-2 variabilni) (Burke a Dennis, 2009a; Schaloske a Dennis a kol., 2006).
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Vyskytuji se mj. v bakteriich, rostlindch, u hmyzu a plazi a rovnéz byly identifikovany
v savCich tkanich (tfida IB, IIA, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, X a XII). Sav¢i sPLA> jsou do tiid
rozdéleny podle polohy disulfidickych mtstkli a soucasné dle poradi objeveni (Dennis a kol.,
2011). V srdci se vyskytuji zastupci sSPLAIIA (Cupillard a kol., 1997; De Windt a kol., 1997),
sPLA>V (Chen a kol., 1994; Cupillard a kol., 1997; Ishikawa a kol., 2005) a sPLA>X (Fujioka
a kol., 2008).

Dle obecného minéni sPLA> nevykazuji preferenci k hydrolyze konkrétni FA v poloze sn-
2 ve struktute fosfolipidu (Dennis a kol., 2011) na rozdil napi. od cPLA», ktera je povaZzovéana
za hlavni PLA; zodpovédnou za Stépeni kyseliny arachidonové (AA) jako prekurzoru pro
zanétlivé procesy. Avsak existuji studie, které¢ potvrzuji, ze i sPLA> (konkrétné sPLALIIA,
sPLA>V a sPLA2X) mohou byt pfimo zahrnuty v procesu hydrolyzy AA, a tedy i produkci
eikosanoidll (Hanasaki a kol., 1999; Kim a kol., 2002; Muiioz a kol., 2003; Murakami a kol.,
1998; Saiga a kol., 2005). Navic sPLA:IIA a sSPLA2V mohou nepiimo participovat na uvolnéni
AA z membranovych fosfolipidii v pfitomnosti cPLAza prostfednictvim aktivace MAPK nebo
PKC (Han a kol., 2003; Kikawada a kol., 2007). Yano a kol. potvrdili zapojeni ERK1/2, nikoliv
vSak p38, pfi interakci SPLA>V a cPLAza za I/R podminek (Yano a kol., 2011). Také bylo
prokézano, ze sPLA2V acPLAza mohou spolupracovat pii produkci kardioprotektivnich
eikosanoidti. Aktivovana cPLA; reguluje expresi sSPLA»V, kterd je nasledné zodpovédna za
pozd¢jsi produkcei prostaglandinu E> (PGE) (Shinohara a kol., 1999).

RovnéZ se ukazalo, ze sPLA; preferuji pro svou funkei konkrétni druh fosfolipidu. VétSina
enzymi sPLA> uptednostiiuje hydrolyzu zaporné nabitych fosfolipidi (napt. fosfatidylglycerol,
fosfatidylserin). Sav¢i sSPLA>V a sPLA>X mohou hydrolyzovat jak zdporné nabité fosfolipidy,
tak fosfolipidové amfiony (napft. fosfatidylcholin) (Bezzine a kol., 2002; Dennis a kol., 2011;
Djikstra a kol., 1981; Lambeau a Gelb, 2008; Scott a kol., 1991; Singer a kol., 2002).

Enzymy sPLA; vykazuji Sirokou $kalu bunéénych funkei, pficemz konkrétni tilohy se 1i8i
dle druhu sPLA,. N¢které sPLA> maji antibakterialni (Gronroos a kol., 2001; Harwig a kol.,
1995; Koduri a kol., 2002) a také antiviralni €inky (Fenard a kol., 1999). RovnéZ hraji roli pii
zanétlivych procesech. ZvySené koncentrace sPLA; byly detekovany v krvi pacientd se
zanétlivymi nebo autoimunitnimi onemocnénimi (Gronroos et al, 2002; Triggiani a kol., 2006).
Kupftikladu sPLAIIA byla poprvé identifikovana v synovialni tekutiné€ pacientd s revmatoidni
artritidou (Kramer a kol., 1989; Seilhamer a kol., 1989). Enzymy sPLA:; jsou jednak
exprimovany a uvolnovany buiikkami imunitniho systému (Triggiani a kol., 2006) a jednak
nékteré sPLA> (napf. sPLA2ITIA) maji schopnost aktivovat imunitni systém mechanismy

nezavislymi na jejich enzymatické aktivité (napt. indukei produkce prozanétlivych cytokini)
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(Granata a kol., 2005; Triggiani a kol., 2000; Triggiani a kol., 2003; Triggiani a kol., 2006). Na
druhou stranu i zvySend hladina prozanétlivych cytokinii miize stimulovat expresi sPLA>
(Yagami a kol., 2006). Mezi prozanétlivé cytokiny indukujici expresi SPLAIIA patii zejména
TNFa a interleukin 1B (IL-1PB) (Couturier er al., 1999; De Windt a kol., 1997; Nakano a kol.,
1990; Oka a Arita, 1991; Schwemmer a kol., 2001), jez nasledné aktivuji transkripéni faktory
(napt. NFkB) (Couturier er al., 1999).

sPLA> rovnéz piispivaji k rozvoji aterosklerdzy. Bylo prokazano, ze zejména sPLAIIA,
sPLA>V a sPLA>X odpovidaji za zvySenou akumulaci lipida v aterosklerotickych platech
(Kimura-Matsumoto a kol., 2008; Rosenson a Gelb, 2009). sPLA; hydrolyzuji liproteiny, ¢imz
vznikaji malé proaterogenni lipoproteiny, ze kterych nésledné spole¢né s makrofagy vznikaji
peénove bunky, jez tvofi aterosklerotické platy (Yamamoto a kol., 2011). Bylo prokazano, ze
sPLA; hydrolyzuji oxidacné modifikované lipidy v lipoproteinech LDL a HDL, ¢imz rovnéz
prispivaji k ateroskler6ze (Sartipy a kol., 2002). sSPLA; se také podileji na rozvoji aterosklerdzy
produkci silnych chemoatraktanti — volnych FA a lyzofosfolipidl, které mohou aktivovat
makrofagy a buniky hladkého svalstva, a podpofit tak ukladani kolagenu v aterosklerotickych
platech (Yamamoto a kol., 2011). Také specifickou hydrolyzou AA z fosfolipida piispivaji
k produkci prozénétlivych prostaglandint a tromboxanti (Hanasaki a kol., 1999; Kim a kol.,
2002; Murakami a kol., 1998; Mufoz a kol., 2003; Saiga a kol., 2005). Navic sPLA,V
a sPLA>X preferencné hydrolyzuji fosfatidylcholiny, které jsou nejhojnéjSimi fosfolipidy
v lipoproteinovych ¢asticich (Rosenson a Gelb, 2009). Znamena to tedy, Ze svou ¢innosti
podporuji vznik proaterogennich lyzofosfolipida (Hsieh a kol., 2000).

sPLALIIA, V a X hraji dilezitou roli pti patogenezi I/R poskozeni v srdecni tkdni. ZvysSené
koncentrace prozanétlivych cytokini a ROS generovanych za I/R podminek stimuluji expresi
a naslednou sekreci sPLA> (Yagami a kol., 2006). Bylo prokazano, zZe zvySena koncentrace
sPLACIIA v plazmé pacienti miize byt indikatorem rozvoje I/R poSkozeni srde¢ni tkané
(Dutour a kol., 2009; Kugiyama a kol., 1999; Nijmeijer a kol., 2002). Rada studii zabyvajicich
se ulohou sPLALIIA pii akutnim I/R poskozeni prokazala, Ze inhibici tohoto enzymu doSlo
k mens$imu rozsahu poskozeni a také lepsi viabilit¢ kardiomyocytl (Krijnen a kol., 2006;
Nijmeijer a kol., 2003; Van Dijk a kol., 2009). Co se tyce ostatnich sPLA pfitomnych v srdci,
vlivem syntézy zanétlivych molekul za ischemickych podminek béhem akutni faze infarktu
myokardu dochdzi v kardiomyocytech k vyraznému narGstu exprese sPLA,V, ktera ale
v pozdéjsich fazich klesa. Zde muze hrat sPLA>V dvoji roli. Jednak svou funkci poméaha
k membranové remodelaci nekrotické oblasti zasaZzené infarktem a jednak atakuje reverzibilné

poskozené kardiomyocyty v ischemické oblasti okolo oblasti akutniho ohrozeni (Ishikawa
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a kol., 2005). Tyto zavery jsou v souladu s pozorovanim, kdy mysi s deleci genu pro sPLA>V
mély vyrazné nizs$i velikost infarktu myokardu doprovazeny poklesem koncentrace eikosanoidti
v srdci (Yano a kol., 2011). Taktéz mysi s deleci genu pro sPLA>X byly odolnéjsi vuci /R
poskozeni (Fujioka a kol., 2008).

1.4.3 NA KALCIU NEZAVISLE FOSFOLIPAZY A, (iPLA;)

Dle systému klasifikace enzymti rodiny PLA> se iPLA; tadi do tfidy VI. Sem patii Sest
zastupct: iPLA2VIA (iPLA2p), iPLA2VIB (iPLAY), iPLA2VIC (iPLA29), iPLA2VID (iPLAxg),
iPLA>VIE (iPLA>{), iPLA>VIF (iPLA2n) (Schaloske a Dennis, 2006). Ve srovnani se sPLA>
jde vétsinou o vysokomolekularni enzymy, pro néz je charakteristické, ze nevyzaduji Ca®" ionty
pro svou aktivaci. Rovnéz se od sPLA> 1i§i druhem aminokyseliny v aktivnim centru. iPLA>
maji v aktivnim centru Ser, ktery je soucasti katalytické domény (Dennis a kol., 2011), jeZ se
kviili homologii s patatinem také nazyva tzv. patatinu podobna lipazova doména. Diky tomu se
zastupci iPLA» fadi i do rodiny patatin-like proteini (Kienesberger a kol., 2009). Za normalnich
podminek iPLA> nevykazuji specifitu pro hydrolyzu konkrétni FA (Balsinde, 2002; Murakami
a Kudo, 2002).

1IPLA> se v myokardu vyskytuji ze vSech PLA? nejhojnéji (McHowat a Creer, 2004). Jde
predevsim o izoformy iPLA2f, ktera se nachazi v cytosolu (Cedars a kol., 2009) a rovnéz
v mitochondriich (Williams and Gottlieb, 2002), a iPLA>y, jez je lokalizovana v mitochondriich
nebo v peroxizoémech (Mancuso a kol., 2004).

1IPLA2B se vyskytuje v nckolika sestfihovych variantdich (Larsson a kol., 1998).
(85, resp. 88 kDa) a vzdjemné se 1isi celkovym poctem aminokyselin ve struktufe proteinu
(Dennis a kol., 2011) a po¢tem ankyrinovych opakovani zodpovédnych za protein-proteinové
interakce (oligomerizace enzymu nebo interakce s ostatnimi proteiny) (Ackermann a kol.,
1994; Tang a kol., 1997). iPLAB je jedinou PLA,, jejiz aktivita je modulovana ATP. Vazba
ATP tento enzym stabilizuje a chrani ho pied oxidaci Cys zbytkl, jichz je ve struktute iPLA>
nezvykle mnoho, ¢imz zabranuje ztraté aktivity enzymu (Dennis a kol., 2011; Lio a Dennis,
1998; Song a kol., 2006). Ackoliv iPLA> nevyZaduje pro svou aktivitu ani pro translokaci do
mista plisobeni Ca?" ionty, miiZze byt nepfimo regulovana jejich mnozstvim v butice. Dé&je se
tak prostiednictvim Ca®*-dependentniho kalmodulinu, ktery navazanim na iPLAB zpiisobi jeji
inhibici. ZvySenim intraceluldrni koncentrace Ca®" iontli dojde k uvolnéni vazby mezi

kalmodulinem a iPLA>p, a tedy reaktivaci tohoto enzymu (Jenkins a kol., 2001).
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iPLA>y ma molekulovou hmotnost 90 kDa a na rozdil od iPLA»f tento enzym neobsahuje
ve své struktufe zadnd ankyrinova opakovani (Dennis a kol., 2011). Nékteré studie poukazaly
na protektivni pasobeni iPLA»y prostiednictvim zachovani homeostazy fosfolipidovych
membran a funkce mitochondrii v srdci (Mancuso a kol., 2007a; Mancuso a kol., 20075). Jiné
naopak poukdzaly na jeji negativni vliv (Kinsey a kol., 20075; Moon a kol., 2016).

Katalytick4 aktivita iPLA> miize byt rovnéz regulovana Stépenim kaspdzami (Atsumi
a kol., 2000; Zhao a kol., 2006). Atsumi a kol. prokazali, ze odstépenim prvni z ankyrinovych
repetic ze struktury iPLA plsobenim kaspaz doslo k zesileni aktivity iPLA>. A 1 béhem
apoptézy je ucinnost hydrolyzy FA z membranovych fosfolipidi apoptotickych buné¢k
prostiednictvim iPLA> mnohem vétsi (Atsumi a kol., 2000). Aktivita iPLA> je rovnéz
modulovana prozanétlivymi cytokiny TNFa a IL-1f (Liu a McHowat, 1998). Také PKC muze
byt zahrnuta v regulaci aktivity iPLA> (Akiba a kol., 1999; Meyer a kol., 2005).

Hlavni vyznam iPLA; spociva v remodelaci membranovych fosfolipid v buiice, pfi niz
dochazi k vyméné¢ FA — tzv. deacylacné/reacylacni cyklus (Landiv cyklus), jenz zajistuje
obnovu fosfolipidové molekuly po poskozeni membrany (viz obrazek 4). Principem je
deacylace, resp. hydrolyza FA z pozice sn-2 v molekule fosfolipidu pisobenim iPLA, pficemz
vznikd 2-lyzofosfolipid, ktery mutze byt nésledné reacylovan novou FA prostiednictvim
acyltransferazy a za ucasti koenzymu A a spotifeby ATP (Balsinde a kol., 1995; Balsinde a kol.
1997; Lands, 1958; Land, 2000).

Aktivita iPLA> je rovnéZ regulovana ROS (Kinsey a kol., 2007a). iPLA> se uplatiiuji pfi
udrzovani membranové homestazy prostfednictvim remodelace membranovych fosfolipidi
poskozenych peroxidaci. iPLA> totiz vykazuji 4krat vyssi afinitu k peroxidovanym FA nez
k neposkozenym FA (Cummings a kol., 2000; Cummings a kol., 2002). Je zndmo, ze zatimco
v klidovych buiikach prevladaji reacylacni reakce, ve stimulovanych bunikach dominuji
deacyla¢ni reakce (Balsinde, 2002). Znamena to tedy, Ze za patologickych stavli (napf. oxidacni
stres, ischemie) miize jejich nadmérna aktivita poskozovat buniky. iPLA; totiz FA z fosfolipida
pouze deacyluji, protoze buitka nema dostate¢né zasoby ATP na zpétnou reacylaci fosfolipidu.
Tyto procesy mohou vést k iniciaci zanétlivych procesii a apoptoze (Balboa a Balsinde, 2002;
Balsinde a kol., 1995; Jenkins a kol., 2009; Pérez a kol., 2004; Pérez a kol., 2006). Navic za
ischemickych podminek rostouci aktivita iPLA> zvySuje koncentrace volnych FA (napt. AA),

¢imz piispivaji ke vzniku eikosanoidi (Jenkins a kol., 2009).
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Obrazek 4: Model remodelace nenasycenych acylovych fetézcii FA v membranovych
fosfolipidech pri oxida¢nim stresu a jejich oprava pomoci iPLA2, glutathionperoxidazy
a GSH a nasledna reacylace. Dva nenasycené acylové fetézce FA predstavuji jednu stranu lipidové
dvojvrstvy ve struktufe membrany. Oblasti oznacené ovalem na obrazku A-D reprezentuji polarni hlavy
fosfolipidii. ROS mohou atakovat fosfolipid, a peroxidovat tak acylové fetézce FA v membranovych fosfolipidech
(A), ¢imz narusi struktury fosfolipidové dvojvrstvy (B). Za tcelem zachovani homeostazy nasledné iPLA,
selektivné hydrolyzuje peroxidované acylové fetézce FA zpolohy sn-2 ve struktufe fosfolipidu. Poté
glutathionperoxidazy s vyuzitim GSH redukuji uvolnénou peroxidovanou FA (C). Poslednim krokem je reacylace
2-lyzofosfolipidu acylkoenzymem A ptislusné FA za katalyzy acyltransferazou (D). CoA — koenzym A; FA —
mastna kyselina; GSH — glutathion; GSH-PX — glutathionperoxidaza; iPLA; — na kalciu nezavisla fosfolipaza A,;
ROS — reaktivni formy kysliku (pfevzato a upraveno: Chakraborti, 2003).

1PLA> rovnéz hraji roli pfi patologickych stavech v srdci. V fadé studii bylo prokazano, Ze
je za ischemickych podminek tento enzym aktivovéan (Ford a kol., 1991; Hazen a kol., 1991;
Mancuso a kol., 2003; Poulsen a kol., 2007; Williams and Gottlieb, 2002). ZvySeni aktivity
a také exprese tohoto enzymu pretrvava i v pribéhu reperfize (Williams a Gottlieb, 2002). Na
druhou stranu Ford a kol. zjistili, ze aktivita iPLA> ziistdva zvySena jen béhem celé ischemické
epizody a k normalnim hodnotdm se vraci jiz v pribéhu reperfuze (Ford a kol., 1991). Co se
tyCe izoforem 1PLA;, za klidovych podminek se iPLA>f vyskytuje v srde¢ni tkani v cytosolu,
avSak béhem srde¢ni ischemie tento enzym translokuje z cytosolu na mikrosomalni frakci
membran (Cedars a kol., 2009). Studie na srde¢ni tkani prokazaly, Ze podanim inhibitoru iPLA>
bromenollaktonu (BEL) doslo ke zmenseni velikosti infarktu myokardu (Williams a Gottlieb,
2002) a rovnéz k niz§imu vyskytu komorovych arytmii (Mancuso a kol., 2003). Naopak bylo
prokazano, Ze iPLA>y je nezbytna pro udrzovani struktury membranovych fosfolipidi a rovnéz

funkce mitochondrii (Mancuso a kol., 2007a; Mancuso a kol., 20075)
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1.4.4 CYTOSOLICKE FOSFOLIPAZY A, (CPLA))

cPLA> jsou intracelularni pfevazné vysokomolekuldrni enzymy spadajici dle systému
klasifikace PLA, do tfidy IV. Patii sem Sest zastupcti: cPLA2IVA (cPLA2a), cPLA2IVB
(cPLA2B), cPLA2IVC (cPLA2y), cPLA2IVD (cPLA2d), cPLA2IVE (cPLAz¢) a cPLAIVF
(cPLA2{) (Schaloske a Dennis, 2006). NejzndméjSim a nejvice studovanym zastupcem je
cPLAza, které specificky odstépuje AA z molekul fosfolipidt (Clark et al, 1991; Grandits and
Oostenbrink, 2015). AA je sama o sob& signalni molekulou a zaroven je substratem pro
produkci bioaktivnich eikosanoidli piisobenim COX, LOX a epoxygendz (Kim a kol., 2008;
Linkous a Yazlovitskaya, 2010).

V zasadé je katalyticka aktivita cPLA>a nezavisld na Ca** iontech. Avsak k jeji translokaci
z cytosolu na fosfolipidové membrany (Clark a kol, 1991) jsou v bufice zapotiebi
mikromolarni koncentrace Ca*" iontdi (Channon and Leslie, 1990), které se vazi do C2 domény
ve struktufe enzymu (Nalefski a kol., 1994). Posléze dojde ke vzniku vazby mezi C2 doménou
enzymu cPLA>a a membranovymi fosfolipidy, ktera je jesté zesilena elektrostatickymi
a hydrofobnimi interakcemi mezi katalytickou doménou enzymu a fosfolipidy v membranach
(Burke a kol., 2008). Stejné¢ jako iPLA2, maji i cPLA> v aktivnim centru katalyticky Ser.
V piipadé cPLAza jde o katalytickou dvojici Ser®*8-Asp>* (Dessen a kol., 1999). Katalyticky
Ser ve struktuie enzymu je chranén ,,vickem®“. Po vazbé enzymu na substrat dochazi ke
konformac¢ni zmén¢ aminokyselin v oblasti “vicka”, coz umozni vazbu fosfolipidu do aktivniho
mista cPLAza (Burke a kol., 2008; Burke a Dennis, 20095; Ghosh a kol., 2006). Navic pro
plnou aktivaci tohoto enzymu jsou ve struktufe cPLAsa. tfi Ser zbytky (Ser’®, Ser’!® a Ser’?),
jejichz fosforylace je zprosttedkovana ¢leny rodiny MAPK (napf. ERK1/2, p38) na Ser’® (Lin
a kol., 1993; Nemenoff a kol., 1993), Ca*'/kalmodulin-dependentnimi proteinkindzami II
(CaMKII) na Ser’!> (Muthalif a kol., 1996), MAPK-interagujicimi kinazami (MnK) (Hefner
akol., 2000) a PKC na Ser’?’ (Nemenoff a kol., 1993; Anfuso a kol., 2007) (viz obrazek 5).
Navic bylo prokazano, Ze aktivita cPLAya je jesté zesilena dudlni fosforylaci jednak
prostfednictvim MAPK a jednak PKC (Nemenoff a kol., 1993).

Katalyticka aktivita cPLAza je také regulovana vazbou lipidovych posli. Jde napf. o cera-
mid-1-fosfat, ktery mize cPLAza aktivovat pfimo a rovnéZ prostfednictvim PKCa a PKCS
(Nakamura a kol., 2006). Dalsim lipidem, ktery zvySuje aktivitu cPLA»a, je fosfatidylinositol-
4,5-bisfosfat (Balsinde a kol., 2000; Mosior a kol., 1998).
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Obrazek 5: Struktura a aktivaéni mista enzymu cPLA2a. Vazba dvou Ca?" iont do CaLB motivu

......

enzymu dochazi k fosforylaci klicovych Ser zbytkli ve struktuie cPLA»a. Jde o fosforylace zprostfedkované
MAPK (ERK1/2, p38) na Ser’®, CaMKII na Ser®'>, Mnk a PKC na Ser’?’. Pro enzymatickou aktivitu je rozhodujici
Ser??® nachazejici se v aktivnim centru enzymu v katalytické doméng. CaLB — oblast enzymu odpovénd za vazbu
Ca®" iontdh v C2 doméné&; CaMKII — Ca*/kalmodulin-dependentni proteinkindza II; cPLAa — cytosolicka
fosfolipaza Asa; ERK1/2 — MAPK, extracelularni signalem regulované kinazy 1 a 2; MAPK — mitogenem
aktivované proteinkinazy; MnK — MAPK-interagujici kinaza; P — fosfat; p38 — MAPK, protein o molekulové
hmotnosti 38 kDa; PKC — proteinkinaza C; Ser — serin (pievzato a upraveno: Linkous a Yazlovitskaya, 2010).

cPLA»a rovnéz ovliviiuje produkci ROS. Jak jiz bylo tfefeno, cPLAza preferencné
hydrolyzuje AA z membranovych fosfolipidi (Clark et al, 1991; Grandits and Oostenbrink,
2015). ROS mohou vznikat jako vedlejsi produkty pfi pfeméné AA na eikosanoidy (Kim a kol.,
2008). Kromé toho cPLA»a také moduluje aktivitu NOX, kterd produkuje O>™® a ktera patii
mezi hlavni zdroje ROS v srdci (Burgoyne a kol., 2012; Khan a kol., 2015). Navic sama AA
produkovana plisobenim cPLAzao miiZze pfimo indukovat aktivitu NOX (Shiose a Sumimoto,
2000). Na druhou stranu i hladina ROS moduluje aktivitu cPLAza (Van Rossum a kol., 2004;
Winstead a kol., 2005). cPLA2a mlze byt rovnéz zapojena v iniciaci apoptotického procesu
prostiednictvim uvoliiovani AA a jejich prozanétlivych metabolitt (Cao a kol., 2000).

Co se tyce pisobeni cPLAza za I/R podminek, fada studii poukédzala na jeji Skodlivé
ucinky, jiné naznacily jeji protektivni ulohu. Studie na mozkové tkéni prokéazaly, Ze sniZenim
hladiny cPLAza doslo k mensimu rozsahu I/R poskozeni (Bonventre a kol., 1997; Kishimoto
a kol., 2010; Tabuchi a kol., 2003; Zhang a kol., 2012). K podobnym zavérim dosel 1 Saito a
kol. pti experimentech na srdecni tkani mysi s deleci genu pro cPLAza (Saito a kol., 2012). Na

druhou stranu Kerkeld a kol. prokazali na tomto mySim modelu protektivni tlohu cPLAza. Mysi
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s deleci genu pro cPLAza totiz vykazovaly vyrazn€ vétsi rozsah I/R poskozeni v porovnani
s mySmi s funkénim genem pro cPLAza. Zaroven navrhli, Ze protektivni loha cPLAza spociva
v indukci produkce kardioprotektivnich prostaglandinti (PGE:) (Kerkela a kol., 2011).

Ke studiu funkce a biologickych uc¢inkli cPLA>a jsou ¢asto vyuzivany inhibitory. Jednim
z nich je i sloucenina na bazi pyrolidinu — pyrofenon. Vyhoda tohoto inhibitoru spociva ve
specifickém ucinku vici cPLAza a soucasné pyrofenon G¢inn¢ inhibuje cPLAxa jiz pii velmi
nizkych koncentracich (Ono a kol., 2002). Diky svym vlastnostem je velmi ¢asto pouzivan jako
ucinny inhibitor uvoliiovani AA v sav¢ich bunkéch véetné kardiomyocyti (Ghomashchi a kol.,
2001; Winstead a kol., 2005). Na druhou stranu moznosti terapeutického vyuziti pyrofenonu

znaéné limituji jeho chemické vlastnosti (McKew a kol., 2008).

1.4.5 CYKLOOXYGENAZY

Eikosanoidy jsou signalni molekuly syntetizované z 20ti-uhlikatych PUFA. Majoritnim
prekurzorem pro syntézu eikosanoidl je AA, z niz vznikaji COX-, LOX- a rovnéz epoxyge-
nazovou biosyntetickou cestou prostanoidy (prostaglandiny a tromboxany), leukotrieny a lipo-
xiny a také epoxykyseliny (Smith a kol.,, 2000). COX jsou rychlost limitujici enzymy
biosyntézy prostanoidii katalyzujici pteménu AA na prostaglandiny. Hlavnimi zéstupci jsou
konstitutivni enzym COX-1, ktery se vyskytuje v fade bungk, a inducibilni enzym COX-2, jenz
je aktivovan prozanétlivymi stimuly (Félétou a kol., 2011; Smith a kol., 2000).

Z tady studii vyplyva negativni vliv COX-2 na kardiovaskularni systém (Oshima a kol.,
2006; Saito a kol., 2004; Yang a kol., 2000). Na druhou stranu existuji studie, které prokazaly,
ze zvySena aktivita COX-2 v srdci je nezbytnd pro indukci protekce proti infarktu myokardu
a srdenimu stunningu v pozdni fazi preconditioningu (Bolli a kol., 2002; Bolli, 2007;
Shinmura a kol., 2000). ZvySené mnozstvi COX-2 bylo také detekovéano na kardioprotektivnich
modelech chronické hypoxie (CNH a IHH) (Chytilova a kol., 2015; Micova a kol., 2016 —
pfiloha A).
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1.4.6 POTENCIALNI SIGNALNI DRAHA KARDIOPROTEKCE ZAHRNUJiCi CPLA»a

Béhem adaptace na chronickou hypoxii dochazi ke zvySenému oxidacnimu stresu, ktery
muze mit Skodlivé u€inky pii oxidaci bunéénych membrén a soucasné ROS generované béhem
hypoxické adaptace hraji klicovou roli v aktivaci endogennich protektivnich drah myokardu
(Kolat a kol., 2007). PLA> jako enzymy zodpovédné za remodelaci bunéénych membran se
vyznamné podili na udrzeni homeostaze srde¢nich bun¢k. Tyto enzymy by tedy mohly hrat roli
v signalni draze indukujici kardioprotektivni ucinek chronické hypoxie. Ze vSech PLA»
pritomnych v srdci se cPLA>a zda byt nejvhodné€j$im kandidatem pro potencionalni zapojeni
do signalnich drah indukovanych adaptaci na chronickou hypoxii s ohledem na jeji funkce pfi
iniciaci produkce eikosanoidii. Zaroven postupné dochazi k odhalovani signalnich molekul
ovlivitujicich cPLAxa, které by mohly pfispét k objasnéni signalni drahy kardioprotekce.

Vyjma ROS se v signalni draze kardioprotektivniho u¢inku chronické hypoxie uplatiiuji
PKC (Hlavéackova a kol., 2010; Kolaf a kol., 2007; Neckaf a kol., 2005; Wang a kol., 2011)
a také PI3K/Akt (Ravingerova a kol., 2007). Dulezitymi receptory pro Sifeni signalu v srdci
jsou B-adrenergni receptory (B-AR). V srdci existuji dva podtypy B-AR — Bi-AR a B2-AR
(Novotny a kol., 1999). Na rozdil od Bi-AR jsou B2-AR sprazeny jak s Gs-, tak s Gj-
heterotrimernimi proteiny (Kilts a kol., 2000). Bylo prokazéano, ze signéalni drdha vedouci pies
B2-AR anasledné ptes Gipo proteiny indukuje PI3K/Akt bunéénou drahu, ktera zabranuje rozvoji
apoptotického procesu v kardiomyocytech (Chesley a kol., 2000). Chesley a kol. pozorovali, ze
stimulaci f2-AR byl potlacen rozvoj apoptozy indukovany hypoxii nebo ROS. Stimulaci téchto
receptortl doslo ke zvySeni aktivity MAPK/ERK a PI3K a soucasné fosforylace Akt. Inhibice
B2-AR potlacila kardioprotekci a také zvyseni aktivit MAPK/ERK, PI3K a Akt vyvolané
stimulaci f2-AR. Selektivni inhibitor PI3K rovnéz potlacil protekci zprosttedkovanou B2-AR
(Chesley a kol., 2000). Co se tyc¢e modelu chronické hypoxie pouZivaného v nasi laboratofi,
Strniskova a kol. pozorovali v myokardu potkana po adaptaci na IHH zvySenou hladinu
fosforylovaného enzymu Akt (Strniskova a kol., 2006). RovnéZ bylo prokazano, Ze aktivace
cPLA»a za stresovych podminek vedla k potlaceni signédlni drdhy vedouci pifes Pi-AR
a soucasn¢ odpfazeni signalni drahy vedouci ptes f2-AR/Gs proteiny/adenylatcyklazu. Naopak
doSlo k dominanci signalni drahy vedouci pies PB2-AR/Gio proteiny, coz mélo za nasledek
indukci signalni drahy PLC/cPLA>a/COX-2 (Pavoine a kol., 2003; Kozlovski a kol., 2015). Je
znamo, ze PI3K/Akt a PKCa mohou aktivovat ERK1/2 a p38 a Ze tyto signdlni molekuly dale
moduluji aktivitu cPLA>a (Hammarberg a kol., 2004; Kramer a kol., 1996; Lin a kol., 1993).

Kromeé toho aktivita cPLAza je indukovana fosforylaci prostiednictvim PKCa (Anfuso a kol.,
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2007). Navic bylo zjisténo, Ze signalni drdha prostfednictvim cyklického AMP (cAMP)/protein
kinazy A (PKA) zabranuje aktivaci MAPK v mnoha typech bun¢k (Graves a Lawrence, 1996).
Oslabeni signalni drahy vedouci pies cAMP/PKA by mohlo usnadnovat aktivaci ERK1/2 a p38,
které nasledn¢ mohou stimulovat funkci cPLA>a, ¢imz dojde k hydrolyze AA a produkci
eikosanoidtl (napt. PGE2). Schématické znazornéni ilustrujici predpokladané interakce mezi 32-

AR signdlni dradhou a mezi signdlni drahou cPLA20/COX/PGE: je zobrazeno na obrazku 6.

B -AR Obrazek 6: ZjednodusSené schéma ilustrujici
- predpokladané interakce mezi f2-AR

/ \ a signalni drahou zahrnujici cPLA20/COX/
Gs G

PGE: za podminek chronické hypoxie.

. Signalizace prostiednictvim p-AR je spojena jak

ilo s aktivaci G, proteind, tak s aktivaci Gip proteind. Za

l \ uréitych podminek dojde k prepnuti signalni drahy

/ vedouci prostfednictvim Gs-proteinti na signalni drahu

PLC vedouci prostfednictvim Gijp-proteind. Nasleduje aktivace

AC/cAMP/ PI3K/Akt PI3K a/mebo PLC a rozstépeni fosfatidylinositol-4,5-

PKA t bisfosfatu na diacylglycerol a inositol-1,4,5-trifosfat, jez

nasledné stimuluji aktivitu PKCa. Jak PI3K, tak PKCa

PKCa mohou fosforylovat ERK1/2 a p38, a tim je aktivovat.

Naopak aktivace signalnich drah prostfednictvim

/ cAMP/PK A muze potlacit aktivaci téchto MAPK. ERK1/2

a p38, stejn¢ jako PKCa stimuluji aktivitu cPLA»a, ¢imZ

ERK1/2 dochazi k hydrolyze AA. Volna AA je substratem pro

p38 COX, pricemz poté dochazi k produkci PGE».

1 AA —kyselina arachidonova, AC — adenylatcyklaza, Akt —

proteinkindza B; P. — adrenergni receptor (,; cAMP —

cyklické AMP; cPLAsa — cytosolicka fosfolipaza Asa;

CPLAZG / COX - cyklooxygenaza; ERK1/2 — MAPK, extracelularni

AA release signalem regulované kinazy 1 a 2; MAPK — mitogenem

aktivované proteinkinazy; p38 — MAPK, protein o mole-

1 kulové hmotnosti 38 kDa; PGE; — prostaglandin E»; PI3K

— fosfatidylinositol-3-kinaza; PKA — proteinkindza A;

COX |—» PG E2 PKCa — proteinkinaza Ca; PLC — fosfolipaza C (Micova
akol., 2016 — priloha A).

Doposud nebyla studovdna signdlni drdha regulujici cPLAzo-dependentni syntézu
prostaglandint v chronicky hypoxickém myokardu. Rovnéz neni jasné, zda je aktivace této
signdlni drahy za podminek chronické hypoxie zavisla na ROS. Objasnéni tlohy cPLAza
arovnéz iPLA> a sPLAIIA pfitomnych v srdei a vliv podminek rtznych typi chronické
hypoxie na jejich zastoupeni a funkci by mohly pfispét k objasnéni signalni dréhy indukujici

endogenni protektivni mechanismy.
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2 HYPOTEZY A CILE DIZERTACNI PRACE

Funkce srdce je zavisld na zachovani integrity membran pro udrzovani bunécné
homeostdzy. Z tohoto pohledu jsou dilezitymi enzymy PLA>, které se uplatiuji pii remodelaci
a obnové poskozenych bunécnych membran. Svou Cinnosti také generuji lipidové signalni
molekuly (volné FA a 2-lyzofosfolipidy) (Chakraborti, 2003). Adaptace na chronickou hypoxii
je spojena s oxidaénim stresem, jehoz vlivem muze dochdzet k peroxidaci bunéénych
membran, a zaroven ROS produkované béhem hypoxie hraji vyznamnou roli pii aktivaci
endogennich kardioprotektivnich signalnich drah (Kolai a kol., 2007). PLA> mohou plisobit jak
protektivné¢ prostfednictvim remodelace membranovych fosfolipidi, kdy piednostné
hydrolyzuji oxida¢né¢ modifikované FA (Cummings a kol., 2000; Cummings a kol., 2002),
stejné tak mohou mit negativni ti¢inek, kdy za podminek ischemie fosfolipidy pouze deacyluji,
protoze buika nema dostatek energie na obnovu struktury membrany pomoci reacylace (Balboa
a Balsinde, 2002; Balsinde a kol., 1995; Pérez a kol., 2004; Pérez a kol., 2006). Doposud nebyla
studovana ptipadna uloha a moznosti zapojeni PLA> v mechanismu kardioprotektivniho uc¢inku
chronické hypoxie. Je zndmo, Ze jsou v signalni draze endogenni kardioprotekce zapojeny
signdlni molekuly (napt. MAPK), které maji pfimy vliv na zvySeni aktivity PLA> (Anfuso
a kol., 2007; Nemenoff a kol., 1993; Lin a kol., 1993). Rovnéz tloha ROS v regulaci aktivace
PLA> nebyla dosud studovéana v chronicky hypoxickém myokardu. Je vS8ak znamo, Ze PLA>
obsahuji ve své struktufe nezvykle vysoky pocet Cys zbytkd, které jsou Castym cilem ROS

(Dennis a kol., 2011).

Na zakladé vySe uvedenych skutecnosti 1ze predpokladat, Ze:

= adaptace na chronickou hypoxii ovlivni expresi jednotlivych isoforem PLA:
pfitomnych v srdci, kterd se mize liit v zavislosti na pouzitém modelu chronické
hypoxie

= pusobeni PLA> za hypoxickych podminek zavisi na aktivaci a také na translokaci
enzymu z cytosolu na membrany

= ROS budou zapojeny v regulaci aktivace PLA, béhem adaptace na chronickou
hypoxii

= vliv chronické hypoxie na signalni molekuly modulujici aktivitu cPLA2a naznacuje,
ze by tento enzym mohl hrat roli v kardioprotekci indukované adaptaci na chronickou

hypoxii.
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Proto byly stanoveny nasledujici cile dizertacni prace:

Cil 1: Vliv IHH na zastoupeni PLA:? a aktivujicich enzymii a cili cPLA20 v myokardu LV

potkana

na Urovni proteinu stanovit zastoupeni celkové a fosforylované cPLAza a dale
iPLA> a sPLALIIA

sledovat zastoupeni celkové cPLAza, iPLA> a sSPLA>ITA na irovni mRNA
detekovat imunofluorescencni kolokalizaci cPLAza s intracelularnimi
membranami v kardiomyocytech

analyzovat zmény signélnich proteini podilejicich se na aktivaci cPLAza
(PKCoa, ERK1/2, p38 a jejich fosforylovanych forem)

stanovit mnozstvi signalnich molekul, na jejichZ produkeci méa vliv cPLAza
(COX-1, COX-2, PGE)

zjistit vliv specifického inhibitoru cPLA»a pyrofenonu na viabilitu izolovanych

kardiomyocytl

Cil 2: Vliv IHH na zastoupeni PLA: a slozeni FA v myokardu LV potkana: vliv

antioxidantu tempolu

na urovni proteinu zanalyzovat vliv tempolu na mnozstvi cPLAa, iPLA>,
sPLALITA

stanovit vliv tempolu na zastoupeni FA v srde¢nich fosfolipidech

Cil 3: Vliv CNH a INH na mnozstvi PLA2 a SOD v myokardu LV potkana

sledovat zastoupeni celkové cPLAza, iPLA2 a SPLAIIA na Grovni proteinu
na Urovni proteinu analyzovat zmény signalnich proteini podilejicich se na
aktivaci cPLAza (ERK1/2, p38 a jejich fosforylovanych forem)

stanovit mnozstvi signalnich molekul, jejichZ produkce je ovlivnéna cPLAza
(COX-1, COX-2)

zanalyzovat mnozstvi MnSOD a Cu/ZnSOD na Grovni proteinu

stanovit zmény v koncentraci markeru oxida¢niho stresu MDA
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3 MATERIAL A METODIKA

Neni-li uvedeno jinak, byla spolecnost Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

dodavatelem vSech pouzitych chemikalii.

3.1 LABORATORNI ZVIRATA A EXPERIMENTALNI MODELY CHRONICKE
HYPOXIE

K experimentim byli pouziti dospéli samci laboratorniho potkana kmene Wistar (Velaz
a Charles River). Potkani méli neomezeny pfistup k pitné vodé, krmeni byli standardni
laboratorni stravou a chovani byli v rezimu 12 hodin svétlo/12 hodin tma. VSechny experimenty
probihaly v souladu s ,, Guide for the Care and Use of Laboratory Animals “ publikovanym US
National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996) a rovnéz ve shodé¢
s Vyhlaskou ¢. 311/1997 Sb., o chovu a vyuziti pokusnych zvitat. Experimentalni protokoly
byly schvaleny Etickou komisi Fyziologického ustavu AV CR.

K pokusiim byly vyuzity tfi modely chronické hypoxie — intermitentni hypobaricka
hypoxie (IHH) a kontinudlni normobarickd (CNH) a intermitentni normobaricka (INH)
hypoxie. Béhem adaptace na vSechny modely chronické hypoxie byla zajisténa nepfetrzita
cirkulace vzduchu a teplota byla regulovana vné&jsi ventilaci v rozmezi 21-23 °C.

Laboratorni zvitata byla usmrcena cervikalni dislokaci vzdy 24 hod po posledni hypoxické
expozici. V pfipad¢ stanoveni bunéfné viability po simulované I/R na izolovanych
kardiomyocytech bylo pokusné zvife navic 24 hodin po posledni hypoxické adaptaci

heparizovano a posléze usmrceno cervikalni dislokaci.

Intermitentni hypobaricka hypoxie (IHH)

Potkani byli adaptovani na podminky IHH simulujici vysokohorské prostfedi ve vySce
7000 m n. m. (Ps = 40,9 kPa, PO, = 8,5 kPa) nebo chovéani v normoxickych podminkach
(kontrola) odpovidajici vysce 200 m n. m (Ps = 99 kPa, PO, = 20,7 kPa). Adaptace na IHH
probihala v hypobarické komote 8 hodin denné, 5 dni v tydnu po dobu 5 tydnl v celkovém
poctu 25 expozic. Barometricky tlak byl sniZovan postupné, pficemz finalni nadmotské vysky
7000 m n. m. bylo dosazeno po 13 expozicich (Kolat a kol., 2007).

Pti studiu plsobeni antioxidantu tempolu béhem adaptace na IHH byli potkani rozdé¢leni
do ¢tyf experimentalnich skupin, z nichz dvé byly adaptovany na podminky IHH a dvé byly

chovany v normoxickych podminkach (viz vyse). Jedné skupiné normoxickych potkanti a jedné
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skupiné potkanti adaptovanych na IHH byl denn¢ podavan tempol rozpustény v pitné vodé
(1 mM). Druhé skupin€ normoxickych potkanti a potkani adaptovanych na IHH byla denné

podavana pitna voda bez tempolu.

Kontinualni normobaricka (CNH) a intermitentni normobaricka (INH) hypoxie

V ptipadé¢ CNH byli potkani vystaveni nepietrzitému ptisobeni hypoxie za normobarickych
podminek po dobu 3 tydni. Obsah kysliku v normobarické komoie byl snizen pomoci
generatort hypoxie (Everese Summit Hypoxico Inc., NY, USA) na hodnotu 10 %, coz ptiblizné
odpovidalo nadmotské vysce 5500 m n. m., zatimco hodnota barometrického tlaku ziistala
nezménéna. Skupina potkanti adaptovanych na model INH byla vystavena po dobu 23 hod
normobarické hypoxii, a navic denn¢ lhodinové epizodé reoxygenace. Kontrolni potkani byli

po dobu 3 tydnl chovani v normoxickych podminkach (21 % Oz, 200 m n. m.).

3.2 STANOVENI RELATIVNIHO MNOZSTVI PROTEINU METODOU
WESTERN BLOT

Po usmrceni pokusného zvitete byla srdce rychle vyjmuta a promyta ve vychlazeném
fyziologickém roztoku (t = 0 °C). Nésledovalo odstranéni sini a velkych cév a rozd¢leni srdce
na pravou (RV) a levou (LV) komoru a septum (S). Jednotlivé ¢asti srdei byly zvazeny.

Myokard LV uréeny pro frakcionaci a stanoveni mnozstvi PLA> metodou Western blot byl
nasledn¢ ihned zpracovan. Myokardy LV uréené k homogenizaci metodou Western blot byly

thned po zvaZeni zamrazeny v kapalném dusiku, kde byly uchovany do dalsiho zpracovani.

3.2.1 HOMOGENIZACE A FRAKCIONACE SRDECNI TKANE

Ke vSem provedenym homogenizacim a frakcionaci byl pouZit homogenizaéni pufr
obsahujici 12,5 mM Tris (pH 7,4), 250 mM sacharozu, 2,5 mM EGTA, 1 mM EDTA,
100 mM NaF, 0,3 mM fenylmetylsulfonylfluorid, 6mM B-merkaptoetanol, 10 mM glycerol-3-
fostat, 0,2 mM leupeptin, 0,02 mM aprotinin a 0,1 mM ortovanadat sodny. Mnozstvi pouZzitého
homogeniza¢niho pufru bylo v poméru 8 ml homogenizacniho pufru na 1 g srde¢ni tkané.
Veskeré ukony pii homogenizacich a frakcionaci probihaly pii teploté 4 °C.

V piipadé frakcionace pro stanoveni mnozstvi PLA; byly LV v prostfedi homogeniza¢niho
pufru peclivé rozsttihany chirurgickymi nlzkami na velmi drobné kousky a nasledné
homogenizovany (Ultra-Turax T8.01, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Némecko)
a centrifugovany (200 x g, 10 min). Vysledny pelet, obsahujici nerozbité¢ bunky a debris, byl
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vyhozen. Cast vysledného supernatantu byla odebrana a piedstavovala vzorek homogenatu.
Zbytek supernatantu byl centrifugovan (105 000 x g, 90 min; Beckman L7, Beckman Coulter,
Inc., Brea, CA, USA). Vysledny supernatant ptedstavoval cytosolickou frakci a pelet
resuspendovany v homogenizacnim pufru reprezentoval membranovou frakci.

V piipadé experimentti stanoveni vlivu IHH na signélni proteiny aktivujici cPLA2a (PKCa,
p-PKCoa, ERK1/2, p-ERK1/2, p38 a p-p38), stanoveni vlivu IHH na cilové molekuly cPLAza
(COX-1, COX-2 a PGE») a také stanoveni vlivu IHH a efektu antioxidantu tempolu byly LV
v tfeci misce rozdrceny na prasek v atmosféie kapalného dusiku, ktery byl nésledné rozpustén
v homogenizacnim pufru. Tyto suspenze byly poté homogenizovany pomoci kulickového
homogenizatoru (frekvence 30 Hz, 10 min; Retsch MM200, Haan, Némecko).

Stanoveni vlivu CNH a INH na zastoupeni PLA> a SOD bylo provedeno na homogenétech
extrahovanych Tritonem X-100. LV byly nejprve rozdrceny na praSek v atmosféte kapalného
dusiku, resuspendovany v homogeniza¢nim pufru a nasledné za souc¢asného chlazeni v ledové
tFiSti zhomogenizovany pomoci Potter-Elvehjemova homogenizétoru (15 taht). K jednotlivym
suspenzim homogenatl byl pridan Triton X-100 tak, aby vysledna koncentrace Tritonu X-100
v suspenzi byla 1%. Suspenze homogenatli byly poté ponechdny na ledu po dobu 1 hod
a nésledné centrifugovany (105 000 x g, 1 hod; Beckman L7). Vzniklé supernatanty z jednot-
livych vzorkt reprezentovaly extrakty homogenatu.

Alikvoty vzorkt byly nasledné ulozeny pii teploté -80 °C. Koncentrace celkovych proteint
v jednotlivych experimentalnich skupiniach byla analyzovana metodou dle Bradfordové
(Bradford, 1976). Nebyly nalezeny Zzadné signifikantni rozdily mezi koncentracemi

v jednotlivych analyzovanych experimentalnich skupinach.

3.2.2 1ZOLACE NUKLEARNI FRAKCE ZE SRDECNI TKANE

Nuklearni frakce byla vyizolovana z myokardu LV podle protokolu dle Dignam a kol.
(Dignam a kol., 1993). Tkan (pfiblizn€¢ 50 mg) byla homogenizovana ve vychlazeném
homogeniza¢nim pufru (10 mM HEPES, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0,5 mM DTT, 0,005%
nonidet P-40 (v/v), smés inhibicnich protedz, pH 7,9) a nasledné centrifugovana (3 000 x g,
10 min). Pelet, pfedstavujici nuklearni frakci, byl posléze rozpustén ve smési pufru (5 mM
HEPES, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 26% glycerol (v/v), pH 7,9) a 4,6 M
NaCl (Jirkovsky a kol., 2012).
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3.2.3 SDS ELEKTROFOREZA A WESTERN BLOT ANALYZA

Déleni analyzovanych proteinti v jednotlivych vzorcich probihalo na bisakrylamidovych
gelech v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS) v elektroforetické soustavé Mini-Protean II1
aparatus (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) pii parametrech 20-30 mA/gel a Case 1,5-2,5 hod
v zavislosti na sledovaném proteinu. Mnozstvi analyzovaného proteinu nanesené¢ho na gel
zaviselo na bunécéné frakci za Gcelem dosazeni co nejvyssi miry linearity mezi intezitou
vizualizovaného bendu sledovaného proteinu a vyslednym denzitomentrickym objemem. Typ
pouzitého gelu a nanasky analyzovanych proteinii jsou uvedeny v tabulce 1.

Po skonceni elektroforézy nasledoval elektroptfenos proteini z gelti na nitrocelulézové
membrany  (Amersham  Biosciences, Freiburg, Némecko) a barveni pomoci
Ponceau S poslouzilo ke kontrole kvalitativniho pfenosu. Poté byly membrany blokovany
v roztoku 5% nizkotu¢ného mléka v TTBS (solny roztok pufrovany Tris s Tween: 0,1 M Tris,
2,5 M NaCl, 0,5% (v/v) Tween 20, pH 7,5) po dobu 1 hod pii pokojové teploté. Nasledovala
inkubace membran s odpovidajicimi primarnimi a sekunddrnimi protildtkami. Podrobny
ptehled pouzitych primarnich a sekunddrnich protilatek a podminky jejich pouziti (fedéni,
inkubace) jsou uvedeny v tabulce 1. Po dukladném promyti membran roztokem TTBS byly
bendy na gelu vizualizovany na autoradiograficky film (Agfa HealthCare NV, Mortsel, Belgie)
pomoci metody zesilené chemiluminiscence. Kvantifikace relativniho mnozstvi stanovovanych
proteini byla vyhodnocena programem ImageQuant software (Molecular Dynamics,
Sunnyvale, CA, USA). K ovéfeni spravné identifikace analyzovanych proteinti byly pouzity
standardy molekulovych hmotnosti a pozitivni kontroly (viz tabulka 1). Vzorky z kazdé
experimentalni skupiny byly analyzovany na stejném gelu a nasledné kvantifikovany na stejné
membrang. Analyza kaZzdého vzorku byla provedena v duplikatu v minimalné péti nezavislych
stanovenich. Vysledky byly vztaZzeny na celkové mnozstvi proteinu a na housekeeping protein.
Proteiny hypoxantinguaninfosforibosyltransferaza 1 (HPRT1) v pfipadé modelu IHH
a glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendza (GAPDH) v pfipad€ modelu CNH a INH byly vyuZity
jako housekeeping proteiny. K piepocitani vysledkl pti pouziti odpovidajicich housekeeping
proteini byl nanesen na dany gel smésny vzorek, na néjz byly vztazeny vysledné hodnoty
jednotlivych denzitometrickych objemil analyzovanych proteini za ucelem nezavislého

porovnani.
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Podminky SDS Primarni protilitka Sekundarni protilitka
elektroforézy
. Velikost
Protein
(kDa] Nanasgka Katalogové Inkubace Pozitivni Katalogové Inkubace
Gel [ s] Vyrobce ViO]gO Druh protilitky | Red&ni Kontrola Typ Vyrobce ‘iolio Redéni
HE asio Cas Podm. © s Cas Podm.
H | 40
cPLAa 95 10% | C | 30 ] Cell Signaling 2832 Polyklonalni 1:2000 | pies noc 4°C X Anti-krali¢i Sigma A9169 1:6000 1 hod RT
M| 20
H | 70
p-cPLAa o . . (1 . . o o apix . .
(Ser™™s) 95 10% | C | 70 ] Cell Signaling 2831 Polyklonalni 1:2000 | pfes noc 4°C X Anti-krali¢i Sigma A9169 1:6000 1 hod RT
M| 60
H 15
iPLA, 85-90 10% | C | 15 Cayman 160507 Polyklonalni 1:2000 1,5 hod RT X Anti-krali¢i Sigma A9169 1:6000 1 hod RT
M 10
H | 40 SPLATIA
sPLALITA 14 15% | C | 30 Cayman 160502 Polyklonalni 1:2000 1,5 hod RT V]V{e;ztg}r]n Anti-krali¢i Sigma A9169 1:6000 1 hod RT
M| 20 Control
ERK1/2 42,44 | 12% | H | 20 | Cell Signaling 4695 Monoklondlni | 1:2000 | presnoc | 4°C i’;g‘fi‘y Anti-kralici Sigma A9169 1:6000 1 hod RT
p-ERK1/2 o Lo - . . . mozek, i . )
(Thr®/Tyr2% 42,44 12% | H | 20 | Cell Signaling 4377 Monoklondlni 1:2000 | pres noc 4°C ledviny Anti-krali¢i Sigma A9169 1:6000 1 hod RT
p38 38 12% | H | 20 | Cell Signaling 9212 Polyklonalni 1:2000 pfes noc 4°C :zg‘zne;; Anti-krali¢i Sigma A9169 1:6000 1 hod RT
p-p38 38 12% | H | 20 | Cell Signaling 9215 Monoklonalni 1:2000 pres noc 4°C moz;k, Anti-krali¢i Sigma A9169 1:6000 1 hod RT
(Thr'*"/Tyr'*??) ledviny
PKCoa 80 8% H 10 Sigma P4334 Polyklonalni 1:5000 1,5 hod RT mozek Anti-krali¢i Sigma A9169 1:6000 1 hod RT
pzsp;lr(ﬁg)a 80 8 | H| I5 Santa Cruz sc-12356 Polyklonalni 1:5000 1,5 hod RT mozek Anti-kozi Sigma A5420 1:80000 1 hod RT
COX-1 72 10% | H | 50 Santa Cruz sc-1752 Polyklonalni 1:500 pfes noc 4°C X Anti-kozi Sigma A5420 1:80000 1 hod RT
COX-2 72 10% | H | 50 Santa Cruz sc-1747 Polyklonalni 1:500 pfes noc 4°C X Anti-kozi Sigma A5420 1:80000 1 hod RT
MnSOD 25 15% | H 1 Cayman 10011390 Polyklonalni 1:2000 1,5 hod RT X Anti-krali¢i Sigma A9169 1:6000 1 hod RT
Cu/ZnSOD 16 15% | H| 4 Cayman 10011387 Polyklonalni 1:2000 1,5 hod RT X Anti-kréali¢i Sigma A9169 1:6000 1 hod RT
HPRT1 26 15% | H 5 Abcam ab10479 Polyklonalni 1:1333 | pfes noc RT X Anti-krali¢i Sigma A9169 1:6000 1 hod RT
GAPDH 37 12% | H| 5 Santa Cruz s¢c-25778 Polyklonalni 1:5000 1,5 hod RT X Anti-krali¢i Sigma A9169 1:6000 1 hod RT

Tabulka 1: Stru¢né shrnuti podminek SDS elektroforézy a seznam pouzitych primarnich a sekundarnich protilatek pro Western blot

analyzu. C - cytosol; COX-1 —cyklooxygenaza 1; COX-2 — cyklooxygenaza 2; cPLA,a — cytosolicka fosfolipdza A,; Cu/ZnSOD — méd’ zinkové superoxiddismutéza; ERK1/2
— MAPK, extracelularni signalem regulované kindzy 1 a 2; GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfaitdehydrogendza; H — homogenat; HPRT1 — hypoxantinguanin-
fosforibosyltransferaza 1; iPLA»o — na kalciu nezévisla fosfolipaza A,; M — membranova frakce; MnSOD — manganova superoxiddismutaza; p38 — MAPK, protein o molekulové
hmotnosti 38 kDa; p-cPLAa — fosforylovana cytosolickd PLAsa; p-ERK1/2 — fosforylovana MAPK, fosforylované extracelularni signalem regulované kinazy 1 a 2; p-p38 —
fosforylovana MAPK, fosforylovany protein o molekulové hmotnosti 38 kDa; PKCa — proteinkinaza Ca; p-PKCa — fosforylovana proteinkindza Ca; sPLALITA — sekretoricka
fosfolipaza As; RT — pokojova teplota. VSechny pouzité protilatky byly nafedény v TTBS pufru.
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3.3 [ZOLACE RNA A REAL-TIME RT-PCR

Izolace RNA a stanoveni exprese PLA; na urovni mRNA metodou RT-PCR bylo
provedeno Mgr. Markétou Hlavagkovou, Ph.D., FgU AV CR.

Myokardy LV pro analyzu exprese PLA> na trovni mRNA byly po odbéru zamrazeny
v kapalném dusiku. Celkovéa bunééna RNA byla extrahovana z myokardid LV pomoci Trizolu
(Invitrogen, CA, USA). Pouzitim NanoDropu byla spektroskopicky kvantifikovéna cistota
a koncentrace vyizolované RNA. Nasledné byla RNA pied vlastni syntézou cDNA precisténa
DNA-free DN4zou (Ambion, CA, USA). Poté byl prostiednictvim RevertAid™ H Minus First
Strand cDNA Sythesis Kitu (Fermentas UAB, Vilnius, Litva) reverzn¢ transkribovan 1 pg
celkové RNA do cDNA pomoci oligo(dT) primera dle instrukci vyrobce. Real-Time PCR
analyza mRNA byla provedena dle pokynli vyrobce na pfistroji Light Cycler 480 (Roche
Applied Science, Mannheim, Némecko) na vzorcich cDNA pouzitim metody dual hydrolysis
probe (Universal Probe Library, Roche Applied Science) s pfislusSnymi Probe Master Kit
(Roche Applied Science). Specifické proby a primery byly designovany pomoci softwaru
Universal Probe Library Assay Design Center (UPL, Roche Applied Science) a PCR bylo
analyzovano v teplotnim profilu popsanym v publikaci Frolikové a kol. (Frolikova a kol.,
2012).
Sekvence navrzenych primeri byly:

cPLAa F: tctggctcacagaataaaggtic; cPLAyo. R: ctcacaatgtgcttigetgtaa and #25;

iPLA>_F: ggagtgctgagaagtgctga; iPLA> R: cgtccaaagaactgcatccta and #123;

sPLAIIA F: gtgacctacaagttctcctaccg; sSPLALIIA R: ttatcgecactggeacage and #15;

HPRT1 _F: gaccggtectgtcatgtcg; HPRT1 _R: acctggttcatcatcactaatcacce and #95.

Udaje pouzité pro vypodet byly priméry hodnot z tripletu CT (z angl. treshold cycle)
ziskanych zanalyzy qPCR. Bylo potvrzeno, ze odchylky hodnot v analyzach v tripletu
nepiesahly hodnotu 0,5 CT. Standardni kiivky byly vytvofeny pro kazdou dvojici primeri za
pouziti 3nasobku sériového fedéni cDNA. Rovnéz byla provedena analyza kiivek tani s cilem
zjistit pritomnost jednoho amplikonu na konci standardniho béhu kiivky. Hodnota uc¢innosti
amplifikace PCR byla nasledné vypoctena ze standardnich kiivek za uc¢elem ptesného stanoveni
relativni exprese kazdého paru primerd. Non-templatové a non-RT reakce byly analyzovany

jako kontroly.
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Hladina analyzovanych transkripti byla vztazena na hodnotu referencniho genu HPRT1
(Bohuslavova a kol., 2010) se zfetelem na specifickou efektivitu (E) PCR pro kazdy gen (Pfaffl,
2001) dle rovnice:

(1+E)CT referen¢ni transkript

Normalizované mnozstvi = (1+E)CT cllovy transkript -

3.4 KVANTITATIVNI NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE

Srdce ur¢ena k imunofluorescencni analyze p-cPLAza byla ihned po vyjmuti z téla
pokusného zvifete zavéiena na Langendorffiiv aparat, kratce promyta roztokem tyrodu bez Ca>*
iont (140 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 1 mM NaH;PO4, 1 mM MgCl,.6 H,O, 10 mM glukoza,
5 mM HEPES, pH 7.,4) a fixovédna v 4% roztoku formaldehydu bez metanolu (Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL, USA) po dobu 3 min. Posléze byla srdce sejmuta z Langendorffova
aparatu a odstfizeny siné. Srdce byla ponofena do 4% roztoku formaldehydu (1 hod)
a inkubovéna v roztoku 20% sachar6zy (ptes noc, 4 °C). Nasledovalo pfi¢né odfiznuti spodni
ttetiny myokardu a jeji kratké zamrazeni v kapalném dusiku. Takto zpracovand tkan byla
ulozena pfi teploté -80 °C k nésledné imunofluorescencni analyze. Neni-li uvedeno jinak, byly
vSechny chemikalie ptipraveny fedénim v PBS pufru (fosfatovy pufr: 136,8 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 10,1 mM NaHPO4 a 1,8 mM KH>POy).

K analyze byly pfipraveny kryofezy (5-7 um) na kryomikrotomu (Leica CM3050, Leica-
microsystems, Wetzlar, Némecko). Kryofezy byly posléze fixovany 4% roztokem
formaldehydu bez metanolu (5 min) a permeabilizovany v roztoku 1% SDS (5 min). Nasledné
byla blokovana nespecifickd fluorescence odpovidajicim sérem (10% osli sérum, 10% kozi
sérum, 1% BSA, 0,3% Triton X-100 a 0,3 M glycin) po dobu 1 hod pfi pokojové teploté. Poté
byly kryofezy inkubovany s primarni protilatkou proti p-cPLAxa (viz tabulka 1; ptes noc, 4 °C)
aposléze se sekundarni protilatkou anti-krali¢i IgG Alexa Fluor 488 (45 min, pokojova teplota).
Mitochondrie byly obarveny pomoci protilatky MitoProfile Total OXPHOS Blue Native
a vizualizovany sekundarni protilatkou anti-mys$i IgG Alexa Fluor 647. Pro detekci
sarkolemalnich membran byly kryofezy inkubovany s aglutininem z pSeni¢nych klickid
konjugovanym s tetrametylrodaminem (WGA). Nakonec bylo na kryofezy naneseno malé
mnozstvi ProLong® Gold Antifade Reagent s 4’,6-diamidino-2-fenylindolem (DAPI) za
ucelem fluorescenéni vizualizace bunécnych jader prostfednictvim vazby DAPI na DNA.
Souhrn pouzitych primarnich a sekundarnich protilatek a znaceni a také podminky jejich pouziti

(fedéni, inkubace) jsou uvedeny v tabulce 2.
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Protilatka/znaceni
Nazev
Al Inkubace
Typ Vyrobce Kat?} OBOVE | Redéni o
Cislo Cas |Podm.
p-cPLAzq Primarni Cell 2831 1:50 | P'S | 4
Signaling noc
MitoProfile Total
OXPHOS Blue Native Primarni Abcam ab110412 | 1:200 | 1 hod | RT
protilatka
WGA konjugovand | o Life 1 wg40 | 1:200 |20 min | RT
s tetrametylrodaminem Technologies
Anti-krali¢i IgG Life
konjugovana s Alexa Sekundarni He A21206 1:200 |45 min | RT
Technologies
Fluor® 488
Anti-mySi IgG Life
konjugovana s Alexa Sekundarni . A21235 1:200 |45 min | RT
Technologies
Fluor® 647

Tabulka 2: Seznam pouzitych primarnich a sekundarnich protilatek a znaceni pro

imunofluorescenéni analyzu. p-cPLA,a — fosforylovana cytosolicka fosfolipdza A,a; RT — pokojové
teplota; WGA — aglutinin z pSeni¢nych kli¢kd konjugovany s tetrametylrodaminem. VSechny pouzité chemikalie
byly pfipraveny fedénim v PBS pufru.

Preparaty po imunofluorescencnim znaceni byly snimany wide-field epifluorescenénim
mikroskopem (Olympus [X2-UCB, Olympus Optical Co. GmBH, Hanburg, Némecko)
vyuzivajicim bilé svétlo ze rtutové vybojky a vybavenym objektivem 1,4NA Plan-Apochromat,
odpovidajicimi fluorescencnimi kostkami a CCD kamerou (Orca C4742-80-12AG, Hamamatsu
Photonics, Herrsching am Ammersee, Némecko), kterd byla pouZita k nasnimdni nejméné
péti digitalnich snimkl kazdého vzorku. NoN (No Neighbour) algoritmus softwaru Olympus
Soft Imaging Solutions byl pouzit k dekonvoluci nasnimanych obrazkt. Uprava snimki
a kvantitativni analyza fluorescence byla provedena v programu Fiji Image] open source
software (Schindelin a kol., 2012). Pro vypocet kvantifikace kolokalizace mezi barevnymi
kanaly byl pouzit Manderstv korela¢ni koeficient (Manders a kol., 1993) vyjadiujici podil
z celkového signalu v zeleném kandlu (p-cPLA2a) pfitomném v analyzované oblasti
mikroskopického snimku, ktery kolokalizuje se signadlem v ¢erveném (WGA nebo OXPHOS),
resp. modrém (DAPI) kanalu.
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3.5 STANOVENI KONCENTRACE PGE, V SRDECNI TKANI

Ke stanoveni koncentrace PGE» v myokardu LV byly pouzity homogenaty vzorki
urcenych pro Western blot analyzu z normoxickych potkant a potkand adaptovanych na IHH.
Koncentrace PGE> byla stanovena komer¢nim kitem vyuzivajici metodu nekompetitivni
analyzy ELISA dle instrukci vyrobce (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA).
Principem metody je konverze vSech hlavnich metabolitii PGE> na stabilni, snadno méfitelny
derivat (bicykloPGEz). Vyslednd koncentrace PGE: byla normalizovdna na mnozstvi

celkového proteinu.

3.6 STANOVENI BUNECNE VIABILITY PO SIMULOVANE
ISCHEMII/REPERFUZI: VLIV THH A INHIBITORU CPLA»«
PYROFENONU

Izolace kardiomyocytl ze srdecni tkdn€ a stanoveni bunécné viability po simulované I/R
pfi studiu pusobeni pyrofenonu po adaptaci na IHH byly provedeny Mgr. Markétou
Hlavackovou, Ph.D., FgU AV CR.

Kardiomyocyty vyizolované z myokardu LV byly inkubovany po dobu 20 min
s 0,01% DMSO nebo 1 uM pyrofenonem rozpusténém v 0,01% DMSO nebo byly ponechany
bez ptidavku chemikalii (kontrola). Poté byly kardiomyocyty vystaveny metabolické inhibici
predstavujici 25min epizodu anoxie (MI) a nasledné re-energizaci predstavujici 30min epizodu
reoxygenace (MI/R). MI byla indukovana inkubaci s modifikovanym Krebsovym pufrem
(navic obsahuje 1,5 mM NaCN a 20 mM 2-deoxyglukozu namisto gluko6zy). Kontrolni buiiky
byly inkubovany ve standardnim bunééném médiu — Krebsove pufru (118 mM NaCl, 25 mM
NaHCO;3, 4,7 mM KCl, 1,2 mM MgSOs, 1,2 mM KH;PO4, 11 mM glukéza, pH 7,38-7,41).
Béhem re-energizace byl ke kardiomyocytim piidan Krebstiv pufr reprezentujici epizodu
reoxygenace. Ke kardiomyocytiim byl nasledné pfidan roztok tyrodu a roztok trypanové modti
(0,4%). Posléze byly vzorky smési naneseny do Biirkerovy pocitaci komulrky a kardiomyocyty
byly spocitany pouzitim mikroskopu (Nikon ECLIPSE TE2000-S, Nikon Instruments Europe
B.V., Amsterdam, Nizozemsko). Po¢itany byly modré kulaté buniky (mrtvé), neobarvené kulaté
bunky (Zivé buiky, ale jiz v procesu umirani) a neobarvené podlouhlé buniky (zivé). Za Zivé
(viabilni) bunky byly povazovany pouze neobarvené buiky, které mély pomér délky a Sitky

stran 3:1. Viabilita kardiomyocytii po MI/R byla vyjadiena jako procento piezivsich bunék po
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MI/R ku procentu kardiomyocyti z odpovidajici kontrolni skupiny, kterd nebyla vystavena

MI/R. Podrobny popis metodiky je uveden v ptiloze A (Micova a kol. 2016).

3.7 STANOVENI FA

3.7.1 EXTRAKCE FOSFOLIPIDU ZE SRDECNI TKANE

Vzorky myokardu LV uréené pro stanoveni FA byly v tfeci misce rozdrceny na prasek
v atmosféfe tekutého dusiku. Fosfolipidy byly extrahovany ze vzorkd srde¢ni tkéané
modifikovanou metodou dle Folch a kol. ve tiech po sobé jdoucich krocich (Folch a kol., 1957).
Prvni extrakce byla provedena piidavkem smeési rozpoustédel chloroform:metanol (vzdy
0,25 ml) k rozdrcené tkani nejprve v poméru 1:3, nasledné v poméru 2:1 a nakonec v poméru
2:1 (v/v). K extraktu byl ptidan fyziologicky roztok (20 % celkového objemu extraktu) a smés
byla intenzivné rozmichana. Po ustaveni rovnovéahy byla odebrana spodni lipidova vrstva, ktera

byla posléze odpatena pii teploté 40 °C v atmosféte plynného dusiku.

3.7.2 SEPARACE CELKOVYCH FOSFOLIPIDU A STANOVENI METYLESTERU FA

Pro separaci celkovych fosfolipidl z extraktu byla pouzita jednorozmérna chromatografie
na tenké vrstvé TLC (0,5 mm Silica Gel H, Merck, Némecko). Desky se vzorky se nechaly
vyvijet ve smési rozpoustédel hexan:eter:kyselina octova v poméru 80:20:3 (v/v/v). Po
skonCeni separace celkovych fosfolipidi byly skrvny na TLC deskach detekovany 2,7-
dichlorofluoresceinem (0,005% v metanolu) a vizualizovany pod UV svétlem. Posléze byly
detekované skvrny s jednotlivymi FA vySkrabany, kvantitativné prevedeny do zkumavek
a uloZeny v atmosféfe plynného dusiku pfi teploté -20 °C pro nésledné stanoveni metylestert
FA.

Analyza metylesterti FA byla provedena plynovou chromatografii (Tvrzicka a kol., 2002).
Vzorky s vySkrabanym silikagelem obsahujicim FA byly inkubovany s 1 ml metanolatu
sodného ve tmé (1 hod, pokojova teplota) a extrahovany hexanem (2 ml). Po oddéleni fazi byla
odebrana horni faze, ktera byla pod proudem plynného dusiku odpatena pfi teploté 45 °C. Po
odpareni byly vzorky uloZeny pfi teploté -20 °C do chromatografického stanoveni. Vzorky byly
nasledné analyzovany pomoci plynové chromatografie (FOCUS GC, AI 1310, Thermo Fisher
Scientific, MA, USA; detekce ionizaci plamenem; kolona CP WAX 52CB 25 m x 0,25 mm;
nosny plyn: vodik; objem nastfiku: 100 pul). Stanoveni metylesterit FA metodou plynové

chromatografie bylo provedeno RNDr. Markem Veckou, Ph.D., 1. LF UK.
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3.8 MERENI PEROXIDACE LIPIDU — STANOVENI KONCENTRACE MDA

Peroxidace lipidi byla kvantifikovana métenim produkce MDA. Hluboko zamrazeny
myokard LV (pfiblizné¢ 100 mg) byl rozdrcen na jemny praSek v tfeci misce v atmosfére
kapalného dusiku. Prasek byl nasledné rozpustén v 500 ul vychlazeného homogenizacniho
pufru (25 mM Tris, pH 7,6, 0,1 % Triton X-100). Suspenze s homogenatem byla homogenizo-
vana pomoci UV homogenizatoru za intenzivniho chlazeni na ledu a poté centrifugovana
(1000 x g, 10 min, 4 °C). Vysledny supernatant byl urcen ke stanoveni koncentrace MDA (Pilz
a kol., 2000).

K odecteni koncentrace MDA ve vzorcich byla vytvofena kalibracni fada koncentraci
zhotovena rozpusSténim standardu 1 mM tetrabutylamoniumMDA v 1%H2SO4 (v/v). Kalibracni
fada a vzorky byly nejprve hydrolyzovany v alkalickém prostfedi ptidanim 20 pl 6 M NaOH
(30 min, 60 °C) a poté ponechany v chladu (5 min, -20 °C). Nésledn¢ byly hydrolyzované
vzorky kalibra¢ni fady a vzorky k analyze deproteinovany pfidanim 50 pl 35% HCIO4 (v/v)
a centrifugovany (10 000 x g, 5 min). Ke vzniklym supernatantim (vzdy 100 pl) byl pfidan
roztok 5 mM 2,4-dinitrofenylhydrazinu rozpustény v 2 M HCI (10 ul). Vzorky byly nasledné
ulozeny ve tm¢ (30 min) za ucelem probéhnuti reakce. Vzorky kalibra¢ni fady i samotné vzorky
byly nasledné analyzovany pomoci HPLC (Shimadzu/Agilent, Japonsko; kolona EC Nuclesoil
100-5 C18, 4,6 x 125 mm; pratok 1,0 ml/min; objem nastfiku 30-100 pl) s UV detekei pii
A =310 nm. Stanoveni koncentrace MDA metodou HPLC provedl prof. ing. Ivan Miksik,
DrSc., FgU AV CR. Vysledna koncentrace MDA byla normalizovana na celkovy protein.

3.9 STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDKU

Vysledky byly vyjadieny jako aritmeticky primér a rozptyl dat jako stfedni chyba pruméru
(SEM). Vysledky byly statisticky zpracovany programem SigmaStat (Jandel Scientific, San
Rafael, CA, USA) nebo GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., CA, USA). Vyznamnost
rozdili mezi experimentalnimi skupinami byla hodnocena pomoci statistickych testl One-Way
nebo Two-Way ANOVA a nasledného Student-Newman-Keulsova testu, resp. Bonferroni post

testu. Za statisticky vyznamny byl povazovan rozdil s hladinou vyznamnosti P < 0,05.
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4 VYSLEDKY

4.1 CIL 1: VLIV IHH NA ZASTOUPEN{ PLA, A AKTIVUJICICH ENZYMU
A CILU CPLA»0 V SRDECNI TKANI

Jiz dtive bylo prokdzéano, ze je model adaptace na IHH kardioprotektivni v disledku
snizeni velikosti infarktu myokardu (obrazek 7) (Kolaft a kol., 2007). Vysli jsme z piedpokladu,
ze v mechanismu kardioprotekce mohou hrat roli také PLA>. Stanovili jsme proto na tomto
modelu chronické hypoxie relativni zastoupeni cPLAa, iPLA> a sPLALIIA a zanalyzovali
lokalizaci aktivované cPLAa, zastoupeni jejich aktivujicich proteint a cilovych molekul a také

vliv inhibitoru cPLA>a na prezivani kardiomyocytt.

70 *
601 T Obrazek 7: Vliv IHH na velikost
. infarktového loziska. AR - velikost
oblasti infarktem ohrozené; IHH -
v 40- inte?rmitentm’ hypobarické hypox'ie; IS —
< velikost ~ oblasti  zasazené  infarktem.
2 Vyjadfeno  jako  procentudlni  pomér
infarktové oblasti ku oblasti infarktem
20- ohrozené (IS/AR). Hodnoty jsou vyjadfeny
jako primér =+ SEM. Pocet zvitat
10+ v experimentalni skuping — 7.
* — statisticky vyznamny rozdil IHH wvs.
0 normoxie (P < 0,05) (Kolaf a kol., 2007).

Normoxie IHH
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4.1.1 HMOTNOSTNi PARAMETRY
Po ITHH dochazi k retardaci riistu a zvySeni hmotnosti srdce pokusnych zvirat.

Po adaptaci na IHH doslo ve srovnani s normoxickymi zvitaty k retardaci rtistu pokusnych
zvitat (o 10 %). Doslo vSak ke zvySeni relativni hmotnosti srdce (HW/BW) v dasledku
hypertrofie obou srdecnich komor, kdy se relativni hmotnost pravé (RVW/BW) i levé
(LVW/BW) komory zvysila o 61 %, resp. o 22 % (tabulka 3).

Parametr Normoxie IHH
BW, g 388 +4 351 £ 9*
HW, mg 909 + 20 1048 £43

HW/BW, mg/g 2,368 £0,056 2,987 +0,120%
LVW/BW, mg/g  1,289+0,031 1,576+ 0,076*
RVW/BW, mg/g 0,488 +0,014 0,788 + 0,028*
SW/BW, mg/g 0,591 £0,015 0,624 0,029

Tabulka 3: Hmotnostni parametry normoxickych potkanii a potkant adaptovanych na

IHH. BW — hmotnost téla; HW — hmotnost srdce; IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie; LVW — hmotnost
levé komory; LVW/BW — relativni hmotnost levé komory; RVW — hmotnost pravé komory; RVW/BW —
relativni hmotnost pravé komory; SW/BW — relativni hmotnost septa. Hodnoty vyjadiuji aritmeticky pramér +
SEM. Pocet zvitat v experimentalni skupiné — 6. * — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. normoxie (P < 0,05).
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4.1.2 VLiv IHH NA RELATIVNI ZASTOUPENI PLA,

IHH aktivuje celkovou i fosforylovanou cPLAza.

Adaptace na IHH zvysila relativni mnozstvi celkové 1 fosforylované cPLA>a

v homogenatu (o 96 %, resp. 41 %) 1 membranové frakci (o 38 %, resp. 23 %) ve srovnani

s normoxickymi zvitaty. Stejné tak po adaptaci na IHH doSlo k vyraznému navyseni celkové

cPLAza v cytosolu (o 191 %), zatimco aktivovana p-cPLAxa nebyla v cytosolu detekovana

Obrazek 8: Vliv IHH
na relativni zastou-
peni celkové (A)
a fosforylované (B)
cPLA:z0 v homogena-
tu, cytosolu a mem-
branové frakci vcet-
né reprezentativnich
obrazki bloti (C).
cPLA>a —  cytosolicka
fosfolipaza Asa; THH -
intermitentni hypobaricka
hypoxie; p-cPLAra -
fosforylovana cytosolicka
fosfolipaza Ajo. Nanasky
pro cPLA»a: homogenat —
40 pg, cytosol — 30 pg,
membranova  frakce —
20 pg. Nanaska pro p-
cPLA>a: homogenat —
70 ng, cytosol — 70 pg,
membranova  frakce —
60 pg. Arbitrarni jednotky:
soucet denzitometrickych
objemt/1 pg celkového
proteinu vSech experimen-
talnich skupin je 100 %.
Hodnoty jsou vyjadieny
jako prumér £ SEM. Pocet
zvitat v experimentalni
skupiné — 6.

* — statisticky vyznamny
rozdil THH vs. normoxie
(P <0,05).

(obrazek 8).
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IHH sniZuje relativni mnoZstvi iPLA2 a sPLA:IIA.

Adaptace na IHH snizila relativni mnozstvi iPLA> a sPLA2IIA v homogenatu (o 23 %,

resp. 35 %) a v membranové frakcei (o 19 %, resp. 36 %) v porovnani s normoxii. Po adaptaci

na IHH rovnéz doslo k poklesu sPLAIIA v cytosolu (o 34 %) (obrazek 9).

[ e

INormoxie IHH .

Normoxie IHH ~ Normoxie IHH

80
o 60
3 £
o o
- cC
8 ©
= 9
% é 40
O w©
o =
5 5
E & 20
0

801

60-

404

20+

Imunoreaktivita sPLA,IIA
(arbitrarni jednotky)

Homogenat

0

Cytosol Membranova frakce

INormoxie IHH .

Normoxie IHH = Normoxie IHH

iPLA2
sPLAzIIA

Homogenat

Normoxie IHH

Cytosol Membranova frakce

Normoxie IHH Normoxie IHH

Obrazek 9: Vliv IHH
na relativni zastou-
peni iPLA2 (A)
a sPLA:IIA (B) v ho-
mogenatu, cytosolu
a membranové frakci
véetné reprezentativ-
nich obrazka bloti

(C). IHH - intermitentni
hypobaricka hypoxie;
iPLA; — na kalciu nezavisla
fosfolipaza As; SPLALIIA —
sekretoricka fosfolipaza A
IIA. Nanasky pro iPLA:
homogenat — 15 pg, cytosol
— 15 pg, membranova
frakce — 10 pg. Nanasky
pro sPLALITA: homogenat
— 40 ng, cytosol — 30 pg,
membranova  frakce —
20 pg. Arbitrarni jednotky:
soucet denzitometrickych
objemt/1 pg celkového
proteinu vSech experimen-
talnich skupin je 100 %.
Hodnoty jsou vyjadieny
jako pramér + SEM. Pocet
zvitat v experimentalni
skupiné — 5.

* — statisticky vyznamny
rozdil THH vs. normoxie
(P <0,05).

i e— —
Rl B —
Homogenat Cytosol Membranova frakce
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IHH neovlivnila mnoZstvi PLA2 na irovni mRNA.
Adaptace na IHH neméla vliv na expresi cPLA>a, iPLA> a SPLAIIA na trovni mRNA

v homogenatu (obrazek 10). Obrizek 10: Viiv IHH na

mnoZzstvi cPLAza, iPLA:
a SPLA:IIA na urovni

mRNA v homogenatu.

HPRT1 - hypoxantinguanin-
T fosforibosyltransferaza 1; IHH —

intermitentni hypobaricka hypo-
xie; iPLA, — na kalciu nezavisla
fosfolipaza As; sPLALIIA -
sekretoricka fosfolipdza A, IIA;
Mnozstvi PLA, mRNA je
normalizovano na referen¢ni gen
HPRTI1. Hodnoty jsou vyjadieny
jako pramér procentudlniho
zastoupeni hodnot normoxické
skupiny (~ 100 %) + SEM.
Pocet zvifat v experimentalni
cPLAS: iPLA, sPLALIIA skupiné — 5.

150+

100

PLA, mMRNA/HPRT1 mRNA
(% normoxie)
3

0

Normoxie IHH Normoxie IHH INormoxie IHH

4.1.3 IMUNOFLUORESCENCN{ ANALYZA p-CPLA,a PO ADAPTACINA [HH

p-cPLA:za translokuje do jadra po adaptaci na IHH.

Po adaptaci na IHH doSlo ve srovnani s normoxii k vyrazné kolokalizaci p-cPLAza
s jaddrem (navySeni o 85 %), naproti tomu nebyla detekovana kolokalizace p-cPLA»a se
sarkolemalnimi (obrazek 11A) a mitochondridlnimi (obrazek 11B) membranami v kardio-
myocytech izolovanych z myokardu LV. Pro kvantifikaci miry kolokalizace p-cPLAza
s jadrem v kardiomyocytech byl vypocten Mandersiv koeficient mezi zelenym barvenim
predstavujicim p-cPLA2a a modrym barvenim bunécénych jader (DAPI). Primérna hodnota
Mandersova koeficientu pro normoxii ¢inila 0,35 + 0,01, zatimco pro experimentalni skupinu
adaptovanou na IHH hodnota <¢inila 0,65+0,02 (obrazek 12). Naslednd analyza
imunoreaktivity p-cPLAza v jaderné frakci v myokadu LV metodou Western blot potvrdila
zvySeni o0 44 % u experimentalni skupiny adaptované na IHH v porovnéani s normoxickou

kontrolou (obrazek 13).

56



VYSLEDKY

p-cPLAza Prekryv

Obrazek 11: Efekt IHH na subcelularni distribuci p-cPLA20 v kardiomyocytech.
Reprezentativni obrazky ukazuji distribuci a kolokalizaci p-cPLAza se sarkolemou (A)

a mitochondriemi (B) na kryorezech z myokardu LV. Zelena barva ptedstavuje barveni p-cPLAxa
a modra barva predstavuje barveni jader pomoci DAPI. Na obrazku 11A cervena barva reprezentuje barveni
sarkolemalnich membran pomoci WGA. Na obrazku 11B Cervend barva predstavuje barveni komplextt OXPHOS.
Metitko je 10 um. DAPI — barveni jader prostiednictvim 4°,6-diamidino-2-fenylindolu; IHH — intermitentni
hypobaricka hypoxie; OXPHOS — barveni mitochondrii pomoci Total Oxphos MitoProfile Blue Native Antibody
Coctail; p-cPLA»a — fosforylovana cytosolicka fosfolipaza A,a; WGA — barveni sarkolemalnich membran pomoci
aglutininu z pSeni¢nych kli¢kl konjugovanym s tetrametylrodaminem.
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Obrazek 12: Kvantifikace
intenzity imunofluorescence
p-cPLA2a v kardiomyocy-
tech z normoxickych potka-
ni a potkanu adaptovanych

na IHH. Pomoci Mandersova
koeficientu byla vypoctena
kvantifikace intenzity imunofluo-
rescence p-cPLA»a na sarkolemal-
nich membranach (barveni WGA),
na mitochondriich (barveni
OXPHOS komplexd) a v jadie
(barveni DAPI). DAPI — barveni
jader prostednictvim 4’,6-
diamidino-2-fenylindolu; IHH -
intermitentni hypobarickd hypoxie;
OXPHOS - barveni mitochondrii
pomoci Total Oxphos MitoProfile
Blue Native Antibody Coctail; p-
cPLAsa — fosforylovana cytosolicka
fosfolipaza Aza; WGA — barveni
sarkolemalnich membran pomoci
aglutininu  z pSeni¢nych  klicka.
Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér
+ SEM. Pocet zvifat v experimen-
talni skupiné — 5. * — statisticky
vyznamny rozdil IHH vs. normoxie
(P <0,05).

Obrazek 13: Vliv IHH na
relativni zastoupeni p-PLAza
v nuklearni frakci (A) véetné
reprezentativniho  obrazku

blotu (B). ITHH - intermitentni
hypobaricka hypoxie; p-cPLAa —
fosforylovana cytosolicka fosfoli-
péza Asa. NanaSka pro p-cPLAsa:
70 png. Hodnoty jsou vyjadfeny jako
pramér procentudlniho zastoupeni
hodnot normoxické skupiny
(~100%) = SEM. Pocet zvifat
v experimentalni skupiné — 5.

* — statisticky vyznamny rozdil IHH
vs. normoxie (P < 0,05).
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4.1.4 VLIV IHH NA SIGNALNI PROTEINY AKTIVUJICI CPLAsa
IHH zvySuje mnoZstvi p-PKCa, p-ERK1/2 a p-p38 aktivujicich cPLA:z0.

Po adaptaci na IHH dosSlo v porovnani s normoxickymi kontrolami k navyseni relativniho
zastoupeni celkové a fosforylované PKCa (o 14 %, resp. 12 %). Adaptace na IHH také zvysila
relativni zastoupeni fosforylovanych forem ERK1/2 a p38 (o 48 %, resp. 19 %), ackoliv se

jejich celkové mnozstvi nezmeénilo (obrazek 14).
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Obrazek 14: Vliv IHH na relativni zastoupeni celkovych a fosforylovanych proteini
PKCa (A), ERK1/2 (B) a p38 (C) v homogenatu vcetné reprezentativnich obrazku bloti

(D). ERK1/2 — MAPK, extracelularni signalem regulované kinazy 1 a 2; IHH — intermitentni hypobaricka
hypoxie; p38 — MAPK, protein o molekulové hmotnosti 38 kDa; p-ERK1/2 — fosforylovana MAPK, fosforylované
extracelularni signalem regulované kindzy 1 a 2; PKCa — proteinkindza Ca; p-p38 — fosforylovand MAPK,
fosforylovany protein o molekulové hmotnosti 38 kDa; p-PKCa — fosforylovana proteinkindza Co. NanaSky pro
vSechny detekované proteiny: 20 pg. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér procentudlniho zastoupeni hodnot
normoxické skupiny (~ 100 %) = SEM. Pocet zvitat v experimentalni skupin€ — 5. * — statisticky vyznamny rozdil
IHH vs. normoxie (P < 0,05).
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4.1.5 VLiv IHH NA ZASTOUPENI CILOVYCH MOLEKUL CPLA»a
IHH zvySuje mnoZstvi COX-2 a PGE:.

Po adaptaci na IHH doslo ve srovnani s normoxickou kontrolou k navyseni relativniho
zastoupeni COX-2 o 30 %, zatimco zastoupeni COX-1 se nezménilo (obrazek 15). Adaptace

na [HH také zvysila koncentraci PGE; o 84 % (obrazek 16).

A

150

Obrazek 15: Vliv IHH na

B 100 ——— __ relativni zastoupeni COX-1
X a COX-2 (A) v homogenatu
£ véetné reprezentativniho
2 obrazku blotu (B). COX-1 -
2 50 cyklooxygendza 1; COX-2 -

cyklooxygenaza 2; IHH -
intermitentni hypobarickd hypoxie;
PGE; — prostaglandin E,. Nanasky
pro COX-1 a COX-2: 50png.
Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér
procentualniho zastoupeni hodnot

Imunoreaktivita COX-1 a COX-2

0

Normoxie IHH =~ Normoxie IHH

COX-1 COX-2 normoxické skupiny (~ 100 %) +
SEM. Pocet zvifat v experimentalni
B skupiné — 5.
* — statisticky vyznamny rozdil IHH
Normoxie IHH kDa vs. normoxie (P < 0,05).
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Obrazek 16: Vliv IHH na
100- koncentraci PGE2 v homoge-

natu. IHH - intermitentni hypo-
baricka hypoxie; PGE, — prostaglan-
din E,. Hodnoty jsou vyjadieny jako
primér + SEM. Pocet zvifat
v experimentalni skupiné — 6.

* — statisticky vyznamny rozdil THH
vs. normoxie (P < 0,05).
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4.1.6 ODOLNOST IZOLOVANYCH KARDIOMYOCYTU VUCI SIMULOVANE
ISCHEMII/REPERFUZI: VLIV IHH A INHIBITORU CPLA,»0 PYROFENONU

Pyrofen nezablokoval protektivni efekt vyvolany IHH.

Na izolovanych kardiomyocytech z LV byla u normoxické experimentalni skupiny
a u experimentalni skupiny adaptované na IHH meéfena bunécnd viabilita. Kardiomyocyty
v experimentalnich skupindch byly rozdéleny do dalSich podskupin podle piidavku
zkoumanych farmak (bez ptfidavku; rozpoustédlo DMSO; specificky inhibitor cPLA2a —
pyrofenon).

U vsech skupin byl pozorovan kardioprotektivni vliv adaptace na IHH, tedy vyssi bunécna
viabilita kardiomyocytl izolovanych z myokardu LV potkanti adaptovanych na IHH a vysta-
venych metabolické inhibici a re-energizaci ve srovnani s normoxickymi kontrolami. Inhibitor
cPLAza, pyrofenon, ani rozpoustédlo DMSO, ve kterém byl pyrofenon rozpustén, neovlivnily

protektivni vliv vyvolany IHH na viabilitu kardiomyocytii (obrazek 17).

Obrazek 17: Vliv inhibi-
toru cPLAza pyrofenonu
na prezivani kardiomyo-
cyti izolovanych z myo-
kardu LV normoxickych
T a na IHH adaptovanych
potkani  po  akutni
metabolické inhibici
a re-energizaci. DMSO -
dimetylsulfoxid; IHH — inter-
mitentni hypobarickd hypoxie;
Kontrolni ~ buiiky  nebyly
vystaveny metabolické inhibici
a re-energizaci. Hodnoty jsou
vyjadteny jako primér procenta
kontrol = SEM. Pocet zvirat
Bez pfidavku DMSO DMSO + pyrofenon v experimentalni skupiné — 8.

* — statisticky vyznamny rozdil

IHH vs. normoxie (p < 0,05).
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4.2 CIL2: VLIV IHH NA ZASTOUPENI PLA, A SLOZENI FA V SRDECNI
TKANI: VLIV ANTIOXIDANTU TEMPOLU

4.2.1 HMOTNOSTNIi PARAMETRY: VLIV ANTIOXIDANTU TEMPOLU

Tempol neovlivnil hmotnostni parametry pokusnych zvirat.

Podobn¢ jako v pfedchozim experimentu doSlo po adaptaci na IHH k retardaci rastu (BW)
pokusnych zvitat (o 16 %) v porovnani s normoxickymi kontrolami. Zaroven doslo k navyseni
relativni hmotnosti srdce (HW/BW; o 41 %) a také pravé (RVW/BW) 1 levé (LVW/BW)
komory (o 75 %, resp. 34 %). Podavani tempolu nemélo vliv na hmotnost té€la ani na ostatni

srdecni parametry pokusnych zvifat (tabulka 4).

p ¢ Normoxie IHH
arametr

Kontrola Tempol Kontrola Tempol
BW, g 412 +7 437+ 19 345 + 15* 346 + 9*
HW, mg 914 £28 1008 + 62 1080 + 78 1026 + 51

HW/BW, mg/g 2,219+£0,060  2,294+0,053 3,131 +0,164* 2,965+0,118*
LVW/BW, mg/g 1,277+0,037  1,281+0,030 1,711 £0,102* 1.554 +0.080*
RVW/BW, mg/g 0,442+ 0,016 0,464 +£0,018 0,775+ 0,038* 0,794 + 0,027*

Tabulka 4: Hmotnostni parametry normoxickych potkani a na IHH adaptovanych
potkanii a rovnéZ normoxickych a na IHH adaptovanych potkani, kterym byl poddvan

tempol. BW — hmotnost téla; HW — hmotnost srdce; HW/BW — relativni hmotnost srdce; IHH — intermitentni
hypobaricka hypoxie; LVW — hmotnost levé komory; LVW/BW — relativni hmotnost levé komory; RVW —
hmotnost pravé komory; RVW/BW — relativni hmotnost pravé komory. Hodnoty vyjadfuji aritmeticky prameér +
SEM. Pocet zvitat v experimentalni skupiné — 8. * — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. normoxie (P < 0,05).
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4.2.2 EFEKT IHH NA RELATIVNI MNOZSTVI PLA;: VLIV ANTIOXIDANTU
TEMPOLU
Podavani antioxidantu tempolu zabranilo navySeni cPLAza a p-cPLAza po IHH.
Stejné jako pii studiu vlivu IHH na mnozstvi PLA> v pfedchozim frakciona¢nim pokusu
(viz kapitola 4.1.2) i v tomto pokusu doslo vlivem IHH k nartstu relativniho mnozstvi cPLAza
a p-cPLAza v homogenatu (o 14 %, resp. 16 %) v porovnani s normoxii. Tempol neovlivnil
relativni zastoupeni cPLA>a a p-cPLAza u normoxické skupiny, avSak odstranil protektivni

efekt IHH u hypoxické skupiny (obrazek 18).
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Obrazek 18: Vliv IHH a antioxidantu tempolu na relativni zastoupeni celkové (A)

a fosforylované (B) cPLA2a v homogenatu vcetné reprezentativnich obrazki bloti (C).
cPLAza — cytosolicka fosfolipaza Aja; IHH — intermitentni hypobarickd hypoxie; p-cPLAxa — fosforylovana
cytosolicka fosfolipaza Aja. Nanasky pro cPLAa: homogenat — 40 pg. Nanaska pro p-cPLAa: homogenat —
70 pg. Hodnoty jsou vyjadieny jako primeér procentudlniho zastoupeni hodnot normoxické skupiny (~ 100 %)
+ SEM. Pocet zvitat v experimentalni skupiné — 6. * — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. normoxie (P < 0,05).
T — statisticky vyznamny rozdil tempol vs. odpovidajici kontrola (P < 0,05).
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Podavani tempolu sniZilo mnoZstvi sSPLA2IIA u normoxické skupiny.

Po adaptaci na IHH doslo stejn¢ jako pifi stanoveni mnozstvi PLA; ve frakciona¢nim
pokusu (viz kapitola 4.1.2) k poklesu relativniho zastoupeni iPLA> a sPLAIIA v homogenatu
(o 12 %, resp. 15 %) ve srovnani s normoxickymi kontrolami. Tempol snizil mnoZzstvi
SPLALITA u normoxické skupiny (o 19 %), ale nemél vliv na zastoupeni iPLA> a sPLA>IIA
u hypoxické skupiny (obrazek 19).
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Obrazek 19: Vliv IHH a antioxidantu tempolu na relativni zastoupeni iPLA: (A)

a SPLA2IIA (B) v homogenatu viéetné reprezentativnich obrazkid blotd (C). IHH -
intermitentni hypobarickd hypoxie; iPLA, — na kalciu nezavisla fosfolipaza A,; sPLA,IIA — sekretoricka
fosfolipaza A,. Nanasky pro iPLA,: homogenat — 15 pg. Nanaska pro sPLA-IIA: homogenat — 40 pg. Hodnoty
jsou vyjadieny jako primér procentualniho zastoupeni hodnot normoxické skupiny (~ 100 %) = SEM. Pocet zvifat
v experimentalni skupiné — 6. * — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. normoxie (P < 0,05). T — statisticky
vyznamny rozdil tempol vs. odpovidajici kontrola (P < 0,05).
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4.2.3 EFEKT IHH NA SLOZENI FA: VLIV ANTIOXIDANTU TEMPOLU

IHH zvysuje podil n-3 PUFA a sniZuje podil n-6 PUFA v srde¢nich fosfolipidech.
Adaptace na IHH zvysila mnozstvi nasycenych FA (SFA) v srde¢nich fosfolipidech
zejména v disledku navyseni obsahu kyseliny palmitové (16:0). Naopak se po adaptaci na IHH
nezménilo mnozstvi mononenasycenych FA (MUFA). Ke snizeni celkového mnozstvi n-6
PUFA vlivem adaptace na IHH doslo v disledku poklesu mnozstvi kyseliny linolové (18:2n-
6). Snizeni celkového mnozstvi n-6 PUFA bylo vykompenzovano navysenim celkového podilu
n-3 PUFA vyvolaného adaptaci na IHH, a to zejména navySenim podilu kyseliny dokosa-
hexaenové (DHA, 22:6n-3). Podavéani tempolu neovlivnilo slozeni FA v srde¢nich

fosfolipidech jak u normoxickych, tak u zvitat adaptovanych na IHH (obrdzek 20 a tabulka 5).
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Mol %
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N NT H HT N NT H HT N NT H HT

SFA MUFA n-6 PUFA n-3 PUFA

N NT H HT

Obrazek 20: Vliv IHH a podéavani antioxidantu tempolu na distribuci tfid FA v myokardu
LV. H - intermitentni hypobaricka hypoxie; HT — intermitentni hypobaricka hypoxie s tempolem; MUFA —
mononenasycené FA; N — normoxie; NT — normoxie s tempolem; PUFA — polynenasycené FA; SFA — nasycené
FA; Hodnoty jsou vyjadfeny jako prumér = SEM. Pocet zvifat v experimentalni skupiné — 6. * — statisticky
vyznamny rozdil H vs. N (P <0,05). T — statisticky vyznamny rozdil skupiny s tempolem vs. odpovidajici kontrola
(P <0,05).
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Normoxie IHH

FA Kontrola Tempol Kontrola Tempol

Hodnota ~ SEM  Hodnota ~ SEM Hodnota SEM  Hodnota  SEM
16:0 12.25 0.29 11.94 0.27 13.16 * 0.09 13.39 * 0.12
16:1n-7 0.39 0.03 0.43 0.03 0.37 0.02 0.41 0.03
17:0 0.53 0.02 0.52 0.02 0.46 0.01 0.50 0.03
18:0 19.82 0.16 19.16 0.44 20.28 0.25 19.44 0.24
18:1n-9 2.46 0.17 2.70 0.17 2.58 0.14 2.88 0.17
18:1n-7 4.66 0.08 4.95 0.28 4.22 0.17 4.56 0.12
18:2n-6 28.72 0.81 32.18 1.76 2342 * 071 2556 * 0.83
18:3n-3 0.11 0.01 0.12 0.01 0.10 0.01 0.10 * 0.01
20:2n-6 0.15 0.01 0.16 0.01 0.15 0.02 0.18 0.02
20:3n-6 0.38 0.01 0.39 0.02 0.40 0.02 0.40 0.01
20:4n-6 14.39 0.45 13.89 0.81 14.54 0.37 13.64 0.56
20:5n-3 0.63 0.06 0.74 0.02 0.59 0.05 0.50 * 0.02
22:4n-6 0.24 0.02 0.22 0.01 0.29 0.02 0.28 0.02
22:5n-6 0.19 0.02 0.17 0.01 0.24 0.01 0.24 * 0.01
22:5n-3 2.73 0.03 2.57 0.05 2.79 0.13 2.99 0.10
22:6n-3 11.81 0.74 9.28 0.93 15.58 * 0.65 1431 * 0.64

Tabulka 5: Vliv IHH a podavani antioxidantu tempolu na zastoupeni FA (mol %)

z celkovych fosfolipidii v myokardu LV. V tabulce jsou uvedeny pouze FA, které dosahly hodnoty
alespon 0,1 % z celkového mnozstvi FA. 16:0 — kyselina palmitova; 16:1n-7 — kyselina palmitolejova; 17:0 —
kyselina heptadekanova; 18:0 — kyselina stearova; 18:1n-9 — kyselina olejova; 18:1n-7 — kyselina 9-oktadecenova;
18:2n-6 —kyselina linolova; 18:3n-3 — kyselina a-linolenova; 20:2n-6 — kyselina eikosadienova; 20:3n-6 — kyselina
dihomo-y-linolenova; 20:4n-6 — kyselina arachidonova; 20:5n-3 — kyselina timnodova; 22:4n-6 — kyselina
adrenova; 22:5n-6 — kyselina osbondova; 22:5n-3 — kyselina klupanodonova; 22:6n-3 — Kkyselina
dokosahexaenova; IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SEM. Pocet
zvitat v experimentalni skupiné — 6. * — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. normoxie (P < 0,05).
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4.3 CIL 3: VLIV CNH A INH NA MNOZSTVi PLA, A SOD V SRDECNI

TKANI

V piedchozim pokusu jsme stanovili relativni zastoupeni PLA> na modelu protektivni I[HH

(8 hodin/den, 5 dni/tyden, 5 tydnd, ~ 7000 m). V dalsi etapé€ jsme stanovili mnozstvi PLA> na

dalSich modelech chronické hypoxie — protektivni normobarické kontinualni hypoxii (CNH,

7 dnti/tyden, 3 tydny, 10 % O.), pii niz podobné jako u modelu IHH dochazi k poklesu velikosti

infarktu myokardu, a také na modelu neprotektivni intermitentni normobarické hypoxie (INH,

7 dnli/tyden, 3 tydny, 1hodinova reoxygenace/den, 10 % O2) (obrazek 21) (Neckaf a kol., 2013

— ptiloha C).
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Obrazek 21: Vliv CNH a INH na velikost

infarktového loZiska. AR — velikost oblasti
infarktem ohroZené; CNH - kontinualni normo-
baricka hypoxie; INH — intermitentni normobaricka
hypoxie s denni lhodinovou reoxygenaci; IS —
velikost oblasti zasazené infarktem. Vyjadfeno jako
procentudlni pomér infarktové oblasti ku oblasti
infarktem ohrozené. Hodnoty jsou vyjadfeny jako
pramér + SEM. Pocet zvifat v experimentalni
skuping€ — 8. * — statisticky vyznamny rozdil CNH
vs. normoxie (P < 0,05); T — statisticky vyznamny
rozdil INH vs. CNH (P < 0,05).
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4.3.1 STANOVENI RELATIVNIHO MNOZSTVi PLA, PO ADAPTACINA CNH A INH
CNH zvysila mnoZstvi cPLAza a iPLA2, zatimco adaptace na INH neméla vliv.

Adaptace na CNH zvysila relativni zastoupeni iPLA2 o 57 % v homogenatu ve srovnani
s normoxii, zatimco denni lhodinova epizoda reoxygenace bé¢hem adaptace na INH zcela
potlacila toto navyseni. Podobny trend Ize pozorovat i u cPLAa, kde doslo vlivem velikého
rozptylu dat k nesignifikantnimu nartistu mnozstvi cPLAza v homogenatu po adaptaci na CNH

(0 37 %), zatimco adaptace na INH neméla vliv na jeji mnozstvi. Adaptace na CNH ani INH

neovlivnily mnozstvi sSPLA>IIA v homogenatu (obrazek 22).
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Obrazek 22: Vliv CNH a INH na relativni zastoupeni cPLAza (A), iPLA2 (B) a sPLA:IIA

(C) v homogenatu vcetné reprezentativnich obrazku bloti (D). CNH - kontinualni normobaricka
hypoxie; INH — intermitentni normobaricka hypoxie s denni 1hodinovou reoxygenaci; cPLAzo — cytosolicka
fosfolipaza A,a; iPLA; —na kalciu nezavisla fosfolipaza A; sPLALIIA — sekretoricka fosfolipaza A, ITA. Nanasky
pro cPLAa a sPLAGIIA: homogenat — 40 pg. Nanasky pro iPLA>: homogenat — 15 pg. Hodnoty jsou vyjadieny
jako prumér procentudlniho zastoupeni hodnot normoxické skupiny (~ 100 %) + SEM. Pocet zvirat

v experimentalni skupiné — 5. * — statisticky vyznamny rozdil CNH vs. normoxie (P < 0,05); T — statisticky
vyznamny rozdil INH vs. CNH (P < 0,05).
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4.3.2 VLIV CNH NA p-CPLA0 A NA SIGNALN{ PROTEINY AKTIVUJICI CPLA«
CNH zvysila cPLA2a a p-cPLA:20, ale neméla vliv na mnoZstvi celkovych ani
fosforylovanych MAPK (ERK1/2 a p38).

Po adaptaci na CNH doslo ke zvySeni zastoupeni cPLA>a a p-cPLAza (0 14 %, resp. 27 %),
ackoliv se relativni mnozstvi celkovych ani fosforylovanych proteini ERK1/2 nezménilo

(obrazek 23).
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Obrazek 23: Vliv CNH na relativni zastoupeni cPLA2a a p-cPLA2a (A) a celkovych
a fosforylovanych proteinii ERK1/2 (B) a p38 (C) v homogenatu vcetné reprezentativnich

obrazki bloti (D). CNH — kontinudlni normobaricka hypoxie; cPLA>a — cytosolickd fosfolipiza Asa;
ERK1/2 - MAPK, extracelularni signalem regulované kinazy 1 a 2; p38 — MAPK, protein o molekulové hmotnosti
38 kDa; p-cPLAsa — fosforylovana cytosolicka fosfolipaza A,a; p-ERK1/2 — fosforylovana MAPK, fosforylované
extracelularni signalem regulované kindzy 1 a 2; p-p38 — fosforylovana MAPK, fosforylovany protein
o molekulové hmotnosti 38 kDa. Nanasky pro cPLA,a a p-cPLA»a: 70 pg; pro ostatni detekované proteiny: 20 pg.
Hodnoty jsou vyjadieny jako primér procentualniho zastoupeni hodnot normoxické skupiny (~ 100 %) = SEM.
Pocet zvitat v experimentalni skupiné — 8. * — statisticky vyznamny rozdil CNH vs. normoxie (P < 0,05).
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4.3.3 VLIV CNH NA ZASTOUPENI CILOVYCH MOLEKUL CPLA»a
CNH zvysila mnozstvi COX-2.

Adaptace na CNH zvysila relativni zastoupeni COX-2 o 44 % v porovnani s normoxii,

zatimco mnozstvi COX-1 se nezménilo (obrazek 24).
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Obrazek 24: Vliv CNH na relativni zastoupeni COX-1 a COX-2 (A) v homogenatu véetné
reprezentativnich obrazki blotd (B). CNH - kontinualni normobaricka hypoxie; COX-1 —
cyklooxygenaza 1; COX-2 — cyklooxygenaza 2. Nanasky pro COX-1 a COX-2: 50 pg. Hodnoty jsou vyjadieny
jako prumér procentudlniho zastoupeni hodnot normoxické skupiny (~ 100 %) + SEM. Pocet zvirat
v experimentalni skupiné — 8. * — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. normoxie (P < 0,05).
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434 VLIV CNH A INH NA RELATIVNI MNOZSTVi SOD A KONCENTRACI
MARKERU OXIDACN{HO STRESU MDA
CNH zvysila mnoZstvi MnSOD, zatimco adaptace na INH neméla vliv na tento enzym.
Adaptace na CNH zvysila mnozstvi MnSOD v homogenatu (o 23 %) v porovnani
s normoxickou kontrolou, ale denni 1hodinova epizoda reoxygenace béhem adaptace na INH

tento narlst potlacila. Adaptace na CNH stejné jako adaptace na INH nemély vliv na zastoupeni
Cu/ZnSOD (obrazek 25).
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Obrazek 25: Vliv CNH a INH na relativni zastoupeni MnSOD (A) a Cu/ZnSOD (B)
v homogenatu vcéetné reprezentativnich obrazka bloti (C). CNH — kontinualni normobarické
hypoxie; Cu/ZnSOD — méd’ zinkova superoxiddismutaza; INH — intermitentni normobaricka hypoxie s denni
lhodinovou reoxygenaci; MnSOD — manganova superoxiddismutaza. Nanasky pro MnSOD: homogenat — 1 pg.
Nanasky pro Cu/ZnSOD: homogenat — 4 pg. Hodnoty jsou vyjadieny jako priimér procentudlniho zastoupeni
hodnot normoxické skupiny (~ 100 %) + SEM. Pocet zvitat v experimentalni skupiné — 4. * — statisticky vyznamny
rozdil CNH vs. normoxie (P < 0,05); T — statisticky vyznamny rozdil INH vs. CNH (P < 0,05).
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INH zvysila koncentraci MDA.

Po adaptaci na CNH byl patrny vzrist koncentrace markeru oxidac¢niho stresu MDA
u skupiny adaptované na CNH o 18 % ve srovnani s normoxickou skupinou (z hodnoty
0,61 umol/g u normoxie na hodnotu 0,72 pumol/g u CNH). AvSak k vyraznému zvysSeni
koncentrace MDA doslo zejména po denni 1hodinové epizodé reoxygenace (INH), a to o 54 %

ve srovnani s normoxickou skupinou a o 31 % ve srovnani se skupinou CNH (na hodnotu

0,94 umol/g) (obrazek 26).
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Obrazek 26: Vliv CNH a INH na koncentraci MDA v myokardu LV. CNH - kontinuélni
normobaricka hypoxie; INH — intermitentni normobarickd hypoxie s denni lhodinovou reoxygenaci; MDA —
malondialdehyd. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ SEM. Pocet zvifat v experimentalni skuping — 7.

* — statisticky vyznamny rozdil CNH vs. normoxie (P < 0,05); T — statisticky vyznamny rozdil INH vs. CNH
(P <0,05).
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S DISKUZE

5.1 CiL 1: VLIV IHH NA ZASTOUPENI PLA, A AKTIVUJICICH ENZYMU
A CiLU CPLA>o V SRDECNI TKANI

5.1.1 VLivIHH NA RELATIVNI ZASTOUPENI PLA,

IHH aktivuje celkovou i fosforylovanou cPLA2a na urovni proteinu.

Adaptace na IHH zvysila mnozstvi celkové i fosforylované cPLA>a v homogenatu a mem-
branové frakci. Za podminek IHH doslo rovnéz k vyraznému navysSeni celkové cPLAxa
v cytosolu, zatimco aktivovana p-cPLAja nebyla v cytosolu detekovana. Na tirovni mRNA
nebyly pozorovéany po adaptaci na IHH zadné zmény v expresi cPLAxa.

Uloha cPLA0 v protektivnim t¢inku indukovaném adaptaci na chronickou hypoxii nebyla
dosud studovana. Ackoliv fada studii poukdzala na Skodlivé ucinky tohoto enzymu za I/R
podminek (Bonventre a kol., 1997; Kishimoto a kol., 2010; Saito a kol., 2012; Tabuchi a kol.,
2003), jiné naopak naznacuji jeji protektivni ulohu (Kerkeld a kol., 2011). Ve studiich na
mozkové tkani mysi s deleci genu pro cPLAza vykazovaly niz§i rozsah I/R poSkozeni
(Bonventre a kol., 1997; Kishimoto a kol., 2010; Tabuchi a kol., 2003) a podobny vysledek
demonstrovali i Zhang a kol. pfi pouziti inhibitoru cPLA2a na mozkové tkani (Zhang a kol.,
2012). Co se tyce experimentil na srdecni tkani, Saito a kol. ukazali, ze mysi s deleci genu pro
cPLAza vykazovaly menSi rozsah infarktu myokardu doprovdzeny sniZenou koncentraci
prostaglandind. Soucasné navrhli, Ze tento proces probiha prostfednictvim signalni drahy TNFa
(Saito a kol., 2012). Na druhou stranu Kerkeld a kol. prokazali na tomto mySim modelu
protektivni u€inky cPLA>a, nebot’ rozsah I/R poskozeni myokardu u mysi s deleci genu pro
cPLAza byl vyrazné hor$i v porovnani s kontrolami s funkénim genem pro cPLAza. Soucasné
v srdcich mysi s deleci genu pro cPLAza doslo k poklesu hladiny PGE:, pficemZ podéni
analogu PGE; misoprostolu témto mysSim vedlo ke zmenSeni velikosti infarktu myokardu.
Studie navrhla, Ze protektivni G€inek cPLAza in vivo spocivd v indukeci produkce
kardioprotektivnich prostaglandint (PGE2). Soucasné se vSak nepodarilo prokazat protektivni
ulohu cPLAsa pii ischemii in vitro (Kerkeld a kol., 2011). Z tohoto pohledu se zda, ze by
zvySené mnozstvi celkové a aktivované cPLAza v myokardu mohlo mit vyznam pro indukci

kardioprotektivniho mechanismu vyvolaného adaptaci na [HH.
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IHH sniZuje iPLA2 a sPLA:IIA na urovni proteinu.

Adaptace na IHH snizila zastoupeni iPLA> a sSPLA>IIA v homogenatu a v membranové
frakci a rovnéz doslo k poklesu sPLA:IIA v cytosolu. Po adaptaci na IHH nebyly na Grovni
mRNA pozorovany zadné zmény v expresi iPLA> ani sSPLAIIA.

Ackoliv byl pokles iPLA> pozorovany po adaptaci na IHH relativné maly, mize tento
enzym hrat vyznamnou roli v mechanismu adaptace na chronickou hypoxii, protoze iPLA> jsou
nejhojnéji zastoupenymi PLA> v myokardu (McHowat a Creer, 2004). Bylo prokézano, ze
1PLA> preferen¢éné hydrolyzuji peroxidované FA ve srovnani s neposkozenymi FA (Cummings
a kol., 2000; Cummings a kol., 2002). V srdci jsou pfitomny zejména izoformy iPLA:f
aiPLAyy (Cedars a kol., 2009). Za klidovych podminek se izoforma iPLA>B vyskytuje
v cytosolu (Cedars a kol., 2009) a také v mitochondriich (Williams and Gottlieb, 2002). Avsak
bchem srde¢ni ischemie tento enzym translokuje z cytosolu na mikrosomalni frakci membran
(Cedars a kol., 2009). Williams a Gottlieb (2002) také prokdzali souvislost mezi pisobenim
iPLAf v srde¢nich mitochondriich a I/R poskozenim. Podéni inhibitoru iPLA> (BEL) vedlo ke
snizeni infarktu myokardu, coz mohlo byt zplsobeno snizenou degradaci membranovych
fosfolipidii a/nebo prostfednictvim mitoKatp kandlii (Williams a Gottlieb, 2002). AA uvolnéna
z fosfolipidli ptsobenim iPLA2f tyto kandly totiz uzavirda (Kim a Duff, 1990; Williams
a Gottlieb, 2002). iPLA>pB se podili i na rozvoji arytmogeneze. Zvysena incidence letalnich
komorovych arytmii ve spojeni s nartustem exprese iPLA2B byla prokazdna na modelu
transgennich mysi, u nichz byla v srdci exprimovana lidska srdecni iPLA2f. Srdce téchto mysi
vystavena I/R podminkam vykazovala vyznamné vyssi vyskyt letalnich komorovych arytmii
v porovnani se srdci kontrolnimi. Inhibitor BEL podany tésné pfed ischemii témto arytmiim
zabranil (Mancuso a kol., 2003). Tyto vysledky naznacuji, ze pokles mnozstvi iPLA>
pozorovany po adaptaci na [HH by mohl byt prospésny.

Na druhou stranu néckteré studie prokézaly protektivni roli iPLA>. Konkrétné jde
o izoformu iPLA>y, kterd je lokalizovana v mitochondriich a/nebo v peroxizomech (Mancuso
a kol., 2004). Experimenty na transgennich mySich a mySich s deleci genu pro iPLAzy
demonstrovaly, Ze tento enzym je nezbytny pro zachovani homeostazy fosfolipidii a funkce
mitochondrii v srdci (Mancuso a kol., 2007a; Mancuso a kol., 2007b). Lipidova analyza
odhalila vyrazny pokles mnozstvi srde¢nich fosfolipidii u téchto zvitat doprovazeny zvySenim
hladiny lyzofosfolipidi (Mancuso a kol., 2007a). Navic se u téchto zvifat projevilo
nedostate¢né zasobeni srdce kyslikem. Dysregulaci exprese a/nebo aktivity iPLA>y doslo ke
Spatné funkci komplexu IV elektrontransportniho fetézce v mitochondriich v disledku poklesu

obsahu kardiolipinu ve vnitini mitochondrialni membrané¢ (Mancuso a kol., 2007b). Navic
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Kinsey a kol. prokazali, Ze izoforma iPLA>y je enzymem odpovédnym za odstraiiovani
oxidacné modifikovanych fosfolipidii a za prevenci pted dusledky lipidové peroxidace
v mitochondriich, ¢imz se uplatituje pfi ochrané buiky pfed oxidacnim stresem. Podanim
inhibitoru iPLA»y totiz doslo k rychlejsi peroxidaci lipidi provazené bobtnanim mitochondrii
(Kinsey a kol., 2007a). Na druhou stranu u mysi s deleci genu pro iPLA»y vystavenych I/R
podminkam doslo k vyraznému poklesu mnozstvi peroxidovanych FA okolo ischemické oblasti
v srdecni tkdni (Moon a kol., 2016). Rovnéz bylo prokdzano, ze iPLA»y hraje tlohu v regulaci
propustnosti mitochondrialni membrany, jez je kliCova pro iniciaci apoptotického procesu
(Kinsey a kol., 20075b). Kinsey a kol. demonstrovali uvolnéni apototickych medidtor a bunécné
smrti zprostiedkované pisobenim iPLA2y. I z tohoto pohledu by mohla byt snizena hladina
iPLA> pozorovana po adaptaci na IHH rovnéz prospésna (Kinsey a kol., 2007b).

Co se tyce hypoxie, detekovali jsme snizenou expresi iPLA; na urovni proteinu
v myokardu po dlouhodobobé adaptaci na IHH. Naopak McHowat a kol. pozorovali na
kardiomyocytech kralika vystavenych kratké hypoxické epizod¢ zvySeni aktivity na membranu
vazanych iPLA; doprovazené zvysenim hladiny AA a lyzoplasmenylcholinu (McHowat a kol.,
1998). Stejné hypoxické podminky zvysily aktivitu tohoto enzymu 1 v lidskych endotelialnich
buiikach vedouci k akumulaci lyzoplasmenylcholinu (Meyer a McHowat, 2007). Na stejném
hypoxickém modelu byla také prokdzana souvislost mezi zvySenim aktivity iPLA>
v kardiomyocytech a rozvojem elektrofyziologickych zmén vedoucim k arytmogenezi, nebot’
podanim inhibitoru BEL doslo k potlac¢eni arytmogeneze (McHowat a kol., 1998).

Po adaptaci na IHH jsme v myokardu LV pozorovali trend k poklesu sPLA>IIA na urovni
mRNA a signifikantni snizeni na irovni proteinu. Jak bylo zminéno dfive, zanétlivé procesy
stimuluji expresi a sekreci sSPLA2IIA (Schwemmer a kol., 2001; Yagami a kol., 2006). Bylo
prokazano, Ze zvysena koncentrace prozanétlivych cytokinli (zejména TNFa a IL-1f) indukuji
expresi SPLALITA v kardiomyocytech (De Windt a kol., 1997) stejn¢€ jako v bunkach hladkého
svalstva potkana (Nakano a kol., 1990; Schwemmer a kol., 2001). Vysvétleni snizené hladiny
sPLALIIA na Girovni proteinu po adaptaci na [HH neni jednoduché. Kuwata a kol. ptedpokladaji,
ze aktivace a pokles mnozstvi tohoto proteinu zavisi na ¢ase. Ukazali, ze stimulace fibroblasti
prozanétlivymi cytokiny aktivuje cPLAza, coz vede k produkei eikosanoidii prostiednictvim
biosyntetické drahy 12-, 15-LOX a nasledné také k regulaci exprese sPLA>IIA mRNA.
Aktivaci sPLALITA doSlo ke zvySeni produkce PGE> vedouci kindukci receptorit pro
receptory za ucelem poklesu exprese sPLA2IIA mRNA (Kuwata a kol., 2005). V souladu

s témito zjiSténimi jsme 1 my v myokardu potkana adaptovaného na IHH pozorovali zvySenou
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interleukinu 10 (nepublikovana data). Navic studie zabyvajici se tilohou sPLA>IIA za podminek
akutni I/R ukdzaly, Ze inhibice tohoto proteinu je spojena s mensim rozsahem poranéni srdecni
tkdné€ a lepSim prezivanim kardiomyocyt (Krijnen a kol., 2006; Nijmeijer a kol., 2003; Van
Dijk a kol., 2009). VSechna tato zjiSténi jsou v souladu s nami pozorovanou snizenou hladinou

sPLALIIA v myokardu potkanti adaptovanych na IHH.

5.1.2 IMUNOFLUORESCENCNI ANALYZA p-CPLAa PO ADAPTACINA IHH

p-cPLA:za translokuje do jadra po adaptaci na IHH.

Po adaptaci na IHH doslo k vyznamné kolokalizaci p-cPLAza s jadrem, a naopak nebyla
detekovana kolokalizace p-cPLAza se sarkolemalnimi ani mitochondrialnimi membranami.
Analyza imunoreaktivity rovnéz potvrdila zvysené mnozstvi p-cPLAza v jaderné frakci. Ke
stejnym zavérim dosli 1 Grewal a kol., ktefi po stimulaci lidskych endotelidlnich bun¢k
selektivnim ionoforem pro Ca*" ionty pozorovali pfesun cPLA>a na jaderné struktury, a nikoliv
na membrany endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu (Grewal a kol., 2005). Tato data
naznacuji, ze jadernd obalka mtize byt primarnim mistem produkce AA v myokardu pokusnych
zvitat adaptovanych na IHH. To je v souladu se studii Spencer a kol., ktefi prokéazali v jaderné
obalce lokalizaci jak COX-1, tak COX-2, enzymu katalyzujicich konverzi AA za vzniku
oxidac¢nich metabolitd (Spencer a kol., 1998).

Navic fada dal$ich studii na riznych buiikdch hlodavct potvrdila po stimulaci translokaci
cPLAa na jaderné struktury (Glover a kol., 1995; Hirabayashi a kol., 1999; Kan a kol., 1996;
Peters-Golden a kol., 1996; Peters-Golden a kol., 1996; Schievella a kol., 1995; Sierra-
Honigmann a kol., 1996). Rovnéz bylo prokdzéno, Ze cPLA»a interaguje s proteinem
vimentinem, ktery je obsaZen v intermediarnich filamentech v jadfe. Ukazalo se, Ze interakce
mezi cPLA>a a vimentinem je nezbytna k hydrolyze AA. Zd4 se tedy, zZe vimentin by mohl

fungovat jako adaptorovy protein pro cPLAza v jadie (Nakatani a kol., 2000).
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5.1.3 VLIV IHH NA SIGNALNi PROTEINY AKTIVUJiCci CPLA»a

IHH zvySuje mnoZstvi fosforylovanych MAPK (p-PKCa, p-ERK1/2 a p-p38) aktivujicich
cPLAz0.

Jak jiz bylo uvedeno, na irovni mRNA nebyly po adaptaci na IHH pozorovany zadné
zmény v expresi cPLA»a. Znamend to tedy, ze je cPLAza za téchto podminek aktivovana
posttranslacné. Pro objasnéni molekularniho mechanismu, kterym IHH reguluje aktivitu
cPLAa, jsme se zaméfili na intracelularni signalni kaskddu odpovédnou za aktivaci tohoto
enzymu. Jiz diive bylo prokdzano, ze za fosforylaci, a tedy aktivaci cPLAxa, jsou zodpovédné
MAPK, zejména ERK1/2 a p38 (Lin a kol., 1993; Kramer a kol., 1996). Ukéazali jsme, ze
adaptace na THH zvysila zastoupeni fosforylovanych forem ERK1/2 a p38 v homogenatu
myokardu LV potkana, ackoliv se jejich celkové mnozstvi nezménilo. Nase vysledky jsou
v souladu se studii Morel a kol., ktefi po adaptaci na chronickou hypoxii rovnéz pozorovali
v myokardu zvySené mnozstvi p-ERK1/2 a p-p38 (Morel a kol., 2006). Na druhou stranu Rafiee
a kol. prokézali, ze za podminek chronické hypoxie dochazi v myokardu k aktivaci kinaz p38
a Jun kinaz, nikoliv vS§ak ERK1/2, a Ze inhibice téchto aktivovanych kinaz vedla k potlaceni
kardioprotektivniho ucinku (Rafiee a kol., 2002). Zajimavé je, Ze Seko a kol. pozorovali za
hypoxickych podminek a rovnéz za podminek hypoxie/reoxygenace v kardiomyocytech
rychlou aktivaci téchto stresovych kindz (Seko a kol., 1996; Seko a kol., 1997). Navic MAPK
jsou v bunice také vyznamné aktivovany pii odpovedi na zvySeny oxidaéni stres (Clerk a kol.,
1998), ktery byl taktéZ pozorovan za podminek IHH (Kolar a kol., 2007).

PKC se rovnéZ podileji na regulaci aktivace cPLAxa, a tedy 1 produkce AA. Jiz diive bylo
prokazano, Ze PKC jsou zahrnuty v signalni draze kardioprotekce. Adaptace na IHH vedla ke
zvyseni zastoupeni PKCd (Hlavackova a kol., 2010; Kolaf a kol., 2007; Neckat a kol., 2005)
a naopak k poklesu PKCe (Hlavackova a kol., 2010). Co se tyce souvislosti s cPLA2a, You
a kol. naznacili, Ze signalni draha PKC3-ROS-NF«B hraje klicovou roli v indukei exprese
cPLAza v bunkéch epitelu dychacich cest (You a kol., 2004). Rafiee a kol. ukézali, Ze béhem
adaptace na chronickou hypoxii dochazi k aktivaci PKCe, ktera nasledné stimuluje p38. Navic
naslednou inhibici PKCe a p38 doslo k potlaceni kardioprotektivniho efektu vyvolaného
chronickou hypoxii (Rafiee a kol., 2002). V nasi studii jsme ukdzali, Ze adaptace na IHH je
spojena s indukci PKCa. Jiz dfive bylo prokdzéno, Ze PKCa je klicovym enzymem
participujicim na aktivaci cPLAza (Anfuso a kol., 2007). Aktivace PKCa je zprostiedkovana
diacylglycerolem a inositol-1,4,5-trifosfatem/Ca** ionty, tedy druhymi posly v signalni draze

vedouci od receptorti sptfazenych s heterotrimernimi G proteiny a enzymu PLC (Svoboda a kol.,
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2004). Chakraborti a kol. ukazali, ze vystaveni endotelidlnich bun€k ptsobeni peroxynitritu
zvysilo aktivitu protedz, coz mélo za nasledek aktivaci PKCa. PKCa posléze aktivovala
cPLAza, a tedy i uvoliovani AA. Inhibitor G proteinti pertussis toxin potlacil peroxynitritem
vyvolany nartst aktivity cPLA2a a hydrolyzu AA v téchto bunkach, ackoliv nedoslo ke
zménam intracelularni koncentrace Ca®" iontl, aktivity protedz ani aktivity PKCo. Navic
pusobenim tohoto inhibitoru doslo k fosforylaci Gija proteind v bunéénych membréanach,
a naopak pouzitim inhibitoru PKCa doslo k potlacdeni této fosforylace. Je tedy ziejmé, ze
existuje pfima souvislost mezi inhibici G; proteinti a potlacenim aktivace cPLA»a a rovnéz mezi

produkci ROS regulujicich aktivaci PKCa, a tedy i cPLA2a (Chakraborti a kol., 2005).

5.1.4 VLIV IHH NA ZASTOUPENI CiLU CPLAa
IHH zvySuje COX-2 a PGE:.

Vzhledem k tomu, ze IHH zvysila mnozstvi celkové a fosforylované cPLAa, rovnéz jsme
stanovili relativni zastoupeni konstitutivni COX-1 a inducibilni COX-2 jako rychlost
limitujicich enzymu pii syntéze eikosanoidli. Po adaptaci na IHH doslo v myokardu LV ke
zvySeni mnoZzstvi COX-2, zatimco se zastoupeni COX-1 nezménilo. Podobné doSlo za
hypoxickych podminek ke zvySené expresi genu pro COX-2 prostiednictvim vazby NFxB p65
proteinu do oblasti promotoru tohoto genu (Schmedtje a kol., 1997). Enzym COX-2 je vétSinou
spojovan s negativnim vlivem na myokard (Oshima a kol., 2006; Saito a kol., 2004; Yang a kol.,
2000). Na druhou stranu bylo prokazano, Ze jeho zvySena aktivita je v myokardu nezbytna pro
vyvolani protekce proti infarktu a srdeCnimu stunningu v pozdni fazi preconditionigu (Bolli,
2007; Bolli a kol., 2002; Shinmura a kol., 2000).

Co se tyc¢e produkce eikosanoidi, ukazali jsme, Ze adaptace na IHH zvysila koncentraci
PGE>. Tento vysledek je vsouladu spraci Kerkeld a kol., kteti demonstrovali pokles
koncentrace PGE2 u mysi s deleci genu pro cPLAxa. Podani analogu PGE2 misoprostolu mySim
s deleci genu pro cPLA»a doslo k poklesu velikosti infarktu myokardu za I/R podminek. To
znamend, ze protektivni U¢inek cPLA>a by mohl spocivat v indukei produkce
kardioprotektivniho PGE> (Kerkeld a kol., 2011). Podobn¢ Bolli a kol. prokazali, Ze stimulaci
COX-2 v pozdni fazi preconditioningu doslo k navySeni produkce PGE: a také prostaglandinu
I, které snizuji velikost infarktu myokardu aktivaci mitoK atp, snizenim uvoliiovani Ca*" iontl

a potlacenim funkce prozanétlivych neutrofila (Bolli a kol., 2002).
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5.1.5 ODOLNOST IZOLOVANYCH KARDIOMYOCYTU VUCI SIMULOVANE
ISCHEMII/REPERFUZI: VLIV IHH A INHIBITORU CPLA0 PYROFENONU
Pyrofen nezablokoval protektivni efekt vyvolany IHH.

Borchert a kol. zjistili, ze protektivni Gi¢inek indukovany adaptaci na chronickou hypoxii
pretrvava v kardiomyocytech i po jejich izolaci (Borchert a kol., 2011). Abychom potvrdili
ulohu cPLA>a v kardioprotektivnim ucinku IHH, aplikovali jsme specificky inhibitor cPLA>a
pyrofenon. Kardiomyocyty vyizolované z experimentalnich zvifat z normoxické skupiny
a skupiny adaptované na IHH byly rozdéleny do podskupin dle pfiddvanych farmak — 1) bez
pridavku; 2) ptidavek specifického inhibitoru cPLA>a pyrofenonu; 3) ptidavek rozpoustédla
DMSO, nebot’ pyrofenon je standardné dodavan rozpustény v DMSO. VSechny podskupiny
byly vystaveny akutni metabolické inhibici a re-energizaci. Méfenim bunééné viability byl
prokéazan kardioprotektivni G€inek u vSech experimentalnich podskupin adaptovanych na IHH
ve srovnani s kontrolami, které nebyly vystaveny metabolické inhibici a re-energizaci, a rovnéz
ve srovnani s odpovidajicimi normoxickymi podskupinami. Nicméné v této studii pridavek
zadného z farmak vyraznéji neovlivnil viabilitu kardiomyocytl jak u normoxickych, tak
u hypoxickych podskupin. Prekvapivé ale je, zZ2 DMSO sam o sob¢ vykazoval protektivni
ucinky. Neddvno Man a kol. demonstrovali, ze v kardiomyocytech DMSO sniZil miru
poskozeni zpiisobenou ROS. D¢je se tak prostfednictvim regulace aktivity hemoxygenazy 1,
antioxidantu spojeného s metabolismem zeleza (Man a kol., 2014).

Ackoliv se pouzitim inhibitoru pyrofenonu na izolovanych kardiomyocytech nepodaftilo
prokazat ucast cPLA»a v kardioprotektivnim u€inku IHH, nelze vyloucit jeji zapojeni. Napf.
Kerkeld a kol. demonstrovali vétsi rozsah I/R poskozeni srde¢ni tkdn€ u mysi s deleci genu pro
cPLA»a v experimentu in vivo, ale nepodafilo se jim za podminek simulované ischemie
prokazat protektivni roli cPLAza in vitro (Kerkeld a kol., 2011). Podobné 1 vysledky dalSich
studii na izolovanych kardiomyocytech nepotvrdily protektivni roli cPLAza pouZitim riznych
inhibitori (Engelbrecht a Ellis, 2007; Winstead a kol., 2005). VSechna tato pozorovani jsou
v souladu s vysledky nasi studie, kdy akutni podéni pyrofenonu ptfed simulovanou I/R nezrusilo
kardioprotektivni efekt vyvolany adaptaci na IHH. Je moZné, Ze aktivace cPLA>a mlze byt
vyznamna pouze béhem dlouhodobé adaptace na chronickou hypoxii, zatimco jeji inhibice pfi

akutni fazi ischemie nemé zadny vliv.
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5.1.6 POTENCIONALNI ZAPOJENI CPLA0 V PROTEKTIVNI DRAZE INDUKOVANE
ADAPTACINA ITHH

IHH zvySuje podil mnoZstvi B2-AR spiaZenych s Gi proteiny, coZ vede ke stimulaci

ERK1/2 a p38, které nasledné aktivuji signalni drahu cPLA20/COX-2/PGEx:.

Existuje nékolik studii zabyvajicich se P-adrenergni signalizaci v srdecni tkani za
hypoxickych podminek. AvSak jejich vysledky jsou kontroverzni. V zavislosti na
experimentalnich podminkich nebyla pozorovdna zména, anebo bylo detekovano snizeni
celkového mnozstvi f-AR (Hahnové a kol., 2016; Hrabasova a kol., 2003; Ledn-Velarde a kol.,
2001). Soucasné vsak bylo zjisténo, ze se za podminek chronické hypoxie neméni nebo se
snizuje mnozstvi Gsa proteinli, nemeéni se nebo se zvysuje zastoupeni Gia proteinti a Ze dochazi
k poklesu aktivity adenylatcyklazy (Kacimi a kol., 1995; Pei a kol., 2000). Dle naseho
adaptacniho protokolu se po IHH nezménilo celkové mnozstvi B-AR ani jejich disociacni
konstanta. AvSak doslo ke zvySeni podilu mnozstvi B2-AR na tkor mnozstvi Bi-AR. Tento
posun v podilu B-AR je doprovazeny vyraznym poklesem mnoZstvi adenylatcyklazy 5
(majoritni izoforma adenylatcyklazy v srde¢ni tkdni) a zvySenim inhibi¢nich Gja proteint. To
je v souladu s vysledky studie Hrbasova a kol., 2003, kteti po adaptaci na IHH pozorovali
sniZzeni aktivity srdecni adenylatcyklazy. Navic Okumura a kol. demonstrovali, Ze sniZeni
exprese adenylatcyklazy 5 u mysi vedlo ke kardioprotekci (Okumura a kol., 2003). Kromé toho
Tong a kol. poukazali na vyznam 2-AR pii indukei protekce pii preconditioningu (Tong a kol.,
2005). Ptrepnuti signalizace [2-AR spfazenych s Gs proteiny na Sifeni signalu
prostiednictvim G; proteini podle vSeho souvisi s PKA. Jiz dfive bylo prokazéano, Ze
fosforylace prostfednictvim PKA nejen Ze sniZuje interakci f2-AR s Gs proteiny, ale soucasné
zvySuje interakci B2-AR s Gi proteiny. Vlivem téchto zmén dochazi k inhibici aktivity
adenylatcyklazy prostfednictvim Gj proteinii a soucasné poklesu koncentrace cAMP (Daaka
a kol., 1997).

Pokud jde o cPLAza, Magne a kol. prokazali, Ze stimulaci B2-AR dochézi k hydrolyze AA
v embryonalnich kardiomyocytech kurete. Déje se tak prostrednictvim aktivace ERK1/2 a p38,
které nasledné stimuluji cPLA2a (Magne a kol., 2001). Navic Mackay a Mochly-Rosen (2001)
demonstrovali, ze AA jako hydrolyticky produkt plisobeni cPLAza pfimo pozitivné moduluje
aktivitu PKCo a PKCe v srdci. Pavoine a kol. uvedli, Ze regulace cPLAza prostfednictvim -
AR v lidském srdci zavisi na mife spraZenosti tohoto receptoru s adenylatcyklazou, ¢imz
prokézali propojeni B2-AR a cPLAza v srde¢ni tkani (Pavoine a kol., 2003). Navic Ait-Mamar
akol. demonstrovali, Ze cPLA>a ma v kardiomyocytech potkana negativni vliv na $ifeni signalu

prostiednictvim drahy PB.-AR/adenylatcykldza/PKA indukované Ca®’ ionty. Dé&e se tak
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prostiednictvim poklesu aktivace eNOS a také snizenim fosforylace fosfolambanu (Ait-Mamar
akol., 2005). Nase vysledky naznacuji, ze béhem adaptace na IHH dochazi v myokardu potkana
ke zvySeni podilu signalni kaskady vedouci od P2-AR/G; proteintll, ktera nasledné¢ mtize
regulovat cPLA>a/COX-2 prostfednictvim aktivace ERK/p38. Tyto zavéry jeste¢ podpoftily
studie, kde za rGznych experimentalnich podminek pozorovaly zapojeni B-AR v regulaci

a aktivaci ERK/p38 (Dang a kol., 2008; Sato a kol., 2013).

5.2 CiL 2: VLIV IHH NA ZASTOUPENI PLA> A SLOZENI FA vV SRDECNI
TKANI: VLIV ANTIOXIDANTU TEMPOLU

5.2.1 VLIVIHH NA RELATIVNI MNOZSTVI PLA,: VLIV ANTIOXIDANTU TEMPOLU

Podavani antioxidantu tempolu zabranilo navySeni cPLAza a p-cPLAza po IHH.

V dalsi fazi projektu jsme sledovali v myokardu LV potkana vliv IHH a podéavani
antioxidantu tempolu na mnozstvi cPLAza, iPLA> a sPLALIIA s cilem zjistit, zda se ROS
produkované piti IHH podileji na zménach v mnozstvi téchto enzymt za hypoxickych
podminek. Vi se, Ze se PLA; Gcastni zprostiedkovani bunécné odpoveédi na redoxni a zanétlivé
stavy (Jenkins a kol., 2009; Niessen a kol., 2003; Swift a kol., 2007), jeZ soucasn¢ hraji roli pii
adaptaci na chronickou hypoxii (Chytilové a kol., 2015; Kolaf a kol., 2007). Prokazali jsme, ze
je adaptace na IHH spojena se zvySenou produkci ROS, ktera se podili na aktivaci endogennich
protektivnich drah v myokardu. Podani antioxidantu N-acetylcysteinu experimentalnim
zvifatim béhem adaptace sniZilo oxidacni stres a zaroveinl zrusilo protektivni efekt vyvolany
IHH (Kolaf a kol., 2007). V této studii jsme ukdzali, Ze chronické podavani tempolu kompletné
zruSilo navySeni hladin cPLA>a a p-cPLA>a vyvolanych adaptaci na IHH, coz naznacuje, Ze
jsou tyto enzymy regulovany ROS. V souladu s nasimi vysledky bylo prokdzéano, ze v zavislosti
na koncentraci H>O» se zvysila aktivita cPLAza ve fibroblastech (Van Rossum a kol., 2004)
aze za podminek oxida¢niho stresu zplsobeného H»O doSlo ke zvySené hydrolyze AA
z membranovych fosfolipidii kardiomyocytl, kterd byla potlacena inkubaci se specifickym
inhibitorem cPLAza pyrofenonem (Winstead a kol., 2005). ZvySené mnozstvi cPLAza za
podminek THH mutze rovnéz piispivat k produkci ROS. Jednak cPLAza preferencné
hydrolyzuje AA z membranovych fosfolipida (Clark a kol., 1991; Grandits and Oostenbrink,
2015), kdy mohou ROS vznikat jako vedlejsi produkty pfi konverzi AA na eikosanoidy (Kim
a kol., 2008), a jednak pisobenim cPLA»a dochazi ke zvyseni aktivity NOX, a tedy produkci
ROS v srde¢nich bunkach (Khan a kol., 2015) i v dalSich typech bunék (Colston et al, 2005;
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Chakraborti a kol., 2015; Dana a kol., 1998). Z vySe uvedeného vyplyva, ze regulace cPLAa
za podminek IHH muze stimulovat produkci ROS, a tedy souviset se signalni kaskadou
indukovanou v chronicky hypoxickém myokardu.

Tato studie poukazuje na vyznamny vliv ROS pii regulaci aktivace cPLAa v srdci potkana
adaptované¢ho na IHH. Lze fici, ze cPLA>a stejné jako jeji hydrolyticky produkt AA se
vyznamné podili na patologickych i protektivnich mechanismech a ze ucinky tohoto enzymu

na srdecni tkan jsou zavislé na redoxnim a metabolickém stavu kardiomyocytt.

Podavani tempolu sniZilo mnoZstvi sSPLA:IIA u normoxické skupiny.

Jak jiz bylo feceno, ROS se ucastni signalni drahy kardioprotektivniho ucinku
indukovaného adaptaci na IHH, ackoliv za podminek akutni I/R maji Skodlivé ucinky (Kolaf
a kol., 2007). Polozili jsme si proto otdzku, zda se by se na zménach v zastoupeni iPLA>
a sSPLALIIA v chronicky hypoxickém myokardu mohly podilet ROS podobné jako v pripadé
cPLAza.

Ptedpokladem bylo, Ze pokles iPLA> pozorovany po adaptaci na IHH mize byt zptsoben
zvySenym oxidacnim stresem. ROS totiZ inhibuji aktivitu iPLA> oxidaci jejich Cys zbytka
(Song a kol., 2006), které jsou v jeji struktufe hojné zastoupeny (Dennis a kol., 2011). Tato
pozorovani jsou v souladu se studiemi, ve kterych inhibice iPLA> inhibitorem BEL vyvolala
kardioprotekci (Mancuso a kol., 2003; Sargent a kol., 1996; Williams a Gottlieb, 2002). BEL
totiz modifikuje Cys zbytky ve struktufe tohoto proteinu (Song a kol., 2006). Vysledky naseho
experimentu ukazaly, Ze podavéani tempolu nezvratilo efekt ITHH na mnozstvi iPLA>
u chronicky hypoxické skupiny.

Z dosavadnich studii vyplyva, Zze iPLA> mohou pisobit protektivné prostfednictvim
remodelace oxidacn€ poskozenych membranovych fosfolipidi (Cummings a kol., 2000;
Cummings a kol., 2002; Kinsey a kol., 2005). iPLA; totiz ptednostné hydrolyzuji peroxidované
FA ve srovnani s neposkozenymi FA (Cummings a kol., 2000; Cummings a kol., 2002). Vlivem
konformacnich zmén, které v membrané nastanou za podminek oxida¢niho stresu, dochazi
k nartistu hydrolytické aktivity iPLA2 na membranach, a tim i deacylaci peroxidovanych FA
z molekuly fosfolipidi (McHowat a kol., 2001a; McHowat a kol., 20015). Na druhou stranu
muzZe byt pisobeni iPLA; Skodlivé. Za I/R podminek totiz fosfolipidy pouze odbouravaji,
nedochdzi k obnové membrany, protoZe builkka nema dostatecné zasoby ATP potfebné na
reacylacni reakce, coZ mize v kone¢ném dlisledku vést ke zméné fluidity membrany, naruSeni
homeostaze Ca®* ionti a k iniciaci apoptotického procesu (Balboa a Balsinde, 2002; Balsinde

akol., 1995; Pérez a kol., 2004; Pérez a kol., 2006; Williams a Gottlieb, 2002). V tomto ohledu
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se zda, ze by nami pozorovany pokles mnozstvi iPLA> v myokardu potkanti adaptovanych na
IHH mohl byt prospésny.

Co se ty¢e sPLALIIA, jeji snizené mnozstvi pozorované po adaptaci na IHH se zda byt
prospésné s ohledem na aktivaci tohoto enzymu pfi zanétlivych stavech (De Windt a kol., 1997;
Nakano a kol., 1990; Schwemmer a kol., 2001; Yagami a kol., 2006). Zda se vSak, ze jde
o Casov¢ zavisly proces (Kuwata a kol., 2005). V experimentu s antioxidantem se nam
nepodaftilo prokazat zapojeni ROS pfi regulaci sSPLA>IIA za IHH podminek. Studie zabyvajici
se ulohou sPLALIIA v srdecni tkani za I/R podminek prokazaly, Ze inhibici tohoto proteinu je
dosazeno mens$iho rozsahu poskozeni a také lepsi viability kardiomyocyti (Krijnen a kol.,
2006; Nijmeijer a kol., 2003; Van Dijk a kol., 2009). Pfi infarktu myokardu jsou buiky
vyskytujici se nejblize akutniho ohrozeni poskozeny ireverzibiln€, zatimco kardiomyocyty
okolo této oblasti jsou poSkozeny reverzibiln€. S obnovenim pritoku krve pfi reperfuzi se
sPLALIIA dostava k reverzibiln€ poSkozenym buiikdm, jimz zptsobi jesté vétsi miru posSkozeni
Stépenim fosfolipidiit z membran téchto kardiomyocytti (Van Dijk a kol., 2009). Na druhou
stranu De Windt a kol. ukazali, ze srdce kontrolnich mysi i mysi s deleci genu pro sPLAIIA
vykazovaly po I/R stejnou miru postischemické obnovy srde¢ni tkané€ a stejné hladiny ATP

a akumulace FA (De Windt a kol., 2001).

5.2.2 VLIV IHH NA SLOZENIi FA: VLIV ANTIOXIDANTU TEMPOLU
IHH zvysuje podil n-3 PUFA a sniZuje podil n-6 PUFA v srde¢nich fosfolipidech.

Potvrdili jsme pfedchozi vysledky nasi laboratofe ukazujici vliv IHH na remodelaci FA
v srde¢nich fosfolipidech. Po adaptaci na IHH doSlo ke zvySeni SFA vlivem narGstu obsahu
kyseliny palmitové (16:0), zatimco mnozstvi MUFA zlstalo nezménéné. Adaptace na IHH
sniZila mnozstvi celkovych n-6 PUFA v disledku poklesu zastoupeni kyseliny linolové (18:2n-
6), pri¢emz toto sniZeni je vykompenzovano narastem podilu celkovych n-3 PUFA vyvolaného
adaptaci na IHH, a to zejména zvySenim podilu DHA (22:6n-3). Jezkova a kol. pozorovali po
IHH pokles koncentrace mitochondrialniho kardiolipinu provdzeny jeho remodelaci. Po
adaptaci na I[HH doSlo v kardiolipinu k poklesu kyseliny linolové ve prospéch DHA (Jezkova
a kol., 2002). Novak a kol. pozorovali v myokardu potkana po tlakovém pietizeni béhem
postnatalniho vyvoje podobnou remodelaci fosfolipidl. Zd4 se tedy, ze jde o adaptivni odpoveéd’
myokardu na stresové podminky (Novak a kol., 2012). Navic dieta obohacena o n-3 PUFA
potencovala v myokardu potkana protektivni efekt IHH na arytmogenezi (Hlavackova a kol.,
2007). Nicméné zapojeni ROS pii remodelaci srdeCnich fosfolipidi se zda byt

nepravdépodobné. Ukazali jsme, ze podavani tempolu nemélo vliv na slozeni FA v srdecnich
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fosfolipidech jak unormoxickych zvifat, tak u zvifat adaptovanych na IHH. Podobné
antioxidant L-karnitin neovlivnil zvySeni n-3 PUFA pozorované v chronicky hypoxickém
myokardu (Oka a kol., 2008).

Jak jiz bylo feceno, iPLA> se v myokardu vyskytuji ze vSech PLA> nejhojnéji (McHowat
a Creer, 2004). Experimenty na mozkové tkani ukazaly, ze DHA, a nikoliv AA, je
preferovanym substratem pro iPLA; (Strokin a kol., 2003; Strokin a kol., 2007). V tomto ohledu
snizené mnozstvi iPLA2 pozorované po adaptaci na IHH miiZze byt moznym vysvétlenim

zvyseného podilu DHA v srde¢nich fosfolipidech za podminek IHH.

5.3 CiL 3: VLIV CNH A INH NA MNOZSTVI PLA> A ANTIOXIDACNICH
ENZYMU V SRDECNI TKANI

5.3.1 STANOVENI RELATIVNIHO MNOZSTVi PLA, PO ADAPTACINA CNH A INH

CNH zvysila mnozZstvi cPLAza a iPLA2, zatimco adaptace na INH neméla vliv.

V piedchozi studii jsme stanovili mnozstvi PLA> na modelu protektivni IHH. V dalsi etapé
jsme analyzovali zastoupeni PLA; v homogendatu na jiném protektivnim modelu CNH a rovnéz
na neprotektivni INH. Po adaptaci na CNH doslo ke zvySeni mnozstvi iPLA> v homogenatu
myokardu LV potkana, av§ak denni 1hodinova epizoda reoxygenace béhem adaptace na INH
toto navySeni zcela potlacila. Podobny trend Ize pozorovat i u cPLA»a, kde vlivem velkého
rozptylu dat doSlo k podobnym, le¢ nesignifikantnim vysledkim. AvSak statisticky
vyznamného zvySeni mnoZstvi cPLAza a rovnéZ p-cPLAza po adaptaci na CNH bylo dosaZeno
pii studii vlivu CNH a fyzické zatéze (Alanova a kol., 2017 — ptiloha D). Adaptace jak na CNH,
tak na INH nemély vliv na mnoZzstvi proteinu sPLA>ITA.

Jak jiz bylo uvedeno, cPLAxa preferencné hydrolyzuje AA z membranovych fosfolipidi
(Clark et al, 1991; Grandits and Oostenbrink, 2015). Volnd AA je substratem pro produkci
bioaktivnich eikosanoidii pisobenim COX, LOX a epoxygenaz a volnd AA muZe byt rovnéz
signalni molekulou (Kim a kol., 2008; Linkous a Yazlovitskaya, 2010). Bylo prokdzano, ze AA
aktivuje BKca kandly v mitochondriich (Martin a kol., 2014). Tyto kanaly se za hypoxickych
podminek oteviraji (Cheng a kol., 2008), a pfispivaji tak k protekci myokardu (Xu a kol., 2002).
Borchert a kol. prokéazali ucast téchto kanalii v protektivnim G€inku CNH (Borchert a kol.,
2011). ZvySené mnozstvi cPLA>a pozorované po adaptaci na CNH by tedy mohlo vést ke
zvyseni hladiny AA. Znamena to tedy, ze AA produkovana ptisobenim cPLAza za podminek

CNH by mohla pftispivat k otevirani BKca kanald, a tedy ke kardioprotektivnimu ucinku
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indukovanému adaptaci na CNH. Navic zapojeni cPLAa v indukci protekce u tohoto
hypoxického modelu naznacily vysledky, kdy chronickym poddvanim antagonisty Bi-AR
metoprololu béhem adaptace doslo ke zruseni protektivniho uc¢inku CNH a rovnéz k potlaceni
narastu celkové i fosforylované cPLA>a vyvolaného adaptaci na CNH (nepublikovana data).
Po adaptaci na CNH doslo ke zvySeni mnozstvi iPLA,, ale adaptace na INH nem¢la vliv
na mnozstvi tohoto enzymu. Také vysledky analyzy mRNA ukazaly, ze po adaptaci na CNH
doslo k nartistu exprese iPLA> (nepublikovana data). Zda se tedy, ze by iPLA> mohla byt
zapojena v kardioprotektivnim ucinku v ochrané pied I/R poskozenim. Vysledky jednotlivych
studii jsou ale znacn¢ kontroverzni. Nékteré studie poukazuji na protektivni ptisobeni iPLA>
prostfednictvim remodelace fosfolipidii v poSkozenych membranach. Podle téchto studii hraji
iPLA> vyznamnou roli v ochrané¢ bunécnych membran pied oxidacnim poskozenim
(Cummings a kol., 2000; Cummings a kol., 2002; Kinsey a kol., 2005). Vyznam iPLA; lze
demonstrovat v piipad¢ kardiotoxickych ucinkti antracyklind, které jsou i€¢innymi farmaky pii
protinadorové terapii. Vedlejsi toxické ucinky antracyklinti spocivaji ve zvySovani oxidacni
zatéze indukci produkce Oz zptsobujici peroxidaci fosfolipidi v membrané (McHowat a kol.,
2001a). Bylo prokézéno, ze inhibice iPLA> zpiisobena antracykliny v kardiomyocytech je
jednou z pficin jejich kardiotoxicity, protoze dojde ke sniZzeni schopnosti reparace fosfolipidil
poskozenych oxida¢nim stresem. Navic snizenim funkce iPLA> dochazi k hromadéni
hydroperoxidu ve fosfolipidech, které zptisobuji destrukci membrany (McHowat a kol., 2001q;
Swift a kol., 2003; Swift a kol., 2007). Z tohoto pohledu je jeji nariist béhem adaptace na CNH
jednoznacné prospésny. Na druhou stranu fada studii poukazuje spiSe na poskozujici ucinky
1PLA> za I/R podminek (Mancuso a kol., 2003; Sargent a kol., 1996; Williams a Gottlieb, 2002).
Po adaptaci na CNH nedoslo ke zménam v zastoupeni sSPLAIIA v myokardu LV potkana.
Piestoze bylo prokédzano, ze zanétlivé procesy a narlst hladiny ROS generovanych za I/R
podminek stimuluji expresi a sekreci sPLA> (Yagami a kol., 2006), zda se, Ze za podminek
CNH jako modelu mirné hypoxie nevznikd dostatecné mnoZzstvi zanétlivych faktorti a ROS,
které¢ by aktivovaly tento enzym. Nicméné pilotni vysledky demonstrovaly, Ze adaptace na

CNH by mohla tento enzym indukovat na tirovni exprese mRNA (nepublikovana data).
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5.3.2 VLIV CNH NA SIGNALNI PROTEINY AKTIVUJiCI CPLAa A CILOVE
MOLEKULY TOHOTO ENZYMU

CNH zvySila cPLAza, p-cPLA2a a COX-2, ale neméla vliv na mnoZzstvi celkovych ani
fosforylovanych MAPK (ERK1/2 a p38).

Po adaptaci na CNH nedoslo stejné jako u modelu IHH k zddnym zménam exprese cPLAza
na urovni mRNA (nepublikovand data). Znamena to tedy, Ze je tento enzym aktivovan
posttranslacné stejné jako v pripade adaptace na IHH. Cilem této etapy bylo sledovat zastoupeni
proteint aktivujicich cPLAza po adaptaci na CNH. Vysledky, které jsme v nasi laboratofi
ziskali, nebyly jednoznacné. Kyclerova ve své diplomové praci pozorovala, ze adaptace na
CNH vedla k nepatrnému, le¢ signifikantnimu zvysSeni fosforylovanych forem PKCa, ERK1/2
a p38, ackoliv se celkovd mnozstvi téchto signalnich proteinii nezménila (Kyclerova, 2015).
V dal$im experimentu jsme rovnéz pozorovali nepatrny narast u p-p38 a p-ERK1/2 po CNH,
ten vSak nebyl statisticky vyznamny. Lze tedy usuzovat, Ze na rozdil od IHH, béhem adaptace
na CNH nejsou ERK1/2 a p38 majoritnimi signalnimi molekulami aktivujicimi cPLAza. AvSak
podobné jako u modelu IHH jsme pozorovali po adaptaci na CNH zvySené mnozstvi COX-2,
zatimco zastoupeni COX-1 se nezménilo (Aldnova a kol., 2017 — ptiloha D). Podobné
Chytilova a kol. pozorovali po adaptaci na CNH narGst mnozstvi COX-2 v myokardu
(Chytilové a kol., 2015). Tyto vysledky tedy naznacuji vyznam cPLAza i v modelu CNH.

5.3.3 VLIV CNH A INH NA RELATIVNI MNOZSTVI SOD A KONCENTRACI
MARKERU OXIDACN{HO STRESU MDA

CNH zvySila mnozstvi MnSOD, zatimco adaptace na INH neméla vliv na mnoZstvi tohoto

enzymu. INH zvysila koncentraci MDA.

V dalsi etap¢ projektu jsme sledovali zastoupeni antioxidacnich enzymii po adaptaci na
CNH a INH. Prokazali jsme, Ze experimentalni zvifata vystavena CNH jsou odolné&jsi proti I/R
poskozeni myokardu, avSak denni 1hodinova epizoda reoxygenace (INH) tuto odolnost zcela
potlacila (Neckar a kol., 2013 — pfiloha C). Otazkou tedy zlstava, jaky mechanismus je spojeny
s adaptaci na INH, pfi némZ dochazi k potlaceni poklesu velikosti infarktu myokardu
pozorovaného po adaptaci na CNH. Zda se, Ze by roli mohl hrat nadbytek oxida¢niho stresu.
Ukazalo se, ze za podminek chronické hypoxie dochazi ke zvysené produkci ROS, ktera je
nezbytnd pro indukci kardioprotekce (Kolar a kol., 2007). Zapojeni ROS v signalizaci
protektivniho mechanismu muze v srdci zvysit kapacitu antioxida¢nich obrannych systému

s cilem omezit oxidac¢ni stres a zmensSit poskozeni tkan¢ (Guo a kol., 2009; Zhu a kol., 2004).
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Balkova a kol. prokazali, ze po adaptaci na IHH doSlo v mitochondriich ke zvySeni mnozstvi
a také aktivity MnSOD, ktera navic negativné koreluje s velikosti infarktu myokardu (Balkova
a kol., 2011). Na druhou stranu na modelu chronické hypoxie napodobujici podminky
obstruk¢éni spankové apnoe, ktera je charakterizovana stfidanim epizod hypoxie a normoxie
behem spanku a ktera je spojena se zvysenym rizikem kardiovaskularnich onemocnéni, nedoslo
u mysi k zddnym zménam v zastoupeni MnSOD (Park a Suzuki, 2007). V souladu s t€émito
pozorovanimi jsme prokazali, ze adaptace na CNH zvysila mnozstvi MnSOD v homogenétu
myokardu LV potkana bez ovlivnéni koncentrace MDA. Avsak denni lhodinova epizoda
reoxygenace béhem adaptace na INH potlacila zvySené mnozstvi MnSOD pozorované po CNH
a také zvysila koncentraci MDA, coz poukazuje na zvysSenou peroxidaci lipidi v srdecni tkéani.
Zda se tedy, ze podminky INH, podobné jako model chronické hypoxie napodobujici podminky
obstrukéni spankové apnoe, mohou mit za nasledek naruseni antioxida¢ni obrany a nasledné
zvySeni oxida¢niho stresu, coz napomaha k rozvoji I/R poskozeni myokardu. Tyto vysledky
podpotila studie Ramond a kol., ktefi na modelu napodobujici podminky obstrukéni spankové
apnoe demonstrovali, Ze chronickym podavanim tempolu, ktery je mimetikem SOD, doslo
k potlaceni rozvoje poskozeni myokardu (Ramond a kol., 2013). Pfesto stale neni jasné, pro¢
adaptace na INH zrusila protektivni efekt vyvolany CNH. Nebot’ prodlouZenim reoxygenacni
epizody béhem adaptace (8 hodin/den, 5 dni/tyden, celkem 3 tydny, 10 % O;) také doslo
k rozvoji protektivnich mechanismii v myokardu (KasSparova a kol., 2015). Z téchto vysledka
tedy vyplyva, Ze by mohla byt i délka reoxygenacni periody béhem intermitentni hypoxie

rozhodujici pro rozvoj protekce myokardu.
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6 ZAVER

Cil 1: Vliv IHH na zastoupeni PLA:? a aktivujicich enzymii a cili cPLA20a v myokardu LV

potkana

Analyza sledovanych izoforem PLA> po adaptaci na IHH na Grovni proteinu ukazala narast
mnozstvi cPLAsa a jeji fosforylované formy (p-cPLA2a) a naopak pokles iPLA> a sSPLASIIA.
Rovnéz bylo prokdzano, ze adaptace na IHH vedla k translokaci p-cPLAza na jaderné struktury.
Na urovni mRNA nebyly detekovany zadné zmény v zastoupeni cPLAxa, iPLA> a sSPLALIIA.

Dale jsme prokazali, ze adaptace na IHH vede ke komplexni zmén¢ signélni drahy vedouci
od B-AR. Pozorovali jsme zvySeni podilu srde¢nich B2-AR a Gj proteintll, které¢ nasledné
stimulovaly PKCao a MAPK (ERK1/2 a p38), coz pfimo souvisi s aktivaci signdlni drahy
cPLA20/COX-2/PGE». Tyto vysledky naznacuji, Ze by se cPLA>a mohla podilet na rozvoji
kardioprotektivniho fenotypu béhem adaptace na IHH. Do jaké miry hraje zvySeni celkové
a fosforylované cPLA>a roli v mechanismu kardioprotekce indukované adaptaci na IHH proti
akutnimu I/R poskozeni zbyva jesté objasnit. Lze vSak pfedpokladat, ze vyfeseni této otazky

by mohlo mit vyznam v klinické praxi.

Cil 2: Vliv IHH na zastoupeni PLA: a sloZeni FA v myokardu LV potkana: vliv
antioxidantu tempolu

Ukazali jsme, ze za IHH podminek jsou ROS zodpovédné za aktivaci cPLA2a. Na druhou

stranu jsme za téchto podminek neprokazali zapojeni ROS pfi regulaci iPLA2 a sPLA>IIA ani

jejich podil na remodelaci FA pozorované po adaptaci na IHH.

Cil 3: Vliv CNH a INH na mnoZstvi PLA: a antioxida¢nich enzymi v myokardu LV
potkana
Ukézali jsme, Ze adaptace na CNH vedla ke zvySenému zastoupeni cPLAza, iPLA>
aMnSOD bez ovlivnéni koncentrace MDA. AvsSak denni lhodinové reoxygenace béhem
adaptace na INH potlacila nartist mnozstvi téchto enzymii pozorovany po CNH arovnéz
navysila koncentraci MDA, coz poukazuje na zvySeny oxidacni stres provazeny zvySenou

peroxidaci lipidd.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA
AC
Akt
AR
Asp
ATP
B-AR
Bi-AR
B2-AR
BEL

BKca kanaly

BW

C2 doména
CaMKII
cAMP
cGMP
CNH
CoA
COX
COX-1
COX-2
cPLA>
cPLAzo
CT
Cu/ZnSOD
Cys
DAPI
DHA
DMSO
DTT

E
EC-SOD
eNOS

ERK

ERK 1/2
FA

kyselina arachidonova (5,8,11,14-eikosatetraenova kyselina)
adenylatcyklaza

proteinkinaza B

velikost oblasti infarktem ohroZené

kyselina asparagova

adenosintrifosfat

B adrenergni receptory

B1 adrenergni receptory

B, adrenergni receptory

bromenollakton (inhibitor iPLA>)

mitochondrialni draslikové kanaly s vysokou vodivosti, fizené nap&tim
a aktivované vapnikem
hmotnost téla (z angl. body weight)

doména odpovédna za vazbu Ca** iontl do struktury cPLAza
Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkinaza I

cyklicky adenosinmonofosfat

cyklicky guanosinmonofosfat

kontinualni normobarické hypoxie (3 tydny, 10 % Oz, ~ 5500 m )
koenzym A

cyklooxygenazy, cyklooxygenazova

cyklooxygenéza 1 (konstitutivni)

cyklooxygenéza 2 (inducibilni)

cytosolické fosfolipazy A»

cytosolicka fosfolipdza A» izoforma a

z angl. treshold cycle

intracelularni méd’ zinkova superoxiddismutéaza

cystein

4’,6-diamidino-2-fenylindol

kyselina dokosahexaenova

dimetylsulfoxid

dithiothreitol

specificka efektivita PCR

extracelularni méd’ zinkova superoxiddismutaza
konstitutivni syntdza oxidu dusnatého

MAPK, extracelularni signalem regulované kinazy

(z angl. extracellular signal-regulated kinase)

MAPK, extracelularni signdlem regulované kinazy 1 a 2
(z angl. extracellular signal-regulated kinase 1 a 2)
mastné kyseliny
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GAPDH
Gi/o proteiny
G;s proteiny
GSH
GSH-PX
GSSG

H

HDL
HIF-1a
His
HPRTI
HW
HW/BW
HT

/R

IHH

IL-1B

INH

iNOS

iPLA>
iPLA2B
iPLA2y
iPLA>VIA-1
iPLA;VIA-2
IS

IS/AR

INK

Katp

LDL

LV

LVW
LVW/BW
LOX
MAPK
MDA

MI

MI/R
mitoKatp
MnK
MnSOD

glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza (housekeeping protein)
trimerni G proteiny — inhibi¢ni (inhibuji adenylatcyklazu)
trimerni G proteiny — aktivacni (aktivuji adenylatcyklazu)
redukovany glutathion

glutathionperoxidaza

oxidovany glutathion

intermitentni hypobaricka hypoxie (experiment s tempolem)
lipoprotein o vysoké hustoté (z angl. high density lipoprotein)
transkrip¢ni faktor, hypoxii indukovany faktor la

histidin

hypoxantinguaninfosforibosyltransferaza 1 (housekeeping protein)
hmotnost srdce (z angl. heart weight)

relativni hmotnost srdce

Intermitentni hypobaricka hypoxie s tempolem
ischemie/reperfize, popt. ischemicko/reperfiizni
intermitentni hypobarickd hypoxie

(5 tydnt, 8hodin/den, 5dnt/tyden, ~ 7000 m)

interleukin 1B

intermitentni normobaricka hypoxie (3 tydny, 23 hodin/den, 10 % O,
~ 5500 m)

inducibilni syntdza oxidu dusnatého

na kalciu nezavislé fosfolipazy A

na kalciu nezévisla fosfolipaza A; izoforma f3

na kalciu nezavisla fosfolipadza A izoforma vy

sestithovana varianta na kalciu nezavislé fosfolipazy Az izoformy 3
sestithovana varianta na kalciu nezavislé fosfolipazy Az izoformy 3
velikost oblasti infarktem zasazené

infarktova oblast ku oblasti infarktem ohroZené
proteinkinazy (z angl. c-Jun NH>-terminal kinase)
draslikové kanaly zavislé na ATP

lipoprotein o nizké hustoté (z angl. low density lipoprotein)
leva komora (z angl. left ventricle)

hmotnost levé komory (z angl. left ventricle weight)
relativni hmotnost levé komory

lipoxygenazy, lipoxygenazova

mitogenem aktivované proteinkinazy

malondialdehyd

metabolicka inhibice

metabolickd inhibice s naslednou re-energizaci
mitochondrialni draslikové kanaly zavislé na ATP
MAPK-interagujici kin4dza

manganova superoxiddismutdza
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MPTP
MUFA

NADH
NADP"
NADPH

NF-«xB

NO
NOS
NOX
Nrf2

NT
0;*
OHe
(0).4

OXPHOS
P

p38
p-cPLAza
p-ERK1/2
p-p38

Ps

PBS pufr

PGE»
PI3K
PKA
PKC
PKCa
PKCd
PKCe
PLA;
PLA>
PLB
PLC
PLD
PO,

mitochondrialni por odpovédny za zménu propustnosti
(z angl. mitochondrial permeability transition pores)
mononenasycené mastné kyseliny

normoxie (experiment s tempolem)

redukovany nikotinamidadenindinukleotid

oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfostat

redukovany nikotinamidadenindinukleotidfostat

transkrip¢ni faktor, jaderny faktor kB

(z angl. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
oxid dusnaty

syntaza oxidu dusnatého

NADPH oxidéaza

transkrip¢ni faktor (z angl. Nuclear factor erythroid 2-related factor)

normoxie s tempolem

superoxidovy radikal

hydroxylovy radikal

oxidovana forma enzymu

MitoProfile Total OXPHOS Blue Native protilatka
fostat

MAPK, protein o molekulové hmotnosti 38 kDa

fosforylovana forma proteinu cPLAa (Ser’®)

fosforylovana forma proteinu ERK1/2 (Thr?*%/Tyr?*)

fosforylovana forma proteinu p38 (Thr!'3/Tyr!8?)

barometricky tlak
fosfatovy roztok
prostaglandin E;
fosfatidylinositol-3-kindza
proteinkindza A
proteinkinazy C
proteinkinaza C izoforma o
proteinkindza C izoforma o
proteinkinaza C izoforma ¢
fosfolipaza A

fosfolipaza A

fosfolipaza B

fosfolipaza C

fosfolipaza D

parcialni tlak kysliku
fosforylovana forma PKCa (Ser®7)
polynenasycené mastné kyseliny

acylovy fetézec mastn¢ kyseliny v pozici sn-1

acylovy fetézec mastné kyseliny v pozici sn-2
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red

ROS

RT

RV

RVW
RVW/BW
RVW/LVW
S

sarcKatp
SDS

SDS-PAGE

SEM
Ser
SFA

sn-1
sn-2

sn-3

SOD
sPLA>
sPLALITA
sPLA,V
sPLA>X
SR

SW
SW/BW

Tempol
TLC

TNFa

TNFR2
TRX
TTBS pufr
v/v

WGA

X

redukovana forma enzymu

reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
pokojova teplota (z angl. room temperature)

prava komora (z angl. right ventricle)

hmotnost pravé komory (z angl. right ventricle weight)
relativni hmotnost pravé komory

relativni pomér hmotnosti pravé a levé komory

septum

sarkoplazmatické draslikové kanaly zavislé na ATP

dodecylsulfat sodny

polyakrylamidova gelova elektroforéza za ptritomnosti dodecylsulfatu
sodného

sttedni chyba priméru

serin

nasycené mastné kyseliny

stereochemické ¢islovani (z angl. stereochemical numbering)
pozice prvniho uhliku v molekule fosfolipidu
stereochemické ¢islovani (z angl. stereochemical numbering)
pozice druhého uhliku v molekule fosfolipidu
stereochemické ¢islovani (z angl. stereochemical numbering)
pozice tietiho uhliku v molekule fosfolipidu
superoxiddismutaza/y

sekretorické fosfolipazy A

sekretorickd fosfolipaza A; ttidy 1A

sekretorickd fosfolipaza A tfidy V

sekretorickd fosfolipaza A tfidy X
sarkoplazmatické retikulum

hmotnost septa (z angl. septum weight)

relativni hmotnost septa
4-hydroxy-2,2,6,6-tetrametylpiperidin-1-oxyl
chromatografie na tenké vrstvé

prozanétlivy cytokin, faktor nekrotizujici nadory a
(z angl. tumor necrosis factor a)

receptor 2 pro TNFa

thioredoxin

solny roztok pufrovany Tris s Tween

pomeér objem ku objemu (z angl. volume to volume)
aglutinin z pSenicnych klicki konjugovany s tetrametylrodaminem
baze v molekule fosfolipidu
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