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Abstrakt

8%

onemocnéni a umrti v zapadnim svété. Adaptace na chronickou hypoxii muze piispét ke
zlepseni ischemické tolerance myokardu, ale pfesné molekularni mechanismy vedouci k
vyvoji kardioprotektivniho fenotypu nejsou stale znamé. Existuji urcité ndznaky, které
poukazuji na moznou ulohu B-adrenergni signalizace v téchto procesech.

V prvni Casti prace jsme se zaméfili na zkoumani vlivu protektivni kontinualni
(CNH; 24 h/d) a neprotektivni intermitentni (INH; 23 h/d hypoxie, 1 h/d reoxygenace)
normobarické hypoxie na B-adrenergni signalizaci v pravé (RV) a levé (LV) komoie
myokardu potkanii kmene Wistar. Oba hypoxické modely vedly k poklesu exprese
Bi-adrenergnich receptorti (Bi-ARs) v RV. Ve vzorcich LV nebyly zjiStény Zadné
vyznamné zmény v [(-ARs. Ackoliv aktivita adenylatcyklazy (AC) stimulovana
Gs proteiny byla po adaptaci na CNH i1 INH v RV snizena a v LV zvysena, nedoslo k
odhaleni vyznamnéjSich zmén v expresi dominantnich isoforem AC 5/6. V piipad¢
exprese Gs proteinii byl u obou hypoxickych modelt odhalen pokles v RV. Tyto
vysledky naznacuji, Ze chronickd normobaricka hypoxie muize mit silny vliv na
myokardialni f-adrenergni signalizaci bez rozdili mezi protektivnim a neprotektivnim
modelem hypoxie.

V druhé ¢asti jsme se v€novali sledovani vlivu CNH na B-adrenergni signalizaci
a antioxidacni systém v LV myokardu spontanné hypertenznich potkanti (SHR) a
konplastického SHR-mtBN kmene, ktery nese mitochondridlni genom kmene Brown
Norway na genetickém pozadi SHR kmene. Podil B2-ARs byl signifikantné vyssi u
SHR-mtBN kmene neZ u SHR. Adaptace na CNH zvysila celkovy pocet B-ARs a podil
B2-ARs u SHR a snizila celkové mnozstvi B-ARs u SHR-mtBN. Aktivita AC
stimulovana isoprenalinem byla vy$§i u SHR-mtBN. Po expozici potkani na CNH byly
u zkoumanych kmenti pozorovany odlisné¢ zmény v aktivité AC. Zatimco u SHR kmene
doslo vesmés k jejimu narastu, u SHR-mtBN k poklesu. Naopak aktivita MAO-A a jeji
exprese byly signifikantné nizsi u SHR-mtBN nez u SHR a po adaptaci na CNH doslo u
obou kment ke zvySeni téchto hodnot. Krom¢ toho CNH vyrazné zvysila expresi
katalazy a aldehyddehydrogenazy-2 u obou kmeni a snizila expresi

Cu/Zn superoxiddismutazy u SHR. Tyto data ukazuji, ze vymeéna mitochondrialniho



genomu miiZze vést ke specifickym zméndm v B-adrenergni signalizaci, aktivit¢ MAO-A
a antioxida¢ni obran¢ a mize také ovlivnit adaptivni odpovédi na hypoxii.

V posledni c¢asti této prace jsme sledovali vliv chronické intermitentni
hypobarické hypoxie (IHH) na B-adrenergni signalizaci v LV myokardu potkanii kmene
Wistar. Celkovy pocet B-ARs se po adaptaci na IHH nezménil, ale pomér jednotlivych
podtypti B-ARs vyrazné vzrostl v disledku narastu f2-ARs a poklesu Bi-ARs. Soucasné
doslo vlivem hypoxie ke snizeni exprese AC5 a zvySeni hladiny Gi proteint. Nase data
spolecné s dalsimi vysledky odhalenymi v této studii naznacuji moznou roli f-ARs ve

vyvoji kardioprotektivniho fenotypu.

Kli¢ova slova: myokard, kardioprotekce, chronickd hypoxie, B-adrenergni receptory,

G-proteiny, adenylatcyklaza, SHR, SHR-mtBN, MAO-A, antioxida¢ni systém



Abstract

Cardiovascular diseases are currently one of the most common causes of
morbidity and mortality in the Western world. Adaptation to chronic hypoxia can
contribute to the improvement of ischemic tolerance of myocardium but exact
molecular mechanisms leading to the development of a cardioprotective phenotype are
still unclear. There are some indications that point to the possible role of f-adrenergic
signaling in these processes.

In the first part of the thesis, we examined the effect of protective continuous
(CNH; 24 h/day) and nonprotective intermittent (INH; 23 h/day hypoxia, 1 h/day
reoxygenation) normobaric hypoxia on -adrenergic signaling in the right (RV) and left
ventricles (LV) of Wistar rats. Both hypoxic models led to decrease in the number of
Bi-adrenergic receptors (Bi-ARs) in the RV. There were no significant changes in
B-ARs in LV preparations. Although adenylyl cyclase (AC) activity stimulated through
Gs proteins was decreased in the RV and increased in the LV after adaptation to CNH
and INH, there were no significant changes in the expression of dominant AC 5/6
isoforms. Expression of Gs proteins was decreased in RV in both hypoxic models.
These results suggest that chronic normobaric hypoxia may have a strong effect on
myocardial p-adrenergic signaling without differences between protective and
nonprotective model of hypoxia.

In the second part of this thesis, we studied the effect of CNH on B-adrenergic
signaling and antioxidant system in the LV of spontaneously hypertensive rats (SHR)
and in a conplastic SHR-mtBN strain carrying the mitochondrial genome of Brown
Norway strain on the genetic background of SHR strain. The B2-ARs proportion was
significantly higher in SHR-mtBN strain than in SHR. Adaptation to CNH elevated the
total number of B-ARs and proportion of f2-ARs in SHR and decreased the total amount
of B-ARs in SHR-mtBN. AC activity stimulated by isoprenaline was higher in
SHR-mtBN. After exposure of rats to CNH were observed different changes in AC
activity in both examined strains. Whereas AC activity in SHR strain increased, AC
activity in SHR-mtBN decreased. On the other hand, the activity of MAO-A and its
expression was significantly lower in SHR-mtBN than in SHR and these figures were
elevated in both strains after exposure to CNH. In addition, CNH markedly enhanced

the expression of catalase and aldehyde dehydrogenase-2 in both strains, and decreased



the expression of Cu/Zn superoxide dismutase in SHR. These data indicate that
alterations in the mitochondrial genome can result in distinctive changes in
B-adrenergic signaling, MAO-A activity and antioxidant system and may also affect the
adaptive responses to hypoxia.

In the last part of this thesis, we examined the effect of chronic intermittent
hypobaric hypoxia (IHH) on B-adrenergic signaling in the LV of Wistar rats. The total
number of B-ARs did not change after adaptation to IHH, but the ratio of B-ARs
subtypes markedly increased due to the P>-ARs increase and Bi1-ARs decrease. In
parallel, adaptation to hypoxia caused decrease in expression of AC5 and increase of Gi
protein levels. Our data, together with other results revealed in this study, suggest a

possible role of B-ARs in the development of a cardioprotective phenotype.

Keywords: myocardium, cardioprotection, chronic hypoxia, B-adrenergic receptors,

G-proteins, adenylyl cyclase, SHR, SHR-mtBN, MAO-A, antioxidant system
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1 Seznam pouzitych zkratek

AC

Akt
ALDH-2
ARs
Asp
ATP
B-ARK1
BKCa
Bwmax
BW
Ca?t
CaMKII
cAMP
CAT
cGMP
CNH
COX-2
cPLA>
Cu/ZnSOD
Drpl
eNOS
ERK

G

GC
GDP

Gi
GPCRs
GRK
Gs
GSK-38
GTP
HM

adenylatcyklaza

kinaza prezivani (znama také jako proteinkindza B)
aldehyddehydrogenéza-2

adrenergni receptory

kyselina asparagova

adenosintrifostat

B-adrenergni receptorova kinaza 1

draslikové kanaly aktivované prostfednictvim vapenatych iontd

celkovy pocet B-adrenergnich receptorti
hmotnost téla

vapnik

Ca?"/kalmodulin dependentni kinéza II
cyklicky adenosinmonofosfat

katalaza

cyklicky guanosinmonofosfat
kontinudlni normobarické hypoxie
cyklooxygenaza 2

cytosolické fosfolipaza A»
meédnato/zine¢nata superoxiddismutaza
dynaminu-ptibuzny protein 1
endotelialni syntdza oxidu dusnatého
extracelularnim signdlem regulovana proteinkinaza
G-protein

guanylatcyklaza

guanosindifosfat

inhibi¢ni G-protein

receptory sprazené s G-proteiny

kinaza receptora spirazenych s G-proteiny
stimula¢ni G-protein

glykogensyntaza kinaza-3f3
guanosintrifosfat

hrubé membrany
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HPRT
HW
INH

IH

IHH

M
iNOS
IPC
IPOC
I/R
JAK
INK
Karp

Kj

Kb
L-NAME
LV
MAO
MAPK
mitoKatp
MnSOD
mPTP
mtDNA
N
nNOS
NO
NOS

0))

ORs
PDE
PGE:
PI3K
PKA
PKC

hypoxantin fosforibosyltransferaza
hmotnost srdce

intermitentni normobaricka hypoxie
intermitentni hypoxie

intermitentni hypobaricka hypoxie
infarkt myokardu

inducibilni syntaza oxidu dusnatého
ischemicky preconditioning
ischemicky postconditioning
ischemicko/reperfuzni

Janus kindza

c-Jun N-terminalni kindza
ATP-dependentni draslikové kanaly
inhibi¢ni konstanta

rovnovazna disociaéni konstanta

N omega-nitro-L-arginin metyl ester
leva komora

monoaminooxidaza

mitogenem aktivovana proteinkindza
mitochondrialni ATP-dependentni draslikové kanaly
manganova superoxiddismutaza
mitochondrialni por pfechodné propustnosti
mitochondridlni DNA

Normoxie

neuronalni syntdza oxidu dusnatého
oxid dusnaty

syntdza oxidu dusnatého

kyslik

opioidni receptory

fosfodiesteraza

prostaglandin E»

fosfatidylinositol-3 kindza
proteinkindza A

proteinkinaza C
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PKG proteinkindza G

PLC fosfolipaza C

PLD fosfolipaza D

PTX pertusis toxin

RIC ischemicky conditioning na dalku

ROS reaktivni formy kysliku (kyslikové radikaly)
RV prava komora

S septum

sarcKatp sarkolemalni ATP-dependentni draslikové kanaly
SDS dodecylsulfat sodny

SEM standardni chyba priméru

SHR spontanné hypertenzni potkan

SNS sympaticky nervovy systém

SOD superoxiddismutaza

SR sarkoplazmatické retikulum

STAT prenaSec signdlu a aktivator transkripce

™ transmembranovy segment

t-tubuly transverzalni tubuly
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2 Uvod
2.1 Mechanismy kardioprotekce

Srde¢ni selhani je stav, kdy srdce neni schopno dodavat do tkani dostate¢né
mnozstvi krve, které by spliiovalo pozadavky téla. Vysledkem je kaskdda zmén, které
vedou k tézké inave, dusnosti a nakonec mohou skoncit smrti. V poslednich desetiletich
bylo dosazeno znacného pokroku v pochopeni molekularnich a bunécnych procest,
které prispivaji k srde¢nimu selhani, coz vedlo k rozvoji u¢innych terapii. I navzdory
témto pokroklim v jejich 1écbé, patii srde¢ni choroby, zejména akutni infarkt myokardu
(IM), v dnesni dob¢ stale k nejcastéjSim pri¢indm umrti ve vyspeélych zemich (Murray et
al., 2012). Experimentalni kardiologie se proto i nadéale intenzivné vénuje studiu
pfirozenych adapta¢nich mechanismt, které myokard vyuzivd k ochrané¢ pred
ischemickym poskozenim. V soucasné dobé jsou znamé predevSim tfi zpisoby, které
mohou pfispivat k navozeni kardioprotekce - fyzicka aktivita, conditioning a adaptace
na chronickou hypoxii (Yamashita et al., 1999; Halkos et al., 2004; Ostadal and Kolar,
2007; Heusch, 2015).

2.2 Fyzicka aktivita

Bylo prokazéano, Ze pravidelné cvic¢eni chrani srdce pfed rliznymi urovnémi
srdecniho poskozeni, vcetné¢ arytmii a infarktu myokardu (McElroy et al., 1978;
Yamashita et al., 1999; Hamilton et al., 2004; Brown et al., 2005). Mira kardioprotekce
indukovana fyzickou aktivitou je zavisla na dob¢ trvani a intenzité cviceni (Lennon et
al., 2004b; Starnes et al., 2005). Bylo zjisténo, Ze jiz kratkodoby trénink zvySuje
odolnost myokardu k ischemicko-reperfuznimu (I/R) poSkozeni (Taylor et al., 1999;
Demirel et al., 2001). Studie Lennona a spol. ukézala, Ze kardioprotekce indukovana
fyzickou aktivitou pietrvava nejméné 9 dni po ukonceni cviceni (Lennon ef al., 2004a).
Molekuldrni mechanismy zodpovédné za kardioprotekci indukovanou fyzickou
aktivitou nejsou v soucasné dob¢ zcela objasnény. Vi se, ze cviceni ovliviiuje regulaci
klicovych antioxidac¢nich enzymii, u kterych bylo prokdzéano, Ze se podili na ochrané
myokardu proti I/R poskozeni (Yamashita et al., 1999; Hamilton ef al., 2004). Existuji
také rizné studie, které poukazuji na mozZnou roli endotelidlni NO syntazy (eNOS)

(Hajnal et al., 2005; Farah et al., 2013), opioidniho systému (Dickson et al., 2008;
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Galvao et al, 2011; Borges et al., 2014) a sarkolemalnich a mitochondrialnich
ATP-dependentnich K* kanalti (Brown et al., 2005; Chicco et al., 2007; Quindry et al.,
2010). Také B-adrenergni receptory (B-ARs), piedevsim B3-ARs, by mohly byt zapojeny

v signalnich drahéch aktivovanych cvi¢enim (Calvert et al., 2011).

2.3 Conditioning

Mezi dal$i zpisoby chranici srdce pied ischemicko-reperfuznim poskozenim
patii jiz vySe zminény “conditioning” :
1. ischemicky preconditioning
. ischemicky postconditioning

2
3. ischemicky conditioning na dalku
4

. farmakologicky conditioning

2.3.1 Ischemicky preconditioning

Prvni studie pojednavajici o conditioningu, pfesnéji feceno o ischemickém
preconditioningu (IPC), byla studie Murryho a spol. Tato skupina ukézala, ze 4 cykly
S5-minutové ischemie ndsledované 5-minutovou reperfuzi chrani myokard pied
naslednou dlouhodobou ischemii. Tito vyzkumnici pfedpokladali, ze tento protektivni
jev je zpusoben sniZzenou depleci ATP a/nebo snizenou akumulaci kataboliti béhem
dlouhodobé ischemie. (Murry et al., 1986). V nasledujicich letech bylo zjisténo, Ze
béhem IPC dochazi k uvoliiovani autakoidd, jako naptiklad adenosinu (Liu ef al., 1991),
bradykininu (Wall et al., 1994) ¢&i opioidd (Schultz et al., 1995), které se vazi na
ptislusné receptory sptfazené s G-proteiny (GPCRs), ¢imz aktivuji signalni drahy
vedouci k aktivaci proteinkinazy C (PKC), kterd se ucastni protektivniho u¢inku IPC
(Ytrehus et al., 1994). Zatimco adenosin aktivuje PKC prostifednictvim fosfolipaz (PLC
a PLD) (Parsons et al., 2000), bradykinin a opiody k aktivaci PKC vyuzivaji signalni
drédhu zahrnujici fosfatidylinositol-3 kindzu (PI3K), Akt kindzu, syntdzu oxidu
dusnatého (NO), guanylatcykldzu (GC), proteinkinazzu G (PKG), otevieni
mitochondridlnich ATP-dependentnich K* kanali (Katp) a kyslikové radikaly (ROS).
V Casné reperfuzi dochazi prostiednictvim PKC k aktivaci adenosinového receptoru A2,

coz vede k aktivaci Akt a extracelularnim signalem regulované kindzy (ERK). Tyto
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tzv. kindzy ptezivani fosforyluji glykogensyntazu kindzu-3p (GSK-3p), ¢imz ji inhibuji.
Inhibice GSK-3f brani vytvofeni mitochondridlniho poéru ptrechodné propustnosti
(mPTP), ¢imz chrani kardiomyocyty pted apoptézou (Obrazek ¢. 1) (Downey et al.,
2008). Studie Hattori a spol. ukazala, ze také aktivace Stat 3 proteinu prostfednictvim
JAK/STAT signalizace se ucastni kardioprotekce indukované IPC (Hattori et al., 2001).
Vysledky studie Suematsu a spol. dale naznaCily moznou roli B-ARs v signalnich
drahach spusténych prostfednictvim IPC. Podavani neselektivnich [-blokatora
potkantim 4 tydny pted IPC zruSilo kardioprotekci vyvolanou IPC (Suematsu et al.,
2004).

Protektivni ucinek IPC ptichazi ve dvou Casovych fazich. Prvni faze, nazyvana
jako klasicky preconditioning nebo prvni okno protekce, poskytuje okamzitou ochranu
po IPC stimulu a trva 1-2 hodiny (Lawson and Downey, 1993). Druha faze, nazyvana
opozdény preconditioning nebo také druhé okno protekce, se objevuje po 12-24

hodinach a trva piiblizné 72 hodin (Kuzuya ef al., 1993; Baxter et al., 1997).

2.3.2 Ischemicky postconditioning

Ischemicky postconditioning (IPOC) byl poprvé popsan ve studii Zhao a spol.
Tato skupina ukdazala, Ze 3 cykly 30 sekundové reperfuze/reokluze na pocatku reperfuze
po letalni ischemii vedou ke zmenSeni velikosti infarktu. Tyto data naznacuji, ze [POC
je stejné efektivni ve zmenSeni velikosti infarktu a pfi zachovani funkce endotelu stejné
jako IPC (Zhao et al., 2003). IPOC indukuje protektivni fenotyp prostiednictvim
aktivace signalnich drah, které ve vysledku inhibuji vytvafeni mPTP (Argaud et al.,
2005). Tyto signalni drahy jsou podobné tém, které k dosazeni kardioprotekce vyuziva
IPC (Yang et al., 2005; Philipp et al., 2006). Ukazalo se, Ze kombinace obou téchto
conditioningli nemé vliv na zmenSeni velikosti infarktu (Halkos et al., 2004). IPOC
muze byt klinicky aplikovan u pacientl, ktefi podstupuji napiiklad angioplastiku ¢i
transplantaci orgdnu (Zhao et al., 2003).

IPOC a IPC se sice obecné projevuji silnym kardioprotektivnim ucinkem, ale k
jeho dosaZzeni se vyuziva ischemie/reperfuze, které jsou jako takové Skodlivé.
Pochopeni signéalnich pfenosti, které vedou k takto indukované kardioprotekci, by
mohlo pomoci najit zptsob, jak dosdhnout protektivniho fenotypu bez poskozeni

spojen¢ho s ischemii/reperfuzi.
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Opiody Bmd-,fkin'm

Pred letalni
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Obrazek ¢. 1: Schématicky obrazek signalnich drah ucastnicich se ischemického
preconditioningu. Obrazek zobrazuje signalni drahy, které jsou zapojeny v ischemickém
preconditioningu pted ischemickym poskozenim (signalni drahy nad délici ¢arou) a témi, které
zprostiedkovavaji ochranu v prvnich minutach reperfuze (signalni drahy pod d¢lici carou); Akt,
kinaza piezivani; cGMP, cyklicky guanosinmonofosfat; HB-EGF, heparin vazajici epidermalni
rustovy faktor; eNOS, endotelidlni syntaza oxidu dusnatého; ERK, extracelularnim signalem
regulovana proteinkinaza; G, G-protein; GC, guanylatcyklaza; GSK3pB, glykogensyntaza
kinaza-3p; Kate, ATP-dependentni draslikovy kanal; MEK, kindza mitogenem aktivované
proteinkinazy; MMP, matrixova metaloproteinaza; mPTP, mitochondridlni pér prechodné
propustnosti; NO, oxid dusnaty; PDK, fosfoinositid dependentni kinaza; PI3K,
fosfatidylinositol-3 kindza; Pl4 5P, fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat; Pls4,5P3,
fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat; PKC, proteinkinaza C; PKG, proteinkinaza G; PLC,
fosfolipaza C; PLD, fosfolipaza D; ROS, reaktivni formy kysliku (upraveno podle Downey a
spol. 2008).
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2.3.3 Ischemicky conditioning na dalku

Prvni zminka o tzv. ischemickém conditioningu na déalku (remote ischemic
conditioning; RIC) pochdzi z roku 1993, kdy bylo na psim modelu prokazano, ze
preconditioning jedné oblasti myokardu vedl k ochran¢ jiné, vzdalenéjsi ¢asti myokardu
(Przyklenk et al., 1993). V soucCasné dobé je RIC definovan jako aplikace nékolika
kratkych cykll neletalni ischemie nasledované reperfuzi na tkan nebo organ, ktera vede
k vytvoreni protektivniho fenotypu, ktery ¢ini vzdalené orgény ¢i tkané odolnéjSimi
vuci naslednému I/R poskozeni. Cykly kratkodobé ischemie/reperfuze mohou byt
aplikovany pied letalni ischemii (ischemicky preconditioning na dalku), béhem letalni
ischemie (ischemicky perconditioning na dalku) nebo béhem reperfuze (ischemicky
postconditioning na dalku). Zda se, Ze pienos signalu v srdci po RIC se velmi podoba
klasickému IPC a IPOC s podstatnym zapojenim NO, PKC, Akt, ERK 1/2 a
mitochondrii (Heusch et al., 2015). I ptesto, Zze vSechny tii zplisoby ischemického
conditioningu zmensuji reperfuzni poskozeni, RIC je nejlepsi zptsob, jak indukovat

kardioprotekci, nebot’ je bezpecny a snadno proveditelny (Heusch, 2013).

2.3.4 Farmakologicky conditioning

Identifikace signalnich drah souvisejicich s conditioningem umoziuje vyuziti
farmakologickych latek (— farmakologicky conditioning), které jsou schopny
kardioprotektivni efekt conditioningu nahradit a tudiZ se vyhnout invazivnimu
protokolu. Farmakologické latky, jako napiiklad agonisté adenosinovych receptord,
latky produkujici NO ¢i agonisté opiodnich receptorti, mohou napodobit ucinek
ischemického conditioningu (Stein et al., 2004; Andreadou et al., 2008).

Rada védcti se zaméfila na vyzkum tykajici se ucasti opioidnich receptorti (ORs)
v navozeni kardioprotekce béhem conditioningu a jejich signalnich drah (Schultz et al.,
1995; Fryer et al., 1999; Zatta et al., 2008; Rentoukas et al., 2010). Studie Fryer a spol.
naznacila, Ze aktivace 8-ORs 24 aZz 48 hodin pied letdlni ischemii vede ke zmensSeni
velikosti infarktu (Fryer et al, 1999). Skupina védci okolo Grosse prokazala, ze
chronické plisobeni opioidi ma za nasledek pretrvavajici kardioprotektivni fenotyp a
zaroven, Ze akutni a chronické plisobeni je zprostfedkovano pies rozdilné signalni drahy

(Peart and Gross, 2004, 2006). Zatimco kardioprotekce navozena chronickym
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pusobenim opioidi je zprostfedkovana aktivaci proteinkinazy A (PKA) prostfednictvim
B2-adrenergnich receptori (P2-AR) a stimulac¢nich G-proteini (Gs), akutni plsobeni
opioidli vede k aktivaci inhibi¢nich G-proteinti (Gi) a PKC (Peart and Gross, 2006).
Skupina okolo Fryere a spol. ukézala, ze pro kardioprotekci indukovanou opioidy je
esencialni aktivace konkrétni isoformy PKC a to PKC-8 (Fryer et al., 2001). V roce
2007 vysla studie Miura a spol., ktera prokazala zapojeni také PKC-g ve snizeni
velikosti infarktu (Miura et al., 2007). Akutni podavani opioidii vede také k inhibici
GSK-3B (Gross et al., 2004). Na inhibici GSK-3p se podili JAK2/STAT3 signalni draha
v interakci s PI3K/Akt drahou (Gross et al., 2006). Jak bylo zminéno vyse, inhibice
GSK-3B indukovand IPC brani vytvoreni mPTP. Studie Janga a spol. ukazala, ze také
aktivace ORs zprosttedkovava inhibici mPTP (Jang et al., 2008).

2.4 Hypoxie

Rizna data naznacuji, ze adaptace na chronickou hypoxii, a to bud’ pfirozenou,
nebo simulovanou v hypoxickych komorach, zvySuje srde¢ni toleranci ke vSem
Skodlivym disledkim akutni deprivace kysliku (O2). Chronickd hypoxie ohrozuje
kfehkou rovnovahu mezi zdsobenim a poptavkou tkané na Oz, zejména v myokardu a
dalsich tkanich s vysokymi pozadavky na O, (Mallet et al., 2006). Nejcastéjsi pti¢inou
naruseni této rovnovahy je ischemicka hypoxie vyvolana snizenym nebo pieruSenym
koronarnim pritokem krve nebo systémova hypoxie, kterd je charakterizovana
poklesem parcidlniho tlaku O v arteridlni krvi bez naruSeni koronarniho pratoku
(Ostadal and Kolar, 2007). Zatimco systémova hypoxie postihuje cely myokard,
ischemicka hypoxie postihuje pouze tu oblast myokardu, ktera je zésobovana
postizenou koronarni arterii (Ostadal et al., 2014). Existuji dva pfipady, kdy je
systémova hypoxie pokladana za fyziologickou a to v pfipadé¢ fetalnitho myokardu a u
2007). Bylo prokazano, ze populace lidi Zijicich ve vysSich nadmotskych vySkach
vykazuji niz$i vyskyt infarktu myokardu (IM) (HURTADO, 1960) a niz§i imrtnost
zpusobenou srdecnim onemocnénim (Mortimer et al., 1977; Faeh et al., 2009). Znacné
mnozstvi dat ukazalo, ze adaptace myokardu na urcité rezimy chronické hypoxie vede
ke zmenSeni velikosti infarktu, snizuje pocet komorovych arytmii a zlepSuje obnovu

srdecni kontraktility po akutnim I/R poSkozeni (Asemu et al., 1999; Zong et al., 2004;
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Ostadal and Kolar, 2007; Wang et al., 2011; Naghshin et al., 2012; Neckar et al., 2013).
Vedle protektivnich ucinkli indukuje adaptace na hypoxii také ucinky nezadouci, které
mohou v pifipadé nadmérné hypoxie vést k srdecnimu selhani (Ostadal and Kolar,
2007). Chronickd hypoxie obvykle zplisobuje hypertrofii pravé komory vyplyvajici ze
zvySené zatéze v dusledku plicni hypertenze. K hypertrofii levé komory muize dojit v
ptipad¢, kdy jsou zvifata vystavena dlouhotrvajici intermitentni hypoxii (Ostadal et al.,
1981; Pelouch et al., 1997).

To, zda bude kardiovaskuladrni odpoveéd’ na hypoxii ptizniva ¢i Skodliva zavisi na
experimentalnich a patologickych podminkach, a to predevsim na frekvenci, intenzité
a délce trvani hypoxickych expozic. Ptiklad rozdilné odpovédi odhalila naptiklad studie
Beguina a spol. Tato studie ukézala, Ze zatimco u potkani adaptovanych na akutni
intermitentni hypoxii (IH) po dobu 4 hodin s cykly 40 s 10% Oz + 20 s 21% O> doslo ke
zmenseni velikosti infarktu béhem I/R poskozeni, zména hladiny O> béhem hypoxické
faze z 10% na 5% vedla naopak ke zvétSeni velikosti infarktu (Béguin et al., 2005).
Dalsim aspektem rozhodujicim o uc¢inku hypoxie je to, zda adaptace probihd za
normobarickych ¢i hypobarickych podminek. Déle také zalezi na druhu pokusnych
zvitat (Wauthy et al., 2004), jejich véku (Ostadalova et al., 2002) ¢i pohlavi (Netuka et
al., 2006). Ostadalova a spol. zjistili, Ze expozice bfezich samic na IH nevedla u
novorozenat ke zlepSeni srdeCni tolerance k ischemii. Na druhou stranu casna
prvniho postnatalniho tydne (Ostadalova et al., 2002). Ukazalo se, Ze perinatalni
hypoxie muze v pozd¢jSim zivoté dospélych jedinct vést ke zménadm kardioprotekce
zavislé na pohlavi. Hypoxickd expozice v perinatdlnim obdobi vyznamné zvysila
srdecni toleranci k ischemickému poskozeni u dospélych samic, na druhou stranu u
samcll méla zcela opa¢ny ucinek (Netuka et al., 2006).

Ke zkoumani vlivu chronické hypoxie na protekci myokardu se v laboratornich
podminkach pouzivaji dva zédkladni modely adaptace. Prvnim modelem je adaptace na
chronickou kontinualni hypoxii, kdy jsou zvifata vystavena hypoxickému prostiedi
24 hodin/denn¢ po dobu nékolika tydnt (Holzerova et al., 2015). Druhy model zkouma
vliv adaptace na intermitentni hypoxii (IH), kdy jsou zvifata vystavena hypoxii n€kolik
cykli po sobé¢, pfiCemz jednotlivé cykly jsou od sebe oddéleny navratem zvirat do
normoxického prostredi (reoxygenace) (Hlavackova et al., 2010). Hypoxické podminky

jsou v laboratofich simulované v normobarickych nebo hypobarickych komorach.
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V roce 2002 se skupina Kolafe zabyvala tim, zda kombinace adaptace na
intermintentni hypobarickou hypoxii (IHH) a IPC poskytuje aditivni ochranu myokardu
vuci naslednému akutnimu I/R poskozeni. Tito autofi zjistili, Ze kombinace obou téchto
kardioprotektivnich fenoménti méla stejny vliv na ochranu srdce jako samotny IPC.
Tyto vysledky naznacuji, Ze chronickd hypoxie a IPC mohou sdilet stejné signalni drahy
béhem navozeni kardioprotekce (Neckar et al., 2002a). Na rozdil od IPC je adaptace na
chronickou hypoxii neinvazivni a kardioprotekce ji indukovand se vyviji postupné
(Mallet et al., 2006). Na druhou stranu protektivni U¢inek vyvolany hypoxii neni tak
robustni ve srovnani s IPC, ale pfetrvava mnohem déle. Doba trvani protekce navozené
adaptaci na chronickou hypoxii se ale vyrazné lisi v zavislosti na zkoumaném I/R
poskozeni. Zatimco zvySend ochrana myokardu vici infarktu pfetrvava nejméné po
dobu 5 tydnli po ukonceni adaptace na hypoxii, antiarytmickd ochrana mizi uz béhem
prvniho tydne po navratu zvifat do normoxickych podminek (Neckar et al., 2004).

VétSina studii se zaméfuje na preventivni UCinky chronické hypoxie na
poskozeni myokardu, ale ne na terapeutické uinky s vyznamnéjSim klinickym
dopadem. Prvni studii, ktera se vénovala terapeutickym u¢inkiim chronické hypoxie na
poskozeni srdce po IM, byla studie Xu a spol. Tato skupina prokézala, ze adaptace na
I[HH 7 dni po IM zmirfiuje remodelaci myokardu a zlepSuje jeho kontraktilitu (Xu et al.,
2011). Ukazalo se také, Ze chronicka hypoxie nezlepSuje srde¢ni funkci jen u zdravych

zvitat, ale také u zvitat se srdecnim selhanim (Naghshin et al., 2012).

2.4.1 Molekularni mechanismy

Chronicka hypoxie indukuje v srdci celou fadu adaptivnich zmén, které mohou
byt povazovany za protektivni. I ptesto, ze je kardioprotektivni fenotyp indukovany
hypoxii zndmy po mnoho let a jeho objasnéni mize mit potencionalni terapeutické
vyuziti, pfesné molekularni mechanismy téchto adaptivnich zmén nejsou stale znamé.
Z vyse uvedenych dat vyplyva, Ze chronickd hypoxie a IPC mohou sdilet stejné signalni
drdhy nebo alespont jejich komponenty, které jsou =zapojeny v mechanismu
kardioprotekce (Neckar et al.,, 2002a). Je zifejmé, ze porozumeéni molekuldrnim
mechanismim, které se Ucastni protekce myokardu, je nezbytnym ptedpokladem pro

vyvoj u¢innych farmakologickych latek, které by mohly byt pouzity v klinické praxi.

21



2.4.1.1 ATP-dependentni K* kanaly

Bylo prokazano, ze dlouhodoba adaptace na rizné metabolické stresy, vcetné
chronické hypoxie, vede k aktivaci ATP-dependentnich K" kanalt (Katp) v srdci (Baker
et al., 1997). V kardiomyocytech se vyskytuji dva podtypy Katp kanalli, sarkolemalni
Katp (sarcKatp) a mitochondrialni Katp (mitoKarp) (Kolar and Ostadal, 2004).
Pouzitim specifickych farmakologickych modulatord mitoKarp kandl v riznych
experimentech se potvrdilo, ze pravé tyto kandly piedstavuji dalezitou komponentu
zprostiedkovavajici ochranu srdecnich bunék pied I/R poskozenim (Asemu et al., 1999;
Eells et al., 2000; Neckar et al., 2002b; Béguin et al., 2005; Kolar et al., 2005). Zatimco
5-hydroxydekanoat, specificky blokator mitoKarp, zrusil protektivni Gi¢inek chronické
hypoxie tykajici se sniZeni velikosti IM a obnovy kontraktilni funkce, na normoxické
srdce nemél z&dny vliv. Naopak diazoxid, specificky aktivator mitoKatp, u
normoxickych srdci vyrazné zvysil obnovu kontraktilni funkce, snizil velikost IM a
pocet komorovych arytmii béhem ischemie, a to ve stejném rozsahu, jakého bylo
dosazeno samotnou adaptaci na chronickou hypoxii, ale nemél vliv na protekci v
hypoxickych srdcich (Asemu et al., 1999; Neckar et al., 2002b). Také studie Kolate a
spol. podpoftila nazor, ze pravé otevieni mitoKarp a nikoliv sarcKarp kanalii, hraje
dilezitou roli v mechanismu, kterym chronicka hypoxie zlepSuje srde¢ni toleranci vici
I/R poSkozeni. Pouziti modulatoru MCC-134, coz je inhibitor mitoKatp kanalll a
aktivator sarcKatp kanall, vedlo ke zruSeni protektivniho ucinku u hypoxickych zvitat.
Na druhou stranu, pokud byl ale MCC-134 podan normoxickym potkanim, nemél
zadny ucinek (Kolar ef al., 2005). Uvedena data jsou v souladu s vysledky vyzkumnych
skupin zabyvajicich se IPC (Fryer et al., 2000; Sasaki et al., 2003), tudiz se zda, Ze
mitoKarp kandly pfedstavuji ustfedni slozku kratkodobych 1 dlouhodobych

kardioprotektivnich mechanismil.

2.4.1.2 Oxid dusnaty

Dalsi dilezitou komponentou, Uc€astnici se protektivniho ucinku chronické
hypoxie, se ukazala byt molekula oxidu dusnatého (NO) (Manukhina et al., 2006).
Endogenni NO je produkovany rodinou syntaz oxidu dusnatého (NOS), ktera se sklada
ze 3 isoforem : endotelidlni NOS (eNOS), neuronalni NOS (nNOS) a inducibilni NOS
(INOS). Podanim L-NAME (N omega-nitro-L-arginin metyl ester), neselektivniho
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inhibitoru NOS, dochazi ke zruSeni kardioprotekce u hypoxickych zvitat, coz potvrzuje
ucast NO v ochran¢ pted I/R poskozenim (Béguin et al., 2005; Fitzpatrick et al., 2005).
I ptesto, ze adaptace na hypoxii zvySuje expresi a aktivitu NOS v myokardu, stale neni
jednoznacné, ktera isoforma je zodpovédna za zvySenou produkci NO. Razné skupiny
ukdzaly, Ze béhem expozice potkani na chronickou hypoxii dochédzi ke zvyseni hladiny
INOS (Grilli et al., 2003; Ding et al., 2005; Chytilova et al., 2015; Alanova et al.,
2017). Studie Grilliho a spol. ukazala, Ze adaptace potkanti na hypoxii zvysila hladinu
iNOS na arovni mRNA 1 proteinti. Tato skupina déle zjistila, ze také aktivita iNOS byla
mnohem vyss§i u hypoxické skupiny v porovnani s normoxickou (Grilli et al., 2003).
Aplikace aminoguanidinu, selektivniho inhibitoru iNOS, vedla ke zruSeni
kardioprotektivniho u€inku vyvolaného chronickou hypoxii (Ding ef al., 2005).

Na druhou stranu existuji studie, které prokazaly, Ze chronicka hypoxie vyvolava
zvySenou expresi eNOS a nNOS (Baker et al.,, 1999; La Padula et al, 2017).
Mechanismus, kterym NO napoméha k protekci myokardu, zahrnuje podle Bakera a
spol. aktivaci solubilni guanylatcyklazy (GC). Tato aktivace vede k produkei
3’,5 -cyklického guanosinmonofosfatu (¢cGMP), ktery aktivuje proteinkindzu G, ktera
nasledné fosforyluje a tudiz aktivuje Katp kanaly (Baker et al., 1999). Tuto ptedstavu
potvrdila studie, kdy po akutnim podani donoru NO (molsidomin) nebo inhibitoru
fosfodiesterazy 5 (sildenafil), kterd degraduje cGMP, doslo ke snizeni velikosti IM u
normoxickych zvifat a posileni kardioprotekce u zvifat hypoxickych (Alanova et al.,
2015). I dalsi studie potvrdily, Ze chronicka hypoxie zvysila jak aktivitu NOS, tak
aktivitu Katp kanald (Baker ef al., 2001; Béguin et al., 2005; Fitzpatrick et al., 2005).

2.4.1.3 Reaktivni formy kysliku

Je dobfe znamo, Ze reaktivni formy kysliku (ROS) hraji dvoji roli béhem I/R
poskozeni myokardu. Na jedné strané¢ nadmérné mnozstvi ROS muze vést k poskozeni
biologickych struktur, na druhé stran¢ ROS predstavuji dtlezitou komponentu
protektivnich signdlnich drah (Becker, 2004). Studie Neckaie a spol. ukazala, ze u
potkantl, sou€asné vystavenym hypoxickym podminkdm a hyperkapnii, o nizZ je zndmo,
ze snizuje oxidacni stres, doslo k oslabeni protektivniho vlivu hypoxie na velikost IM
(Neckar et al, 2003). Rovnéz aplikace antioxidantu N-acetylcysteinu zruSila

kardioprotekci indukovanou hypoxii, ¢imz se potvrdila ufast ROS v mechanismu
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ochrany pied I/R poSkozenim (Kolar et al., 2007; Estrada ef al., 2016). Také dalsi studie
prokazaly klicovou ulohu ROS v aktivaci endogennich protektivnich drah v myokardu
(Wang et al., 2011; Chytilova et al., 2015; Estrada et al., 2016). ZvySena produkce ROS
se zda byt zapojena také v nezadoucich ucincich chronické hypoxie, jako je naptiklad
plicni hypertenze, ktera vede k hypertrofii pravé komory (RV). Tento patologicky
projev hypoxie byl oslaben vlivem hyperkapnie ¢i aplikaci antioxidanti (Ooi et al.,
2000; Lachmanova et al., 2005). Predpoklada se, ze je to pravé koncentrace ROS, ktera
rozhoduje o jejich rozdilnych rolich béhem I/R poskozeni. Pii vysokych hladinach maji
ROS skodlivy ucinek, zatimco pii nizkych se Gc€astni endogennich protektivnich drah

(Sadoshima, 2006; Zuo et al., 2013).

2.4.1.4 Antioxidanty

Signalizace zavisla na ROS miize u hypoxického myokardu zvysit kapacitu
antioxidacniho obranného systému pied I/R poskozenim, ¢imz chrani srdce pied
nadmérnym oxidacnim stresem a snizuje poskozeni tkané (Guo et al., 2009; Balkova et
al., 2011; Neckar et al., 2013). Studie Balkova a spol. ukézala, ze chronickd hypoxie
zvySuje v mitochondriich mnozstvi a aktivitu manganové superoxiddismutizy
(MnSOD), coz je klicovy enzym antioxidacniho systému, ktery zneSkodiuje
superoxidovy radikal jeho pfeménou na méné Skodlivy peroxid vodiku a molekularni
kyslik. Podavani N-acetylcysteinu potkanim béhem adaptace na hypoxii vedlo ke
zruSeni narlstu aktivity i mnoZstvi proteini MnSOD, coz naznacuje, Ze hypoxie
indukuje zmény u MnSOD prostrednictvim ROS (Balkova ef al., 2011). Neckar a spol.
zjistili, Ze hladina MnSOD se méni v zavislosti na zvoleném modelu hypoxie. Zatimco
kontinualni hypoxie zvySila mnoZstvi MnSOD ve srovnani s normoxickou skupinou,
kratka reoxygenace béhem dne tento narast zrusila (Neckar ef al., 2013). Bylo zjisténo,
ze zlepSeni ischemické tolerance myokardu adaptaci na chronickou hypoxii je spojeno
se zvySenou aktivitou a mnoZzstvim MnSOD, zatimco cytosolickda méd'nato/zinecnata
superoxiddismutdza (Cu/ZnSOD) se neméni (Guo et al., 2009; Neckar et al., 2013).
Chronick4 hypoxie ma vliv také na dalS$i vyznamny enzym antioxidacniho systému.
Zvysuje expresi a aktivitu katalazy, kterd zodpovida za rozklad peroxid vodiku na vodu

a molekularni kyslik (Guo et al., 2009).
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2.4.1.5 Proteinkinaza C

Je znédmo, ze proteinkinaza C (PKC) je dulezitou komponentou protektivnich
signalnich drah, ale tucast jednotlivych izoforem PKC za raznych hypoxickych
podminek neni stale diikkladné objasnéna. Zapojeni PKC v mechanismu kardioprotekce
vyvolané chronickou hypoxii je podpotfeno studiemi, kdy pouziti chelerytrinu,
neselektivniho inhibitoru PKC, vedlo ke zruseni protektivniho u¢inku hypoxie (Ding et
al., 2004; Béguin et al., 2007; Yuan et al., 2017). Nejpravdépodobnéjsimi kandidaty na
zprostiedkovani kardioprotekce se zdaji byt dvé izorformy PKC, a to PKC6 a PKCe.

Studie Kolar a spol. ukdzala, ze adaptace na IHH vedla ke snizeni velikosti IM, a
to pravdépodobné pies PKCd-dependentni signalni drahu (Kolar et al., 2007). Tyto
vysledky byly podpotfeny dalSimi studiemi, ve kterych byl pouzit rottlerin, selektivni
inhibitor PKC3. Rottlerin zrusil narist exprese PKCo indukovany IHH a zeslabil ucinek
hypoxie na snizeni velikosti IM (Neckar et al., 2005; Hlavackova et al., 2010). Na
druhou stranu existuji studie, které prokdzaly zapojeni PKCe v mechanismu
kardioprotekce indukované chronickou hypoxii (Rafiee ef al., 2002; Wang et al., 2011;
Holzerova et al., 2015). Holzerova a spol. ukézali, ze protektivni model kontinualni
normobarické hypoxie (CNH) zvysil hladinu PKCe na urovni mRNA i proteind, a ze
tento ucinek hypoxie byl zruSen po aplikaci PKCe inhibi¢niho peptidu KP-1633
(Holzerova et al., 2015). Je zajimavé, Ze prenatdlni expozice na chronickou hypoxii
vedla naopak k signifikantnimu poklesu hladiny PKCe v myokardu plodu (Patterson et
al., 2010). Snizena exprese myokardidlni PKCe byla pozorovana také u dospélych
potkant adaptovanych na protektivni model IHH (Kolar et al., 2007; Hlavackova et al.,
2010). Zda se tedy, ze exprese a aktivace izoforem PKC spojenych se zvySenou

ochranou vici I/R poskozeni zavisi na konkrétnim modelu a reZimu chronické hypoxie.

2.4.1.6 Dalsi proteinkinazy

Mezi dal$i komponenty protektivnich signalnich drah stimulovanych chronickou
hypoxii patfi dal§i serin/threoninové proteinkindzy jako napf. mitogenem aktivované
proteinkinazy (MAPK) - p-38-mitogenem aktivovanad proteinkinaza (p38-MAPK)
(Rafiee et al., 2002; Béguin et al., 2007), c-Jun N-terminalni kindza (JNK) (Rafiee et
al., 2002) ¢i extracelularnim signalem regulovana proteinkinaza 1/2 (ERK 1/2) (Béguin

et al., 2007). Rafiee a spol. v roce 2002 prokézali zapojeni p38 a JNK, ale ne ERK 1/2
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kindzy v kardioprotekci indukované adaptaci na chronickou hypoxii (Rafiee et al.,
2002). Na druhou stranu studie Béguin a spol. dokdzala za pouziti selektivnich
inhibitorti, Ze rovné¢z ERK 1/2 se ucastni signalnich drah vedoucich k navozeni
protektivniho fenotypu vyvolaného hypoxii (Béguin et al, 2007). Kromé¢ vyse
zminénych MAPK byla potvrzena ucast také dalSich proteinkindz - PI3K/Akt
(Ravingerova et al., 2007; Milano et al., 2010; Wang et al., 2011), Ca**-kalmodulin
dependentni proteinkinazy II (CaMKII) (Xie et al., 2004) a GSK3p (McCarthy et al.,
2011; Wang et al., 2011).

2.4.1.7 Mitochondrie

Stale rostou dikazy o tom, ze také mitochondrie hraji dilezitou roli v
kardioprotekci. Zda se, Ze zachovani funkce mitochondrii je nezbytné pro ochranu srdce
a jeho zotaveni po letalni ischemii (Di Lisa ef al., 2007; Heusch et al., 2008). Rtzné
studie ukézaly, ze kromé jiz vySe zminénych mitoKatp, hypoxie otevird dalsi
mitochondridlni kanaly, a to vysoce vodivé K* kanaly aktivované prostfednictvim Ca**
(BKCa) (Cheng et al., 2008). Za pouziti farmakologickych modulatort bylo zjiSténo, Ze
aktivace téchto kandlt taktéz pfispiva k ochrané myokardu (Borchert et al., 2011;
Neckar et al., 2013). Protektivni ucinek aktivace BKCa kandlti spoc¢iva predevsim v
zabranéni otevirdni mPTP (Cheng et al., 2008).

mPTP je velky nespecificky por nachazejici se na vnitini membrané
mitochondrii, ktery se otevira v disledku Ca®’ pretizeni, zvlasté je-li doprovazeno
depleci nukleotidu adeninu, zvySenou koncentraci anorganického fosfatu a oxidativnim
stresem, coz jsou vSechno rysy I/R poSkozeni (Halestrap et al., 1998). Otevieni mPTP
umoziuje vstoupit vodé a latkam v ni rozpustnych do mitochondrii, coz vede k bobtnani
mitochondrialni matrix, ke kolapsu potencidlu vnitini membrany, rozptazeni dychaciho
fetézce, Uniku Ca’" a uvolnéni proapoptickych faktorli z mitochondrii, coZz vede
k apoptoze bunck (Halestrap et al., 1998). Existuji dikazy, ze IHH zvysSuje toleranci
mitochondrii k Ca®" pfetizeni, ¢imZ snizuje pravdépodobnost otevirini mPTP (Zhu et
al., 2006; Magalhaes et al., 2014). Stejnych vysledkii bylo dosazeno pii pouziti modelu
CNH (Maslov et al., 2015; Neckar et al., 2017).
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2.4.1.8 Receptory spirazené s G-proteiny

Ukazalo se, ze podobné¢ jako u preconditioningu (Yellon and Downey, 2003) se
na navozeni kardioprotekce indukované adaptaci na chronickou hypoxii podileji také
ruzné receptory spiazené s G-proteiny (GPCRs) (Mallet et al., 2006; Maslov et al.,
2013; Estrada et al., 2016). Prikladem GPCRs, jejichZz prostiednictvim lze dosdhnout
spusténi signalnich drah, které vedou ke kardioprotekci béhem adaptace na hypoxii,
jsou opioidni receptory (ORs). Studie Maslov a spol. ukazala, ze u potkani
adaptovanych na CNH doslo ke snizeni velikosti infarktu pravdépodobné v dasledku
zvySené hladiny endogennich opioidnich peptidi a stimulace ORs. Ke zjisténi, které
podtypy ORs by mohly byt zapojeny v kardioprotekci indukované chronickou hypoxii,
bylo pouZito n¢kolik selektivnich antagonisti ORs. Protektivni efekt CNH byl zruSen
po aplikaci antagonisti 5-ORs a p-ORs. Tyto vysledky ukazaly, ze endogenni opioidni
peptidy pusobi protektivné prostiednictvim aktivace 6-ORs a p-ORs (Maslov et al.,
2013). Pouzitim naltrindolu, selektivniho inhibitoru 8-OR, se prokazala ticast 5-OR také
v mechanismu kardioprotekce indukované intermitentni hypoxii (Estrada ef al., 2016).

Existuji urcité indicie poukazujici na to, ze dalSimi GPCRs, které hraji roli
v protekci myokardu indukované hypoxii, jsou P-adrenergni receptory (B-ARs).
Chronické hypoxie vede ke zvySené aktivit¢ sympatického nervového systému, coz ma
za nasledek zvySenou hladinu katecholaminii v téle (Johnson et al., 1983). Nartst
katecholamini a jejich vliv na B-adrenergni signalizaci miZe pfispét k rozvoji
kardioprotektivniho fenotypu (Frances et al., 2003; Tong et al., 2005; Salie et al.,
2011). Zapojeni p-ARs v hypoxii-indukované kardioprotekci bylo prokazano
podavanim metoprololu psiim béhem adaptace na intermitentni hypoxii. Metoprolol,
coz je selektivni antagonista Bi-ARs, vyrazn€ oslabil protektivni U€inek indukovany

hypoxii (Mallet et al., 2006).
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2.5 pB-Adrenergni receptory

Jak jiz bylo vySe zminéno, B-adrenergni receptory (B-ARs) patii do rodiny
receptortt sprazenych s G-proteiny (GPCRs). GPCRs piedstavuji specializované
integralni membranové proteiny, které tvofi nejvétsi rodinu receptord v lidském
genomu, zahrnujici vice nez 800 genti (Lagerstrom and Schidth, 2008). Tyto receptory
vazou ruzné skupiny ligandl, které zahrnuji hormony, peptidy, neurotransmitery a
lipidy (Bockaert and Pin, 1999). Rodina GPCRs obsahuje konzervativni strukturu sedmi
transmembranovych o-helix. Ligandem indukovand aktivace GPCRs prevadi
extracelularni stimuly na intracelularni signaly pro zprostfedkovani riiznych bunéénych
a fyziologickych odpovédi. GPCRs byly rozsahl¢é studovany v myokardu a
kardiovaskularnim systému, kde ma jejich aktivace hluboké homeostatické a regulacni
ucinky. Vyznam téchto receptorti se odrazi ve skutecnosti, zZe vice nez tfetina 1€kt na

trhu je cilend na GPCRs (Rask-Andersen et al., 2011).

2.5.1 Adrenergni receptory

B-ARs spadaji do skupiny adrenergnich receptorti, kterd zahrnuje dale a-ARs.
Adrenergni receptory predstavuji dillezitou skupinu GPCRs, kterd je odpovédna za
preklad chemickych zprav ze sympatického nervového systému do kardiovaskuldrnich
odpovédi. Vyznamnou roli v tomto prekladu maji dva sympatické neurotransmitery a to
adrenalin a noradrenalin. Jak adrenalin, tak noradrenalin hraji dulezitou ulohu pfi
kontrole krevniho tlaku, rychlosti a sile myokardialni kontrakce, reaktivité dychacich
cest a riznych metabolickych funkci (Bylund ef al., 1994).

Ahlquist byl prvni, kdo farmakologicky rozlisil adrenergni receptory na a-ARs a
B-ARs (AHLQUIST, 1948). O nékolik let pozdéji bylo pomoci podrobnéjSich analyz
identifikovano celkem 9 podtypt adrenergnich receptorti: aia-ARs, ais-ARs, aip-ARs,
aa-ARs, o2B-ARs, oxc-ARs, Bi-ARs, B2-ARs a B3-ARs (Kobilka, 2011). V lidském
myokardu se nachazi pouze malé mnoZstvi a-ARs ve srovnani s B-ARs, pomér f-ARs k
a-ARs je asi 10:1. Pfevladajicim podtypem B-ARs ve zdravém myokardu jsou Bi-ARs,
predstavuji pfiblizn¢ 75-80% z celkového mnozstvi B-ARs (Rockman et al., 2002).
Zastoupeni B1-ARs a B2-ARs v komorach je 70-80% ku 30-20% a v sinich 60-70% ku
40-30% (Brodde, 1991). Stimulace B1-ARs, a v mensi mife B2-ARs, zvySuje silu srde¢ni
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kontrakce (pozitivni ionotropni Ucinek), srdecni frekvenci (pozitivni chronotropni
ucinek) a rychlost relaxace (pozitivni lusitropni uc¢inek), stejné jako urychluje Sitfeni
vzruchu atrioventrikuldrnim uzlem (pozitivni dromotropni ucinek) a aktivitu

peacemakeru sinoatrialniho uzlu (Capote et al., 2015).

2.5.2 Struktura B-adrenergnich receptoru

B-ARs jsou stejné¢ jako ostatni GPCRs charakterizovany sedmi
transmembranovymi a-helikdlnimi domémani, které tvoii kapsu, ve které se nachazi
vazebna mista pro agonisty a kompetitivni antagonisty. Dale obsahuji tii extracelularni
a tfi intracelularni smycky. Prvni a druha extracelularni smycka jsou spojeny
prostiednictvim disulfidického mustku, ktery jak se ukézalo, je nezbytny pro vazbu
ligandu (Dixon et al., 1987). Receptor dale obsahuje extracelularni N-konec, na kterém
se obvykle nachazi jedno ¢i dvé mista, ktera jsou glykosylovana, a cytosolicky C-konec.
Pro interakci receptoru s G-proteinem se ukazal byt klicovy N- a C-konec tfeti
intracelularni smycky a cytosolicky C-konec receptoru. C-konec spolecné s treti
intracelularni smyckou rovnéz obsahuji sekvence, kter¢ mohou byt fosforylované
prostiednictvim proteinkinazy A (PKA) ¢i kindzou receptori spfazenych s G-proteiny

(GRK) (Strosberg, 1993).

2.5.3 Interakce ligandu s B-adrenergnimi receptory

Diky mutagennim analyzam bylo odhaleno nékolik aminokyselinovych zbytkd,
ukazala byt bezpochyby kyselina asparagovd v poloze 113 (Asp'!®) ve tietim
transmembranovém segmentu (TM3), ktera je konzervovéana nejen v ARs, ale ve vSech
receptorech vazajicich monoaminy. Jeji karboxylova skupina vytvaii vazbu s
aminoskupinou ligandu. Substituce Asp''®> ma za nasledek neschopnost receptorl vazat
monoaminy (Strader ef al., 1988). Jako dalS$i aminokyseliny, které se ukdzaly byt
kritické pro vazbu agonisty a aktivaci B-ARs, byli identifikovany dva serinové zbytky v
poloze 204 a 207 v TM5 (Strader et al., 1989). Jak mizeme vidét na obrazku ¢. 2, pro
vazbu noradrenalinu se zd4 byt dilezity také serinovy zbytek v poloze 165 v TM4

(Strosberg, 1993).
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Obrazek €. 2: Schéma interakce noradrenalinu s vazebnymi misty f2-adrenergnich
receptorii. Na obrazku jsou zndzornény jednotlivé vazby noradrenalinu s rdznymi

207

aminokyselinovymi zbytky P>-ARs. Kromé& Asp''3, Ser!®, Ser?™ a Ser?”’, které se podileji na

6 a Asp” jejichz interakce

vazb& noradrenalinu, zde miZeme vidét také aminokyseliny Tyr’!
muze byt dulezita pro pfenos signalu na stimula¢ni G-proteiny; Asp, kyselina asparagova; el,
extracelularni N-konec; €2-4, extracelularni smycky; Ser, serin; S-S, disulfidicky mastek; tm1-

7, transmembranové segmenty; Tyr, tyrosin (Strosberg, 1993).

2.5.4 Kompartmentalizace f-adrenergni signalizace v kardiomyocytech

Vysoce diferenciované kardiomyocyty maji n€kolik jedine¢nych membranovych
struktur. Neddvné studie vyznamné€ rozsifily naSe chéapani téchto struktur v
casoprostorové regulaci B-AR signalizace v kardiomyocytech. Mezi tyto struktury patii
bohaté lipidové rafty, predstavujici specializované oblasti plazmatické membrany
obohacené o cholesterol a dalsi lipidy, a kaveoly, coz jsou podskupiny lipidovych raftd,
které vytvateji bailkovité invaginace membrany obohacené zejména o proteiny, jako
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jsou kaveoliny (Patel et al., 2008). Kardiomyocyty dale obsahuji rozsdhlou sit’
transverzalnich tubulil (t-tubult), které vznikaji jako disledek invaginace a prodlouzeni
plazmatické membrany do vnitiniho prostoru bunék. Na vzniku t-tubula se podili také
kaveolin-3 (Parton et al., 1997).

Zastoupeni jednotlivych podtypi B-ARs v téchto membranovych strukturach
usnadiiuje sdruzovani dalSich signalnich komponent a ma silny vliv na produkci cAMP
a ucinnost a specifitu signalizace v kardiomyocytech. Studie Nikoleav a spol. ukazala,
ze za fyziologickych podminek jsou Bi1-ARs distribuovany po celém bunécném povrchu,
zatimco P2-ARs jsou lokalizovany v t-tubulech a kaveolach (Nikolaev ef al., 2010).
Bylo zjisténo, ze také dvé hlavni myokardidlni isoformy adenylatcyklazy (AC), AC5 a
AC6, vykazuji odliSnou kompartmentalizaci v kardiomyocytech. Zatimco AC6 je
lokalizovana v plazmatické membrané mimo t-tubuldrni oblasti a je zodpovédna za
signalizaci zprostiedkovanou Bi-ARs, ACS5 je lokalizovana ptfedev$im v t-tubuldrni
oblasti, kde je aktivovana jak prostfednictvim Pi- tak B>-ARs. Za komparmetalizaci
ACS v t-tubulech je zodpovédnd jeji interakce s kaveolinem-3. Kaveolin-3 dale
interaguje s fosfodiesterazami (PDE) PDE4b a 4d, coZ vede k maskovani uc¢inku AC5
pusobenim zminénych PDE. (Timofeyev et al., 2013).

Dale bylo zjisténo, ze béhem srde¢niho selhdni dochazi k rozptyleni P2-ARs
zt-tubuld a kaveol na cely bunéény povrch, coz vede k difuzi receptory
zprostfedkované cAMP signalizace (Nikolaev et al., 2010; Schobesberger et al., 2017).
Srdecni selhani se projevuje podstatnymi strukturdlnimi zménami kardiomyocytil, coz
zpusobuje naruseni ACS5/PDE interakce a pfesun P>-ARs z kaveolin-3 obohacenych
t-tubulli a kaveol do jinych membrénovych frakci. Redistribuce B2-ARs v pribchu
srdecniho selhani méni kompartmentaci cAMP a muze pfispét k selhani myokardu

(Nikolaev et al., 2010; Timofeyev et al., 2013).

2.5.5 Signalni drahy p-adrenergnich receptoru

Sympaticky nervovy systém (SNS) pozitivné moduluje funkci myokardu tim, ze
podporuje sekreci katecholaminu z nervovych zakonceni. Aktivita SNS se zvySuje v
dasledku zvysené poptavky téla po srdecnim vydeji. Osa SNS-katecholaminy-B-ARs je
hlavnim mechanismem, kterym je srdce fizeno k vétSimu vykonu (Woo et al., 2015).

B-ARs transdukuji signal obdrzeny po vazbé katecholaminu ptfes G-proteiny k jejich
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naslednym efektorovym molekuldm. Navazdnim ligandu do vazebného mista na
receptoru dochazi k jeho aktivaci, coz vede ke konformacni zméné. Konformaéni zména
katalyzuje vyménu guanosindifosfatu (GDP) za guanosintrifostat (GTP) na
Ga podjednotce heterotrimérniho G-proteinu, coz vyusti v disociaci heterotrimeru na
aktivni Ga a GPy podjednotky. Ob¢ tyto podjednotky muizou ptenasSet intracelularni
signaly nezavisle na sobé. GBy podjednotka je vzdy pevné spojend, je to heterodimer
fungujici jako monomer (Capote et al., 2015).

Jak Bi-ARs tak B>-ARs jsou sptazeny se stimula¢nimi G-proteiny (Gs-proteiny).
Gos podjednotka aktivuje adenylatcyklazu (AC), kterd je zodpovédna za konverzi ATP
na cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP). V myokardu maji nejvétsi zastoupeni dvé
isoformy AC, a to AC5 a AC6. Ob¢ tyto isoformy maji vysoce homologni sekvence a
patfi do skupiny AC, které mohou byt inhibovany fyziologickymi koncentracemi Ca*"
(Beazely and Watts, 2006). cAMP je mala molekula, kterd funguje jako druhy posel.
I pres svou malou velikost a schopnost difuze je distribuce cAMP ponékud omezena
kviili jeji degradaci prostfednictvim PDEs (Zaccolo, 2009). ZvySend koncentrace cAMP
vede kjeho vazbé na regulacni podjednotku cAMP-dependentni proteinkindzy A
(PKA), coz mé za nasledek jeji aktivaci. Aktivovana PKA fosforyluje rtizné substraty
od receptord a jejich pfidruzenych partnerti k proteintim, které¢ se podileji na zvyseni
srde¢ni kontrakce a frekvence (Salazar et al., 2007).

B2-ARs mohou na rozdil od [i-ARs pulsobit také drahou, kterd neni
zprostiedkovana pies Gs proteiny a cAMP, a ktera je spojena s inhibicnimi G-proteiny
(G1 proteiny). Studie Foerstera a spol. ukdzala, Ze B2-ARs mohou pienéSet signal na dva
odlisné Gi proteiny a to Giz a pravdépodobné Gis (Foerster et al., 2003). K pfepnuti
signalizace zGs na Gi je zapotiebi fosforylace intracelularni ¢asti receptoru.
Aktivovand Gai podjednotka miiZze inhibovat aktivitu AC, ¢imZ zamezi dalsi syntéze
cAMP (Daaka et al., 1997; Xiao et al., 1999). Dale bylo prokdzéano, ze B>-ARs-Gi
signalizace indukuje nabor a aktivaci dalSich signalnich molekul, véetné¢ ERK, PI3K a
Akt kinazy, u kterych se prokéazalo, ze ovliviiuji rast kardiomyocytl a zabranuji jejich
apoptéze (Luttrell et al., 1999; Zhu et al., 2001).

Stimulace myokardu SNS prostiednictvim B-ARs je klicovym regulatorem
srdec¢ni frekvence (chronotropni Uc¢inek), sily srde¢ni kontrakce (inotropni ucinek) a
rychlosti srde¢ni relaxace (lusitropni u¢inek). Tyto ucinky jsou disledkem aktivace vyse
zminéné cAMP-dependentni PKA a nésledné fosforylace kli€¢ovych proteinit (Obrazek

¢. 3). Mezi tyto proteiny patii L-typ vapenatych kandld, jejichz fosforylace zvysuje
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proud vapniku (Ca*") do kardiomyocytd, nebo ryanodinové receptory, u nichz
fosforylace zvysuje citlivost pro uvoltiovani Ca?* ze sarkoplazmatického retikula (SR)
do buiky. Fosforylace téchto dvou proteini ma za nasledek zvySenou koncentraci
intracelularniho Ca®*, coZ vede k srde¢ni kontrakci (Bers, 2002). Lusitropni uéinek je
zprostiedkovan fosforylaci regulacnich proteinti fosfolambanu a troponinu L
Fosforylaci fosfolambanu dochézi ke zruseni jeho inhibi¢niho vlivu na Ca**-ATPazu SR
a tudiz zvy$enému toku Ca** zpé&t do SR a fosforylace troponinu I vede k uvolnéni Ca**

z myofilament (Li et al., 2000).

Epi/Norepi

Sarcolemma

ATP

Troponin |

G

Myofilaments

Obrazek €. 3: Aktivace B-adrenergnich receptori a fosforylace kli¢ovych proteini
ucastnicich se srdecni kontrakce a relaxace. AC, adenylatcyklaza; AKAP, kotvici protein
proteinkinazy A; B-AR, P-adrenergni receptor; ATP, adenosintrifosfat; Ca, vapnik; cAMP,
cyklicky adenosinmonofosfat; Gs, stimulacni G-protein; Ic., L-typ vapenatych kanalt; PKA,
proteinkinaza A; PLB, fosfolamban; Reg, regulacni podjednotka proteinkindzy A; RyR,
ryanodinovy receptor; SR, sarkoplazmatické retikulum (upraveno podle Bers 2002)
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2.5.6 Regula¢ni mechanismy B-adrenergni signalizace

Zmény v B-ARs signalizaci jsou zasadni pro patogenezi srde¢niho selhani, kdy
chronické zvySeni hladiny katecholamini vede k dysregulaci B-ARs signalizace
prostiednictvim desensitizace (Bristow et al., 1986). Desensitizace popisuje tendenci
biologickych systéml a receptori ztracet svou schopnost reagovat na nepfetrzitou a
opakovanou stimulaci. Regulacni mechanismy, které pfispivaji k B-ARs desensitizaci,
mohou byt zatazeny do téch, které ovliviiuji funkei receptorii (rozprazeni receptorti od
G-proteinll) a mezi ty, které ovliviiuji jejich mnozstvi (downregulace) (Lefkowitz and
Shenoy, 2005).

Downregulace B-ARs v reakci na nadmérnou stimulaci agonistou je pomaly
proces, ktery pfispiva k dlouhodobému znecitlivéni. Mechanismy, které vedou k
downregulaci zahrnuji internalizaci a degradaci receptoru, destabilizaci receptorové
mRNA ¢i snizenou syntézu receptoru (Hausdorff et al., 1990; Pitcher et al., 1998).
Pokles mnozstvi B-ARs je disledkem selektivni redukce Bi-ARs s malou nebo zadnou
zménou v mnozstvi B2-ARs (Bristow ef al., 1986; Ungerer ef al., 1993).

Na rozdil od downregulace, k agonistou indukované ztrat¢ funkce receptoru
dochazi béhem né¢kolika minut po stimulaci receptoru a je zplisobena rozpfazenim
receptoru od prislusnych G-proteini. Za rozprazeni receptoru od G-proteind je
zodpovédna fosforylace tfeti intercelularni smycky ¢i C-konce receptoru. Fosforylace
B-ARs je zprostfedkovand dvéma typy proteinkindz: druhym poslem aktivovanou
proteinkinazou, cAMP-dependentni PKA, a kinazou receptori spfaZzenych s G-proteiny
(GRK) (Strosberg, 1993). Nejzastoupengjsi GRK v srdci je GRK2, znama také jako
B-adrenergni receptorova kinaza 1 (B-ARKI1). Zatimco GRKs fosforyluji pouze ty
receptory, které jsou stimulované agonistou (homologni desensitizace), PKA fosforyluje
jak stimulované, tak nestimulované receptory (heterologni desensitizace) (Madamanchi,
2007). V obou ptipadech fosforylace umoziuje vazbu B-arrestinu, ktery predstavuje
prostiednika pro receptorovou endocytdzu, ubiquitinylaci a signalizaci nezavislou na
G-proteinech.

Vazba B-arrestinu zvySuje afinitu receptoru k adaptorovému proteinu AP-2 a
klatrinu, coz vede k internalizaci receptoru. Po internalizaci jsou receptory
transportovany do endosomti, odkud mohou byt recyklovany zpét do plazmatické
membrany, kde se vrati zpét do funkcniho stavu (Claing et al., 2002). AvSak v odezvé

na pretrvavajici stimulaci receptoru muze byt internalizovany receptor misto navratu
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zpét na membranu degradovan v lysozomu, coz vede k vySe zminéné downregulaci
receptoru. O tom, zda bude receptor degradovan ¢i ne, rozhoduje pravdépodobné
ubiquitinylace receptoru a B-arrestinu prostfednictvim E3 ubiquitin ligdzy Mdm2, ktera
je navazana na B-arrestin. Bylo zjiSténo, Ze ubiquitinylace B-arrestinu je nezbytnad pro
internalizaci receptoru, ale pro cileni receptoru do lysozomu a jeho degradaci se ukazala
byt kli¢ova ubiquitinylace receptoru (Shenoy et al., 2001; Jean-Charles et al., 2016).
Dalsi funkci B-arrestinu je jeho role pfi vytvareni jakéhosi leSeni, které spojuje prvky
komplexnich signalnich drah nezavislych na G-proteinech. Casto je to zptisob, jak spojit
receptor s komponenty MAPK kaskad. B-arrestin mize vazat ¢leny Src rodiny, coZ je
rodina nereceptorovych tyrosinkiniz, a tato interakce muze vést k aktivaci ERK 1/2
kinazy (Luttrell et al., 1999). Déle jsou B-arrestiny schopné véazat nejen dalsi klicové
hra¢e MAPK signalizace jako naptiklad p-38 a c-Jun N-termindlni kindzu 3 (JNK3)
(McDonald et al., 2000; Gong et al., 2008), ale mohou také zprostfedkovat aktivaci
PI3K/Akt signalni drahy (Povsic et al., 2003; Ahn et al., 2009).

Studie Daaka a spol. ukdzala, Ze fosforylace P2-ARs zprostfedkovana PKA
slouzi také k ptepnuti spojeni receptoru od Gs proteinii ke Gi proteinim. Zminéna
fosforylace B>-ARs vede nejen ke snizené interakci s Gs proteiny, ale vede k aktivaci
MAPK prosttednictvim Gy podjednotky, a to diky zvysené interakci P2-ARs
s Gi proteiny (Daaka et al., 1997). Dalsi studie zjistily, ze taktéZz fosforylace receptort
prostfednictvim GRK2 miiZze zvysit spfazeni B2-ARs s Gi proteiny (Wang et al., 2008;
Liu et al., 2009).

2.5.7 Utinky dlouhodobé stimulace na Bi-adrenergni receptory

Farmakologické dikazy naznacuji, ze dlouhodobé aktivita SNS a tudiZ stimulace
B1-ARs a B2-ARs, ma odlisné ucinky na ptezivani kardiomyocytd (Communal et al.,
1999; Zhu et al., 2001). Dlouhodoba chronicka stimulace PBi-ARs podporuje
downregulaci téchto receptorii a negativni remodelaci srdce vcetné hypertrofie a
apoptozy kardiomyocytl (Ungerer et al., 1993; Singh et al., 2001; Zhu et al., 2001;
Morisco et al., 2001). Apoptdza se podili na I/R poSkozeni myokardu a je zapojend v
pfechodu od srde¢ni hypertrofie k srde¢nimu selhani (Narula et al., 1996; Shizukuda et
al., 1998). Existuji studie, které poukazuji na to, Ze apoptdza kardiomyocytli vyvolana

B1-ARs je zprostfedkovana cAMP-PKA drdhou (Communal ef al., 1999; Zaugg et al.,
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2000). Na druhou stranu, studie Zhu a spol., ve které byly pouzity specifictéjsi metody k
inhibici PKA dréhy, ukézala, ze apoptoticky ucinek trvalé stimulace 1-ARs miize byt
na cAMP-PKA draze nezavisly (Zhu et al., 2003). Dale tito autoii prokazali, ze
prodlouzend stimulace B1-ARs je schopna zvysit hladinu intracelularniho Ca?* a aktivitu
Ca?*/kalmodulin dependentni kindzy I (CaMKII) taktéZ zplisobem nezavislym na PKA.
Snizeni koncentrace intracelularniho Ca?" ¢&i inhibice CaMKII vedly k ochrang
kardiomyocyti pted apoptéozou indukovanou Bi-ARs a naopak nadmérnd exprese
myokardialni isoformy CaMKII, CaMK-0C, vyrazné zvysila apoptoticky ucinek
Bi-ARs. Tyto vysledky prokéazali zapojeni CaMKII v indukci apoptozy stimulované
B1-ARs. (Zhu et al., 2003). Studie Xu a spol. naznacila mozny mechanismus,
prostfednictvim kterého CaMKII indukuje apoptdézu vedouci k srdecni dysfunkci.
Aktivovana CaMKII zprostfedkovava fosforylaci mitochondrialniho
dynaminu-ptibuzného proteinu 1 (Drpl), coz vede k otevieni mPTP a nasledné smrti
kardiomyocytd. Inhibice aktivity Drpl brani otevieni mPTP, ¢imz chrani

kardiomyocyty pted apoptézou (Xu ef al., 2016).

2.5.8 U¢inky dlouhodobé stimulace na p2-adrenergni receptory

Dalsi studie poskytly dikazy o tom, Ze i pfesto, ze chronické stimulace B2-ARs
muze aktivovat jak apoptotickou, tak antiapoptotickou signélni dradhu, vysledny ucinek
vede k prezivani bunck (Zhu et al., 2001; Ahmet et al., 2004; Bhushan et al., 2012).
Protektivni G€inek B2-ARs je z velké Casti zprosttedkovan jejich interakcei s Gi proteiny,
coz nasledné vede k postupné aktivaci dradhy ptezivani zahrnujici GBy podjednotku,
PI3K a Akt (Chesley et al., 2000; Zhu et al., 2001). PI3K piedstavuje vyznamného
prostiednika PB2-ARs-Gi signalizace, ktery chrani kardiomyocyty pied apoptdzou
zprostiedkovanou Gs proteiny, a to aktivaci faktoru ptrezivani Akt. Inhibice Gi (Gy)
signalizace prostfednictvim toxinu pertuse (PTX) nebo inhibice PI3K pomoci inhibitoru
konvertovala B>-ARs signalizaci z drdhy piezivani na drdhu apoptotickou. Tyto
vysledky tedy naznacuji, Ze P2-ARs-Gs signalni draha mlzZe vést k apoptoze
kardiomyocyti v ptipad¢ zablokovani B2-ARs-Gi signalizace (Zhu et al., 2001).

Dale bylo zjisténo, Ze f2-ARs-Gi signalizace je kli¢ovym mechanismem, ktery je

zékladem kardioprotekce také u ne€kterych forem preconditioningu (Tong ef al., 2005).
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Dalsi studie ukazaly, ze stimulace PB2-ARs vede krom¢ aktivace Akt také k aktivaci
eNOs a PKC. Tyto studie prokazaly tcast zminénych signalnich molekul v ochrané
kardiomyocytl pred bunéénou smrti a pii zachovani srdecni funkce po I/R (Fajardo et
al., 2011; Bhushan et al., 2012). Akt a PKC, zndmé také jako kinazy ptezivani, chrani
kardiomyocyty prostfednictvim inhibice otevirani mPTP (Fajardo et al., 2011).
Podobny mechanismus vedouci k inhibici vytvafeni mPTP je zapojen v kardioprotekci
navozené conditioningem (Argaud et al., 2005; Downey et al., 2008).

Dalsi dalezitou molekulou zapojenou v B>-ARs-Gi signalni draze se ukazala byt
cytosolicka fosfolipaza A> (cPLAz). Bylo zjisténo, ze za stresovych podminek dochézi
ke zvySeni aktivity cPLAza, a to v disledku rozptazeni P2-ARs od Gs proteinem
regulované AC signélni drdhy a soucasnym zvySenim spiaZeni B2-ARs s Gi proteiny.
Tato data naznaCuji, Ze P2-ARs-Gi-cPLAza signalni draha by mohla byt funkéni
nahradou za defektni ¢i chybéjici B-AR-Gs-AC signalni drahu pii srde¢nim selhani ¢i

dalsich patofyziologickych stavech srdce (Pavoine et al., 2003).
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3 Cile disertacni prace

Hlavnim cilem této disertacni prace bylo rozsifit nase védomosti o vlivu
chronické hypoxie na B-adrenergni signalizaci v myokardu potkana a mozném zapojeni
této signalni drahy v molekularnich mechanismech kardioprotekce. Zkoumali jsme vliv
odlisnych rezimti chronické hypoxie, a to jak protektivnich rezimi kontinudlni
normobarické hypoxie (CNH) a intermitentni hypobarické hypoxie (IHH), tak
neprotektivniho rezimu intermitentni normobarické hypoxie (INH). Studovali jsme vliv
hypoxie na B-adrenergni signalizaci piedev§im u dospélych samci potkanii kmene
Wistar, ale porovnavali jsme také mozné rozdily v této signalizaci mezi dalSimi kmeny
potkani (kmen spontdnné hypertenznich potkan (SHR) a konplasticky kmen
SHR-mtBN). Zajimaly nas pfedevS§im zmény v distribuci B-adrenergnich receptorii
(B-ARs), G-proteinti a adenylatcyklazy (AC), a to jak na urovni proteind, tak mRNA,
ale také funkéni stav tohoto dulezitého signalniho systému. U SHR a SHR-mtBN kmene
jsme kromé& [-adrenergni signalizace sledovali zmény v expresi u vybranych

antioxidacnich enzyml a monoaminooxidazy A (MAO-A) a také funkéni stav MAO-A.

Prehled specifickvch cilu:

Cil 1: Sledovani vlivu protektivni kontinualni a neprotektivni intermitentni
normobarické hypoxie na B-adrenergni signalizaci v RV a LV myokardu
potkana

e stanoveni celkového poctu (Bmax) a disociacni konstanty (Kp) B-ARs

e zjisténi poméru jednotlivych podtypt B-ARs (Bi-ARs a P2-ARs) a
hodnoty inhibi¢ni konstanty (K;) B-ARs pomoci vazebnych studii

e stanoveni zastoupeni B-ARs na trovni mRNA

e analyza zmén na Urovni proteinil u vybranych komponent B-adrenergni
signalizace (Gsa, GB, AC)

e stanoveni enzymové aktivity AC
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Cil 2: Sledovani vlivu CNH na B-adrenergni signalizaci, monoaminooxidazu A

(MAO-A) a vybrané komponenty antioxida¢niho systému v LV myokardu
SHR a SHR-mtBN potkanu

stanoveni celkového poctu (Bmax) a disocia¢ni konstanty (Kp) B-ARs
zjisténi poméru jednotlivych podtypt B-ARs (Pi-ARs a [P2-ARs) a
hodnoty inhibi¢ni konstanty (K;) B-ARs pomoci vazebnych studii
stanoveni aktivity AC a MAO-A

sledovani zastoupeni MAO-A a vybranych antioxidacnich enzymu
(katalazy, aldehyddehydrogendzy-2 (ALDH-2), Cu/ZnSOD, MnSOD) na
urovni mRNA a proteinti

porovnani moznych rozdili v B-adrenergni signalizaci a antioxida¢nim

systému mezi jednotlivymi kmeny potkani (SHR, SHR-mtBN)

Cil 3: Sledovani vlivu chronické intermitentni hypobarické hypoxie na

B-adrenergni signalizaci v LV myokardu potkana

stanoveni celkového poctu (Bmax) a disociacni konstanty (Kp) B-ARs
zjisténi poméru jednotlivych podtypti B-ARs (Bi-ARs a [2-ARs) a
hodnoty inhibi¢ni konstanty (K;) B-ARs pomoci vazebnych studii

sledovani zastoupeni vybranych komponent B-adrenergni signalizace
(ACS5, AC6, Giai 2, Giaz)
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5 Material a metody

5.1 Laboratorni zvirata

K experimentim byli pouziti dospéli samci laboratorniho potkana kmene Wistar,
SHR (spontann¢ hypertenzni potkan) a SHR-mtBN. SHR-mtBN je konplasticky kmen,
ktery nese mitochondridlni genom vysoce inbredniho kmene Brown Norway na
jaderném genetickém pozadi SHR potkani. Tento kmen byl vytvofen selektivni
vyménou mitochondridlniho genomu SHR potkanii za mitochondridlni genom potkant
Brown Norway (Neckat et al., 2017). Potkani byli krmeni standardni chovnou dietou
s neomezenym prisunem vody a chovani v klecich po tfech jedincich v rezimu 12 hodin
svétlo/12 hodin tma pii teplot¢ 22 = 2 °C. Po ukonceni experimentu byla zvifata
usmrcena cervikalni dislokaci. Experimentalni protokoly byly schvaleny Etickou komisi
Fyziologického ustavu Akademie véd Ceské Republiky. Viechny experimenty byly
provedeny vsouladu s ,, Guide for the Care and Use of Laboratory Animals"
publikovanym v US National Institutes of Helth (NIH publication No. 85-23,

revidovano 1996).

5.2 Experimentalni modely chronické hypoxie

V naSich studiich byly pouzity tfi modely chronické hypoxie: kontinualni
normobarickd hypoxie (CNH), intermitentni normobaricka hypoxie (INH) a
intermitentni hypobaricka hypoxie (IHH). V pfipadé CNH byly potkani vystaveni
nepfetrzitému pulsobeni hypoxie (24 hodin/denn€) v normobarické komote po dobu
3tydn. Tato komora je vybavena hypoxickym generatorem (Everest Summit,
Hypoxico Inc., NY, USA), ktery sniZil obsah kysliku v komote na 10%. Dalsi skupina
potkanll byla adaptovana po dobu 3 tydnii na INH. Podminky v normobarické komote
byly pro INH skupinu nastaveny stejné€ jako v ptipadé CNH (10% O3) s tim, Ze zvifata
z INH skupiny byla béhem dne vracena na 1 hodinu zpét do normoxického prostiedi
(reoxygenace). Poslednim pouzitym modelem v naSich experimentech byla IHH.
Adaptace na IHH probihala v hypobarické komotfe 8 hodin denné, 5 dni v tydnu po
celkovou dobu 5 tydnt (25 expozic). IHH podminky simulovaly nadmoiskou vySku

7000 m n. m. (Pg = 40,9 kPa, Po2 = 8,5 kPa). Barometricky tlak byl sniZovan postupné
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tak, ze finalni nadmotské vysky 7000 m n. m. bylo dosazeno po 13 expozicich (Kolar et
al., 2007). Kontrolni skupiny potkani byly chovany v normoxickych podminkach
odpovidajicich nadmotské vysce 200 m (Pg =99 kPa, Po> = 20,7 kPa).

5.3 Homogenizace a frakcionace srdecni tkané

Ihned po usmrceni zvifat byla srdce vyjmuta a promyta ve vychlazeném
fyziologickém roztoku. Nasledné byly odstranény sin¢ a zbytek srdce byl rozdélen na
levou komoru (LV), pravou komoru (RV) a septum (S). Jednotlivé srdecni oddily byly
poté zvazeny, zamrazeny v kapalném dusiku a pted dalSim zpracovanim byly uchovany
v hlubokomrazicim boxu (-80 °C).

Pro izolaci mRNA byly kousky zmrzl¢ tkdné rozdrceny v tfecich miskach v
pfitomnosti kapalného dusiku a nasledné homogenizovany v RNAzolu (Molecular
Research Center, Inc.) nebo TRIzolu (Invitrogen, CA) pomoci kulickového
homogenizatoru (30 Hz, 10 min; Retsch MM200, Haan, Némecko). Ziskané
homogenaty byly poté centrifugovany, aby se odstranily homogenizacni kulicky a
zbytky tkani. Vzniklé supernatanty jednotlivych vzorkl byly pfed dal§im zpracovanim
uchovany pfi teploté -80 °C.

Pro vazebné studie, Western blotting a stanoveni enzymovych aktivit byla tkan
homogenizovana v TMES pufru (20 mM Tris, 3 mM MgCl,, 1 mM EDTA,
250 mM sacharoza; pH 7,4) doplnéného o inhibitory protedz (Complete Protease
Inhibitor Cocktail, Roche). V tomto ptipadé byly jednotlivé vzorky tkané¢ pomoci
chirurgickych niizek rozstiihany na malé kousky a pomoci Ultra-Turraxu rozmélnény
(24 000 rpm, 30 s). Vzniklé smési byly poté homogenizovany pomoci Potter-Elvehjem
sklo-teflonového homogenizatoru (1200 rpm, 1 min). Suspenze homogenatu byly
nasledn¢ centrifugovany (600 x g, 10 min, 4 °C), aby se odstranily jadra a bunécné
zbytky. Vzniklé postnuklearni supernatanty byly dale centrifugovany (50 000 x g,
30 min, 4 °C) za Ucelem oddéleni membranové a cytosolické frakce. Pelety, které
obsahovaly hrubé membrany (HM), byly resuspendovany v TME pufru (20 Mm Tris,
3 mM MgCl;, | mM EDTA; pH 7,4). Obé frakce byly rozalikvotovany a uchovany pfi
teploté -80 °C do dalSiho pouziti. VSechny ukony pii homogenizaci a frakcionaci tkané

probihaly pfi teploté 4 °C.
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5.4 Vazebné studie

Ke stanoveni celkového poctu (Bmax) P-adrenergnich receptorti (B-ARs) ve
vzorcich srdecnich komor bylo vyuzito saturanich vazebnych studii za pouziti
radioligandu [*H]CGP 12177 (PerkinElmer, Inc., MA, USA), coz je neselektivni
antagonista B-ARs. Tyto studie byly déle pouzity k urceni rovnovazné disociacni
konstanty (Kp) B-ARs, ktera odpovida koncentraci radioligandu, pii niZ je obsazena
polovina receptort. V saturacnich experimentech se stanovuje mnozstvi specificky
vazaného radioligandu v zavislosti na jeho rostouci koncentraci. Vzorky hrubych
membran (HM) (100 pg proteind) byly inkubovany v inkubaénim pufru (50 mM Tris,
10 mM MgCl,, 1 mM kyselina askorbova; pH 7,4) obsahujicim vzristajici koncentraci
[*H]CGP 12177 (0,06 - 4 nM) po dobu 1 hodiny pii 37 °C v celkovém objemu 0,5 ml.
Vazebnd reakce byla ukoncena piidanim 3 ml vychlazeného promyvaciho pufru
(50 mM Tris, 10 mM MgCl; pH 7,4) a naslednou vakuovou filtraci pfes Whatman
GF/C filtry, které byly béhem inkubace namoceny v 0,3% polyethyleniminu. Filtry byly
poté dvakrat promyty 3 ml promyvaciho pufru a umistény do scintilacnich lahvicek, kde
k nim byl pfidén scintila¢ni roztok EcoLite (MP Biomedicals, CA, USA) ¢i CytoScint
(ICN Biomedicls, CA, USA). Radioaktivita zachycena na filtrech se nechala pfes noc
eluovat a druhy den byla zméfena na kapalinovém scintilaénim detektoru TriCarb
2910TR LSC (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Nespecificka vazba byla stanovena
inkubaci vzorkl s radioligandem v pfitomnosti 10 uM L-propranololu a pfedstavovala
méné nez 30% celkové vazby.

Pomér jednotlivych podtypti B-ARs (Bi-ARs a P2-ARs) a jejich inhibi¢ni
konstanty (K;) byly stanoveny prostfednictvim kompeti¢nich vazebnych studii za
pouziti fixni koncentrace radioligandu [PHJCGP 12177 a ménici se koncentrace
neznacené¢ho ligandu (kompetitoru) ICI 118,551. ICI 118,551 je selektivni antagonista
B2-ARs, coZ mé za nasledek jeho vazbu k B2-ARs uZ pfi velmi nizkych koncentracich,
zatimco k PBi1-ARs se vadZe az po obsazeni vSech pfitomnych B2-ARs, tudiz pii vysSich
koncentracich. V naSem piipadé¢ byly HM ze srdecnich komor inkubovany s 1 mM
[PH]JCGP 12177 v piitomnosti vzristajici koncentrace (107'°-10* M) ICI 118,551.
Ostatni experimentalni podminky byly totozné jako u saturacnich studii. Pokusy pro
kazdou skupinu byly provadény tiikrat nezavisle na sobé a to v triplikatech. Udaje ze
saturacnich a kompeti¢nich vazebnych studii byly analyzovany nelinearni regresni

analyzou pomoci softwaru GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, CA, USA).
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5.5 Izolace RNA a Real-time PCR

Izolace RNA a stanoveni exprese na urovni mRNA metodou Real-time PCR bylo

provedeno Mgr. Ivetou Nedvédovou, Ph.D.

Izolace celkové bunécné RNA z jednotlivych vzorkii srde¢nich komor byla
provedena za pouziti RNAzolu (Molecular Research Center, Inc.) ¢i TRIzolu
(Invitrogen, CA, USA) podle pokynii vyrobce. Cistota a koncentrace izolované RNA
byla stanovena pouZitim NanoDropu. Prostfednictvim RevertAid™ H Minus First
Strand ¢cDNA Syntesis Kitu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) byl v
procesu reverzni transkripce piepsan 1 pg celkové RNA do ¢cDNA pomoci oligo(dT)
primert dle instrukei vyrobce. Analyzy Real-time PCR byly provedeny na pfistroji
Light Cycler LC 480 (Roche Applied Science, Branford, CT, USA) za pouziti Syber
green Master Mixu (Eurogentec S. A., Seraing, Belgie). Genové specifické primery
byly navrzeny pomoci softwaru Universal Probe Library Assay Design Center (UPL,
Roche  Applied Science). Sekvence navrZzenych primeri pouzitych v naSich
experimentech jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. Relativni hladiny analyzovanych transkriptt
byly vypocitany podle Pfaffla (Pfaffl, 2001) za pouziti genu ribosomalni podjednotky
18S ¢i hypoxanthin fosforibosyltransferazy (HPRT) jakozto vhodného referen¢niho

genu. VSechna méfeni byla provedena v triplikatech.

Tabulka €. 1: Seznam pouZitych primeri pro Real-Time PCR

Geny Forward primer Reverse primer
AdrB1 agagcagaaggcgctcaag agccagcagagcgtgaac
AdrB2 acgagctcagigigcagga tcctggaagcticaticagag
MAOA tggtatcatgacccagtatgga tgtgcctgcaaagtaaatcct
ALDH2 agacgtcaaagatggcatga ttgaggatctgcatcactgg
CAT cagcgaccagatgaagca ggtcaggacatcgggttic
Cu/ZnSOD taagaaacatggcggtcca tggacacattggccacac
MnSOD tggacaaacctgagccctaa gacccaaagtcacgctigata
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5.6 SDS-PAGE elektroforéza a Western Blot analyza

K separaci proteini v jednotlivych vzorcich se pouzivda metoda SDS-PAGE
elektroforéza, ktera probiha na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS) v elektroforetické aparatute. SDS zpusobuje denaturaci proteint a udava
hodnotu jejich povrchového naboje, ktery je ve vysledku zéporny, coz umoznuje
naslednou separaci proteint v gelu na zakladé jejich molekulové hmotnosti.

Vzorky hrubych membran a cytosolu byly solubilizovany v Laemmliho
vzorkovém pufru a naneseny na 10% nebo 15% akrylamidovy gel v mnozstvi 10-30 pg
proteinli na jamku. SDS-PAGE probihala pfi konstantnim napéti 200 V po dobu
1 hodiny v elektroforetické aparatuie Mini-Protean II (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Po ukonceni elektroforézy byly proteiny z gelu pifeneseny na nitroceluld6zovou
membranu (GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, UK), kterd byla poté
obarvena pomoci Ponceau S, coz poslouzilo ke kontrole kvality pfenosu. Membrany
byly nésledné blokovany v roztoku 5% nizkotu¢ného mléka v TBS pufru (10 mM Tris,
150 mM NaCl; pH 8,0) po dobu 1 hodiny a déle inkubovany 1,5 hodiny pfi pokojové
teploté nebo ptes noc pii 4 °C s piisluSnymi primarnimi protildtkami (protilatky anti-
Gsa, anti-GB, anti-AC5/6, anti-B-actin, anti-Giaz, anti-MAO-A, anti-ALDH-2
pochazely ze Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); anti-kataldza a anti-
ACS5 z Abcamu (Cambridge, UK); anti-AC6 z Acris Antibodies (Rockville, MD, USA);
anti-Cu/ZnSOD a anti-MnSOD z Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA);
ptiprava anti-Gial,2 byla popsdna v c¢lanku (Novotny et al, 2001)). Po tifech
10-minutovych promytich v TBS pufru obsahujicim 0,3% Tween 20 byly membrany
inkubovany se sekundarnimi protilatkami konjugovanymi s kienovou peroxidazou po
dobu 1 hodiny pii pokojové teploté. Po dal§im promyti membran v TBS pufru byly
proteiny vizualizovany pomoci zesilovaci chemiluminiscencni techniky podle instrukci
vyrobce (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). K ovéfeni spravné identifikace
nami zkoumanych proteint byly pouzity standardy molekulovych hmotnosti a pozitivni
kontroly. Kvantifikace relativniho mnoZstvi stanovovanych proteinli byla vyhodnocena
programem ImageQuant software (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). K
opraveé nepresnosti spojenych s nanaSenim vzorku na gel ¢i pfenosem na membranu byl
pouzit B-actin jako referen¢ni protein pro spolehlivou kvantifikaci dat ziskanych

Western blottingem.
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5.7 Stanoveni aktivity adenylatcyklazy

Aktivita adenylatcyklazy (AC) ve vzorcich hrubych membran (HM) izolovanych
ze srdeénich komor byla stanovena méfenim pfemény [a->?P]JATP (Amersham
Biosciences, UK) na [*?P]cAMP (Ihnatovych et al., 2001). Vzorky HM (20 pg) byly
inkubovany v reakéni smeési obsahujici 48 mM Tris pufr (pH 7,4), 2 mM MgClo,
0, mM EDTA, 20 uM GTP, 0.8 mg/ml BSA, 40 uM 3-isobutyl-1-methylxanthin,
5mM fosfoenolpyruvat, 3.2 U pyruvat kindzy, 100 mM NaCl, 0.1 mM cAMP a
piiblizné 15000 cpm [*’H]JcAMP (Amersham Biosciences, UK) v celkovém objemu
100 pl. Kromé stanoveni bazalni aktivity AC byla jeji enzymova aktivita modulovéana
riznymi stimulatory (10 pM isoprenalin, 10 uM forskolin, 10 mM MnCl, 100 pM
GTPyS a 10 mM NaF) pro posouzeni funkéniho stavu jednotlivych komponent signalni
dréhy. AC byla aktivovana budto ptimo svym kofaktorem Mn?>" nebo prosttednictvim
forskolinu, ktery stimuluje jak AC, tak Gs proteiny, ¢i pres stimulaci B-ARs
isoprenalinem. Aktivace AC pies Gs byla stimulovana také za pouziti GTPyS a NaF.
Po 1 minutové preinkubaci vzorkii v reakéni smési s nebo bez stimulatord pii teploté
30 °C byla reakce spusSténa pfidanim 10 pl 0,4 M ATP spolu s 2 000 000 cpm
[0->?P]ATP, inkubace probihala po dobu 20 minut pfi 30 °C. Reakce byla zastavena
pfidanim 200 pl 0,5 M HCI a zahfivanim smési na teplotu 100°C po dobu 5 minut.
Vzorky byly neutralizovany 200 pl 1,5 M imidazolem. Separace nové vzniklého
[*2P]cAMP, vyprodukovaného prostiednictvim AC v HM b&hem reakce, od ostatnich
nukleotidii byla provedena kolonovou chromatografii za pouZiti oxidu hlinitého.
Zjisténé mnozstvi [*’PJcAMP v kazdé prefiltrované lahviéce bylo korigovano na
vytéznost [PH]cAMP jakozto vnitfniho standardu. Radioaktivita byla zméfena na
kapalinovém scintilacnim detektoru TriCarb 2910TR LSC (PerkinElmer, Waltham,
MA, USA).

5.8 Stanoveni aktivity monoaminooxidazy-A

Aktivita monoaminooxiddzy A (MAO-A) ve vzorcich izolovanych z LV byla
stanovena za pouziti kynuramin dihydrobromidu jako substratu v pfitomnosti
deprenylu, inhibitoru MAO-B (Xu et al., 2005). Myokardialni HM (100 pg proteint)
byly lyzovany 2% Tritonem X-100. Vysledné lyzaty o objemu 200 pl byly smichany s
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0,2 ul 1 mM deprenylu a 2,5 ml 50 mM fosfatového pufru (pH7,4) a inkubovany po
dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C. Po uplynuti inkubac¢ni doby bylo do kazdé reak¢ni
smési piidano 30 upl 2,19 mM kynuramin dihydrobromidu a inkubace pokracovala
dalSich 30 minut. Reakce byla ukoncena pifidanim 200 pul 5 M kyseliny chloristé.
Nasledné byly reakéni smési centrifugovany (1500 x g, 10 min). Po centrifugaci bylo od
kazdého vzorku odebrano 500 pl supernatantu, ktery byl pfidan do pfedem ptipravenych
zkumavek s 2,5 ml 1 M NaOH. Fluorescence vzniklého produktu byla méfend na
96-jamkové desticce pii Ex 310-nm/Em 380-nm na pfistroji Biotek Synergy HT. Pro
vypocet aktivity MAO-A byla pouzita standartni kiivka 4-chinolinolu v rozmezi
koncentraci 0,03-0,5 mM.

5.9 Statistické zpracovani dat

Vsechny vysledky byly vyjadfeny jako aritmeticky primeér a rozptyl dat jako
standartni chyba priméru (SEM). Data pro jednotlivé analyzy pochédzeji minimaln¢ ze
tii na sobé nezdvislych experimentech. Vysledky byly statisticky zpracovany
programem GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, CA, USA). Pro porovnani
vyznamnosti rozdilu mezi experimentdlnimi skupinami byl pouZit statisticky test
OneWay ANOVA a nasledné Student-Newman-Keuls test. Rozdily mezi pfisluSnymi
skupinami byly povazovany za statisticky vyznamné, pokud p-hodnota byla mensi nez

0,05 (p <0.05).
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6 Vysledky

6.1 Cill: Sledovani vlivu protektivni kontinualni a neprotektivni
intermitentni normobarické hypoxie na [-adrenergni signalizaci v RV
a L'V myokardu potkana

6.1.1 Hmotnostni parametry

Hmotnosti téla a srdce potkanti kmene Wistar adaptovanych po dobu 3 tydnii na
oba modely chronické hypoxie a potkanti chovanych v normoxickych podminkach jsou
shrnuté v tabulce €. 2. VétSina hmotnostnich parametrii u zvifat vystavenych chronické
hypoxii byla ve srovnani s normoxickou skupinou poné¢kud zménéna. Oba modely
chronické hypoxie vedly k signifikantnimu poklesu télesné hmotnosti (CNH o 15%,
INH o 14%), coz bylo na druhou stranu doprovazeno zvysenim hmotnosti srdce a to v
dasledku nartistu hmotnosti RV, kterd hypertrofovala. Hmotnost RV se u obou
adaptovanych skupin zvysSila pfiblizné o 80% a podil RV/BW se oproti kontrolni

skupin€ zvitat zdvojnasobil.

Skupina

N (n = 10) CNH (n = 10) INH (1 = 10)
Hmotnost téla (g) 3599+ 83 3053+7,7" 309,9+6,9
Hmotnost srdce (mg) 836,4 + 20,9 936,4+433 " 971,8 £56,5"
Hmotnost RV (mg) 1850+ 5.9 3144+155" 343,4+27,6 "
Hmotnost LV (mg) 4529+ 15,1 442.5+22.4 441,7£26,2
RV/BW (x107%) 0,52 £ 0,01 1,03 +0,04 " 1,10 £0,07 "
LV/BW (x10%) 1,26 + 0,04 1,44+ 0,05 1,43 +0,08

Tabulka ¢. 2: Hmotnostni parametry normoxickych potkanii a potkant adaptovanych na
CNH a INH. Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky pramér = SEM; pocet zvifat v experimentalni
skupin¢ (n = 10); N — normoxie; CNH — kontinualni normobarickd hypoxie; INH — intermitentni
normobaricka hypoxie; RV — prava komora; LV — leva komora; BW — hmotnost téla; RV/BW — relativni
hmotnost pravé komory; LV/BW — relativni hmotnost levé komory; * statisticky vyznamny rozdil mezi

danym hypoxickym modelem a kontrolou (p < 0,05)
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6.1.2 Vliv CHN a INH na pB-adrenergni receptory

6.1.2.1 Charakterizace p-adrenergnich receptori

Pomoci saturac¢nich vazebnych studii byl stanoven celkovy pocet (Bmax) a
disocia¢ni konstanta (Kp) B-ARs v RV a LV (obrazek ¢. 4). Nase vysledky ukazaly, ze
ani jeden model chronické hypoxie nem¢l vliv na tyto parametry v LV (tabulka ¢. 3).
Na druhou stranu jak CNH tak INH snizila pocet f-ARs v RV, a to 0 26%, respektive o
28%, ve srovnani s kontrolni skupinou. Podobné hodnoty Kp, které byly pozorovany
pro vazbu [*’H]JCGP12177 v normoxickych i v obou hypoxickych skupinich ukézaly, ze
adaptace na hypoxii nema vliv na vazebnou afinitu $-ARs.

Pro posouzeni distribuce jednotlivych podtypit B-ARs a afinity ICI 118,551
k B-ARs byly pouzity kompeti¢ni vazebné studie (obrazek €. 5). Jak muzeme vidét
v tabulce €. 4, pomér jednotlivych podtypti B-ARs se po adaptaci na CNH a INH v LV
vyznamné nezménil. Dale se ukézalo, Ze u inhibi¢ni konstanty vyjadiujici afinitu
ICI 118,551 k Bi-ARs v LV doslo u obou hypoxickych modelt k poklesu. Na rozdil od
LV, podil B2-ARs v RV byl zvysen u obou adaptovanych skupin ve srovnani s kontrolni
skupinou, ale toto zvySeni bylo statisticky vyznamné pouze u modelu CNH. Afinita

ICI 118,551 k B-ARs se v RV nezmeénila ani u jednoho hypoxického modelu.

Skupina
N CNH INH

RV

Bumax (fmol/mg) 29,47 + 1,24 21,68 +1,45" 21,17+0,65"
Kb (nM) 0,30 £ 0,01 0,35+0,03 0,30 + 0,02
LV

Bmax (fmol/mg) 24,64+ 0,73 25,62 + 0,54 25.78 £1.00
Kb (nM) 0,41 +£0,03 0,38 +£0,05 0,37 + 0,06

Tabulka ¢. 3: Hodnoty Bmax a Kp B-ARs v RV a LV u normoxickych potkant a potkani
adaptovanych na CNH a INH. Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primér (= SEM) ze ti
nezéavislych pokusti provedenych v triplikaitech; N — normoxie; CNH — kontinudlni normobaricka
hypoxie; INH — intermitentni normobaricka hypoxie; RV — prava komora; LV — levda komora,
Bwmax - celkovy pocet B-adrenergnich receptort; Kp — rovnovaznd disociacni konstanta; * statisticky

vyznamny rozdil mezi danym hypoxickym modelem a kontrolou (p < 0,05)
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Obriazek &. 4: Saturaéni kiivky [PH]CGP 12177

Charakterizace B-adrenergnich receptort v pravé (A) a levé (B) komote myokardu potkanti adaptovanych
na CNH (prazdné ctverce) nebo INH (plné trojuhelniky) a v normoxické skupiné potkand (prazdna
kole¢ka). Saturalni studie piedstavuji specifickou vazbu [*H]JCGP 12177 k B-adrenergnim receptortim
hrubych membran izolovanych z komor zkoumanych potkanti v zavislosti na jeho rostouci koncentraci.
Koncentrace [PH]JCGP 12177 byla pouzitd vrozp&ti 0,06 - 4 nM. Zobrazeny jsou reprezentativni
[*H]CGP 12177 saturaéni kfivky jednotlivych skupin.; N — normoxie; CNH — kontinuélni normobaricka

hypoxie; INH — intermitentni normobaricka hypoxie

Skupina
N CNH INH

RV

B2 (%) 32,30 + 1,41 40,43 +0,29 " 37,80 + 3,08
KiB2 (nM) 2,24 40,67 2,11+0,73 1,95 £ 0,56
Kip1 (uM) 0,51 + 0,06 0,68 + 0,10 0,52 +£0,17
LV

B2 (%) 34,93+ 2,13 29,67 1,56 30,33 + 1,59
Kip2 (nM) 3,58 +0,71 2,04 +0,52 2,19+0,53
KiBi (uM) 1,26 +0,21 0,62 +0,07 " 0,56 + 0,02

Tabulka ¢. 4: Distribuce jednotlivych podtypi B-ARs a hodnoty K;i v RV a LV u
normoxickych potkanii a potkanii adaptovanych na CNH a INH.

Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky pramér (+ SEM) ze tfi nezavislych pokusii provedenych
v triplikatech; N — normoxie; CNH - kontinualni normobarickd hypoxie; INH — intermitentni
normobaricka hypoxie; RV — prava komora; LV — leva komora; B, (%) — procento B,-ARs ze vSech
myokardidlnich B-ARs; K; - inhibi¢ni konstanta vyjadfujici afinitu ICI 118,551 k B-adrenergnim

receptorum; * statisticky vyznamny rozdil mezi danym hypoxickym modelem a kontrolou (p < 0,05)
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Obrazek €. 5: Kompetiéni kiivky s vyuZzitim kompetitoru ICI 118,551

Charakterizace f-adrenergnich receptort v pravé (A) a levé (B) komoie myokardu potkanti adaptovanych
na CNH (prazdné ctverce) nebo INH (plné trojuhelniky) a v normoxické skupiné€ potkand (prazdna
koletka). Kompetiéni studie pfedstavuji zmény v mnoZstvi véazaného radioligandu [*H]CGP 12177
k B-adrenergnim receptorim hrubych membran izolovanych z komor zkoumanych potkant v zavislosti na
piitomnosti ménici se koncentrace kompetitoru ICI 118,551. Koncentrace [’H]JCGP 12177 byla 1 nM a
koncentrace ICI 118,551 se pohybovala v rozpéti od 104 M do 10! M. Jednotlivé body predstavuji
aritmeticky primér (+ SEM) ze tii nezavislych pokust provedenych v triplikatech.; N — normoxie;

CNH - kontinudlni normobaricka hypoxie; INH - intermitentni normobaricka hypoxie
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6.1.2.2 Distribuce B-ARs na irovni mRNA

Vysledky z Real-time PCR analyzy odhalily vyznamny pokles (pfiblizné o 20%)
v hladinach trankripti Bi-ARs v hrubych membranach izolovanych z RV myokardu
potkanti adaptovanych na oba modely chronické hypoxie. Podobny pokles byl sledovan
u hladiny transkriptd B2-ARs v LV u zvitat adaptovanych na CNH (obrazek ¢. 6)
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Obrazek €. 6: Vliv CNH a INH na distribuci f-ARs na Girovni mRNA.

Stanoveni hladiny fi- a B2-adrenergnich receptori na trovni mRNA v RV (A) a LV (B) myokardu
potkanti adaptovanych na CNH (plné sloupce) nebo INH (Srafované sloupce) a v normoxické skupiné
potkant (prazdné sloupce). Hladiny mRNA f;- a Pr-adrenergnich receptorti byly normalizovany na
hladinu referen¢niho genu hypoxanthin fosforibosyltransferazy (HPRT). Hodnoty jsou vyjadieny jako
aritmeticky primér + SEM.; N — normoxie; CNH - kontinudlni normobaricka hypoxie;
INH - intermitentni normobaricka hypoxie; RV — pravd komora, LV — leva komora; * statisticky

vyznamny rozdil mezi danym hypoxickym modelem a kontrolou (p < 0,05)
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6.1.3 Vliv CNH a INH na expresi G-proteinii a adenylatcyklazy

Pro posouzeni mozného vlivu CNH a INH na myokardidlni AC signalizaci jsme
se rozhodli nejprve zaméfit na distribuci stimulacnich G-proteint (Gs) a dominantnich
izoforem srde¢ni adenylatcykldzy (AC 5 a 6) v hrubych membréanach izolovanych z
pravych a levych komor. NaSe vysledky odhalily vyznamny pokles (okolo 40-50%) v
expresi Gsa proteinu v RV myokardu potkanti adaptovanych na oba modely hypoxie
(obrazek ¢. 7 a 8). U ostatnich zkoumanych proteinii se ukdzalo, ze expozice na

chronickou hypoxii neméla vliv na jejich expresi ani v jedné komote.

RV LV

I I I
N CNH INH N CNH INH M, (kDa)

Obrazek €. 7: Vliv CNH a INH na expresi Gsa, G a AC 5/6.

Stanoveni exprese vybranych podjednotek G-proteinti a adenylatcyklazy v pravé (RV) a levé (LV)
komote myokardu potkanti adaptovanych na CNH nebo INH a v normoxické skupiné potkand. Proteiny
ve vzorcich byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE, pieneseny na nitrocelulozovou membranu a oznaceny
specifickymi protilatkami proti Gsa a GB podjednotce G-proteinti a adenylatcyklaze 5/6 (ACS5/6).
Zobrazeny jsou reprezentativni obrazky Western blott. Relativniho mnozstvi Gsa, G a AC 5/6 bylo
vyhodnoceno programem ImageQuant a normalizovano na referencni protein B-actin; N - normoxie;
CNH - kontinualni normobarickd hypoxie; INH - intermitentni normobarickda hypoxie; M, — relativni

molekulova hmotnost
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Obrazek €. 8: Vliv CNH a INH na expresi Gsa, Gp a AC 5/6.

Stanoveni exprese vybranych podjednotek G-proteinti a adenylatcyklazy v pravé (RV) a levé (LV)
komotfe myokardu potkan adaptovanych na CNH (plné sloupce) nebo INH (Srafované sloupce) a v
normoxické skupiné potkand (prazdné sloupce). Proteiny ve vzorcich byly rozdéleny pomoci
SDS-PAGE, pieneseny na nitrocelulozovou membranu a oznaceny specifickymi protilatkami proti Gsa a
GP podjednotce G-proteint a adenylatcyklaze 5/6 (AC5/6). Relativniho mnozstvi Gsa, GB a AC 5/6 bylo
vyhodnoceno programem ImageQuant a normalizovano na referen¢ni protein p-actin. Sloupce zobrazuji
normalizované integrované hodnoty optické hustoty a predstavuji primér (£ SEM) ze tfi nezavislych
pokusti.; N — normoxie; CNH - kontinualni normobaricka hypoxie; INH - intermitentni normobaricka

hypoxie; * statisticky vyznamny rozdil mezi danym hypoxickym modelem a kontrolou (p < 0,05)

6.1.4 Vliv CNH a INH na aktivitu adenylatcyklazy

Ackoliv se bazalni aktivita AC mezi jednotlivymi vzorky nijak vyznamné
neliSila, ukazalo se, Ze chronickd hypoxie zfejmé ovlivnila schopnost Gs proteinu
regulovat enzymovou aktivitu AC (obrazek ¢. 9). Zatimco adaptace potkanli na oba
modely hypoxie vedla ke snizeni AC aktivity stimulované prostfednictvim GTPyS v RV
o pfiblizné€ 25% ve srovnani s normoxickou skupinou, v LV méla CNH 1 INH opacny
vliv na aktivitu modulovanou stejnym stimuldtorem (nariist okolo 20%). Podobné
zvySeni aktivity AC v LV bylo pozorovano po stimulaci zprostiedkované NaF.
Forskolin, jakozto aktivator AC 1 Gs proteinu, nemél na enzymovou aktivitu AC v RV
vyznamny vliv, na druhou stranu v LV ji zvysil u hypoxickych potkanti ptiblizné o 30%

ve srovndni s normoxickou skupinou.
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Obrazek €. 9: Vliv CNH a INH na aktivitu AC.

Stanoveni aktivity myokardialni AC v pravé (A) a levé (B) komotfe myokardu potkanti adaptovanych na
CNH (plné sloupce) nebo INH (Srafované sloupce) a v normoxické skupiné potkanti (prazdné sloupce) za
pouziti nasledujicich stimulatort: isoprenalinu (ISO), forskolinu (FSK), GTPyS, MnCl, and NaF. Data
jsou vyjadiena jako procenta odpovidajici bazalni aktivité AC (100%). Bazalni aktivita (9.98 = 0.90 pmol
cAMP/mg/min v RV a 9.90 + 1.05 pmol cAMP/mg/min v LV) nebyla ovlivnéna adaptaci na hypoxii.
Hodnoty jsou vyjadfeny jako aritmeticky primér (+ SEM) z péti nezavislych pokusti provedenych
v duplikatu.; N — normoxie; CNH - kontinualni normobaricka hypoxie; INH - intermitentni normobaricka
hypoxie; RV — prava komora; LV — leva komora; * statisticky vyznamny rozdil mezi danym hypoxickym

modelem a kontrolou (p < 0,05)
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6.2 Cil2: Sledovani vlivu CNH na [(-adrenergni signalizaci,
monoaminooxidazu A a vybrané komponenty antioxida¢niho systému
v LV myokardu SHR a SHR-mtBN potkana

6.2.1 Hmotnostni parametry

Hmotnosti téla a srdce SHR a SHR-mtBN potkanii adaptovanych po dobu
3 tydnit na CNH (SHR/H, SHR-mtBN/H) a odpovidajicich normoxickych skupin jsou
shrnuté v tabulce ¢. 5. Normoxické SHR a SHR-mtBN skupiny se kromé relativni
hmotnosti LV, ktera byla vyssi u konplastického kmene (o 5,3%), nelisily v zddném
jiném hmotnostnim parametru. Adaptace potkanti na CNH vedla ke zpomaleni rtstu t¢la
a k vyrazné hypertrofii RV u obou kmenl ve srovnani s pfisluSnymi normoxickymi
skupinami. Také mezi hypoxickymi skupiny byl odhalen rozdil v hmotnosti RV, ktera
byla u konplastického kmeny nizsi, coz se projevilo také v poklesu relativni hmotnosti

RV 0 12,1% ve srovnani s SHR/H (Neckaft et al., 2017).

Skupina

SHR SHR/H SHR-mtBN SHR-mtBN/H
Hmotnost téla (g) 314+ 5 267+6" 300+ 4 269 +8*
Hmotnost RV (mg) 189+ 5 374+ 11 180 +3 331 +£17%
Hmotnost LV (mg) 596 +7 592+ 15 607 + 15 621 + 17
Hmotnost S (mg) 236+ 4 215+5 229+ 6 220+ 7
RV/BW (x107) 0,60 +0,01 1,40+0,01 ° 0,60 +0,01 1,23 +0,01 "
(LV+S)/BW (x107) 2,65 +0,02 3,02+0,04 7 2,79 +0,06 3,13+£0,03 %
HW/BW (x107%) 3,25+0,03 442 +0,04* 3,39£0,06 437 +0,06"

Tabulka ¢ 5: Hmotnostni parametry SHR a SHR-mtBN potkani chovanych
v normoxickych podminkach a adaptovanych na CNH (SHR/H, SHR-mtBN/H).

Hodnoty jsou vyjadfeny jako aritmeticky primér £ SEM; RV — prava komora; LV — leva komora;
S - septum; BW — hmotnost téla; RV/BW — relativni hmotnost pravé komory; (LV+S)/BW - relativni
hmotnost levé komory; HW/BW — relativni hmotnost srdce; *p <0,05 SHR vs. SHR-mtBN;
*p <0,05 SHR vs. SHR/H; # p < 0,05 SHR-mtBN vs. SHR-mtBN/H; % p < 0,05 SHR/H vs. SHR-mtBN/H
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6.2.2 Charakterizace p-adrenergnich receptori

Celkovy pocet B-ARs (Bmax) a jejich disociaéni konstanty (Kp) byly v
myokardidlnich membranach LV stanoveny saturatnimi vazebnymi studiemi
(obrazek ¢. 10; A). Ukéazalo se, Zze u konplastického kmene doslo k narGstu Bmax
(pfiblizn€ o 15%) v porovnani s SHR kmenem, ale tento rozdil nebyl statisticky
vyznamny. Pocet B-ARs byl ovlivnén také adaptaci potkanti na chronickou hypoxii.
Zatimco CNH vyvolala signifikantni nartst Bmax (0 16%) u SHR/H, u konplatického
SHR-mtBN/H kmene vedla k vyraznému poklesu (o 26%) (tabulka ¢. 6). Kp se mezi
kmeny nelisily a jejich hodnoty nebyly ovlivnény ani adaptaci na hypoxii.

Ke stanoveni distribuce jednotlivych podtypi B-ARs v LV byly pouzity
kompeti¢ni vazebné studie (obrazek ¢. 10; B). Jak miizeme vidét v tabulce ¢. 7, podil
B2-ARs byl u konplatického SHR-mtBN kmene signifikantné zvySen (o 37%) v
porovnani s SHR kmenem. Adaptace na hypoxii zvysila podil B2-ARs u SHR/H o 30%,
ale neméla vliv na distribuci podtypi B-ARs u konplastického SHR-mtBN/H kmene.

Skupina
SHR SHR/H SHR-mtBN SHR-mtBN/H
Bumax (fmol/mg) 21,71+ 0.88 2520+0,38 * 24,87+ 0.73 18,37 +0.46 %
Kp (nM) 0,49 £0.10 0,58 +0.07 0,51 +0.03 0,32+0.01

Tabulka €. 6: Hodnoty Byax a Kp B-ARs v LV u SHR a SHR-mtBN potkanii chovanych
v normoxickych podminkach a adaptovanych na CNH (SHR/H, SHR-mtBN/H).

Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primér (= SEM) ze tii nezavislych pokusd provedenych
v triplikatech; Bmax — celkovy pocet B-adrenergnich receptorti; Kp — rovnovazna disociacni konstanta;

*p <0,05 SHR vs. SHR/H; # p < 0,05 SHR-mtBN vs. SHR-mtBN/H; ¥ p < 0,05 SHR/H vs. SHR-mtBN/H
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Obrazek ¢. 10: Vazebné studie p-AR v LV u SHR a SHR-mtBN potkant chovanych
v normoxickych podminkich a adaptovanych na CNH (SHR/H, SHR-mtBN/H).
Charakterizace B-ARs v LV u SHR (plné trojihelniky), SHR/H (prazdné ctverce), SHR-mtBN (pIné
kosoctverce) a SHR-mtBN/H (prazdna kolecka) potkant prostfednictvim vazebnych studii. Zobrazené
jsou [*H]CGP 12177 satura¢ni kiivky (A) a kompeti¢ni kiivky (B), které byly ziskény za pouZiti Bo-ARs
antagonisty ICI 188,551, jehoZ koncentrace se pohybovala v rozpéti od 104 M do 10-'° M. Koncentrace
[*H]CGP 12177 v saturaénich studiich byla pouZita v rozp&ti 0,06 - 4 nM, zatimco pro kompetiéni studie
byla pouzita koncentrace 1 nM. Jednotlivé body predstavuji aritmeticky primér (+ SEM) ze tii

nezavislych pokust provedenych v triplikatech.

Skupina
SHR SHR/H SHR-mtBN SHR-mtBN/H
B2 (%) 24,03 +0.30 3L,12+£1.42° 32,97 +2.01° 31,15+ 0.42
KiB2 (nM) 0,80+ 0.53 1,43 +0.17 4,80 +1.25 0,75+0.21
Kip1 (uM) 0,73 £0.06 0,77 £0.25 0,70 £ 0.07 0,31 +0.03

Tabulka €. 7: Distribuce jednotlivych podtypii f-ARs a hodnoty K; v LV u SHR a
SHR-mtBN potkani chovanych v normoxickych podminkach a adaptovanych na CNH
(SHR/H, SHR-mtBN/H). Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primér (= SEM) ze tii nezavislych
pokusti provedenych v triplikatech; B> (%) — procento P,-ARs ze vSech myokardidlnich [B-ARs;
Ki - inhibiéni  konstanta  vyjadiujici  afinitu ICI 118,551  k B-adrenergnim receptoriim;

* p < 0,05 SHR vs. SHR-mtBN, * p < 0,05 SHR vs. SHR/H;
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6.2.3 Aktivita adenylatcyklazy

Vysledky experimentl, ve kterych byla aktivita AC stanovovana za ruznych
experimentalnich podminek, jsou shrnuté na obrazku ¢. 11. Krom¢ stanoveni bazalni
aktivity AC, byla aktivita enzymu modulovana riznymi stimulédtory. Bazalni aktivita se
mezi kmeny nijak vyznamné neliSila a ani adaptace na CNH neméla vliv na jeji
hodnotu. Na druhou stranu aktivita AC byla rizné ovlivnéna stimulatory. Zatimco mezi
SHR a SHR-mtBN nebyl zjistén signifikantni rozdil v aktivaci AC prostfednictvim
forskolinu ¢i MnCl, aktivita stimulovana isoprenalinem a NaF byla vyrazné vyssi u
SHR-mtBN (pfiblizné o 35%). Také adaptace potkanti na hypoxii ovlivnila stimuldtory
modulovanou aktivitu AC. Zatimco u SHR/H kmene CNH zvysila AC aktivitu
stimulovanou forskolinem a NaF pfiblizné¢ o 30%, u konplastického SHR-mtBN/H
kmene neméla na forskolinem stimulovanou aktivitu AC vliv a snizila o 17% aktivitu
stimulovanou NaF, ve srovnani s odpovidajicimi normoxickymi skupinami. Stimulacni
ucinek forskolinu a NaF byl u SHR-mtBN/H nizsi o 10%, respektive 14%, ve srovnani s
SHR/H kmenem. Hypoxie neméla vliv na schopnost isoprenalinu stimulovat aktivitu

AC u SHR/H, ale sniZzila jeho stimula¢ni Gi¢inek o 13% u SHR-mtBN/H.
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Obrazek €. 11: Aktivita adenylatcyklazy.

Stanoveni aktivity AC v LV u SHR (prazdné sloupce), SHR/H (pIné sloupce), SHR-mtBN (teckované
sloupce) a SHR-mtBN/H (Srafované sloupce) za pouziti nasledujicich stimulatort: isoprenalinu (ISO),
forskolinu (FSK), MnCl, a NaF. Data jsou vyjadiena jako procenta odpovidajici bazalni aktivite¢ AC
(100%). Hodnoty bazalnich aktivit se mezi jednotlivymi skupinami vyznamné neliSily a pohybovaly se v
rozmezi 7,9 — 9,2 pmol cAMP/mg/min ve vSech méfenich. Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky
primér (=SEM) z péti nezavislych pokusii provedenych v triplikatech.; * p < 0,05 SHR vs. SHR-mtBN,
*p <0,05 SHR vs. SHR/H;* p < 0,05 SHR-mtBN vs. SHR-mtBN/H; % p < 0,05 SHR/H vs. SHR-mtBN/H
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6.2.4 Genova exprese a aktivita monoaminooxidazy A

V myokardialnich membranach LV izolovanych z normoxickych a hypoxickych
SHR a SHR-mtBN potkanil byla déle stanovena genova exprese a enzymova aktivita
MAO-A. Hladina mRNA MAO-A byla signifikantné nizs$i (o 30%) u konplatického
SHR-mtBN kmene ve srovnani s SHR kmenem (obrazek ¢. 12; A). Adaptace na CNH
vedla k vyraznému nartstu hladiny mRNA v obou kmenech (0 97% u SHR/H a o 132%
u SHR-mtBN/H). Stejny trend byl pozorovan na trovni proteind a v aktivit¢ MAO-A.
Exprese proteinu MAO-A byla u SHR-mtBN kmene niz$i o 28% nez u SHR kmene a
CNH zvysila mnozstvi tohoto proteinu o 66% u SHR/H a o 92% u SHR-mtBN/H
(obrazek ¢. 12; B). Enzymova aktivity MAO-A u SHR-mtBN byla nizsi o 21% ve
srovnani s SHR a hypoxie vedla k jejimu nardstu o 33% u SHR/H a o 22% u
SHR-mtBN/H (obrézek €. 13).
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Obrazek €. 12: Stanoveni genové exprese monoaminooxidazy A.

Hladiny mRNA a proteinu MAO-A v LV u SHR a SHR-mtBN potkant chovanych v normoxickych
(prazdné sloupce) a hypoxickych (Srafované sloupce) podminkich byly stanoveny prostiednictvim
RT-PCR a Western blotu. Mnozstvi MAO-A mRNA bylo normalizovano na hladinu referen¢niho genu
ribosomalni podjednotky 18S (A). Hladiny 18S nebyly ovlivnény adaptaci na CNH. Reprezentativni
obrazky Western blotll jsou zobrazeny pod pfislusSnym grafem zobrazujicim relativni hladiny MAO-A
proteinu (B). Relativni mnozstvi proteinu MAO-A bylo vyhodnoceno programem ImageQuant a
normalizovano na referen¢ni protein B-actin. Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primeér (= SEM)
nejméné ze t¥f nezavislych pokusii.; “p < 0,05 SHR vs. SHR-mtBN, * p < 0,05 SHR vs. SHR/H;* p < 0,05
SHR-mtBN vs. SHR-mtBN/H; ¥ p < 0,05 SHR/H vs. SHR-mtBN/H
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Obrazek € 13: Stanoveni aktivity monoaminooxidazy A.

Enzymova aktivita MAO-A v LV u SHR a SHR-mtBN potkanti chovanych v normoxickych (prazdné
sloupce) a hypoxickych (Srafované sloupce) podminkach byla stanovena spektrofotometricky za pouziti
kynuraminu jako substratu. Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primér (= SEM) nejméné ze tii
nezavislych pokusi.; “p < 0,05 SHR vs. SHR-mtBN, * p < 0,05 SHR vs. SHR/H; # p < 0,05 SHR-mtBN
vs. SHR-mtBN/H; ¢ p < 0,05 SHR/H vs. SHR-mtBN/H

6.2.5 Antioxida¢ni obranny systém

V dalsi sérii pokust jsme zjiStovali, zda ma adaptace na CNH vliv na expresi
vybranych antioxidac¢nich enzymii v LV u obou kmenti. NaSe vysledky ukazaly, ze
CNH neméla vliv na hladinu mRNA kataldzy (CAT) u SHR/H kmene, ale vyrazné
zvysila (o 51%) mnozstvi tohoto transkriptu u SHR-mtBN/H (obrazek €. 14; panel A).
Exprese CAT na tUrovni proteinu byla zvySend o 105% u SHR/H a o 68% u
SHR-mtBN/H (obrazek ¢. 14; panel B). Adaptace na hypoxii zvySila mRNA hladinu
aldehyddehydrogenazy-2 (ALDH-2) u obou kment o pfiblizné 40 - 50% (obrazek ¢. 14,
panel A). Exprese ALDH-2 na urovni proteinu byla zvysSena o 25% u SHR/H a 0 32% u
SHR-mtBN/H ve srovnani s odpovidajicimi normoxickymi skupinami (obrazek €. 14;
panel B).

Na rozdil od CAT a ALDH-2, hladina mRNA a proteinu u superoxiddismutaz
(SODs) byla snizena (Cu/ZnSOD) nebo zlistala nezménéna (MnSOD) po adaptaci na
CNH (obrazek ¢. 15). Hladina mRNA cytosolické Cu/ZnSOD byla snizena o 12% u
SHR/H a o 16% u SHR-mtBN/H, ale zména na urovni proteinu se ukézala pouze u

SHR/H kmene (pokles o 31%).
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Obrazek €. 14: Vliv CNH na hladinu katalazy a aldehyddehydrogenazy-2.

Hladiny mRNA a proteinti katalizy a ALDH-2 v LV u SHR a SHR-mtBN potkanti chovanych v
normoxickych (prazdné sloupce) a hypoxickych (Srafované sloupce) podminkich byly stanoveny
prostiednictvim RT-PCR a Western blotu. Mnozstvi mRNA bylo normalizovano na hladinu referen¢niho
genu ribosomalni podjednotky 18S (panel A). Hladiny 18S nebyly ovlivnény adaptaci na CNH.
Reprezentativni obrazky Western blotii jsou zobrazeny pod piislusnymi grafy zobrazujicimi relativni
hladiny proteind (panel B). Relativni mnozstvi obou zminénych proteinti bylo vyhodnoceno programem
ImageQuant a normalizovano na referen¢ni protein B-actin. Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky
primér (+ SEM) nejméné ze tif nezavislych pokusii.; * p < 0,05 SHR vs. SHR/H; # p < 0,05 SHR-mtBN
vs. SHR-mtBN/H; § p < 0,05 SHR/H vs. SHR-mtBN/H
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Obrazek ¢ 15: Vliv CNH na hladinu cytosolické (Cu/ZnSOD) a mitochondridlni (MnSOD)
superoxiddismutazy. Hladiny mRNA a proteini Cu/ZnSOD a MnSOD v LV u SHR a SHR-mtBN
potkant chovanych v normoxickych (prazdné sloupce) a hypoxickych (Srafované sloupce) podminkach
byly stanoveny prostiednictvim RT-PCR a Western blotu. Mnozstvi mRNA bylo normalizovano na
hladinu referen¢niho genu ribosomalni podjednotky 18S (panel A). Hladiny 18S nebyly ovlivnény
adaptaci na CNH. Reprezentativni obrazky Western blotl jsou zobrazeny pod pfislusnymi grafy
zobrazujicimi relativni hladiny proteint (panel B). Relativni mnozstvi obou zminénych proteint bylo
vyhodnoceno programem ImageQuant a normalizovano na referencéni protein B-actin. Hodnoty jsou
vyjadfeny jako aritmeticky pramér (= SEM) nejméné z péti nezavislych pokust.; * p < 0,05 SHR vs.
SHR/H; * p < 0,05 SHR-mtBN vs. SHR-mtBN/H
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6.3 Cil 3: Sledovani vlivu chronické intermitentni hypobarické hypoxie
na B-adrenergni signalizaci v LV myokardu potkana

6.3.1 Hmotnostni parametry

Podobné jako v predchozich dvou experimentech vedla adaptace potkanti kmene
Wistar na chronickou hypoxii k signifikantnimu poklesu télesné hmotnosti (o 10 %) v
porovnani s normoxickou skupinou (tabulka ¢. 8). Hmotnost srdce u hypoxickych zvirat
byla v disledku hypertrofie obou komor zvysena. Relativni hmotnost RV (RV/BW) u
adaptovanych potkanii byla zvySend o 61% a LV (LV/BW) o 22% ve srovnani s

normoxickou skupinou.

Skupina
N IHH
Hmotnost t&la (g) 388 +4 351+9°
Hmotnost srdce (mg) 919 +20 1048 £43
HW/BW (x10°) 2,37+ 0,06 2.99+0,12"
LV/BW (x10%) 1,29 + 0,03 1,58 0,08 "
RV/BW (x10°%) 0,49 + 0,01 0,79+ 0,03 *
S/BW (x107) 3,55+ 0,02 3,74+ 0,03

Tabulka ¢. 8: Hmotnostni parametry normoxickych potkanii a potkanu adaptovanych na
IHH. Hodnoty jsou vyjadfeny jako aritmeticky pramér + SEM; HW — hmotnost srdce; RV — prava
komora; LV — leva komora; S — septum; BW — hmotnost téla; HW/BW — relativni hmotnost srdce;
LV/BW - relativni hmotnost levé komory; RV/BW — relativni hmotnost pravé komory; S/BW — relativni
hmotnost septa; N — normoxie; IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie; * statisticky vyznamny rozdil

IHH vs. normoxie (p < 0,05).
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6.3.2 Vliv IHH na B-adrenergni receptory

B-ARs v myokardidlnich hrubych membranach LV byly charakterizovany
saturacnimi a kompeticnimi vazebnymi studiemi (obrazek ¢. 16). Ukazalo se, Ze
adaptace potkani na IHH neméla vliv na celkovy pocet B-ARs (Bmax) a ani na
disocia¢ni konstantu (Kp) téchto receptorti (tabulka ¢. 9). Na druhou stranu IHH
vyrazn¢ zménila pomér B-ARs podtypt. Podil B2-ARs vzrostl z 29% na 39%, coz
odpovida nartistu B>-ARs o 35% a poklesu Bi-ARs o 14 % u hypoxické skupiny
(tabulka ¢. 10)
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Obrazek ¢. 16: Vliv IHH na B-adrenergni receptory.

Charakterizace B-ARs v hrubych membranach LV izolovanych z potkani chovanych v normoxickych
(prazdna kolecka) a hypoxickych (plné &tverce) podminkach. Zobrazeny jsou [PH]JCGP 12177 saturacni
ktivky (A) a kompeti¢ni kiivky (B), které byly ziskany za pouziti B,-ARs antagonisty ICI 188,551.
Jednotlivé body predstavuji aritmeticky pramér (= SEM) ze Ctyf nezavislych pokust provedenych

v triplikatech; N — normoxie; IHH - intermitentni hypobaricka hypoxie
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Skupina

N IHH
Bumax (fmol/mg) 17,23 £ 0,81 19,47 £ 0,70
Kp (nM) 0,62 + 0,07 0,68 + 0,09

Tabulka ¢. 9: Hodnoty Bmax a Kp B-ARs v LV u normoxickych potkani a potkani
adaptovanych na IHH. Hodnoty jsou vyjadfeny jako aritmeticky primér (= SEM) ze ¢tyf nezavislych
pokusti provedenych v triplikatech; Bmax — celkovy pocet B-adrenergnich receptor; Kp — rovnovazna

disocia¢ni konstanta; N — normoxie; IHH - intermitentni hypobaricka hypoxie

Skupina
N IHH
B2 (%) 28,86 + 2,55 39,02+£1,42°
KiB2 (nM) 2,16 0,67 2,03 +£0,51
Kip1 (uM) 0,75+ 0,14 1,03+0,16

Tabulka €. 10: Distribuce jednotlivych podtypi f-ARs a hodnoty K; v LV u normoxickych
potkanii a potkani adaptovanych na IHH. Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky
prumér (= SEM) ze Ctyi' nezavislych pokusti provedenych v triplikatech; B2 (%) — procento PB.-ARs ze
vSech myokardialnich B-ARs; Ki - inhibi¢ni konstanta vyjadiujici afinitu ICI 118,551 k B-adrenergnim
receptorim; N — normoxie; IHH - intermitentni hypobaricka hypoxie; * statisticky vyznamny rozdil IHH

vs. normoxie (p < 0,05).
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6.3.3 Vliv IHH na expresi inhibi¢nich G-proteinii a adenylatcyklazy

Western blot analyzy inhibicnich G-proteini (Gi) a dominantnich
myokardidlnich isoforem AC5 a AC6 odhalily signifikantni G¢inek ITHH na expresi
téchto hlavnich slozek B-adrenergni signalizace (obrazek ¢. 17). Zatimco adaptace
potkani na IHH vyrazné sniZila expresi ACS a to o 56 % ve srovnani s normoxickou
skupinou, na expresi AC6 neméla vliv. Naopak hladiny Giai, a Gios proteinti vlivem

IHH vzrostly o 53% respektive 49%.
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Obrazek ¢. 17: Vliv IHH na expresi adenylatcyklazy a inhibi¢nich G-proteint.

Stanoveni exprese ACS5, AC6, Giai» a Gioz v hrubych membranach LV u normoxickych potkant
(prazdné sloupce) a potkani adaptovanych na ITHH (pIné sloupce). Relativni mnozstvi jednotlivych
proteint je vyjadieno jako procento z normoxickych hodnot (100%) (A, B). Reprezentativni obrazky
Western blotli jsou zobrazeny v panelu C. Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primér (£ SEM)
nejméné ze Ctyf nezavislych pokusi.; N — normoxie; IHH - intermitentni hypobaricka hypoxie;

M; - relativni molekulova hmotnost, * statisticky vyznamny rozdil IHH vs. normoxie (p < 0,05).
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7 Diskuze

7.1 Cill: Sledovani vlivu protektivni kontinualni a neprotektivni
intermitentni normobarické hypoxie na B-adrenergni signalizaci v RV

a LV myokardu potkana

V minulosti jiz mnoho védci testovalo rtizné rezimy chronické hypoxie pro
jejich kardiprotektivni u¢inky. Ukézalo se, ze jak kontinudlni, tak intermitentni hypoxie
muze vést ke zlepSeni srdeni ischemické tolerance v zavislosti na zvolenych
experimentalnich podminkach (Neckar et al., 2002b; Guo et al., 2009; Maslov et al.,
2013). O tom, zda adaptace na hypoxii bude mit protektivni u¢inek na myokard ¢i ne,
rozhoduje stupeni a délka trvani hypoxie, ale také pocet a délka dennich normoxickych
expozic. V roce 2013 Neckar a spol. prokézali, ze kratka 1-hodinova epizoda
reoxygenace bchem dne zru$ila kardiprotektivni UCinek vyvolany adaptaci na
chronickou normobarickou hypoxii (Neckér et al., 2013).

Jelikoz neexistovaly zadné informace o moznych odliSnostech mezi G¢inkem
protektivniho a neprotektivniho modelu hypoxie na B-adrenergni signalizaci, hlavnim
cilem této studie proto bylo zkouméni ptfipadnych rozdill mezi vlivem protektivni
kontinudlni (CNH) a neprotektivni intermitentni (INH) normobarické hypoxie na
myokardialni B-adrenergni signalni systém, u které¢ho se ptfedpokldda potenciondlni
ucast v prubéhu navozeni kardioprotekce. Zajimala nas distribuce B-adrenergnich
receptort (B-ARs), G-proteinil a adenylatcyklazy (AC), stejné jako funkéni stav tohoto
klicového signélniho systému. Dale jsme porovnavali rozdily u této signalni dradhy mezi
pravou (RV) a levou komorou (LV) myokardu.

Prvni vysledky této studie ukazaly, ze tfitydenni adaptace dospélych samct
potkana kmene Wistar na rtizné rezimy chronické normobarické hypoxie vedla k
signifikantnimu zpomaleni télesného riistu v porovnani s normoxickou skupinou. Pokles
télesné hmotnosti u obou zvolenych modelti hypoxie byl piiblizné stejny (CNH o 15%;
INH o 14%). Hmotnost srdce u hypoxickych modelt na rozdil od télesné hmotnosti
vzrostla a to v disledku vyrazné hypertrofie RV, coz mélo za nésledek zdvojnasobeni
relativni hmotnosti RV oproti kontrolni skupiné. Néami zaznamenané zmény
v hmotnostnich parametrech se shoduji s vysledky piedchozich studii na podobnych
modelech (Tual et al., 2006; Laursen et al., 2008; Baandrup et al., 2011; Neckar et al.,
2013).
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Podstatou této prace bylo charakterizovat B-adrenergni signalizaci v srde¢nich
komorach zvifat adaptovanych na zvolené modely hypoxie. Ke stanoveni distribuce
samotnych B-ARs v hrubych membranach izolovanych z RV a LV normoxickych a
hypoxickych potkani bylo vyuZzito satura¢nich a kompeti¢nich vazebnych studii.
Saturacni studie ndm ukazali, ze v piipadé¢ LV neméla hypoxie vliv na celkové mnozstvi
B-ARs u ani jedné skupiny adaptovanych zvitat, coz odpovidd nékterym ptredchozim
studiim (Winter et al., 1986; Germack et al., 2002; Hrbasova et al., 2003). Na druhou
stranu ale existuji studie, které naopak prokazaly pokles B-ARs v LV (Voelkel et al.,
1981; Kacimi et al., 1992; Ledén-Velarde et al., 2001; Favret et al., 2001). Tento odlisSny
vysledek mize byt dany rozdilnymi experimentalnimi podminkami. V ptipad¢ studii, u
kterych byl pozorovany snizeny pocet f-ARs v LV, byl oproti na§im normobarickym
modeliim pouzity model hypobarické hypoxie. Také pomér jednotlivych podtypti B-ARs
se po adaptaci na CNH a INH v této komote vyznamné nezménil. Jedina signifikantni
zména v LV byla zaznamenana v afinité¢ ICI 118,551 k Bi-ARs, kde u obou modeli
hypoxie doSlo oproti kontrole k poklesu, avSak tento rozdil v afinité neni obecné nijak
vyznamny.

Na rozdil od LV byl u RV vnasi studii zaznamenan signifikantni pokles
celkového poctu B-ARs u obou hypoxickych skupin potkant. Z vysledki kompeti¢nich
studii, kter¢ u CNH 1 IHN odhalily zménu poméru jednotlivych podtypt B-ARs ve
prospéch B2-ARs, se zd4, Ze tento pokles Ize pficist ubytku Bi1-ARs. Je zndmo, Ze zmény
v celkovém poctu myokardidlnich B-ARs tuzce souvisi se zménami hladiny
katecholamint. Jejich zvySena hladina myva za nasledek redukci Pi-ARs, zatimco
hladina B2-ARs zlstava beze zmény (Ungerer ef al., 1993; Mardon et al., 1998; Lohse et
al., 2003). Selektivni pokles Bi1-ARs je obvykle pozorovan b&hem srde¢ni hypertrofie.
Pievazna vétSina studii zamétujicich se na spojeni srde¢ni hypertrofie se zménami v
distribuci jednotlivych podtypi B-ARs byla ale provedena na LV (Galinier et al., 1992;
Communal et al., 1998; Sethi et al., 2007). V ptipad¢ hypertrofie RV byl sice taktéz
zaznamenany signifikantni pokles v celkovém mnoZstvi B-ARs, ale zmé&ny na Grovni
jednotlivych podtypti B-ARs nebyly v téchto studiich zjistovany (Voelkel et al., 1981;
Ishikawa et al., 1991; Yoshie et al., 1994; Favret et al., 2001). Existuje studie, ktera po
adaptaci na hypobarickou hypoxii sledovala jak zmény v celkovém mnozstvi B-ARs, tak
v zastoupeni jednotlivych podtypt, ale pravdépodobné z diivodu kratkodobé expozice v
tomto pfipad€ nedoSlo k hypertrofii RV. Tato studie u hypoxické skupiny prokézala

pokles celkového poctu B-ARs v obou komorach, ktery byl zpiisoben selektivnim
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poklesem Bi-ARs (Mardon et al., 1998). Nase vysledky tedy ukézaly, ze expozice
potkani na kontinualni a intermitentni normobarickou hypoxii vyvolava
v hypertrofované RV podobné zmény v distribuci B-ARs podtypt, jako byly
pozorovany u raznych typu hypertrofie LV a ve studii Mardon a spol.

Pozorovany pokles hladiny fi-ARs na trovni proteinti v RV u CNH a INH byl
dale podpofen vysledky z Real-time PCR analyzy, kterd u obou hypoxickych skupin
odhalila signifikantni pokles Pi-ARs rovnéz na urovni mRNA ve srovndni s
normoxickou skupinou. Podobny vysledek byl také prokdzan ve studii Piao a spol., kde
byl ale oproti nasi studii zjiStén pokles hladiny mRNA Bi-ARs nejen v hypertrofované
RV, ale také v LV (Piao et al., 2012). NaSe vysledky dale ukézaly znatelny pokles
mRNA f2-ARs v LV u potkanli adaptovanych na CNH, ale tento vysledek nebyl
nasledovan zménou exprese tohoto podtypu receptoru na Girovni proteintl.

Nase dalsi experimenty v této studii byly zaméfeny na zkoumani vlivu
zvolenych modelti normobarické hypoxie na distribuci Gs proteinli a dominantnich
myokardidlnich izoforem AC 5 a 6 v hrubych membréanach izolovanych z RV a LV.
Adaptace na oba modely chronické hypoxie méla vliv pouze na distribuci Gsa proteinli
v RV, ve které byl zaznamenan vyznamny ubytek exprese téchto protein. Pozorovany
pokles Gsa proteini v RV po adaptaci zvifat na oba modely normobarické hypoxie
odpovidéa vysledkiim studie Guan a spol., ve které byla odhalena niz$i exprese tohoto
proteinu v RV po expozici potkanli na intermitentni hypobarickou hypoxii (Guan et al.,
2010). Hladina AC 5/6 se u hypoxickych potkani ve srovnani s normoxickou skupinou
nijak vyznamné neliSila ani v jedné komote.

Kromé exprese AC na Urovni proteinu jsme dale zkoumali aktivitu tohoto
enzymu. Zajimala nds jak bazalni aktivita AC, tak jeji enzymova aktivita modulovana
riznymi stimuldtory. NaSe studie odhalila zajimavé vysledky, které ukazaly, Ze
pusobeni jednotlivych stimuldtori mélo opaény ucinek na aktivitu AC v hrubych
membrandch izolovanych ze vzorkli RV a LV. Ackoliv adaptace na CNH 1 INH mezi
jednotlivymi vzorky nezpiisobila zddné znatelné zmény v bazalni aktivité¢ AC, oba tyto
hypoxické modely snizily enzymovou aktivitu stimulovanou Gs proteiny
prostiednictvim GTPyS v RV a naopak zvysily tuto aktivitu v LV. Snizeni aktivity AC
v RV mulze byt alesponn castecné vysvétleno pozorovanym poklesem hladiny
Gs proteind po adaptaci na oba modely chronické hypoxie, coz zaroveit dobfe odpovida
diive pozorovanym zménam enzymové aktivity AC u vzorkid hypertrofovanych srdei

(Bohm et al., 1997; Tse et al., 2000; Novotny et al., 2003). Nékteré¢ predchozi studie
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zkoumajici uc¢inek chronické hypoxie na signalizaci AC zaznamenaly podobné zmény,
tedy pokles aktivity tohoto systému, nejen v RV, ale také v LV. V ptipad¢ téchto studii
byl pouzit model hypobarické hypoxie a potlaceni aktivity AC bylo pozorovano také po
aplikaci jinych stimulatorti nez jen GTPyS (Mardon et al., 1998; Leon-Velarde et al.,
2001; Hrbasova et al., 2003). Ve studii Hrbasova a spol. byla odhalena hypertrofie obou
komor a rovnéz ve studii Leon-Velarde a spol. doslo kromé hypertrofie RV k naristu
hmotnosti LV ve srovnani s kontrolni skupinou (Ledn-Velarde et al., 2001; Hrbasova et
al., 2003). K hypertrofii LV obvykle dochazi u modelu tézké ¢i dlouhotrvajici
intermitentni hypoxie. V naSich experimentech, kdy byl pouzit model mirné
normobarické hypoxie, nebyly mezi zkoumanymi skupinami ani v porovnani
s normoxickou skupinou zjiStény zddné rozdily v hmotnosti LV. Za téchto podminek je
celkem pravdépodobné, Ze se regulacni drdhy mezi obéma komorami mohou IliSit.
Z tohoto diivodii miize byt opacny ucinek jednotlivych stimuldtori na aktivitu AC v RV
a LV potkanii adaptovanych na CNH a INH pfi¢itan hypertrofii RV, ktera vede k
naruSeni tohoto signalniho systému. Na druhou stranu, pozorované zvyseni enzymové
aktivity AC v LV po stimulaci prostiednictvim GTPyS a rovnéz pomoci forskolinu a
NaF u obou hypoxickych modeltl naznacuje efektivnéjsi spojeni mezi Gs proteiny a AC.
Zd4a se, ze toto spojeni by se mohlo néjakym zplisobem podilet na vyvoji
kardioprotektivniho fenotypu. Je zajimavé, Ze schopnost isoprenalinu, jakoZto agonisty
B-ARs, ke stimulaci AC byla v obou komoréch jen mirné snizena. V RV miZze byt tento
pokles pravdépodobné vysvétlen sniZzenim celkového poctu P-ARs. Zeslabena
B-adrenergni signalizace se Casto objevuje u srdecni hypertrofie, stejné jako za jinych
stresovych podminek (Bohm et al., 1997; Vatner et al., 1999; Nishizawa et al., 2004;
Myslivecek et al., 2008).

7.2 Cil2: Sledovani vlivu CNH na [(-adrenergni signalizaci,

monoaminooxidazu A a vybrané komponenty antioxida¢niho systému
v LV myokardu SHR a SHR-mtBN potkant

V této studii jsme se zamétili na zkoumani vlivu substituce mitochondridlniho
genomu na B-adrenergni signalizaci a antioxidacni systém u spontanné hypertenznich
potkani (SHR) za normoxickych a hypoxickych podminek. SHR kmen je jednim z
nejcastéji pouzivanych zvitecich modelt v kardiovaskuldrnim vyzkumu. Tento kmen

ma v dospélosti predispozici k rozvoji hypertenze a srde¢ni hypertrofie (Hajri et al.,
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2001). Srdce SHR potkant vykazuje vyssi citlivost k ischemicko/reperfuznimu (I/R)
poskozeni a nachylnost ke komorovym arytmiim ve srovnani s normotenznimi potkany
(Itter et al., 2004; Ravingerova et al., 2011; Penna et al., 2014).

Pro nase experimenty byl zvolen konplasticky kmen SHR-mtBN, ktery je
charakterizovany selektivni vyménou mitochondrialniho genomu SHR kmene za
mitochondridlni genom kmene Brown Norway (BN), ktery je vice rezistentni
k ischemii. Pokusy byly provadény soubézné na obou kmenech, SHR i SHR-mtBN, a
jako model hypoxie byla zvolena kontinudlni normobarickd hypoxie (CNH). Studie
Neckar a spol. v roce 2017 prokazala, ze konplasticky kmen SHR-mtBN vykazuje
stejnou velikost infarktu myokardu zplsobenou I/R poSkozenim jako ptivodni SHR
kmen. Ackoliv se ukdzalo, ze adaptace na chronickou hypoxii zlepSila ischemickou
toleranci myokardu u obou testovanych kmend, jeji G¢innost na snizeni velikosti
infarktu byla vétsi u konplastického SHR-mtBN kmene nez u SHR, coz korelovalo se
snizenou citlivosti mitochondridlniho péru pfechodné propustnosti (mPTP) k jeho
otevfeni prostiednictvim Ca** (Neckaf et al., 2017).

Rostouci mnozstvi diikazli naznacuje, ze mitochondridlni DNA (mtDNA) je
nezbytna pro bunécny fenotyp a tudiz mize pomaéhat buitkkdm se adaptovat na stres a
dalsi podminky prostiedi (Kelly ef al., 2013). Je znamo, Zze mtDNA moduluje bunécnou
bioenergetiku a generovani reaktivnich forem kysliku. Zmény v mtDNA mohou mit
tedy za nésledek vétsi nachylnost k onemocnéni (Wallace, 2005). Pro zjisténi
potenciondlni role mitochondridlniho genomu v modulaci srde¢ni funkce a rezistenci k
I/R poSkozeni jsme se v naSem piipadé¢ zaméfili na zkouméni B-adrenergni signalni
drahy a vybranych komponent antioxida¢niho obranného systému ve vzorcich levych
komor (LV) izolovanych z SHR a SHR-mtBN potkani. Sledovali jsme hladiny
vybranych signdlnich molekul, antioxida¢nich enzymii a expresi a aktivitu
monoaminooxiddzy A (MAO-A) ve vzorcich ziskanych jak znormoxickych, tak
hypoxickych zvitat.

Vysledky porovnavajici hmotnostni parametry mezi jednotlivymi skupinami
ukdzaly, ze se oba testované kmeny potkanii za normoxickych podminek kromé
relativni hmotnosti LV neliSily v Zadném jiném parametru. Naproti tomu adaptace na
CNH vedla u obou kment k poklesu télesné hmotnosti a k nartstu vétSiny ostatnich
hmotnostnich parametri ve srovnani s pfisluSnymi normoxickymi skupinami. Zmény
vyvolané CNH odpovidaji vysledkiim ziskanym v nasi pfedchozi studii, kdy byl pouzit
stejny model hypoxie (Hahnova et al., 2016).
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V prvni ¢asti studie jsme se zaméfili na B-adrenergni signalizaci. Zajimaly nas
zmény v distribuci P-adrenergnich receptortt (B-ARs), které jsme sledovali
prostiednictvim vazebnych studii a pfipadné zmény v aktivité adenylatcyklazy (AC) a
to jak na bazalni Grovni, tak po modulaci riznymi stimulatory. Jiz piedchozi studie
prokazali, ze vyména defektniho genu Cd36 u SHR kmene vedla kromé snizeni
velikosti infarktu také ke zvySené expresi -ARs a zvySené aktivité AC (Neckaf ef al.,
2012; Klevstig et al., 2013). Tyto udaje naznacuji, ze transgenni exprese zjevné
nepiibuzného genu muze siln€ ovlivnit B-adrenergni signalizaci a rezistenci myokardu k
I/R poskozeni. Nase vysledky z vazebnych studii odhalily vyznamné vys$si podil
myokardidlnich B2-ARs ve vzorcich LV izolovanych z konplastického SHR-mtBN
kmene ve srovnani s SHR a Ze adaptace na chronickou hypoxii méla rizny vliv na
distribuci B-ARs v obou kmenech. Zatimco expozice potkanti na CNH vedla u SHR
kmene k nartstu celkového poctu B-ARs pravdépodobné v disledku zvySené exprese
B2-ARs, u konplastického kmene doslo naopak k poklesu celkového mnozstvi -ARs
bez zmény podilu jednotlivych podtypl B-ARs.

Za normoxickych podminek bylo u SHR-mtBN potkanii odhaleno zvySené
mnozstvi B-ARs ve srovnani s SHR kmenem, coz se projevilo zvySenou schopnosti
isoprenalinu stimulovat aktivitu AC. Na druhou stranu, aktivita AC stimulovana
isoprenalinem u vzorki izolovanych z konplastického kmene po adaptaci na CNH byla
sniZzend, coZ bylo v souladu s nizsi expresi B-ARs u téchto zvifat. Enzymova aktivita
stimulovana forskolinem a NaF, tedy stimulatory, které mohou modulovat aktivitu AC
ptimo nebo prostiednictvim G-proteind, byla zvySend u hypoxické SHR skupiny.
U konplastického kmene méla adaptace na hypoxii rozdilny G¢inek na modulaci aktivity
AC témito stimulatory. Aktivita AC stimulovana NaF byla u téchto zvifat zvySena jiz za
normoxickych podminek a po vystaveni hypoxickym podminkam doslo k jejimu
poklesu. Tyto specifické rozdily mezi kmeny mohou byt pravdépodobné vysvétleny
zménou schopnosti G-proteinti regulovat aktivitu AC.

Pozorovany pokles celkového poctu B-ARs u hypoxické skupiny SHR-mtBN byl
v souladu s vysledky ptfedchozich studii poukazujicich rovnéZ na niz8i expresi
myokardialnich B-ARs u potkand adaptovanych na chronickou hypoxii (Mader et al.,
1991; Kacimi et al., 1992; Leon-Velarde et al., 2001). V téchto studiich ale nezkoumali
zastoupeni jednotlivych podtypii B-ARs. Vyjimkou byla studie Mardon a spol, ktera
prokazala selektivni pokles Bi-ARs zptsobeny vlivem 5-denni hypoxie (Mardon et al.,

1998). Tato studie, spole¢né s n€kolika dalsimi (Ledn-Velarde ef al., 2001; Hrbasova et
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al., 2003), déale odhalila snizenou aktivitu AC ve vzorcich myokardu izolovanych z
potkanil vystavenych vlivu hypoxie. Nami pozorovany pokles aktivity AC po stimulaci
isoprenalinem a NaF u konplastického kmene potkant adaptovaného na CNH tedy
dobie odpovida difive publikovanym datim. Na druhou stranu zvySena schopnost
G-proteinti stimulovat enzymovou aktivitu AC u hypoxické skupiny SHR nebyla diive
pozorovana a muze predstavovat specificky rys tohoto kmene.

Ukazalo se, ze jsou to zejména P2-ARs, které se zdaji byt dulezitym hra¢em v
generovani kardioprotektivnich G¢inkl preconditioningu (Mieno et al., 2005; Salie et
al., 2011). V souladu s témito vysledky bylo zjiSténo, ze PB2-ARs aktivuji kindzy
pfezivani a zmiriuji dysfunkci mitochondrii béhem oxidac¢niho stresu prostfednictvim
inhibice otevirani mPTP (Fajardo et al., 2011). ZvySeny podil B2-ARs u konplastického
kmene ve srovnani s SHR a pokles celkového mnozstvi f-ARs u tohoto kmene po
adaptaci na CNH muize tedy pfispét k lepsi ochrané¢ SHR-mtBN potkanti pred akutnim
I/R poskozenim (Neckat et al., 2017).

Po stanoveni distribuce B-ARs a aktivity AC jsme zam¢fili na§ zajem na dalsi
enzym a to monoaminooxiddzu (MAQO). Je dobie znamo, ze chronickd hypoxie je
spojena se zvysenou aktivitou sympatického nervového systému, coz ma za nasledek
zvySenou produkci a uvolnovani katecholamini do téla (Johnson et al., 1983).
Katecholaminy jsou slouceniny, které patii do skupiny monoaminii a mohou byt tedy
podrobeny oxida¢ni deaminaci katalyzované MAO (Schomig et al., 1987). V posledni
dobé se objevily dukazy, které ukazaly, ze tyto enzymy predstavuji dilezity
mitochondrialni zdroj oxida¢niho stresu v kardiovaskularnim systému a jejich inhibice
muze mit terapeutické vyuziti béhem 1é€by srde¢nich onemocnéni a to ischemického 1
neischemického pluvodu (Kaludercic et al, 2011). Bylo zjiSténo, Ze ptitomnost
inhibitorit MAO b¢hem ischemického preconditioningu (IPC) vedla k zesileni
postischemické funkéni regenerace myokardu potkand indukované prostfednictvim IPC,
ale neméla vliv na sniZeni velikosti infarktu (Danila et al., 2015).

I pfestoze MAO patii mezi hlavni producenty reaktivnich forem kysliku (ROS) v
srdeCnich bunikach (Anderson et al., 2014), dosud chybéli podrobnéjsi informace o
chovani tohoto mitochondrialniho enzymu v myokardu zvifat adaptovanych na
chronickou hypoxii. Proto jsme se v této Casti studie zamétili na zkoumani funkéniho
stavu a expresi MAO-A, coz je prevladajici izoforma MAO v myokardu. NaSe vysledky
ukazaly, Ze jak exprese, tak aktivita tohoto mitochondridlniho enzymu byla nizsi ve

vzorcich LV izolovanych z SHR-mtBN zvitat nez SHR a ze adaptace potkanti na CNH

75



vedla k narGstu exprese i1 aktivity MAO-A u obou kment. Nicméné aktivita MAO-A
zustala u konplastického kmene i za hypoxickych podminek stale signifikantné nizsi ve
srovnani s SHR, coz Ize povazovat za specificky rys tohoto kmene. Pozorovany nartist
obou sledovanych parametri MAO-A po adaptaci zvifat na hypoxii mize poukazovat
na dtlezitou roli tohoto enzymu v adaptacnich reakcich na chronickou hypoxii. Nase
vysledky, které ukazaly pomérné velké zvyseni aktivity MAO-A po expozici potkant
1978). V této studii autofi neprokazali zadnou vyznamnou zmeénu aktivity MAO v
kozim myokardu po adaptaci na hypobarickou hypoxii. Tento rozpor muze byt
vysvétlen pouzitim rozdilnych modelt a experimentilnich podminek. Existuji urcité
naznaky, které poukazuji na to, Ze pfipadné zmény v aktivit¢ MAO mohou zavist na
délce trvani hypoxické expozice. Zatimco 5-denni adaptace na hypoxii vedla k poklesu
aktivity MAO v jatrech potkand, 21-denni expozice zvysila aktivitu tohoto enzymu
(Shatemirova et al., 1990).

Je dobfe znamo, ze chronickd hypoxie a stimulace B-ARs mlzZe mit za nasledek
zvySeni produkce mitochondridlnich ROS v kardiomyocytech (Féldes-Papp et al., 2005;
Andersson et al., 2011; Singh et al., 2013). Adaptivni zmény indukované raznymi
rezimy hypoxie nejsou omezeny pouze na -ARs nebo jiné membranové receptory a
jejich signdlni drahy, ale jsou také Uzce spojeny se zménami v produkci ROS a jejich
detoxikaci. ROS piedstavuji jeden z dobfe zndmych medidtorti pfiznivych ucinka
ischemického a hypoxického preconditioningu (Zuo et al., 2013). Zatimco piiméfeny
nartst hladiny ROS je dtlezity pro dosazeni protektivniho ucinku hypoxické expozice
(Kolar et al., 2007; Kasparova et al., 2015), vysoké hladina ROS miize naopak zpusobit
nadmérny oxida¢ni stres v kardiomyocytech. V této souvislosti pfitahuji velkou
pozornost mitochondrie, které pfedstavuji hlavni misto produkce ROS, ale zaroven i cil
$kodlivych ucinkt jejich nadmémé produkce (Cadenas et al., 2010). Skodlivé tginky
ROS generovanych z riznych zdroji, véetné¢ mitochondrii a MAO, jsou pravidelné
potlacovany fadou endogennich antioxidacnich obrannych mechanism.

V dalsi ¢asti této prace jsme se tedy zaméfili na studium exprese jednotlivych
komponent antioxida¢niho obranného systému. Antioxida¢ni obranny systém se sklada
z riznych typl enzymu s rozdilnymi funkcemi (Yan et al., 2010). Sousttedili jsme se
pfedevSim na vybrané enzymy degradujici ROS (superoxiddismutazy (SOD) a kataldzu
(CAT)) a enzym podilejici se na udrzovani bunééné redoxni homeostazy

(aldehyddehydrogenazu-2 (ALDH-2)). Porovnani hladin exprese téchto enzymi na
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urovni mRNA a proteind ve vzorcich LV izolovanych z SHR a SHR-mtBN zvifat
neodhalilo za normoxickych podminek zadné vyznamné rozdily mezi témito kmeny.
Adaptace na chronickou hypoxii vyvolala velmi podobné zmény v expresi vétSiny
zminénych enzymu jak u SHR, tak u konplastického kmene. Expozice potkani na CNH
vyrazné zvysila hladiny proteini CAT a ALDH-2, ale nemé¢la vliv na expresi MnSOD
ve vzorcich obou kment. Na druhou stranu méla CNH za nasledek vyrazny pokles
hladiny proteinu Cu/ZnSOD u SHR kmene, bez vyznamného rozdilu u SHR-mtBN
skupiny.

Je zajimavé, ze vétSina odhalenych zmén v expresi antioxidacnich enzymi
spojenych s CNH u SHR a SHR-mtBN kmene se vyrazné¢ lisi od téch, které jsou
uvedeny v ptfedchozich studiich. Na rozdil od nasich souc¢asnych vysledkli Kasparova a
spol. v roce 2015 zjistily, Ze po adaptaci potkanli kmene Wistar na stejny model
chronické hypoxie doslo k nartstu exprese Cu/ZnSOD a MnSOD a k poklesu hladiny
CAT (Kasparova et al., 2015). Vyznamny nartist hladiny myokardiadlni Cu/ZnSOD a
MnSOD byl také pozorovan u Wistar potkanii adaptovanych na odliSné hypoxické
podminky (Nakanishi et al., 1995; Neckér et al., 2013; Bu et al., 2015). Z tohoto
divodu se zda, ze zjisténé nesourodé zmény v expresi antioxidac¢nich enzyml po
adaptaci potkanii na chronickou hypoxii jsou specifické pro konkrétni kmeny.
Pozorovana downregulace Cu/ZnSOD u hypoxické skupiny SHR zvifat mize ¢aste¢né
vysvétlit nizsi kardioprotektivni u¢inek CNH proti I/R poSkozeni u tohoto kmene ve
srovnani s konplastickym SHR-mtBN kmenem (Neckaf et al., 2017). Vliv hypoxie na
expresi ALDH-2 nebyl dosud zkoumén a ndmi odhalené zvyseni hladiny tohoto enzymu
u obou kmenli potkanti po adaptaci na CNH podporuje nazor, ze ALDH-2 je velmi
dialezity enzym ucastnici se snizovani ischemického poSkozeni myokardu (Chen et al.,

2008) a mlze nasledovat aktivaci MAO-A.
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7.3 Cil 3: Sledovani vlivu chronické intermitentni hypobarické hypoxie
na B-adrenergni signalizaci v LV mvyokardu potkana

Posledni publikace pouzita k sepsani této disertani prace se zabyvala moznou
ulohou B-adrenergni signalizace v regulaci syntézy prostaglandinu E» (PGE:) zavislé na
cytosolické fosfolipaze Ara (cPLA2a) u potkani adaptovanych na intermitentni
hypobarickou hypoxie (IHH). Vysledky uvedené v této praci se tykaji Casti studie
zkoumajici B-adrenergni signalizaci. Zaméfili jsme se pfedevsim na stanoveni distribuce
B-ARs a exprese vybranych komponent dané signalni drahy v LV po expozici potkani
kmene Wistar na IHH.

Adaptace na IHH mize mit stejné¢ jako adaptace na CNH dlouhodobé
kardioprotektivni ucinky proti akutnimu I/R poSkozeni, coz se mulze projevit
zmen$enim velikosti infarktu, snizenym poctem komorovych arytmii vyvolanych I/R a
zlepsenim obnovy srde¢ni kontraktility (Asemu et al., 1999; Neckar et al., 2002b). Bylo
zjisténo, ze v kardioprotektivnich mechanismech IHH je zapojena celd fada signélnich
molekul, vcetné¢ reaktivnich forem kysliku (ROS), proteinkindzy C (PKC),
fosfatidylinositol-3 kindzy (PI3K) a Akt kinazy (Kolar ef al., 2007; Ravingerova et al.,
2007; Hlavackova et al., 2010), nicmén¢ presny molekularni mechanismus tohoto jevu
neni jesté stale objasnén.

Je znamo, Ze B-ARs a signdlni drahy jimi spusténé hraji kli¢ovou roli v regulaci
srdecni funkce (Florea and Blatter, 2012). Za stresovych podminek, které vedou
k dlouhodobé stimulaci B-ARs, dochazi ke spusSténi odlisSnych signalnich drah u
jednotlivych podtypti. Na rozdil od Bi-ARs, B2-ARs mohou za téchto podminek
pfepnout signalizaci z Gs proteinii na Gi proteiny, coz ndsledné vede k postupné
aktivaci drahy pfezivani zahrnujici GPy podjednotku, PI3K a Akt kinazy, které hraji
zasadni roli v protekci kardiomyocytii pted apoptdézou (Chesley et al., 2000). PI3K
muze rovnéZ aktivovat mitogenem aktivované proteinkindzy (MAPK) ERK 1/2
(extracelularnim signalem regulovana proteinkinaza 1/2) a p38 a tyto MAPK mohou
dale stimulovat cPLAa (Lin et al., 1993; Kramer et al., 1996, Hammarberg et al.,
2004). Bylo odhaleno, ze za stresovych podminek dochézi také ke zvySeni aktivity
cPLAza a to v disledku sniZzené hladiny Bi-ARs, odpojeni B2-ARs od Gs-AC-PKA
signalni drdhy a souCasného zvySeni spfazeni f2-ARs s Gi-cPLA2a-COX-2
(cyklooxygenaza 2) dréhou (Pavoine ef al., 2003; Kozlovski et al., 2015). Jelikoz bylo
prokazéano, ze cAMP-PKA signalizace miiZze brénit aktivaci MAPK kaskady v mnoha
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typech bun¢k (Graves and Lawrence, 1996), potlaceni aktivity AC a produkce cAMP
muze usnadnit aktivaci ERK 1/2 a p38 a tim i naslednou stimulaci cPLAza. cPLAza
uvoliiuje z fosfolipidii kyselinu arachidonovou, ktera muze slouzit jako substrat pro
COX, jejichz metabolické drahy vedou k tvorb¢ eikosanoidii (napi. PGE>) (Burke and
Dennis, 2009). 1 pfes tyto znamé poznatky nebyla dosud studovdna mozna role
B-adrenergni signdlni drahy v regulaci syntézy PGE, zprostfedkované prostiednictvim
cPLAa v chronicky hypoxickém myokardu.

Nase prvni vysledky porovnavajici hmotnostni parametry mezi normoxickou
kontrolni skupinou a skupinou adaptovanou na IHH ukazaly, ze podobné jako
v predchozich dvou studiich (Hahnova et al, 2016; Hahnova et al, 2017) vedla
adaptace potkanli na chronickou hypoxii k vyraznému zpomaleni télesného ristu
v porovnani s kontrolou. Tyto data ukazuji, Ze pokles télesné hmotnosti po hypoxické
adaptaci je pozorovan jak u modelu normobarické, tak hypobarické hypoxie. AvSak na
rozdil od normobarické hypoxie, byla u potkanti adaptovanych na IHH odhalena nejen
hypertrofie RV, ale také LV, coz vedlo k nartstu vétSiny ostatnich hmotnostnich
parametrii oproti kontrolni skuping.

Jak jiz bylo zminéno vySe, existuje cela fada studii zabyvajicich se myokardialni
B-adrenergni signalizaci béhem adaptace na odlisné modely chronické hypoxie. Ukazalo
se, ze adaptace na modely chronické hypoxie, které vedou ke vzniku
kardioprotektivniho fenotypu, mohou byt spojeny se zménami B-adrenergni signalizace
v srdci. Zda se, Ze aktivace B-ARs hraje zdsadni roli pfi rozvoji silné ischemické
rezistence myokardu indukované hypoxickou expozici (Mallet et al., 2006). Nicméné
studii uvadi pokles celkového poctu B-ARs v myokardu adaptovanych zvitat (Voelkel et
al., 1981; Mader et al., 1991; Kacimi et al., 1992; Mardon et al., 1998; Favret et al.,
2001; Ledén-Velarde et al., 2001). Na druhou stranu ale existuji studie, které
nezaznamenaly Zzadnou zménu v mnozstvi téchto receptort (Winter et al., 1986;
Germack et al., 2002; Hahnova et al., 2016) ¢i naopak detekovaly jejich zvySenou
expresi (Li et al., 1996). Z téchto vysledkli miizeme soudit, ze disledky chronické
hypoxie se mohou liSit v zavislosti na zvolenych experimentalnich podminkach.
Soucasné bylo zjisténo, Ze mnozstvi Gs proteinli nebylo adaptaci na chronickou hypoxii
nijak vyznamné ovlivnéno nebo doslo k jeho poklesu a hladina Gi proteinii byla
obvykle nezménénd nebo zvysena (Kacimi et al., 1995; Mardon et al., 1998; Pei et al.,

2000; Hahnova et al., 2016).
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Néami zvolené experimentalni podminky, pfi nichz byli potkani vystaveni IHH,
nem¢ly vliv na celkovy pocet B-ARs ani na jejich disociacni konstanty. Na druhou
stranu se vyrazn¢ zménil pomér jednotlivych podtypt B-ARs a to ve prospéch 2-ARs.
Nartst podilu B2-ARs po adaptaci na IHH byl dale doprovéazen signifikantnim snizenim
exprese AC5 a zvySenou expresi Gi proteinti. Pozorovany pokles hladiny AC5 odpovida
pfedchozim zjisténim, pifi nichZ byla odhalena sniZena aktivita AC po expozici potkanti
na hypobarickou hypoxii (Mardon et al., 1998; Ledén-Velarde et al., 2001; Hrbasova et
al., 2003). Okumura a spol. ve své studii ukazaly, Ze naruSeni exprese ACS5 hraje
dalezitou roli v protekci myokardu pied rozvojem srde¢niho selhani (Okumura et al.,
2003). Také studie Yan a spol. prokazala, ze AC5 je dulezitou signdlni molekulou
regulujici Zivotnost a odolnost proti stresu (Yan et al, 2007). ZvySend exprese
Gi proteini odhalena v nasi studii se shoduje s vysledky studie Mardon a spol. (Mardon
et al., 1998). Aktivace signalni dréhy, pfi niz dochazi k ptepnuti P-ARs od Gs ke
Gi proteiniim, vyzaduje, aby byl dany receptor fosforylovan pravdépodobné
prostfednictvim PKA. Studie Daaka a spol. uz diive ukdzala, Ze fosforylace B2-ARs
zprostfedkovand PKA nejenZe sniZzuje vazbu tohoto receptoru s Gs, ale také zvySuje
interakci receptoru s Gi proteiny, ¢imz dochéazi k poklesu produkce cAMP a to v
diasledku inhibice AC zprostiedkované pravé Gi proteiny (Daaka ef al., 1997).

Dalsi vysledky z na$i studie odhalily ve vzorcich LV izolovanych z potkanii
adaptovanych na IHH vyrazny narlst nejen celkového mnoZstvi cPLAxa, ale také jeji
fosforylované formy. Kromé toho doSlo ke zvySeni exprese COX-2 a PGE: a soubéZné
byla zjisténa zvysend fosforylace ERK 1/2 a p38 kindz (Micova et al., 2016). Ziskané
poznatky naznacily, Ze expozice potkani na IHH vede k posileni myokardidlni
B2-ARs-Gi signalizace, coz muze vést k aktivaci cPLA20-COX-2 signalni dréhy
prostiednictvim ERK/p38 kaskady. Zapojeni P2-ARs v aktivaci ERK/p38 bylo
pozorovano uz diive za riznych experimentalnich podminek (Dang et al., 2008; Sato et

al., 2013).
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8 Zavér

Spole¢nym cilem publikaci pouzitych k sepsani této disertatni prace bylo
sledovani vlivu adaptace potkanti na chronickou hypoxii na myokardidlni B-adrenergni
signalni drdhu a moZnou ucast této drdhy v molekularnich mechanismech
kardioprotekce.

Vysledky nas$i prvni studie ukazaly, ze adaptace na chronickou normobarickou
hypoxii je doprovazena nesourodymi zménami v B-adrenergni signalizaci v RV a LV.
Expozice zvifat na kontinualni a intermitentni model chronické hypoxie vedla v obou
ptipadech k naruseni této signalni drahy v RV bez vyznamnéjSich zmén v LV a nebyl
odhalen vyrazngjsi rozdil ani mezi ucinky protektivniho (CNH) a neprotektivniho (INH)
modelu hypoxie. Tyto vysledky tedy ukazaly, Ze zmény v B-adrenergni signalizaci jsou
v tomto piipadé¢ komorovée specifické a nezdaji se byt zavislé na konkrétnim modelu
hypoxie. I pfestoze ndmi odhalena data neumoziuji urcit specifickou roli f-ARs a AC
signalizace v adaptacnim procesu chronické hypoxie, neni mozné vyloucit ucast tohoto
signédlniho systému na vyvoji kardioprotektivniho fenotypu.

Vysledky ziskané v druhé studii ndm naznacily, Ze selektivni vyména
mitochondridlniho genomu SHR potkanti za mitochondridlni genom potkanti kmene
Brown Norway, ktery je vice odolny k ischemii, mize ovlivnit fungovani myokardialni
AC signalizace regulované prostfednictvim [B-ARs, stejné jako expresi a aktivitu
MAO-A a nékteré komponenty antioxida¢niho obranného systému. Tato vyména
genomu ovlivnila také adaptivni odpovédi na chronickou hypoxii. Zatimco expozice
SHR a SHR-mtBN potkani na CNH méla odlisny vliv na B-adrenergni signalni dréhu,
MAO-A a jednotlivé komponenty antioxida¢niho systému reagovali na G¢inek CNH u
obou kmenli podobné. Jednd se o prvni studii, kterd prokazala, Ze manipulace s
mitochondridlnim genomem muze mit relativné dalekosahlé disledky pro B-adrenergni
signalizaci a redoxni rovnovahu v myokardech potkani a mize tedy vést ke slozitym
zménam v cilovych buiikach. Tyto poznatky je potieba vzit v uvahu pii planovani
pouziti téchto genetickych manipulaci pro vyzkumné ¢i terapeutické ticely.

Nase posledni studie prokéazala, Ze expozice potkaniti na IHH méla za nasledek
komplexni zmény v signalni kaskdd¢ spousténé [-ARs. Pozorovany narist
myokardialnich B2-ARs byl doprovazen poklesem hladiny ACS5 a zvySenou expresi
Gi proteinti. Dalsi vysledky dané studie odhalily zvySenou fosforylaci ERK 1/2 a p38

kindzy. Stimulace téchto MAPK prostfednictvim B2-ARs-Gi signalizace miize byt pfimo
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spojena s aktivaci cPLA20-COX-2-PGE: signalni drahy. Tyto vysledky naznacuji, Ze se
B-ARs mohou podilet na vyvoji kardioprotektivniho fenotypu u potkanii adaptovanych

na [HH a to prostfednictvim aktivace signalni drahy vedouci ke stimulaci cPLAxa.
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