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Abstrakt

Ventrikularne arytmie su hlavnou pri¢inou umrti v celosvetovom meradle. Zvyseny vyskyt
arytmii v srdci cicavcov je sprevadzany remodelaciou bunkovej distribucie gap junction
kanalov tvorenych hlavne konexinom 43 (Cx43). V poslednej dobe sa preukazuje vyznamny
vplyv mitochondrii aich asociacia s arytmogenézou. Za réznych patologickych stavov
dochadza k zmene v expresii a/alebo distribucii Cx43 v zavislosti na fosforylacnom stave.
Taktiez dochadza k zmene asocidcie hexokinazy s mitochondriami, ktord tak znizuje
pravdepodobnost’ aktivacie apoptoézy. Adapticia na intermitentni hypobaricki hypoxiu
potencuje endogénne ochranné cesty redukujuce vyskyt ventrikuldrnych arytmii, zatial’
o kontinualna normbaricka hypoxia tento efekt nema. Dal$im $tudovanym modelom
je aklimatizdcia na chlad, ktora je znama priaznivymi ucinkami na l'udské zdravie uz
niekol’ko desatroci. AvSak Studie na srdci na tychto modeloch vo vzt'ahu ku Cx43 chybaju.
Nasim cielom bolo urcit’ expresiu Cx43, fosforylovaného Cx43 (p-Cx43) a hexokinadzy
(HK1, HK?2), a ich distribuciu v kardiomyocytoch. Okrem toho bola analyzovana expresia
Cx43 upstream kinaz, proteinkinazy A, proteinkinazy G, kazeinkindzy 1 v normoxickych
a hypoxickych l'avych komorach potkanov spolu s distribiciou Cx43 pocas kratkej ischémie
a reperfuzneho poskodenia. Samce potkanov Wistar boli adaptované na hypoxiu (7 000 m,
8-h/den, 5 tyzdinov alebo 10% kyslika, 3 tyzdne) a nasledne boli Specialne skupiny srdca
vystavené kratkodobej ischémii (10 minut) a reperfizii (15 mintt) in vivo. Expresia
a fosforylované stavy sa hodnotili pomocou Specifickych protilaitok a hmotnostne;
spektrometrie. Distribucia Cx43 v koncovych end to end a v lateradlnych spojeniach side
to side bola hodnotend pomocou kvantitativnej imunofluorescenc¢nej mikroskopie. TaktieZ
sme sa zamerali na urdenie lokalizacie Cx43 na pozdiZnych rezoch I'avej komory a expresie
proteinu Cx43 u potkanov vystavenych chladu (6 = 1 °C) pocas 3 dni, 10 dni, 5 tyzdnov
anasledne 2 tyZdne pri teplote 24 + 1 °C. NaSe vysledky naznacuji vyznamny prinos
v zmenach expresie a fosforylacie Cx43 v signalizaénych drédhach, ktoré mozu byt
zodpovedné za antiarytmicky ucinok suvisiaci s adaptidciou na hypobaricku hypoxiu.
Po normobarickej hypoxii neboli preukdzané zmeny a ponukame mozné zapojenie

5-tyzdnovej aklimatizacie na chlad do kardioprotektivnej drahy.

KPacové slova: Potkan, Srdce, Chlad, Hypoxia, Konexin 43, Hexokinaza
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Abstract

Ventricular arrhythmias are the main cause of death worldwide. An increased incidence
of arrhythmias in the heart of mammals is accompanied by a remodeling of the cellular
distribution gap between the channels of mainly connexin 43 (Cx43). Recently has been
demonstrated significant effect of mitochondria and their association with arrhythmogenesis.
Various pathological conditions alter the expression and / or distribution of Cx43, depending
on the phosphorylation status. but also on altering the association of hexokinase
with mitochondria, which reduces the likelihood of apoptosis activation. Adaptation
to intermittent hypobaric hypoxia potentiates endogenous pathways reducing the incidence
of ventricular arteries, whereas continuous normobaric hypoxia does not have this effect.
Another studied model is cold acclimatization, which has been known for several decades
by known effects on human health. However, the heart study of these models in relation
to Cx43 is missing. Our goal was to determine the expression of Cx43, phosphorylated Cx43
(p-Cx43) and hexokinase (HK 1, HK2) and their distribution in cardiomyocytes. In addition,
the expression of Cx43 upstream kinases, protein kinase A, protein kinase G, casein kinase
1 in normoxic and hypoxic left ventricles of rats, along with Cx43 distribution during short
ischemia and reperfusion injury was analyzed. Male Wistar rats were adapted to hypoxia
(7 000 m, 8 hours/day, 5 weeks or 10% oxygen, 3 weeks), and then special groups of the
heart were exposed to short-term ischemia (10 min) and reperfusion (15 min) in vivo.
Expression and phosphorylation are assessed by specific antibodies and mass spectrometry.
The Cx43 distribution at end to end and side to side longitudinal junctions were evaluated
by quantitative immunofluorescence microscopy. Cx43 on longitudinal sections of the left
ventricle and protein expression of Cx43 exposed to cold (6 + 1° C) for 3 days, 10 days,
5 weeks and then 2 weeks at 24 + 1° C. Our results indicate significant benefit in changes
in expression and Cx43 phosphorylation in signaling pathways that may be responsible
for the antiarrhythmic effect associated with adaptation to hypobaric hypoxia. No changes
have been demonstrated after normobaric hypoxia and offer the possibility of 5-week

acclimation to cold to the cardioprotective pathway.

Key words: Rat, Heart, Cold, Hypoxia, Connexin 43, Hexokinase
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1 UVOD

V spolupraci s Fyziologickym tstavom Akadémie vied Ceskej Republiky a Oddelenim
vyvojove] kardioldgie sme sledovali zmeny v expresii, distribucii a fosforylacii Cx43
na hypobarickom modeli (IHH). Tento model je znamy uz vySe 50 rokov a bol preukézany
ako kardioprotektivny. Viaceré stadie potvrdili kardioprotektivne ucinky a to v dosledku
zvysenej ischemickej tolerancie a zniZzenej tendencie k vzniku arytmii. Naproti tomu model
normobarickej kontinualnej hypoxie (CNH) znizuje velkost infarktu, ale nema

antiarytmické ucinky.

Spravna interceluldrna komunikacia je nevyhnutna pre normalnu elektricka aktivaciu
myokardu a synchronizovanti kontrakciu srdca. Kontraktilné srdcové zlyhanie a arytmie
st hlavnou pri¢inou smrti v désledku srdcovych ochoreni. Remodelécia myokardu pri tychto
patologickych stavoch méze byt spojena so zniZzenou medzibunkovou komunikaciou
ataktiez so zhorSenou funkciou mitochondrii, ktord je ddsledkom zmeny expresie
alebo distribucie Cx43, ako hlavnej zlozky GJ spojenia v l'avej komore myokardu alebo
aj dosledkom energetickej nedostatocnosti a aktivacie apoptozy. Pocetné Stadie poukazuji
na vznik patologickych srdcovych ochoreni, ktoré casto suvisia so Strukturdlnou
a elektrickou remodelaciou myokardu, zvySenym rizikom ventrikuldrnych arytmii a néhle;j
srdcovej smrti. Experimentdlne Stidie na geneticky upravenych mysSiach so zniZenou
hladinou Cx43 wukézali vztah medzi oslabenou midzibunkovou komunikéciou
a arytmogenézou. Naproti tomu zvySenie Cx43 na mitochondridlnej membrane bolo
pozorované v protektivnych stavoch. KI'i€ova tloha pri prestavbe GJ stvisiaca s arytmiami
bola preukazana v modeli srdcového infarktu u maciek, kde zmena expresie Cx43 korelovala

s lokalizaciou reentry arytmii.

Vedl'a poctu Cx43, jeho vodivych vlastnosti, je lokalizacia Cx43 taktiez dolezitym
aspektom, ktord prispieva k arytmogenéze, pri¢om zoslabenie jej abnormalit bolo opakovane
preukdazané¢ ako kardioprotektivne. Za fyziologickych podmienok su GJ prevazne
umiestnené v interkalarnych diskoch, kde poskytuju end to end tzv. koncové vedenie medzi
susednymi kardiomyocytmi. Okrem toho sa v lateralnej plazmatickej membrane nachadzaju

aj malé mnozstva Cx43 mimo interkaldrnych diskov, ktoré umoznuju side to side vedenie
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medzi kardiomyocytmi (t.j. bo¢né spoje). Niektoré prace popisuju lokalizaciu Cx43
aj na mitochondriach. V réznych patologickych stavoch boli pozorované zmeny v expresii
Cx43 a jeho funk¢nych vlastnosti v dosledku posttranslacnych modifikacii ovplyviiujucich
vodivost’ a pravdepodobnost’ otvarania kanalov. ZniZzena expresia Cx43, ako aj zvySené
vedenie prispieva k tvorbe arytmogénneho substratu a sposobujii abnormalne vedenie.
Zistenie, ze upregulacia proteinu Cx43 v myokardu je spojend s ochranou pred arytmiami

je v sulade s predchadzajucimi Stadiami.

Adaptacia na IHH, rovnako ako CNH, je tiez dobre zndmym kardioprotektivnym
fenoménom. Predchadzajuce stidie vypracované na Fziologickom ustave Akadémie vied
Ceskej Republiky preukézali zvySent ischemicki toleranciu, zlepsenie postischemickej
kontraktility a najméd zniZenu tendenciu k vzniku arytmii po adaptacii na intermitentnu
hypobaricku hypoxiu (IHH, 7000 m, 5 tyzdiiov) (Asemu et al. 1999; Asemu et al. 2000;
Ostadal & Kolar 2007). Na naSich pracoviskach bolo taktiez preukazané, ze v mechanizme
endogénnej kardioprotekcie indukovanej IHH, hrajii tilohu reaktivne formy kyslika (ROS)
(Kolar et al. 2007), protein kindza C (PKC) (Hlavackova et al. 2007), mitochondridlne
K-ATP kanély (Neckar et al. 2002) a mitochondridlna hexokinaza, ktora svojou vidzbou
na mitochondrie tiez znizuje tvorbu ROS (Waskova-Arnostova et al. 2015). Udaje o tom,
¢1 sa myokardidlny Cx43 moéZe zacastnit’ na antiarytmickom U¢inku indukovanom IHH

neboli Studované.

Dalsim $tudovanym modelom je chladova adaptacia, ktora predstavuje doposial
malo sledovany model vo vztahu ku Cx43 a kardioportekcii. Adaptacia na chlad je znadma
svojimi pozitivnymi Uc¢inkami, ktoré zlepSuji imunitnii a vaskuldrnu odpoved’. Chladova
adaptacia vedie k tvorbe hnedého tukového tkaniva u zvierat, ktoré sa zvyc€ajne tvori pocas
hibernécie, a tak zachovéava srdcova Cinnost’ aj pri nizkych teplotdch (Blumberg 1997).
Fyziologia hibernécie sa vyznacuje dramatickym znizenim tepovej frekvencie, dychanim,
metabolizmom, krvnym tlakom, telesnou teplotou a rezistenciou na vznik ventrikularnych
fibrilacii. GJ poskytuji v srdci cesty s nizkym odporom, ktoré ulahcuju elektricka
a metabolickil vizbu medzi bunkami srdcového svalu, koordinovanu cinnost srdca
a tkanivovi homeostdzu. Vodivost’ tychto GJ, a teda ich funkcia, je pravdepodobne

ovplyvnena fyziologickymi zmenami, ku ktorym dochédza pocas hibernacie.




V tejto dizertacnej praci sa zameriavame na moznu ulohu expresie, fosforylacie
a distribucie Cx43 ako aj jednotlivych proteinkindz vzhl'adom na antiarytmické ucinky

stimulované adaptaciou na IHH a chlad, a sucasne distribuciou hexokinazy v rezime CNH.




2 LITERARNY PREHLAD
2.1 Prehlad gap junction kanalov

GJ kanaly boli prvykrat popisané v roku 1967, ako "Sestuholnikové polia", ktoré
su lokalizované v interkalarnych diskoch (Ravel & Karnovsky 1967). GJ predstavujia vodivé
spoje medzi kardiomyocytmi a st nevyhnutné pre normalne Sirenie ak¢éného potencialu
v pracovnom myokarde. Je preukdzané, ze konexiny hraju klucova tlohu
aj vembryonalnom vyvoji, koordinacii kontrakcie excitabilnych buniek, tkaninovej

homeostaze, kontrole rastu buniek a diferenciacii (pre prehl’'ad, Oyamada et al. 2005).

GJ predstavuje typ spojenia dvoch susednych buniek v miestach, kde dochadza
k priblizeniu ich membran. Spojenie je sprostredkované prostrednictvom konexénov.
Konex6n, taktiez nazyvany ako hemikandl, je hexamér proteinovych podjednotiek,
konexinov (Obr. 1) (Laird 2005). Rodina konexinov ma 20 izoforiem u mysi a 21 izoforiem
u ludi (Laird 2006). GJ kanaly su usporiadané v Sestuholnikovych poliach, casto
oznacovanych ,,gap junction plaques*, ktoré mozu obsahovat’ od 200 000 konexénovych

kanalov (Laird 2006).

Membrana 1

Membrana 2

Obrazok 1. Konexiny, konexony, medzibunkové kandly a gap junctions. Diagram znazoriiujuci vztahy medzi
konexinovym monomérom, hexamerickym konexénom a medzibunkovym spojenim za vzniku
dodekamérneho medzibunkového kanalu. Medzi jednotlivymi medzibunkovymi kanalmi je medzera "gap”,
ktora oddel'uje prislusné plazmatické membrany. Kazdy medzibunkovy kanal ma axialny kanal (Sipka), ktory
priamo spaja cytoplazmu pril'ahlych buniek. (Goodenough & Paul 2009).




Spojenie medzi jednotlivymi GJ kanalmi je ~2 nm. GJ kanadlmi mézu prechadzat’
molekuly s nizkou molekulovou hmotnost'ou < 1 kilodalton (kDa), metabolity a ionty,
vratane druhych poslov, ako je cyklicky adenozinmonofosfat (cAMP), inozitoltrifostat
a Ca®" (Saez et al. 2003). V kardiomyocytoch st exprimované $tyri izoformy Cx37, Cx40,
Cx45 a Cx43 (Tab.1) (Van Kempen et al. 1995) a ich mnozstvo sa lisi v jednotlivych
srde¢nych oddieloch. Hlavnou izoformou v l'avej komore je Cx43 (Davis et al. 1995),
ale taktiez bol preukézany vyskyt izoformy Cx45 (Verheule et al. 1997). V predsieiiach tato
ulohu zastavaju Cx40 a Cx45.

Tabul’ka 1. Distribticia izoforiem konexinov v jednotlivych ¢astiach srdca (upravené podl'a Davis et al. 1995;

Dhein 1998; Kar et al. 2012).

Oblast srdcového svalu Izoforma konexinu
Predsiene Cx40, Cx43, Cx45
Komory Cx43, Cx45

Oblast’ prepojenia predsiene a komory | Cx37, Cx46

Oblast’ prepojenia dvoch komor Cx43, Cx45
Sinoatrialny uzol Cx40, Cx45
Atrioventrikularny uzol Cx40, x43, Cx45
Purkyiiove vlikna Cx40, Cx43, Cx45
Hisov zvizok Cx40, Cx43, Cx45

GJ kandly rozliSujeme v stave otvorenom (coupling) ataktieZ v stave uzavretom
(uncoupling), ktoré¢ suvisia so zmenou konformécie a preruSenim medzibunkovej
komunikacie (So6hl & Willecke 2003). Tieto zmeny su zavislé a regulované réznymi
mechanizmami, vratane Ca**, pH, transjunk&ného potencialu a fosforylacie proteinov, ktoré

budu detailnejSie popisané v samostatnej kapitole.

Lokalizacia Cx43 je prevazne v interkalarnych diskoch, kde zaistuje end fo end
vedenie (tzv. koncové), ktoré je dolezité pre normélnu funkciu srdca. V mensom mnozstve
sa Cx43 vyskytuje aj lateralne na plazmatickej membrane smerom od interkaldrnych diskov,
kde umoznuje side to side vedenie medzi kardiomyocytmi (tzv. lateralne) (Spach & Heidlage

1995).

NajpouzivanejSia nomenklatira konexinov zachovdva pouzitie ndzvu proteinu

konexin napisan¢ho ako skratka Cx, za ktorou nasleduje pripona s uvedenou molekulovou
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hmotnost'ou v kDa. Napriklad protein studovany v tejto praci sa nazyva Cx43, pretoze jeho
molekulova hmotnost’ je ~ 43kDa (Goodenough et al. 1996). Na identifikaciu génov
konexinov sa pouziva klasifikacia gréckych pismen. Gény zacinaju trojpismenovym kédom
zacinajucim Gj (gap junction) a podskupinou odvodenou z gréckej pismenovej klasifikacie
(a, B, v, 0 a €). Nasledne cislom podla poradia objavenia (napriklad Cx43- prvy
identifikovany konexinovy gén skupiny a je kddovany ako Gjal) (Sohl & Willecke 2003).

Konexiny m6zu oligomerizovat’ a vytvarat’ homomerické (skladajice sa len z jedného
druhu konexinu) alebo heteromerické konexony (tvorené zmesou rdznych izoforiem
konexinov). Okrem toho moézu tieto konexdny vytvarat homotypicky kandl, tvoreny
rovnakymi izoformami konexénov alebo heterotypicky kandl, ktory je tvoreny rozlicnymi
izoformami konexdnov. Taktiez rozliSujeme mono-heteromérny kanal, ked’ je spojeny jeden
homomérny konexon s jednym heteromérnym konexdénom a bi-heteromérny kandal, ktory je

tvoreny dvoma heteromérnymi konexénmi (Obr. 2) (Moreno 2004; Martinez et al. 2002).

Elektrické vlastnosti konexinov boli najcastejSie Studované v oocytoch Xenopus
a kultivovanych bunkach cicavcov, ako su HeLa bunky transfekované roznymi subtypmi
konexinov (Swenson et al. 1989; Elfgang et al. 1995; Elenes et al. 2001; Valiunas &
Weingart 2000). Z tychto experimentov bolo zistené, Ze homotypické kanaly zloZzené z Cx45
vykazuji najmensiu jednotkovll vodivost’ pri 30-40 pS, zatial’ co homotypické kanaly Cx43
a Cx40 maji hodnoty 60-120 pS a 150-200 pS (Moreno 2004). Elektrické vlastnosti
heteromérnych a heterotypickych kanalikov sa tiez skiimali v kotransfekovanych bunkach,
aby sa zistila funk¢éna dolezitost’ konexinovych koexpresnych vzorcov in vivo. Heterotypické
pripojenie kandlov Cx43-Cx45 produkovalo vodivost, ktora bola medziodborovou
jednotkovou vodivost'ou pre homotypické kanaly Cx43 a Cx45 (Elenes et al. 2001; Moreno
2004). Podobné vysledky boli tiez ziskané pre heterotypické kanaly Cx40-Cx45 (Moreno
2004) a Cx30.2-Cx45 (Kreuzberg et al. 2005; Rackauskas et al. 2007).




Hemi-kanaly

Homomerické Heteromerické

Konexin 45

Konexin 43

mO

Medzibunkové kanaly

Homotypicke Heterotypické Bi-Heteromericke Mono-Heteromerické

Obrazok 2. Kombinacie konexinov tvoriace konexony, hemikanaly a medzibunkové kanaly. Cx45 a Cx43 st
reprezentované v bielom a v ¢ervenom poli (Moreno 2004).

2.1.1 Struktira konexinov

Co sa tyka molekuldrnej Struktary, konexiny sii tvorené $tyrmi transmembranovymi
doménami (M1-M4), karboxylovym koncom (C-koniec), aminovym koncom (N-koniec),
dvomi extracelularnymi sluckami (El-slucka a E2-slucka), cytoplazmatickou sluc¢kou

(C-slucka) medzi M2 a M3 pre prehl'ad (Obr. 3) (Solan & Lampe 2009).

V intracelularnej cytoplazme sa nachadza C-koniec, N-koniec a C-slucka medzi M2
a M3. Hydrofilné domény medzi M1 a M2 a medzi M3 a M4 st v extracelularnom priestore
a tvoria El- a E2-slucku. Cytoplazmatické domény konexinov (N-koniec, C-slucka,
C-koniec) hraja doélezita tlohu v otvarani GJ kanalov a reguluju fyziologické vlastnosti
kanalu. N-koniec je relativne konzervativny na dizku, zatial’ ¢o C-slu¢ka a C-koniec sa liia
medzi r6znymi izoformami. Transmembranové domény ukotvuju protein v plazmatickej
membrane, pricom extracelularne slu¢ky zodpovedaji za medzibunkovi kompatibilitu

(Goodenough & Paul 2009).




COOH

Obrazok 3. Schematicky model konexinu. Valce znazornuji transmembranové domény (M1- M4), slucky
medzi prvou a druhou a taktiez aj medzi tretou a Stvrtou transmembranovou doménou su extracelularne
(E1 a E2) (upravené podl'a Talbot et al. 2015).

Topologické stadie ukézali, Ze Styri transmembranové domény konexinov pozostavaju
z priblizne 20 aminokyselin. Dalsia analyza transmembranovych sekvencii viedla
k hypotéze, ktord konsStatovala, ze transmembranovd doména M3 obsahuje sériu dobre
rozmiestnenych polarnych aminokyselin tvoriacich amfipaticky o-helix. Potom by
transmembranové domény M3 kaZzdej podjednotky Cx tvorili najvnutornej$iu hranicu

transmembranového poru (Milks et al. 1988).

N-koniec je zloZeny z 22 aminokyselinovych zvyskov o konexinov a 23 zvyskov
B konexinov (Kyle et al. 2008). N-koniec vdaka jeho pozitivne nabitym zvySkom
je potrebny pre spravnu inkorporaciu do membrany. Bolo preukdzané, ze mutécia pozitivne
nabitého zvySku na N-konci a negativne nabitych aminokyselin na Cx50 vedie k uplnému
zlyhaniu tvorby GJ plakov (Kyle et al. 2008). N-koniec sa tieZ podiela na regulacii napitia
a hra zasadnt Ulohu pri prenikani i6nov. Jeho poloha blizko kandlu mu umoziuje posobit’

ako napatovy senzor (Purnick et al. 2000).

Dizka C-slugky sa lisi medzi roznymi izoformami konexinov. Na zaklade dizky mozu
byt’ rozdelené do troch kategorii na: kratke (30-35aa), stredné (50-55aa) a vel'ke (80-105aa)
(Beyer & Berthoud 2009). C-slucka sa taktiez podiela na zalleneni do membrany

a vytvaranim plakovych spojov a je dolezita pre interakcie proteinov, ktoré sa podielaju




na funkcii kandla. Napriklad, vdzbové miesto pre kalmodulin (CaM) bolo identifikované
v druhej polovici C-slucky Cx43 (Zhou et al. 2007). Ako uz bolo spomenuté, vizba CaM
je dolezita pre Ca** zavislé zatvorenie GJ kanalov. C-slucka Cx43 sa podiel’a aj na interakcii
s C-koncom sposobom zavislym od pH v modeli castice-receptor, kde C-koniec Cx43 hra

ulohu receptora (Duffy et al. 2002).

C-koniec konexinov je primarna oblast, ktord je fosforylovana réznymi kinazami
a doposial’ neboli prezentované Ziadne spravy o fosforylacii na N-konci konexinov. C-slucka
a C-koniec, maju variabilnG dizku a sekvenciu, ktora umoziiuje funkéné rozdiely medzi
réznymi konexinmi a konexénmi. C-termindlna oblast’, obzvlast’ interaguje s proteinmi, ako
su kateiny a dalSie, ktoré sluzia pre modulaciu pol€asu zivotnosti, ¢innosti a funkcie
konexinov (pre prehl'ad, Dbouk et al., 2009). Dve extraceluldrne slucky st nevyhnutné

na ukotvenie dvoch hemikanalov susednych buniek a pre vytvorenie GJ kanalu.

2.2 Regulacia gap junction kanalov

GJ kanaly, ktoré umoZituju komunikéaciu medzi susednymi bunkami st prisne regulované
na viacerych urovniach. R6zne tkaniva a typy buniek exprimuju r6zne izoformy konexinov
a ich hladiny expresie sa v priebehu Casu menia aj v tej istej bunke. Viacnasobné
mechanizmy sa podiel’aju na tkanivovej a ¢asovo Specifickej kontrole konexinov na Girovni

mRNA, syntéze proteinov, montazi a degradacii.

2.2.1 Zivotny cyklus konexinov
2.2.1.2 Syntéza konexinov

Konexiny maju pomerne kratky pol€as Zivota. PolCas Zivotnosti konexinu Cx43 je priblizne
1 az 2 hodiny, preto su konexiny predprogramované neustalej biosyntéze a degradacii
(Beardslee et al. 1998). Tato kratka zivotnost Cx43 bola dobre zdokumentovana
v kultivovanych bunkach kardiomyocytov (Laird et al. 1991). Konexiny st syntetizované
na membrane drsného endoplazmatického retikula (ER). Crow a kol. (1990) preukazali,
Ze novo syntetizovany Cx43 moZe byt’ rychlo fosforylovany a defosforylovany (v priebehu

15 az 30 minut) (Crow et al. 1990). Nasledne sa kotranslacne naviaze do hladkého




ER prostrednictvom translokonu a zakddovanych prenosovych sekvencii Startu a zastavenia.
Jednou z moznych vynimiek je Cx26, o ktorom sa ukazalo, Ze je schopny byt posttranslacne
a kotranslacne transportovany do membrany ER (Zhang et al. 1996) a dokonca aj priamo

importovany do plazmatickej membrany (Ahmad & Evans 2002).

2.2.1.2 Transport a zaclenenie konexinov do plazmatickej membrany

Vedla regulacie konexinov expresiou je dolezitym regulacnym krokom transport a ich
zaclenenie do plazmatickej membrany. Z ER st konexiny transportované do trans-Golgiho
aparatu, v ktorom prebieha oligomerizidcia na konexony. Miesto, v ktorom konexiny
oligomerizuji na konexdony zavisi od typu konexinu. Izoformy Cx32 a Cx26 sa zoskupuju
v ER, zatial' ¢o Cx43 a Cx46 v trans-Golgiho komplexe (Musil & Goodenough 1993).
Po ukonceni oligomerizacie knexinov st konexony zabalené¢ do vezikal medzi ER a trans-
Golgi komplexom a d’alej transportované k plazmatickej membrane. Tento transport mdze
byt bud’ zavisly alebo nezavisly od mikrotubulov, ¢o zahfna aj aktinom sprostredkovany
transport, ako aj iné neidentifikované mechanizmy. Po vlozeni do plazmatickej membrany
konexdny vol'ne difunduju v lipidovej dvojvrstve (Thomas et al. 2005), pricom moézu zostat’
ako hemikandly alebo sa spoja s hemikandlmi susednych buniek a vytvoria GJ plaky,
respektive GJ kandly (Lauf et al. 2002). Gaietta a kol. (2002) prekaukazali, ze nové
konexony su vElenené do vonkajSich okrajov starych plakov GJ (Gaietta et al. 2002). V. GJ
plakoch mdze byt stary a novy kanal zrete'ne oddeleny (Lauf et al. 2002). StarSie kanaly

uprostred plakov internalizuju do vezikul r6znych velkosti (Gaietta et al. 2002).

2.2.1.3 Internalizdcia a degraddcia gap junction kandlov, konexonov, konexinov

Cx43 predstavuje vysoko dynamicku struktiru (Beardslee et al. 1998). Neocakavane kratky
polcas zivotnosti Cx43 zahriiuje nielen syntézu, ale aj efektivny mechanizmus degradécie,
ktory je nevyhnutny a potrebny pre zabezpecenie dynamického obratu Cx43. Tento
predpoklad bol overeny réznymi technologiami na zivych bunkach, ktoré ukazali, Ze novo
syntetizované kanaly st nahromadené na vonkaj$ich okrajoch existujucich plakov GJ, zatial’
¢o starSie kanaly su sti€asne odstranené z plakovych centier (Falk et al. 2014).

Internalizacia GJ kandlov je dolezitym regulatnym mechanizmom konexoénov a/alebo

konexinov, ktory je v poslednych rokoch predmetom zna¢ného zamerania. K ich degradacii

24



dochadza bud’ vytvaranim dvojmembranovych vezikularnych Struktar tzv. annular junction,
ktoré boli objavené pred mnohymi rokmi elektronovou mikroskopiou (Archard & Denys

1979) alebo vytvaranim konexozomov (Laird 2006).

Bunky si vyvinuli proteazomalne, endo- a fago- lyzozomalne (autofagické)
degradacné cesty a vSetky tri boli spojené s konexinovym proteinom a GJ degradéciou.
Zatial’ o proteazomalna degradécia vSeobecne degraduje kratkodobé, nespravne zlozené
alebo inak neziaduce polypeptid. Endo- a fago- lyzozomalne drahy umoziuji degradaciu
zlozitejSich proteinovych Struktur, ktoré st bud’ endocytované na plazmatickej membrane,
alebo su pritomné v cytoplazme. V oboch endo-lyzozomalnych a autofagickych drahach

degradacie hra lyzozoém kIi€ovu tlohu pri sprostredkovani kone¢nej degradacie.

Degradacia bunkovych proteinov proteazdémom moéze byt ubikvitin-zavisld alebo
ubikvitin-nezavisla. Modifikécia proteinov ubikvitinom predstavuje trojstupiiovy proces,
ktorého vysledkom je aktivita enzymu aktivujuceho ubikvitin, enzym konjugujtci ubikvitin
a ubikvitin-protein-ligdza (Kravtsova-Ivantsiv & Ciechanover 2012) Proteazomalna
degradacna drdha moéze regulovat stabilitu konexinov a internalizdciu z bunkovej
membrany, ale tento U€inok je nepriamy, pravdepodobne prostrednictvom regulacie
proteinov asociovanych s konexinmi, ako je napriklad zonula occludens 1 (ZO-1) (Ambrosi
et al. 2016). Uast’ proteazomu bola zistena pri degradaciu Cx43 v ER. Asi 40 % Cx43
degraduje proteazomom prostrednictvom degradécie spojenej s ER (ERAD) za normalnych
podmienok, priCom inhibicia ERAD zvicSuje tvorbu a funkciu GJ kanalov (VanSlyke,
2002). Laing a Beyer (1995) ukézali, ze lieCenie E36 buniek vaje¢nikov ¢inskych Skreckov
s proteazomalnymi inhibitormi a pouzitim buniek s defektnou ubikvitinciou prediZilo
pol¢as rozpadu Cx43, ¢o poskytlo prvy dokaz o ucasti proteazému na degradacii Cx43

(Laing & Beyer 1995).

Lyzozomalna degradécia je taktiez dolezita pre medzibunkovli komunikaciu. Zohrava
ustrednejSiu ulohu pri degradacii konexinov, bud’ pred transportom na membranu,
po zacleneni do membrany, alebo eSte pred vytvorenim funkénych GJ kanalov.
Ubikvitinacia je dolezitym krokom pre lyzozomalnu degradaciu, pricom inhibicia

lyzozomaélnej drahy zvysuje proteinova hladinu konexinov (Qin et al. 2003). Lyzozoméalna




degradacia Cx43 bola dokizand zistenim, ze prstencové profily Cx43 boli spojené
so Struktirou podobnou lyzozoému v C6 gliomovych bunkach (Naus et al. 1993).

Dalsie pokusy s pulznym sledovanim odhalili, Ze inhibitory proteazému a lyzozému
sposobili predizeny poléas rozpadu Cx43 v podobnom rozsahu v kadiomyocytoch potkanov,
¢o naznacuje koexistenciu tychto dvoch proteolytickych drah pri degradacii Cx43 (Laing et
al. 1997). Hoci existuji dobré dokazy, ktoré naznacujl, ze sa lyzozoémy aj proteazoémy
podiel'aju na degradacii Cx43, je tazké zhodnotit’, preco su obe cesty potrebné na degradaciu
Cx43. Nie je tiez jasné, C¢i obe drahy degraduji Cx43 na povrchu bunky z plakov,
ako aj mozné nezrelé Cx43 lokalizované na ER alebo, ¢i su do tychto procesov sekre¢nych

dréh zahrnuté aj d’alSie medzikroky ako je napriklad aktivacia kinaz.

Fosforylacia zohrava ddlezitu tilohu aj v internalizécii a degradacii konexinov (Laird
2005). Vzhl'adom na vzdjomnt komunikéaciu medzi mitogénom aktivovanou proteinkinazou
(MAPK), PKC a tyrozin proteinkindzou transformujucou protein Src (Src) signalnymi
kaskadami sa tieto tri kindzy najlepSie diskutuju spolo¢ne. Ukazalo sa, ze vSetky tri
signaliza¢né drahy mo6zZu prispiet’ k uzatvoreniu GJ kanalov a zniZeniu GJ komunikécie,
ked’ je Src aktivna (Solan & Lampe 2008). Tato komunikdcia medzi PKC, Src a MAPK
je vyvolana ako odpoved na 12-O-tetradekanoylforbol 13 acetait (TPA), analog
diacylglycerolu (DAG). DAG, ako druhy posol, zvySuje aktivaciu receptora epidermélneho
rastového faktora (EGF) andasledne c-Src, ¢o sprostredkuje priamu fosforylaciu Cx43
na Tyr247 a Tyr265. Ako c-Src, tak aj v-Src moze fosforylovat’ Cx43 priamo na tieto zvysky
a inhibovat’ GJ intercelularnu komunikaciu redukciou pravdepodobnosti otvorenia kanéla
(Postma et al. 1998). EGF sposobuje hyperfosforylaciu Cx43, a tym spusta jeho
internalizaciu, €o je spojené s aktivaciou extracelularne signalne regulovanej protein kindzy
(ERK) 1/2 (Cameron et al. 2003). ViacSina zverejnenych prac na fosforylacii Cx43
sprostredkovanej MAPK preukézala, Ze lieCenie buniek EGF alebo TPA a nasledna aktivacia
receptora EGF viedla k rychlej poruche GJ komunikacie. Absencia fosforylacie Cx43
na tyrozinu preukdzala, Ze receptor EGF nefosforyluje Cx43 priamo, ale namiesto toho
aktivuje downstream kaskadu MAPK cez Ras GTP4azu (Lau et al. 1992; Warn-Cramer &
Lau 2004). Stidia Sirnes a kol. (2009) ukazala, Ze v bunkach o3etrenych TPA sa aktivuje
PKC, ¢o néasledne aktivuje kaskady MAPK. Téato Stidia poskytla dokaz, ze zniZenie




regulacie GJ intercelularnu komunikaciu bolo sposobené nielen fosforylaciou PKC
(na Ser368), ale aj fosforylaciou Cx43 pomocou MAPK (na Ser255 a Ser262) (Sirnes et al.
2009).

Liecba buniek kyselinou glycyrrhetinovou, ktora inhibuje GJ komunikaciu, vedie
k naruseniu usporiadania konexinov v GJ kanaloch (Goldberg et al. 1996). V tomto pripade,
zatial' ¢o velkost kandlu a morfolégia sa zdali normdlne, kandly boli neusporiadané
s nepravidelnym rozstupom, skor nez v husto zabalenom zoskupeni. V samostatnych
Studiach bola pozorovana zvysena fosforylacia a interakcia so Src (Chung et al. 2007) a PKC
(Liang et al. 2008) ako odpoved’ na liecbu glycyrrhetinovou kyselinou. Tieto tdaje spolo¢ne
viedli k Spekulécii, ze fosforylacia a organizécia kandlov spolupracuji na usmernovani

internalizacie GJ bud’ prostrednictvom endocytdzy alebo vytvaranim annular junction.

2.2.2 Otvaranie Gap junction kandlov

Ako je zrejme z vySSie uvedenych udajov pocet aktivnych hemikanalov je jednym
z vyznamnych kritérii pre celkova priepustnost membrany. AvSak vyznamnou ulohou
regulacie je vodivost’ jednotlivych hemikandlov (y). Potom vodivost GJ kanélu
je charakterizovana ako V= N x Po x y, kde N je pocet aktivnych kanélov v plazmaticke;j

membrane a Po je pravdepodobnost’ ich otvarania (Imanaga et al. 2004).

Napitie je dolezity parameter, ktory reguluje otvaranie a zatvaranie vSetkych
spojovacich kandlov. Vnutrobunkové kanaly méZu byt citlivé na tieto napétia:

1. Napatovy rozdiel medzi cytoplazmou a extracelularnym priestorom,
transmembranové napétie (Vm).

2. Napitie medzi cytoplazmou dvoch réznych buniek, transjunkéné napitie (7)),

je nezavislé od membranového potencidlu kazdej bunky.

Priepustnost’ GJ kanélov je regulovana Specifickymi zmenami v cytosolovej i6novej
kompozicii, posttranslaénymi modifikaciami (fosforylaciou) a Vj, pricom niektoré kanaly
st senzitivne na Vj a Vm. Ked sa kandly uzavru, dochadza k preruseniu elektrickej
a metabolickej komunikécie. Rozpojenie kanédlov je hlavnym ochrannym mechanizmom

na izolaciu zdravych buniek od poSkodenych (Gonzalez et al. 2007).




Model ball-and-chain opisuje mechanizmus rychleho otvarania GJ kanalov pomocou
zmien Vj. V tomto modeli pohyb C-konca smerom k po6lu kanéla sposobuje blokaciu porov

(Gonzalez et al. 2007).

Podobny model (takzvany model particle-receptor) umoznuje taktiez zatvaranie GJ
kandlov pomocou chemickych stimulov (napr. pH), ktoré interaguju s receptorom C-konca,
a tak blokuju kanal. Napriklad kanaly Cx43 sa zvycajne otvaraji pri pH 7,2 (Ek-Vitorin et
al. 1996).

Bukauskas a kol. (2000) zistili, ze vel'kost’ GJ je taktiez kritickym determinantom
otvorenia kanala. Odhadli, ze minimalna vel'kost’ plakov obsahujiuca 200-400 kanalov bola
potrebnd na otvorenie GJ kanalov a Ze so zvySujucou sa velkostou plakov bude

pravdepodobne otvorenych viac kanalov (Bukauskas et al. 2000).

Daldim chemickym podnetom, ktory méze regulovat’ aktivitu GJ kanalov su Ca®"
i6bny. Predpoklada sa, Ze uginok intracelularneho Ca®" pdsobi prostrednictvom CaM
a inhibitorov CaM, ktoré zabranuju zatvoreniu GJ kanalov v mnohych bunkovych typoch
(pre prehl'ad Peracchia 2004). Cx32 obsahuje dve domény, ktoré sa viazu na CaM. Ukézalo
sa, 7e s narastom Ca®*, CaM bud fyzicky blokuje kanal, alebo ho uzavrie cez konforma¢nti
zmenu v Cx32. Napriek zatvaraniu kanalov stvisiaceho so zvySenim intracelularneho Ca*",
Stadie na hemikandloch obsahujicich Cx32 ukazali, Ze zvySenie koncentricie Ca®"

v cytoplazme vyvolava otvorenie hemikanalu (Vuyst et al. 2006).

2.2.3 DéleZitost’ C-konca v reguldcii konexinov

Predpoklada sa, ze C-koniec je hlavnou regulacnou doménou vacSiny konexinov. C-koniec
hréa ulohu pri transporte, vel’kosti, lokalizacii GJ kanalov, ako aj udrziavani medzibunkovej
komunikacie prostrednictvom mnohych posttranslaénych modifikécii a interakcii protein-

protein (Goodenough & Paul 2009).

Hlavnym regulacnym miestom Cx43 je C-koniec. C-koniec Cx43 je nevyhnutny
pre spravnu organizaciu v interkaldarnom disku, rovnako ako aj pre regulaciu kanala vplyvom
réznych chemickych stimulov. Sorgen a jeho kolegovia (2004) uviedli, Zze C-koniec Cx43

je prevazne nahodna cievka pozostavajuca zo 132 aminokyselin obsahujtca dve Spiralovité
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domény prechadzajice cytoplazmatickou membranou (Sorgen et al. 2004). Tato skupina
d’alej preukazala, ze vdzobné proteiny C-konca Cx43 mozu vyznamne zmenit’ sekundarnu
Struktaru Cx43. Dolezité je, ze tieto Strukturdlne zmeny boli pozorované v miestach
vzdialenych od oblasti vizby. To naznacuje, Ze C-koniec Cx43 nie je len miestom interakcie
protein-protein, ale je aj platforma, cez ktorti vdzobné proteiny konexinov mézu vzajomne

interagovat’.

Dimerizacia C-konca Cx43 bola navrhnutd ako jedna zo Strukturdlnych zmien
zahrnutych v regulacii Cx43 pomocou pH, ¢im sa zvysila vdzobn4 afinita C-konca Cx43/C-
slucky Cx43, aby sa kanal dostal do uzavretého stavu (Hirst-Jensen et al. 2007), €o je dolezité
pre regulaciu heteromérnych kanalov. V stlade s tym bolo zistené, ze delécia poslednych
piatich aminokyselinovych zvyskov C-konca Cx43 vedie k vzniku letdlnych komorovych

arytmii (Lubkmemeier et al. 2013).

Mnohé posttranslacné modifikacie sa vyskytuju na C-konci konexinov, zahriiajic
fosforylaciu, ubikvitinaciu, hydroxylaciu, acetylaciu, nitrozylaciu, oxidaciu a palmitoylaciu
(Axelsen et al. 2013). Frekvencia fosforylacie na C-konci konexinov je extrémne vysoka,
pretoze fosforyldcia prevazne nastdva v neusporiadanom (disordered) regione proteinu.
Nestabilna Struktura je rozhodujtca pre vytvorenie vodikovej vizby medzi substratmi a jeho
kinazami (Iakoucheva et al. 2004). Fosforylacia moze tiez regulovat’ interakcie protein-
protein zmenou termodynamickej vdzby (Boehr et al. 2009). Bolo identifikovanych mnoho
vézobnych proteinov na C-konci konexinov, vratane ZO-1, tubulinu, kazein kinazy 1 (CK1),
drebrinu a CaM (Ambrosi et al. 2016; Cooper & Lampe 2002; Saez et al. 1990; Zhou et al.
2007).

Na C-konci sa nachddza mnoho cielovych fosforylacnych miest prevazne
na serinovych, treoninovych a tyrozinovych aminokyselinovych zbytkoch. Bolo
identifikovanych niekolko kindz, ktoré mo6zu ovplyvnit’ permeabilitu kanala (pre prehl'ad
Lampe & Lau 2004) a to PKA (Ser364, Ser365) (Tenbroek et al. 2001; Solan et al. 2007),
PKC (Ser368) (Akita 2002), proteinkindza B (PKB/Akt) (Ser373) (Batra et al. 2014), CK 1
(Cooper & Lampe 2002), MAPK (Ser279, Ser282) a ERKI1/2 (Ser255, S279, Ser282)
(Johnson et al. 2013).




2.3 Fosforylacia konexinov

Kovalentné viazanie fosfatovych skupin na serinové, treoninové alebo tyrozinové zvysky
proteinov sa nazyva proteinovd fosforylacia. Pridanie fosfatovej skupiny k proteinu
je sprostredkované rdéznymi proteinkindzami, zatial ¢o odstranenie fosfatovej skupiny,
defosforylacia, je sprostredkované proteinfosfatazami. Dnes je fosforylacia a defosforylacia
dobre popisana a predstavuje potencialne najbeznejsi spdsob kontroly aktivity a funkcie
proteinov v biologickych systémoch. Prvy dokaz, ze konexiny (Cx) su fosfoproteiny bol
publikovany v roku 1980 (Saez et al. 1986; Takeda et al. 1987). Fosforyla¢ny stav Cx zavisi
od interakcie medzi r6znymi kindzami a fosfatazami, je asto Specificky pre bunkovy, alebo

tkanivovy typ a je d’alej ovplyvneny réznymi fyziologickymi a patologickymi stavmi.

Fosforylacia Cx predstavuje najviac Studovant posttranslacnii modifikaciu. Podiel’a
sa na regulacii medzibunkovej komunikacie (Dhein 2006) a je nevyhnutna pre spravnu
syntézu Cx, regulaciu elektrickej vodivosti a pri priepustnosti malych molekul (Doble et al.
2000). VSeobecne mozno povedat, ze fosforylacia Cx ovplyviiuje aj ich prienik cez
membranu, montdz do gap junctions, distribuciu, degradaciu (pre prehl'ad, Hervé, 2012).
Fosforylacia Cx sa nachddza, ako na serinovych tak aj na tyrozinovych zvyskoch,
¢im sa stavaju potencidlnymi ciel'mi réznych proteinkindz a signalnych drah (Jeyaraman et
al. 2012). Kym fosforyldcia Cx na tyrozine je spojend so zniZenim medzibunkovej
komunikacie, fosforylacia Cx na serine je spojend ako so zvySenim tak aj znizenim (Doble
et al. 2000). Medzi serin/treoninove kinazy, ktoré fosforyluju Cx, patria napr. PKC, MAPK,
PKA zavisla na cAMP, CK1, PKG, ale taktiez tyrozin kinaza Src je schopna fosforylacie Cx
(Lampe & Lau 2004). Niektoré zvySky mozu byt ciele pre viaceré proteinkinazy, ktoré maju

rozne vplyvy na GJ kandly za r6znych fyziologickych alebo patofyziologickych podmienok.
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Obrazok 4. Posttranslaéne modifikované miesta Cx43 (Pogoda et al. 2016). CaMKII- kalmodulin
proteinkinaza II, v-Src- tyrozin protein kindza transformujica protein Src, SH2- Src doména 2, MAPK-
mitogénom aktivovana pretin kinaza, cdk5- cyklin dependentnd kindza 5, NO- oxid dusnaty, CK1- kazein
kinaza 1, PKA- proteinkinaza A, PKC- proteinkinaza C, Akt- proteinkinaza B.

Stadie naznacuji, ze Cx43 je rozne fosforylovany po celd dobu jeho Zivotného cyklu
a to najmenej na 14 z 21 serinov a 2 tyrozinov v cytoplazmatickej doméne (pre prehlad,

Marquez-Rosado et al., 2012).

Fosforylacia Cx sa vyskytuje primarne na C-konci, ale Cx36 a Cx56 moZu byt
fosforylované aj na cytoplazmickej slucke (Berthoud et al. 1997; Urschel et al. 2006). Cx26
ma velmi kratku C-koncovli oblast s iba 11 aminokyselinami a predpoklada sa,
ze sa nevyskytuje vo forme fosfoproteinu, pretoze fosforylacia tohto proteinu nebola

detekovatelna v hepatocytoch (Traub et al. 1989).

Cely priebeh fosforylacie a defosforylacie Cx43 je riadeny kindzami a fosfatdzami,
ktoré ovplyviiuju jeho Specifické miesta. Pociatocna fosforylacia Cx43 sa vyskytuje pocas
15 minat syntézy (Crow et al. 1990), takze niektoré fosforylacné udalosti sa pravdepodobne
moéZu vyskytnat' pred prichodom Cx43 na plazmaticki membranu. Zosilnena zostava

spojenia GJ vznika pri aktivacii proteinkindzy zavislej od cAMP (PKA) prostrednictvom
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zvySeného prenosu Cx43 na plazmaticki membranu (Tenbroek et al. 2001). Solan a kol.
(2007) preukazali, ze prechod Cx43 z cytoplazmy na plazmaticki membranu zahtna
fosforylaciu pravdepodobne na Ser365 (Solan et al. 2007). Nasledne CK1 fosforyluje Cx43
na Ser325/328/330, ktoré sa podielaji na pohybe Cx43 z plazmatickej] membrany do GJ
(Cooper & Lampe 2002).

2.3.1 Serinové fosforylacné miesta

Ser368

PKC je hlavnou upstream kindzou Cx43 na Ser368. Existuje najmenej 10 izoforiem PKC,
ktoré su rozdelené do troch skupin suvisiacich s ich primarnou Struktirou (Newton 2003).
Rodina proteinov PKC je rozdelend do troch skupin na zaklade zmien v usporiadani,
alebo existencii C1-C4 a V1-V5. Konvencné PKC (a, B, BII, v) maju opakujiicu C1 doménu
bohatu na cystein, ktora pdsobi ako senzor diacylglycerolu (DAG). C2 doménu, ktora viaze
Ca?" a C3, C4 domény, ktoré viazu adenozintrifosfat (ATP) a substrat viazice molekuly
PKC. Nové PKC (3, ¢, 1, 0) neobsahuju C2 a teda nie st aktivované Ca*". Atypické PKC (¢,
VM) taktiez nie st aktivované Ca?* ani DAG, pretoze im chybaju konzervované zvysky
Ser/Thr na C-konci. Konzervované zvysSky predstavuju dolezité miesto pre fosfor-akceptor

u konvenénych a novych PKC (Giorgione et al. 2006).

PKC priamo fosforyluje Cx43. Aktivacia a degradacia PKC izoenzymov je riadena
priestorovo a Casovo. Je zrejmé, Ze PKC izoenzymy hraji ustrednt ulohu v regulacii
elektrickej aktivity srdca (Pears et al. 2008). Existuju prace, ktoré poukazuju, ze fosforylacia
Cx43 sprostredkovand PKC bola spojend ako so zvySenou vodivost'ou (Kwak & Jongsma

1996), tak aj so zniZenou vodivostou GJ kanalov (Doble et al. 2000).

PKCe, ktora fosforyluje Ser368 je aktivovana druhymi poslami, a to DAG, inozitol-3-
fosfatom a mastnymi kyselinami (Akita 2002). Podporuje dlhodobo stabilizovat’ a rovnako
aj zvySovat’ fosforylaciu Cx43. Podavanim FGF-2 sa obnovuji hladiny fosforylovaného
Cx43 vo fosforylacnych miestach PKCe (Ser368, Ser262) po ischemicko-reperfiznom
poskodeni (Srisakuldee et al. 2006).




Ek-Vitorin a kol. (2006) uviedli, ze v reakcii na prechodni ischémiu zvySena
upregulacia PKCe sprostredkovanej fosforyldcie Cx43 na Ser368 viedla k zadrzaniu GJ
v interkalarnych diskoch dokonca aj ked’ u celkového Cx43 sa zvysila lateralizacia (Ek-
Vitorin et al. 2006). Podobne Srisakuldee akol. (2009) preukazali, Ze ischemicky
preconditioning zvySil PKCe sprostredkovanu fosforyldciu Cx43 na Ser262 a Ser368
a inhiboval lateralizaciu Cx43 po ischemickom insulte (Srisakuldee et al. 2009). Studie,
ktoré skumali regulaciu Cx43 v bunkovom cykle, ukézali, ze poCas S-fazy sa montdz GJ
do plazmatickej membrany znizuje a koreluje so zvySenou fosforylaciou na Ser368 (Solan
et al. 2003). Treba vSak poznamenat’, ze fosforylacia Cx43 na Ser368 pomocou PKC
indukuje uzavretie Cx43 kanalov (Boengler et al. 2006). Okrem toho fosforylacia Cx43
suvisiaca s PKCeg v diabetickom srdci bola sice sprevadzand zniZzenim rychlosti vedenia,

ale s ochranou pred indukovatel'nou ventrikularnou fibrilaciou (Lin et al. 2008).

Ser364, Ser365

PKA je serin/threonin kindza, ktora sa aktivuje u¢inkom druhého posla cAMP a fosforyluje
na Cx43 Ser364 aSer365. Struktirne a biochemicky PKA je jednou z najlepsie
charakterizovanych proteinkindz. Rozsiahla expresia PKA podjednotiek je spojena
s nespo¢etnymi mechanizmami, pomocou ktorych je cAMP v bunke regulovany,
to doklada, Ze signalna kaskada PKA ma vSeobecnu ddlezitost’ pre funkciu bunky. Signalna
upstream draha typicky zahfiia aktivaciu stimulacnych G proteinov cez receptory viazané
s G-proteinmi na plazmatickej] membrane a naslednti aktivaciu adenylylcyklazy,

ktora konvertuje ATP na cAMP (Zaccolo 2011).

PKA holoenzym sa skladd z dvoch katalytickych (C) a dvoch regula¢nych (R)
podjednotiek. V nepritomnosti cAMP je tetramérny holoenzym neaktivny. U mysi existuju
dva gény podjednotky C kodujuce izoformy Ca a CP a selekcia diferencidlneho promotora
vedie k syntéze aspont dvoch Ca (Cal a Ca2) (Desseyn et al. 2000; Reinton et al. 2000)
atroch CB (CB1, CB2 a CB3) proteinov (Guthrie et al. 1997). Rozdiely medzi PKA
katalytickymi podjednotkami st tieZ zrejmé zo Studii na knokautovanych mysSiach.

Eliminacia izoformy CB1 vedie k Specifickym defektom v hipokampalnej synaptickej




plasticite (Qi et al. 1996). Strata Co spdsobuje spomaleny rast s extrémnymi deficitmi

kin4zovej aktivity (Skalhegg et al. 2002).

V roznych bunkovych populacidch je zvySena koncentracia cAMP spojena
s upregulaciou medzibunkovej komunikacie, ktord by mohla vyvolat’ rychlu montaz GJ
na povrchu buniek a tak zvysit' zabudovanie Cx43 do membrany (Paulson et al. 2000).
Burghardt a kol. (1995) taktiez preukazali, ze zvySena hladina intracelularneho cAMP
zvysuje GJ komunikaciu a permeabilitu Cx43 (Burghardt et al. 1995). Na zvySenej montazi
GJ sa podiela aktivacia PKA a fosforylacia Cx43 na Ser364, ako je uvedené v Studii
(Tenbroek et al. 2001). Dolezité je, ze fosforylacia Ser365 pomocou PKA bola preukazana
ako gate-keeper, ktora stabilizuje GJ plaky prostrednictvom prevencie fosforylacie

na Ser368 pomocou PKC a néslednej downregulacie GJ komunikacie (Solan et al. 2007).

Ser325, 328, 330

Ser325, Ser328 a Ser330 predstavujii fosforylacné miesta Cx43 regulované CK1. CK1
sa podiela na réznych bunkovych procesoch. Ukézalo sa, Ze izoformy rodiny CK1
fosforyluju kl'ucové regulaéné molekuly, ktoré sa podielaji na bunkovom cykle,
transkripcii a translacii. CK1 izoformy st klI'i¢ovymi reguldtormi niekol’kych bunkovych
procesov rastu a preZitia, vratane signalizacie p53, kontroly bunkového cyklu, opravy DNA

a apoptozy (Koschinski & Zaccolo 2017; Schittek & Sinnberg 2014).

U l'udi bolo identifikovanych Sest’ izoforiem CK1 (a, y1, v2, v3, 8 a €). VSetky
izoformy CKI1 maju vysoko konzervovanu kinazovii doménu, ale liia sa dizkou
a sekvenciou N-koncovych a najmé C-koncovych nekatalytickych domén. CK1a hra ulohu
pri tvorbe mitotického vretienka pocas bunkového delenia a mechanizmov na opravu DNA
a d’alej sa podiel’a na metabolizme RNA (Koschinski & Zaccolo 2017; Schittek & Sinnberg
2014). Izoformy CK1 6 a € su zname ako dolezité regulatory v cirkadidnnom rytme
eukaryotickych buniek. CK1a reguluje apoptotické signalne drahy, zd4 sa vSak, Ze existuju
rozdiely Specifické pre typ bunky. Okrem zapojenia do apoptotickych signalnych drah maja
izoformy CK1 a, 0 a &€ dolezité regulacné funkcie v signaliza¢nej drahe Wnt / B-catenin

(Cruciat 2014; Valle-Perez et al. 2011)




CKI1 indukuje fosoforylaciu Cx43 na Ser325, Ser328 a Ser330 a je kIicovym
regulaénym mechanizmom pre tvorbu GJ kandlov (Cooper & Lampe 2002). Dalej bolo
preukdzané, Ze tieto Specifické serinové fosforylacné miesta su fosforylované len vtedy,
ked’ je Cx43 umiestneny v plakoch GJ (Solan & Lampe 2007). V d’alSej podpore dolezitosti
fosforylacie tychto Specifickych miest, substitiicia Ser325, Ser328 a Ser330 Cx43 za alanin
(ktory napodobniuje konstitutivne defosforylovany serinovy zvysok) spOsobuje znizenie
komunikacie, ako aj oneskoreny vyvoj elektrického spojenia u fibroblastov mysi (Lampe et
al. 2006). Tieto tdaje spolu preukazuju dolezitost’ fosforylacie Cx43 na Ser235, Ser328

a Ser330 pri jeho regulacii zacleneni do plazmatickej membrany.

Chronické hemodynamické pretaZenie tiez sposobuje defosforylaciu a delokalizaciu
Cx43 u potkanov aj u I'udi, o mdze stvisiet’ s vyvojom fibrildcie predsieni (Rucker-Martin
et al. 2006). Okrem toho u mysi takéto hemodynamické pretazenie indukované aortalnym
zuzenim sposobuje Casovo zavislé znizenie fosforylacie na Ser325, Ser328, Ser330 spolu
s progresivnou stratou Cx43, spomalovanim rychlosti vedenia a zvySenim arytmogenézy
(Qu et al. 2009). Na dalSie preskiimanie fyziologického vyznamu fosforylacie Ser325,
Ser328 a Ser330, Remo a kol. (2011) uskuto¢nili §tidiu na mutantnych knock-in mysiach,
kde Ser325, Ser328 a Ser330 boli nahradené bud fosfomimetickymi glutamovymi
kyselinami, alebo nefosfomimetickymi alaninmi. Zavedenie kyseliny glutdmovej viedlo
k remodelacii GJ, v spojeni s akutnou ischémiou a chronickym hemodynamickym
pretazenim. Naproti tomu mysi s deficitom fosforylacie, kde Ser325, Ser328 a Ser330 boli

nahraden¢ alaninmi, vykazovali zvySend nachylnost’ na vznik arytmii (Remo et al. 2011).

Ser279 a Ser282

MAPK fosforyluje Cx43 na Ser279 a Ser282 (Warn-Cramer & Lau 2004). MAPKs
st kl'icové signalizacné enzymy, ktoré sa podiel’aju na regulacii roznych aspektov biologie
v eukaryotickych organizmoch vratane bunkového delenia, vyvoja, metabolizmu
a stresovych reakcii. Superrodina MAPK pozostava z troch hlavnych, pricom odliSnych
signaliza¢nych drah: ERK, c-Jun N-termindlne kinazy alebo stresom aktivované protein

kin4zy a rodina kinaz p38 (Pearson et al. 2001).




S pouzitim purifikovanych proteinov bolo zistené, ze MAPK fosforyluje Cx43 priamo
in vitro a fosforylacia sa vyskytuje na tryptickych peptidoch, ktoré spolo¢ne migruju
s podskupinou fosfotryptickych peptidov Cx43 ziskanych z buniek oSetrenych EGF
(Kanemitsu & Lau 1993). Neskorsie Studie identifikovali Ser255, Ser279 a Ser282 na Cx43
ako cielové fosforylacné miesta pre aktivovanit MAPK in vitro (Warn-Cramer et al. 1996)
a preukdzali, Ze tieto miesta sa zdaji byt cielmi pre MAPK in vivo (Warn-Cramer et al.

1998).

V dalsej stadii boli Cx43 hemikanaly rekonstituované do unilamelarnych lipidovych
vezikul a bolo stanovené, ze su permeabilné pre sachardzu alebo luciferové zIté farbivo.
Ked boli tieto vezikuly defosforylované pdsobenim tel'acej crevnej fosfatazy, bola zvySena
permeabilita lipozomov. Spracovanie lipozomov oSetrenych fosfatdzou s purifikovanou
aktivovanou MAPK (ERK 2) indukovalo fosforylaciu Cx43 a vysledkom bolo znizenie
permeability Cx43 hemikandlov v rekonstituovanom systéme (Kim et al. 1999). Tieto udaje
potvrdili, Ze Cx43 je priamym cielom pre aktivovani MAPK a Ze fosforylacia

sprostredkovana MAPK na Cx43 je dostato¢na pre znizenie regulacie funkcie Cx43.

Fosforylacia Cx43 na Ser279 a/alebo Ser282 prostrednictvom MAPK koreluje
so znizenim elektrickej vodivosti, podiel'a sa na regulécii velkosti GJ plakov a taktiez
zvySuje internalizaciu Cx43 (Nimlamool et al. 2015). Johnson akol. (2013) zistili,
ze fosforylacia na Ser279 a Ser282 naruSuje rast GJ plakov spuStanim kaltrinom

sprostredkovanej endocytdézy Cx43 (Johnson et al. 2013).

Ser 110, Ser276 a Ser289

Aminokyselinové zvysky Ser110, Ser276 a Ser289 predstavuju potencidlne ciele PKG, ktoré
boli detekované v in vitro Studii v HeLa bunkach (Patel et al. 2006). Aktivacia PKG znizuje
elektricki vodivost’ GJ (Kwak & Jongsma 1996). Avsak ucinky PKG na fosforylaciu

konexinu neboli doposial’ objasnené.

PKG je aktivovana vSadepritomnym druhym poslom 3'5'-cyklickym
guanozinmonofosfitom (cGMP), ktory reguluje viaceré fyziologické procesy

v kardiovaskularnom systéme. cGMP je tvoreny z guanozin trifosfatu Specializovanymi
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enzymami nazyvanymi guanylylcykldzy (GC). Existuju prinajmensom dve odli$né cesty pre
tvorbu cGMP v zavislosti na stimulacii. Jeden stimulovany oxidom dusnatym (NO) a druhy
vyvolany natriuretickymi peptidmi (NP) (Chinkers et al. 1989; Takimoto et al. 2005).
V bunkach cicavcov a tkanivach existuji GCs v dvoch roznych formach. Solubilna
guanylylcyklaza (sGC) je enzym obsahujici hem, pozostavajuci z dvoch podjednotiek (o a
B, ktora obsahuje doménu viazicu hem). Partikuldrna guanylylcyklaza (pGC)
je transmembranovy protein bez hemu. Obe izoformy GCs su zapojené do signalizacie
cGMP (Montfort et al. 2017). sGC su stimulované NO a pozostavaji z dvoch podjednotiek
a typicky sa vyskytuji ako heterodimér zlozeny z vicSej podjednotky a a mensej
podjednotky B. (Rastaldo et al. 2007). Zatial’ ¢o pGC su stimulované NP. Existuje najmenegj
sedem pGC (GC-A az GC-G). Avsak doteraz boli identifikované ligandy len pre tri z nich
(GC-A, GC-B a GC-C), zatial’ ¢o ostatné pGC maju posobit’ ako receptory pre ojedinelé
ochorenia (Kuhn 2016).

Existujt aspon tri triedy znamych cGMP efektorovych proteinov. Po prvé, proteinové
kindzy zavislé od cGMP (PKG, tieZ zname ako cGK) st ddlezitymi downregulujicimi
cielmi ¢cGMP v kardiovaskularnom systéme. Boli identifikované tri PKG izoformy (PKG
Ia, PKG IB a PKG typu II), pricom PKG Ije hlavnou izoformou v kardiovaskularnom
systéme (Tsai & Kass 2009).

cGMP negativne moduluje kontraktilitu, urychl'uje relaxaciu a zlepSuje tuhost’
srdcovych myocytov. Tieto t¢inky mézu byt sprostredkované priamou PKG fosforylaciou
proteinov, vratane kardidlneho troponinu I, Ca?* kandla L-typu, fosfolambanu a titinu (Tsai
& Kass 2009). Uloha PKG v negativnej inotropii indukovanej cGMP bola preukazana
v §tudii na srdciach myS$i bez PKG 1. Wegener a kol. (2002) uviedli, Ze cGMP analogy
(8-Br-cGMP, 8-pCPT-cGMP) maju negativne inotropné U€inky v kontrolnych srdciach, ale
nie v srdci bez PKG I, nezavisle od signalizacie cAMP (Wegener et al. 2002).

Dve studie jasne demonstrovali ulohu PKG I ako klI'i¢ového negativneho regulatora
srdcovej hypertrofie a remodelacie (Frantz et al. 2013; Zhang et al. 2010). U mysi
so znizenou aktivitou PKG a nadmernou expresiou fosfodiesterazy 5 sa vyvinula
exacerbovana hypertrofia a remodelacia v reakcii na pretlak a normalizaciu. Aktivita PKG

vypnutim nadmernej expresie PDES zmieriiuje remodelaciu (Zhang et al. 2010).
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Zvysujuce sa dokazy naznacuju, ze signalne drahy zavislé od cGMP hraju doélezitu
ulohu pri inhibicii srdcovej remodelacii a predstavuju sl'ubny terapeuticky ciel’ pre liecbu

kardiovaskularnych ochoreni.

2.3.2 Tyrozinove fosforylacné miesta

Tyr247 a Tyr265

Fosforylacia konexinov prostrednictvom tyrozinovych proteinkindz (najmd Src)
je intenzivne Studovanym regulaénym mechanizmom. Hlavnymi regulacnymi doménami
v-Src su Src homolégie 3 (SH3) a Src homolégie 2 (SH2), ktoré sprostredkovavaju
interakcie so substratovymi proteinmi. SH3 domény interaguji s peptidovymi motivmi
bohatymi na prolin. SH2 domény sa spdjaji s kratkymi aminokyselinovymi sekvenciami
obsahujucimi fosfotyrozin. Mutacie v doménach SH3 a SH2 v-Src a v oblasti bohatej
na prolin alebo Tyr265 na Cx43 redukovali interakcie medzi v-Src a Cx43 in vivo.
Tyrozinova fosforylacia Cx43 bola zavisla od asociacie v-Src a Cx43. Tieto vysledky
poskytuju d’alSie dokazy pre priame zapojenie v-Src do tyrozinovej fosforylacie Cx43
a inhibiciu medzibunkovej komunikécie v bunkach transformovanych v-Src (Kanemitsu et

al. 1997).

Znizenie GJ komunikécie u Src transformovanych buniek bolo prvykrat popisané
vroku 1966 (Loewenstein & Kanno 1966). Kombinacia genetickych a biochemickych
dokazov ukézala, Ze Src mozZe priamo fosforylovat’ Cx43. Najprv SH3 doména Src viaze
oblast’ bohatii na prolin na Cx43. To prinaSa Src kindzovii doménu do tesnej blizkosti
Tyr265, ktory je potom fosforylovany Src. Fosforylovany Tyr265 pontka miesto pre Src,
SH2 doména a tato zvySend interakcia spdsobuje fosforylaciu Tyr247 na Cx43, ktora mdze
prispiet’ k redukcii GJ komunikéicie. V s§tadii kde boli Tyr247 a Tyr265 nahradené
fenylalaninom v Cx43-knockoutovanych bunkéch, neboli schopné prerusit’ GJ komunikaciu,
¢o naznacuje, ze Tyr247 a Tyr265 st dolezité pre potlacenie GJ komunikécie Src kindzou

(Lin et al. 2001).




Pokial’ ide o uc¢inky v-Src na Cx43, vicsina dokazov naznacuje, ze v-Src interaguje
priamo s Cx43 prostrednictvom SH3 a SH2 domén a potom fosforyluje Cx43 na Tyr265
a Tyr247, ¢im sa spusta zatvaranie GJ kanalov (Lau 2009).

Podobne ako uv-Src bolo preukdzane, ze aktivacia c-Src spOsobuje priamu
fosforylaciu Tyr265, ¢o vedie k znizeniu elektrickej vodivosti pri absencii zmien v mnozstve
GJ kanalov Cx43 (Giepmans et al. 2001). Lin a kol. (2001) preukazali, Zze fosforylacia
samotné¢ho Tyr265 nie je dostatocnd na uplné¢ zatvorenie GJ kandlov. Namiesto
toho je nevyhnutnd fosforylacia nielen na Tyr265, ale aj na Tyr247, aby sa narusila

metabolicka vizba GJ Cx43 (Lin et al. 2001).

Na druhej strane, Tyr265 sa tiez podiela na regulacii interakcie medzi Cx43
a cytoskeletovym proteinom ZO-1 (Toyofuku et al. 2001). ZO-1 je dolezity pre lokalizaciu
Cx43 v interkalarnych diskoch srdca, a preto preruSenie interakcie Cx43-ZO-1 znizuje
mnozstvo Cx43 na bunkovom povrchu. Duffy akol. (2004) zistili, ze intraceluldrne
okyslenie v astrocytoch spdsobuje internalizaciu Cx43 sprevadzan zniZzenim viazanim
s ZO-1 a zvySenou vézbou Src na Cx43 (Duffy et al. 2004). Okrem toho sa predpoklada,
ze tyrozinova fosforylacia Cx43 hra tlohu pri srdcovych arytmiach sposobenych bud’
zvySenou aktivaciou renin-angiotenzin-aldosteronového systému, alebo metabolickou
inhibiciou. KonkrétnejSie sa ukazalo, ze liecba inhibitorom c-Src preruSuje angiotenzinom
II. sprostredkovant znizenti vodivost’ GJ kandlov Cx43 a tak zniZuje riziko ventrikularnej
tachykardie u mysi s nadmernou expresiou enzym konvertujiaceho angiotenzinu (Sovari et

al. 2011).

2.4 Uloha Cx43 v patologickych stavoch a v kardioprotekcii

Existuje stdle viac dokazov o dolezitej ulohe Cx43 pri vyvoji fenotypu rezistentného
na poskodenie buniek vratane kardiomyocytov. Cx43 vytvara hemikandly, ktoré sa mézu
otvarat’ ako odpoved’ na elektrické a chemické spustae, ale taktiez aj pocCas ischémie
(Kondo et al. 2000), znizeného redoxného stavu (Retamal et al. 2007), mierneho zvySenia

Ca?" (<500 nM) (Wang et al. 2012) a mechanického stresu (Batra et al. 2014).




Podobne ako ischemicky preconditioning, tak ischemicky alebo farmakologicky
postconditioning znizuje velkost' infarktu a zachovava expresiu a fosforylaciu Cx43
myokardu pocas naslednej ischémie (3 cykly reperfuzie 10s striedavo s 10s ischémiou)
v srdci potkana (Wu et al. 2012; Zhao et al. 2013). V niektorych Studiach vSak bola miera
imunopozitivity Cx43 pocas trvalej ischémie (15 az 45 min) neovplyvnend ischemickym
preconditioningom (Muhlfeld et al. 2010) a taktiez bolo zniZzené zatvaranie GJ (Jain et al.

2003).

Nahradenie Cx43 pomocou Cx32 u mysi znizilo velkost’ infarktu po ischemicko-
reperfuznom (I/R) poskodeni (Rodriguez-Sinovas et al. 2010). Trvalé otvorenie
hemikanélov Cx43 po I/R poskodeni v kombindcii s rezidudlnou GJ komunikaciou prispieva
k nevratnému poSkodeniu myokardu (Garcia-Dorado et al. 2004). Zaujimavé je,
ze u kultivovanych kardiomyocytov sa rychlost’ apoptézy skor zvysila, nez poklesla,

ked’ sa znizila GJ komunikacia (Yasui et al. 2000).

Cx43 ma taktieZ dolezité postavenie v roznych srdcovych ochoreniach. Chronické
ochorenie srdca vratane hypertrofie a srdcového zlyhania je spojené s vznikom arytmii,
ako aj s poklesom celkového Cx43 a zvySené¢ho defosforylovaného Cx43 (Severs et al.
2008). Prevencia ucinku protein fosfatdzy 1 v poruche srdca, pri ktorej by sa ocakavalo
zvySenie zakladnych hladin fosforylacie Cx43, ma za nasledok vyznamné obnovenie
kontraktilnej funkcie srdca (Pathak et al. 2005). Pri zlyhani srdcia je celkova expresia Cx43
znizena, rovnako ako expresia Cx43 v GJ nezavisle od priiny srdcového zlyhania (Wang et
al. 2012). Podobne, v tkanivovych vzorkéch zlyhania srdca (dilatacna alebo ischemicka
kardiomyopatia), expresia Cx43 je redukovana a Cx43 je redistribuovany mimo GJ (Dupont

et al. 2001).

Udaje z klinickej §tidie na pacientoch s mutaciami v Cx43, rovnako ako data ziskané
na modeloch mysi podporuji tGzky vztah medzi remodeldciou konexonu a tvorbou
arytmogenného substratu (Gustein et al. 2001; Thibodeau et al. 2010). V pripade zniZenia
GJ sa vedenie stdva vysoko diskontinudlne, o mdze vytvorit’ zaklad pre reentry arytmie

(Kanno & Saffitz 2001).




Abnormalna architektura tkaniva, napr. v dosledku zvySenia fibrozy, moéze mat
synergické ucinky spolu so znizenou expresiou Cx43, a tak viest' k spomalenému vedeniu
(Fontes et al. 2012). Zmena Cx43 v mnozstve, fosforylacii a distribicii méze sposobit’
srdcové elektro-vodivé poruchy a viest' eventudlne k arytmiam. Predchadzajace stadie
preukazali, ze remodeldcia Cx43 moze prispiet’ k medzibunkovému Ca?* pretazeniu, ktoré

je spojené s indukciou ischemickej arytmie (Gao et al. 2016).

Za zmienku stoji, ze dlhodobé podavanie atorvastatinu, melatoninu a n-3
polynenasycenych mastnych kyselin (n-3 PUFA) bolo sprevadzané pozitivnou moduléciou
fosforylovaného stavu Cx43 (tj. vylepSenie ¢i normalizacia), ktory bol spojeny s utlmom
abnormalnej distribicie Cx43 stvisiacou s ochranou voci ventrikularnej fibrilacii (Bacova

et al. 2010; Radosinska et al. 2013).

Za rdznych patologickych stavov dochadza k zmendm v expresii konexinov, a taktiez
k zmenam ich funkénych vlastnosti vplyvom posttranlaénych modifikécii, o ovplyviiuje
vodivost’ a pravdepodobnost’ otvdrania konexonu (pre prehlad, Ferreira, Mochly-Rosen and
Boutjdir, 2012). Znizenie expresie Cx43 spoOsobuje spomalenie a abnormalne vedenie
vzruchu. Dochédza tiez k tzv. generovaniu arytmogenného substratu, ¢o je dolezity faktor
pre tvorbu arytmii. Bol testovany antiarytmicky peptid (rotagaptid alebo ZP123),
ktory bol Zealand Pharma na kardiovaskuldrne pouZitie a vykazoval ochranné Uc¢inky
prostrednictvom zostupnych zmien fosforylacie Cx43. Ukdazalo sa, Ze tieto peptidy inhibuju

1schémiou indukovanu arytmiu a infarkt myokardu (Hennan et al. 2006).

Existuju  stadie, ktoré poukazuju na d’alSie mozné kardioprotetkivne intervencie,
ktoré ovplyviuju Cx43. Nasa praca ako prva ukazala, Ze antiarytmicky uc¢inok intermitentnej

hypoxie je spojeny so zmenou expresie a fosforylacie Cx43 (Kohutova et al. 2019, in press).

2.5 Arytmie a konexiny

Ochorenia srdca predstavuju zhruba 50 % vSetkych kardiovaskularnych tmrti v T'udskej
populacii. Kardiovaskuldrne ochorenia predstavuju obrovské zataZenie verejného zdravia
a vyznamné pri¢iny Umrtnosti v dosledku kontraktilného srdcového zlyhania a arytmii,

pri¢om vyskyt rizikovych faktorov u mladych I'udi je alarmujuci (Andersson & Vasan 2018).
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U l'udi je zname, ze vyskyt fibrilacii sa zvySuje vekom alebo v kardiomyopatickom
srdci. Tieto stavy st charakterizované remodelaciou Struktiry myokardu, pretoze srdce meni
svoju Strukturu a funkciu v reakcii na starnutie, ochorenie alebo zranenie. Takto meni
Struktaru  kardiomyocytov a extracelularnej matrice aktivaciou intracelularnych
signaliza¢nych kaskad. Vysledkom je hypertrofia a/alebo fibr6za myokardu (Tribulova et al.
1999). Dolezité je, ze Strukturdlna remodelécia myokardu je sprevaddzana aj remodelaciou
GlJ kanalov (Tribulova et al. 1999; Tribulova et al. 2002), ktora méze byt’ vyvolana zmenami
v signalizacnych molekulach ako odpoved na celkovli remodelaciu (Teunissen et al. 2004).
Vo vsSeobecnosti remodelacia GJ kanalov, tj. zmena v topologii GJ kanalov suvisi
s elektrickou remodelaciou prispievajucou k zmenam vedenia (Spach et al. 1982),

a preto je povazovand za arytmogénny substrat.

Analyza tkaniva myokardu odhalila patologické substraty vratane poklesu
a misslokalizacie GJ, ktoré korelovali s lokalizaciou reentry okruhov v hrani¢nej zdéne
infarktu (Peters et al. 1997). Zaujimavé je, Ze mysi s deficienciou Cx43 vykazovali vyrazné
spomalenie vedenia GJ, ktoré ulahCuje vznik reemtry arytmii a ndhlu arytmicka smrt
(Gustein et al. 2001). V pripade potkanov trpiacich na diabetes melitus (Okruhlicova et al.
2002), spontannu hypertenziu alebo L-NAME-indukovant hypertenziu (Tribulova et al.
2002; Tribulova et al. 2003) bola pozorovana abnormalna distribucia pozitivnych GJ spojeni
Cx43 so zvySenou citlivostou na hypokalémiou vyvolanti ventrikuldrnu fibrilaciu. Kym
diabetes bol spojeny s fibrozou myokardu, mladé spontdnne hypertenzné potkany
boli charakterizované hypertrofiou l'avej komory a L-NAME indukovand hypertenzia
bola sprevadzana ako hypertrofiou, tak aj fibrézou srdca (Fialova et al. 2008; Tribulova et

al. 2002).

Zda sa, ze Strukturdlna remodelacia je spojena s elektrofyziologickou remodelaciou
GJ, ¢im sa moze vytvorit’ arytmogénny substrat na spustanie a udrzanie srdcovych arytmii
(Severs 2001; Teunissen et al. 2004). Myokardidlna remodelacia GJ so zvySenou citlivostou
na VF bola pozorovana aj u hypertriglyceridemickych potkanov (Tribulova et al. 2006)

a na experimentalnom modeli metabolického syndromu (Zicha et al. 2006).

Zistenia naznacuju, ze Strukturdlne substraty pre mechanizmus opédtovného vzniku

fibrilacii srdca zahfiiaju nielen remodelaciu architektiry myokardu (hypertrofia, fibroza),
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ale aj remodelaciu GJ (abnormalna distribucia, znizeny pocet). Vyskyt ventrikularnych
fibrilécii je vyvolany akitnymi udalostami, ktoré vyvolavaji nahle poruchy elektrolytovej
homeostazy, pretazenia Ca>" a defosforylacie Cx43, ¢im zhor$uju (alebo dokonca blokuji)
GJ komunikaciu. Heterogénna distribiicia myokardu uz existujicich abnormalit GJ spojenia
v dosledku veku, alebo ochorenia a nahla dysfunkcia spojovacich kanalov v doésledku
akutnych patofyziologickych stavov vyznamne prispieva k elektrickej nestabilite myokardu,

¢o spdsobuje, ze srdce je nachylné k vzniku malignych arytmii.

2.6 Kardioprotektivne ucinky hypoxie

Chronickd hypoxia je stav, kedy je organizmus vystaveny dlhodobo hypoxickym
podmienkam, na ktoré sa adaptuje. NajbeznejSim modelom pre vyskum systémovej
chronickej hypoxie je vysokohorské prostredie, ktoré sa da simulovat laboratérnymi
podmienkami v hypobarickych (zniZzenie pO; ¢iastoénym odEerpanim vzduchu)
a v normobarickych (zvySeny parcidlny tlak dusika) komorach. Adaptacia v hypobarickej
komore sa da povazovat’ za presny model vyskové hypoxie (napr. pOz = 8,5 kPa, 7000 m).
Ukéazalo sa, ze k rozvoji zmien staci ikazdodennd niekolkohodinova expozicia,

tzv. intermitentna hypobarickd hypoxia (IHH) (Ostadal & Kolar 2007).

Chronické posobenie hypoxie, ktoré vedie k zefektivneniu fyziologickych
a metabolickych mechanizmov v reakcii na dlhodobo zniZeny prisun kyslika, vyvoldva radu
adaptivnych zmien v myokarde, ktoré su protektivne. V oblasti kardioprotekcie bolo
preukazané, Ze adaptacia na chronicku hypoxiu vedie k viacerym pozitivnym fyziologickym
prejavom: znizuje vyskyt komorovych arytmii (Asemu et al. 2000), znizuje vel'kost’ infarktu
(Neckar et al. 2002), zlepSuje navrat kontraktilnej funkcie (Asemu et al. 1999; Wang et al.
2012). Vysledkom adaptacie na chronicku hypoxiu CNH boli aj zvySené hladiny HK1 a HK2
proteinov a celkova HK aktivita po ischémii v porovnani so zodpovedajiicou normoxickou
skupinou. Podobne srdce vykazovalo zvySent ischemickti hladinu Akt proteinu
fosforylujuceho Ser473 (Kolar et al. 2017). Podobne sa zvysila expresia po IHH a najviac
doslo k zvySeniu asocidcie oboch HK1 aj HK2 isoforiem s mitochondriami. To méZe mat’
za nasledok zvySenie dodavky adenozindifosfat (ADP) pre ATP syntdzu a primerané

znizenie membranového potencialu a teda zniZzeniu produkcie ROS (Waskova-Arnostova et
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al. 2015). Bolo preukazane, ze zvyseny vyskyt arytmii je Gzko spojeny so zvySenou
produkciou ROS mitochondriami (Brown & Rourke 2010). ZvySend asocidcia HK moze

teda suvisiet’ s antiarytmickym u¢inkom IHH.

V niekol’kych pripadoch bolo i potvrdené zlepSenie kontraktilnych funkcii pravej
alavej komory srdca po ischemickom stimule na pokusoch in vivo i ex vivo (Neckar et al.
2002; Zhong et al. 2002). Neckar a kol. (2004) ukazali, Ze protektivny uc¢inok THH
na velkost infarktu pretrvava aj niekolko tyzdiov po ukonceni expozicie a navratu
k normoxickym podmienkam, avSak antiarytmicky efekt pretrvava iba niekol’ko dni (Neckar

et al. 2004).

K zmenam dochadza aj na molekuldrnej turovni, kde bolo preukazang,
ze na protektivnom fenotype indukovanom IHH sa uplatiiuji aj ROS. Podanie antioxidantu
N-acetylcysteinu v priebehu adaptécie, prakticky eliminovalo protektivny t¢inok IHH
(Kolar et al. 2007). Dalej bolo potvrdené, Ze v mechanizme kardioprotekcie sa taktieZ
uplatiiuji mitochondridlne K-ATP kanaly a Ca** aktivované K+ kanaly. Tieto kanaly
sa nachadzaju na vnitornej membrane mitochondrii. Chronicka hypoxia sposobuje zvysenti
aktivitu tychto kanalov a s tym spojeny zvySeny vtok K" do mitochondrii vyvolavajic
zniZenu tvorbu ATP, ¢im normalizuje produkciu ROS (Neckar et al. 2002; Borchet et al.
2011). V signalnych drdhach indukovanych adaptaciou na IHH sa taktieZ uplatiiuje celd rada
proteinkinaz ako napr. PKC (Neckar et al. 2005; Hlavackova et al. 2010), ERK 1/2 a p38
kindzy (Micova et al. 2017) a fosfatidylinozitol-3-kinaza/proteinkindza B (PI3/AKT)
(Ravingerova et al. 2007), ktora je mimo iné spojend s mitochondridlnou hexokinazou

(Waskova-Arnostova et al. 2015).

Niekolko $tudii taktieZz preukazalo antiarytmicky ucinok vyvolany adaptaciou
na chronicku hypoxiu. Meerson a kol. (1987, 1989) ako prvi ukdzali, ze adaptécia potkanov
na miernu intermitentntl vyskovt hypoxiu (5000 m) znizuje vyskyt zavaznych ischemickych
arytmii, avSak len na modeli srdce in situ u anestetizovaného umelo ventilovaného zvierata
(Meerson et al. 1987; Meerson et al. 1989). NeskorSie Studie zistili, Ze adaptacie na miernu
intermitentni  vySkova hypoxiu u modelu izolovaného perfundovaného srdca vedie

k zniZeniu zévaznosti ischemickych a reperfuznych arytmii, a ich celkového poctu (Asemu




et al. 1999; Asemu et al. 2000). Taktiez bol preukazany antiarytmicky efekt n-3 PUFA
po adaptacii na IHH (Jezkova et al. 2002).

2.6.1 Uloha Cx43 u ischémiou indukovanych arytmii

Ako bolo uvedené vyssie, remodeléacia GJ je spolocnym znakom srdcovych patologii a moze
byt rychlo indukované ischémiou. Zvycajne dochédza ku strate Cx43 v interkalarnom disku
a Casto k posunu k bocnym okrajom kardiomyocytov v procese oznaCovanom
ako lateralizacia (Beardslee et al. 2000). ZniZend medzibunkové komunikacia moze zvysit
sklon k arytmidm v dosledku dysfunkcie a dezorganizacie Cx43, priCom arytmie su ¢astou

komplikéciou infarktu myokardu u l'udi.

Ischemické poskodenie srdca je vel'mi €astou pricinou organovej dysfunkcie u l'udi,
Ischémia je stav, kedy prietok krvi klesa pod 50 % normaélu. Prejavuje sa akumulaciou
metabolitov v extraceluldrnom priestore v kombinécii so znizenou dodavkou kyslika.
Anaerobny metabolizmus a nedostatocny tok sposobuje extra- a intra-celularnu acidoézu
so zvySenym extracelularnym K'. Ischémia vyvolava zatvaranie GJ kanalov, kvoli zvySenej
koncentracii cytozoléveho Ca**, acidozy (Ek-Vitorin et al. 1996), zniZenej koncentricii
ATP, zmenam vo fosforylacii Cx43, okyslovaniu (Johansen et al. 2011), pozmenenému
stavu fosforylacie (Ek-Vitorin et al. 2006) a inych faktorov suvisiacich s ischémiou. Okrem
toho su konexiny remodelované v dosledku procesov, ktoré zahfiiaji redistribiciu
konexinového proteinu (Chkourko et al. 2012), zmenené zabudovanie do membrany (Remo
et al. 2011) a lateralizdciu (Smyth et al. 2014). Lateralizdcia Cx43 predstavuje
defosforylaciu, zatial' ¢o fosforylované formy Cx43 zostdvajii v oblasti interkalarnych
diskov. Tieto akutne ischemické zmeny fosforyldcie Cx43 su spdsobené v ddsledku

degradacie Cx43 (Huang et al. 1999), ktoré sa zhoduju s rozvojom arytmii.

Z literarnych tdajov vyplyva, Ze vyznamnu ulohu v rozvoji I/R arytmii hraje Cx43
(Boengler et al. 2006). Vyznamné je, Ze obnovenie kontraktilnej funkcie na izolovanych
perfundovanych srdciach po I/R inzulte tizko stvisi so znovu obnovenim fosforylacie Cx43
v priebehu reperfuzie (Beardslee et al. 2000). Tri kindzy Akt, ERK1/2 a PKC hraju dolezita

ulohu v remodelacii Cx43, kde m6Zu zmenit’ rozsah infarktu myokardu v reakcii na I/R




poskodenie srdca. Akt aj ERK1/2 su sucastou drahy nazyvanej reperfusion injury salvage
kinase. Spatiotemporalna reguldcia tychto kindz je schopnd zmenit' rozsah poskodenia
srdcového tkaniva (Hausenloy & Yellon 2003). Dalej sa preukézalo, e PKC hra dolezita
ulohu pri prekonditioningu, pretoze PKCe knockoutované mySi nereagovali
na prekonditioning (Hund et al. 2007). V pripade PKCe knockoutoanych mysiach sa zda,
ze stabilita spojenia medzi GJ je kritickd pre fenotyp prekonditioningu. Cx43 je teda
umiestneny na krizovatke medzi aktivaciou kinaz, stabilitou GJ a bunkovym poskodenim.

Tak ako bolo vyssie zmienené, IHH ovplyvnuje expresiu vSetkych uz spomenutych kinaz.

2.7 Hexokinaza v kardioprotekcii

V srdci st exprimované tri izoformy Hexokindzy (HK1, 2, 3), ktoré¢ sa liSia svojou
afinitou k substratu a katalytickou aktivitou. Izoformy HK1 a HK2 maju vel'kost’ okolo 100
kD a si povaZzované v srdci za dominantné (Pedersen et al. 2007). HK1 je povazovana za
vSade pritomna a HK?2 je typicka pre tkaniva senzitivne k inzulinu (Heikkinen et al. 2000).
Hexokinaza, ako prvy enzym glykolyzy, je vyznamna tym, ze reguluje svojou aktivitou
vstup glukdzy do kardiomyocytov a fosforylaciu glukozy na glukézo-6-fostat. To udrzuje
energetick homeostazu kardiomyocytov prepojenim glykolyzy s beta oxidaciou mastnych
kyselin. Vedla toho je uZ mnoho rokov HK zndma svojimi cytoprotektivnymi tc¢inkami,
pokial’ je lokalizovana v oblasti mitochondrii (John et al. 2011).Obe izoformy HK1 a HK2
sa mozu viazat’ na vnatornu mitochondridlnu membranu svojou N-terminalnou doménou,
tak, Ze interaguji priamo snapidtovo zavislym aniontovym kandlom (VDAC),
ktory komunikuje s adenin nukleotidovou translokdzou na vnltornej mitochondridlnej
membrane (Vyssokikh & Brdiczka 2003). V tomto mieste sa tiez Casto vyskytuje
mitochondrialna kreatinkinaza a tvori tzv. kontaktné miesta obidvoch membran (Rose &
Warms 1967).-Hexokindza naviazand na mitochondrie umoziuje prednostny metabolicky
tok ADP, ako produktu svojej reakcie do mitochondrii za sucasného vyuzitia ATP
produkovaného mitochondriami pre fosforylaciu glukozy.-Tato vdzba suCasne zniZuje
inhibiciu aktivity svojim produktom gluk6zo-6-fosfatom (Arora & Pedersens 1988; Sun et
al. 2008). Neskor bolo zistené, Ze v srdci je tato interakcia u HK1 konStitutivna a u HK2
nastava iba za zvlastnych fyziologickych podmienok ako je zvySend stimulacia inzulinom,

glukézou, morfinom a / alebo v experimentalnych podmienkach ischemickym
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preconditioningom (Zuurbier et al. 2005). Nedavno bolo ukédzané, ze tato interakciu
stimuluje tiez IHH (Waskova-Arnostova et al. 2015). Samotna expresia je vel'mi plasticka
a prechadza dynamickymi zmenami v réznych patologickych stavoch, ako je napriklad
diabetes typu I (Gurel et al. 2013). Spolu s tym bol pozorovany narast expresie a aktivacie
Akt kindzy a PI3 kindzy, tj. upstream kindzy Akt (Lee & States 2006). A prave Akt bola
neskor spojend s fosforylaciou HK2 na Tyr473, ktord ulahcuje asociaciu HK2

s mitochondriami za stresovych podmienok.

Tato interakcia ma velky vyznam v modulacii mitochondrialnej funkcie v zmysle
produkcie ATP, mitochondridlneho membranového potencidlu, a produkcie ROS a bol
preukazany protektivny efekt na mnohych tkanivach a bunec¢nych typoch (Bryson et al.
2002; Da-Silva et al. 2004). Tento efekt sa prejavuje najmid na Urovni zniZenia
pravdepodobnosti aktivacie apoptozy, prevencie rozvoja hypertrofie srdca (Wolfetal. 2011;
McCommis et al. 2013). Hypertrofia srdca vyvoland vysokou stimuldciou adrenergnej
signalizécie bola znizend nadmernou expresiou HK2. Predpoklada sa, Ze tento efekt je
zalozeny na principe znizenia produkcie ROS mitochondriami. VzhI'adom k indukcii arytmii
vplyvom vysokého oxidaéného stresu, mézeme uvazovat aj o prevencii alebo zniZeni
vyskytu arytmii. Na rovnakom principe sa odhaduje zniZenie pravdepodobnosti otvorenia
prechodného mitochondridlneho poéru (Rasola et al. 2010). A sucasne ochranou pred
naviazanim proapototickych proteinov Bax na VDAC (Majewski et al. 2004). Pre nés bola
HK/Akt draha centrom zaujmu v kratkodobej ischémii, kde nedoSlo k I/R poskodeniu u

zvierat adaptovanych na chronickt hypoxiu (Kolar et al. 2017).

2.8 Potencialne protektivne ucinky chladu

Nase predbezné vysledky na chladovej adaptacii ukazali, antiarytmicky efekt chladove;j
aklimatizacie po expozicii 5 tyzdnov (Vebr P., Lipidomicka konference 2018, Praha).

Existuje niekolko s$tadii, ktoré venuju pozornost’ zvySenému kardiovaskularnemu
riziku akttnemu chladu, pretoze existuje uzka korelacia medzi aktitnou expoziciou chladu
a umrtnostou sposobenou srdcovym ochorenim pocas zimnych mesiacov. Aklimatizacia na

chlad zlepSuje  imunitni  odpoved’, termoreguldciu, vaskularnu reaktivitu




a mé hypolipidemicky tc¢inok. Aklimatizacia na chlad u zvierat i u dospelych muzov vedie
k vzniku hnedého tukového tkaniva (BAT), zvySenej expresii odpojovacich proteinov
prevazne v BAT a tiez v inych tkanivach, o vedie k netriaSkovej, primarne k triaskove;j
termogenéze. Bolo zistené, Ze aj noradrenalin a adrenalin st termogénne, zatial
¢o len termogenéza indukovana adrenalinom bola zosilnend adaptaciou na chlad (Jansky et

al. 2008; Jansky & Jansky 2002).

Tyroidné hormény (TH), adrendlne hormony a sympaticky nervovy systém udrziavaju
a kontroluju oxidativnu fosforylaciu, ktord je aktivovana hlavne v BAT, v bielom tuku
a v tkanivach kostrovych svalov aklimatizaciou na chlad. Je zrejmé, Ze zvierata, ktorym bola
odstranenad Stitna zl'aza alebo nadoblicky, netoleruju chlad (Padkkonen & Leppiluoto 2002),
avsak torakotomia TH po dvoch mesiacoch aklimatizacie na chlad neovplyvnila vitalitu

potkanov pocas naslednej aklimatizacnej doby (Zaninovich et al. 2003).

Trvanie aklimatizdcie na chlad sa moze rozdelit na dve fazy, ktoré sa liSia
v B-adrenergnej aktivite. Prvd faza sa vyznaCuje zvySenou [-adrenergnou aktivitou
aobjavuje sa tvorba BAT. Druhd faza nastava, ked bunkovad B-adrenergnd odpoved
nie je odlisna od kontrol a metabolickd homeostaza je udrziavand r6znym mechanizmom
(Xing et al. 2014), pravdepodobne zvySenym G€inkom TH, ktory je stimulovany chronickou

expoziciou na chlad (Fiedler et al. 2006).

2.8.1 Adrenergna signalizacia v srdci a Cx43

V srdci st pritomné 3 podtypy B-adrenergnych receptorov (B-AR), B1-, B2- a B3-, ktoré
su vyjadrené priblizne v pomere 70:27:3 v kardiomyocytoch. B1-AR sa spajaja
s G-stimulujucimi proteinmi (Gs) a adenylcyklazou (AC) a ich stimulacia vedie
k akumulacii cAMP a aktivéacii PKA. PKA fosforyluje niekol'ko proteinov, ktoré st zapojené
do EC viézby. Podobne st B2-AR a pravdepodobne aj B3-AR spojené s proteinmi Gs.
Napriek prevazujucej expresii f1-AR je vSeobecne akceptované, Ze f2-AR subtyp spdsobuje
vacsiu stimulaciu AC ako subtyp B1 v kardiomyocytoch. Okrem toho moze B2-AR tiez
spajat’ s G inhibi¢nymi proteinmi (Gi) za istych podmienok, a tak ovplyvitovat’ PI3K/Akt
a ERK/ Cytozolova fosfolipazu Az (cPLA:z), ktoré sa obe zucasthiuji na ochrannom

mechanizme v srdci. Ich stimulédcia ovplyvituje expresiu génov transkripénych faktorov
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a ma antiapoptotické ucinky (Lohse et al. 2003). cPLA> bola identifikovana ako nova
signalna draha B2-AR v srdci a méze byt’ aktivovana aj B3-AR. Tento enzym je aktivovany
submikromoldrnou koncentraciou Ca?" a vykazuje jedine¢nu selektivitu pre kyselinu
arachidonovii (AA) v sn-2 pozicii fosfolipidov (Leslie 2004). Vo vSetkych bunkovych
typoch hra dolezita tlohu pri horménom indukovanom uvolniovani AA po aktivécii p38
a ERK1/2 MAPK zavislej od Gi proteinov citlivych na toxin pertussis (Magne et al. 2001).
Aktivacia cPLA> prostrednictvom ERK zvySuje jej suvislost’ s ER, Golgiho a jadrovymi
membranami, kde katalyzuje hydrolyzu fosfolipidov veducu k uvolneniu AA. AA moze
poOsobit’ ako signalizacnd molekula ovplyviiujica funkciu réznych i6novych kanalov

zapojenych do elektricko-kontrak¢nej vazby v srdci (Meves 2008).

Aktivacia sympatického nervového systému je beznym patofyziologickym znakom
kardiovaskularnych ochoreni, ako je hypertenzia a chronické zlyhanie srdca. Prechodna
aktivéacia sympatického nervového systému zvycajne sposobuje smrtelné arytmie v chorom
srdci. Zaujimavé je, Ze narusena Struktura GJ spojenia a zniZzena expresia Cx43 su tiez ¢asto
pozorované v srdcovej remodelécii v reakcii na r6zne patologické podnety, ako je ischémia
u psov (Huang et al. 1999). Agonista a-adrenergného receptora fenylefrin zvySuje expresiu
Cx43, ale nie expresiu Cx40 a Cx45, u neonatdlnych srdcovych myocytov potkana,
¢o ma za nasledok zvySenu intracelularnu vodivost. Tieto U¢inky boli uplne potlacené
selektivnym alD-antagonistom BMY7378, ¢o naznacuje, ze alD-adrenergicky receptor
sprostredkoval tento uc¢inok (Rojas Gomez et al. 2008). Nedavna sprava ukézala, ze blokada
B2-AR vyvolala vécsie zniZenie izoproterenolom sprostredkovaného zvysSenia komorove;j
kontraktility u psov, ktoré boli nachylné na komorové fibrilacie, ako u psov, ktoré boli
rezistentné vo€i tymto malignym arytmidm. Mechanizmus moze byt taky, Ze aktivacia
B2-AR zvysuje prad Ca®* bez zmeny reabsorpcie Ca®" prostrednictvom sarkoplazmatického
retikula, co mdze vyvolat’ arytmie. Aktivacia f2-AR teda ma tendenciu znizovat elektricku

stabilitu srdca, ¢im zvySuje sklon k arytmidm (Billman et al. 2006).

Salameh a kol (2009) Studovali expresiu Cx43 pocas stimulédcie B-adrenoceptorov
u neonatalnych kardiomyocytov potkanov. V tejto $tadii, izoprenalin stimuloval hladiny
Cx43 na Urovni mRNA a proteinov, ako aj fosforylaiciu MAPK, p38, ERK 1/2

a ich cielového proteinu Cx43. Dalej, izoprenalin indukoval translokaciu aktivatora




transkripénych faktorov proteinu 1, proteinu viaziiceho element cAMP a jadrovy faktor
aktivovanych T-buniek do jadra a tato translokacia bola zruSend inhibiciou MAPK. V druhej
Casti Studie autori zistili znizené hladiny Cx43 u pacientov s dilatacnou kardiomyopatiou
a zvySené hladiny Cx43 u pacientov s hypertrofickou kardiomyopatiou, hoci latertizacia

Cx43 bola zvysena v obidvoch skupinach (Salameh et al. 2009).

2.8.2 Tyroidné hormony a Cx43

Utinok TH na kardiovaskularnu funkciu je uz dlho znamy. Nedévno sa pozornost’ venovala
ulohe TH ako nezavislého determinanta funkéného zotavenia po infarkte myokardu. Nové
dokazy sa sustred’uju na dolezitost TH v odpovedi srdca na ischemicky stres, remodelaciu

srdca a jeho potencialnu ulohu pri obnoveni myokardu po I/R poskodeni (Pantos et al. 2012).

Pokial’ ide o stres vyvolany chladom, pdsobenie TH je potrebné na indukciu tvorby
BAT pocas aklimatizacie na chlad. V stlade s B-adrenergnou stimulaciou, ktora vedie
k zvySenej tvorbe triddtyroninu (T3), Co je najaktivnejSia forma TH prostrednictvom
stimulacie aktivity izoforiem i6dotyronin diodindzy (D), ¢o naznacuje potencialnu aktivaciu
B-adrenergnej Stitnej synergie (Kim et al. 2004). T3 ovplyviiuje mnoho procesov v zivych
organizmoch, vratane metabolizmu lipidov a sacharidov, hladiny lipidov v plazme,
koagulacie, zapalu, proteolyzy a apoptozy. Tieto G€inky sa dosahuju prostrednictvom vizby
na tyroidné hormoén response elementy (TREs) cielovych génov T3 prostrednictvom

interakcie s TH nuklearnymi receptormi (TRal a TRB1) (Huang et al. 2008).

Ciel'ové gény T3 v srdci ovplyviiuji metabolické procesy, riadia kontrakéne-relaxacny
cyklus stimuldciou expresie Ca?’* ATP-azy (SERCA) aTlahkého retfazca myozinu
o (Arnostova et al. 2011; Radosinska et al. 2013), mitochondridlnu biogenézu a dychanie
expresiou cytochromu C1, adeninového nukleotidového translokatora (Luciakova & Nelson

1992).

Hladina aktivheho T3 v srdci je vysledkom rovnovdhy medzi dostupnostou
a degradaciou T3, ktor4 je regulovand niekol’kymi mechanizmami. Zatial’ ¢o vysSie aktivity
D1 a D2 zvySuju tvorbu T3, vysSsia aktivita D3 vedie k zvySenej degradacii T3. Okrem zmien

enzymovych aktivit r6znych izoforiem deiodindzy moéze byt hladina T3 ovplyvnena
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aj zmenou vychytavania TH, TH membranovymi transportérmi a TH jadrovymi receptormi
a ich koaktivatormi v srdcovom tkanive. Ukézalo sa, ze zvySena aktivita T3 mdze zlepsit

funkciu zlyhavajiuceho srdca (Gerdes & lervasi 2010).

TH st vykonné modulatory funkcie srdca. Bunkovy ucinok TH je z velkej Casti
odvodeny z jeho dlhodobych tcinkov, ktoré vedu k tyreotoxikoze a hypotyredze. Klinické
Studie naznacuju, ze nadbytok TH zvysuje riziko predsienovej fibrilacie a ventrikularnych
arytmii, zatial' ¢o hypotyre6za moze mat’ za nasledok vznik aterosklerdzy a srdcové zlyhanie
(Gao et al. 2016). Na druhej strane sa neddvno zdoraznila kardioprotektivna tuloha
TH v zlozitosti postischemickej choroby srdca (Rajagopalan et al. 2016). Predpoklada sa,
ze akutne ucinky TH st sprostredkované priamou vézbou na cielové proteiny
alebo ovplyviiujuc intracelularnu signalizaciu (Rybin & Steinberg 1996; lordanidou et al.
2010) a naslednu regulaciu otvarania iénovych kanalov (napriklad prostrednictvom PKA,
fosforylacie PKC). Dokazy naznacuju, ze tieto akcie, ako aj modulécia elektrickej vizby
sprostredkovand ~ medzibunkovymi  kandlmi = Cx43 modze byt  zapojend
do pro- aantiarytmickych ucinkov TH (Tribulova et al. 2010). Hypertyroidné srdce
potkanov je nachylné k smrtiacej fibrilacii komor, pri ktorej su pravdepodobne zahrnuté
Cx43 kanaly (Lin et al. 2008). Na druhej strane zvysenie cirkulujicich TH moze zabranit’
pred¢asnym komorovym uderom a tachyarytmidm s najvacSou pravdepodobnost'ou kvoli

prevencii pretazenia Ca?* (Tribulova et al. 2004; Tribulova et al. 2010).




3 HYPOTEZA A CIELE PRACE

Cielom dizertacnej prace bolo lepSie pochopit vyznam distribucie Cx43, roznych
fosforylacii Cx43 a ndjst’ ich suvislost’ s antiarytmickym ucinkom adaptacie na chlad a IHH.
Na IHH modeli bola zistend zvysSena kolokalizacia hexokinazy s mitochondriami, ktora
znizuje produkciu ROS. Nasim d’al§im cielom bolo posudit’ mieru translokéacie isoforiem
hexokinazy na mitochondrie v kardioprotektivnom rezime normobarickej hypoxie CNH,

ktory nevykazuje antiarytmické ucinky.

Ciel’ 1. Identifikacia distriblicie t-Cx43 a p-Cx43(Ser368) medzi koncovymi a lateralnymi

spojmi v LV N, IHH zvierat, po ischemickom insulte a I/R poSkodeni.

Ciel’ 2. Identifikacia distribucie izoforiem hexokinazy HK1 a HK2 v LV N, CNH zvierat,

po ischemickom insulte a I/R poskodeni v jednotlivych mitochondridlnych populéciach.

Ciel’ 3. Stanovenie expresie myokardidlneho Cx43 a p-Cx43(Ser368), PKA, CKla PKG
v LV N a [HH zvierat.

Ciel’ 4. Identifikacia fosforylacnych miest a d’alSich posttranslaénych modifikacii Cx43

v LV N a [HH zvierat pomocou hmotnostnej spektrometrie.
Ciel’ 5. Stanovenie mRNA transkriptu Cx43 a analyza lipidov v LV N a [HH zvierat.

Ciel’ 6. Stanovenie expresie myokardidlneho Cx43 v LV po akttnej expozicii chladu pocas
3 a10dni (3D, 10D) a po chladovej aklimatizacii 5 tyzdiiov s ndslednou regresiou 2 tyzdne

(CHaR).

Ciel’ 7. Identifikacia distriblcie celkového Cx43 medzi koncovymi a laterdlnymi spojmi

v LV v akutnej a chronickej expozicii chladu a naslednej regresii.

Ciel’ 8. Stanovenie expresie PKA, CK1, PKB/Akt, PKCe, PKCo, MAPK v LV CH a R.




4 METODIKA A ADAPTACIE

4.1 Adaptacia na intermitentni hypobaricku a kontinualnu normobaricka
hypoxiu

Na experiment boli pouzité¢ dospelé samce laboratorneho potkana kmena Wistar (8 tyzdiov
staré), pochadzajiice z chovnej stanice Fyziologického tustavu Akadémie vied (Ceska
republika). Priemerné hmotnosti zvierat st uvedené v prilohach (Priloha 1). Zvieratd mali
vol'ny pristup k vode a ku Standardnej laboratornej diéte v rezime 12 hod svetlo/12 hod tma.
Stadia bola vedena v zhode so zakonom na ochranu zvierat proti tyraniu ,,Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals” publikovanym US National Institutes of Health
(NIH Publication No. 85-23, revised 1996) a bola schvalend prisluSnou komisiou
Fyziologického tstavu AV CR.

Potkany boli vystavené intermitetnej vyskovej hypoxii IHH v hypobarickej komore
alebo normobarickej kontinualnej hypoxii CNH. Adaptacia prebichala 8 hod denne, 5 dni
v tyzdni, celkom 25 dni v pripade IHH a 3 tyzdne, 24 hodin denne v CNH. V IHH bol
barometricky tlak zniZovany postupne tak, aby po 13 expozicidch odpovedal nadmorskej
vyske 7000 m. Pocas adaptacie bola v komore zaistend cirkuldcia vzduchu a teplota bola
udrziavana v rozmedzi 21-23 °C. V CNH boli zvieratd presunuté do normobarickej komory
(FIO, = 0,1). Potkany kontrolnych skupin normoxie boli chované v normoxickych
podmienkach odpovedajucich nadmorskej vyske 200 m pri teplote 21-23 °C. Barometricky
tlak bol 99 kPa a parcialny tlak kyslika 20,7 kPa (FIO, = 0,21).

Tri srdcia z kazdej skupiny boli podrobené kratkemu I/R poskodeniu in vivo alebo
in vitro, ako bolo popisané v pracach (Neckar et al. 2017, Kolar et al. 2015) v uvedenom
poradi. Strucne, zvieratd boli anestetizované (pentobarbital sodny, 60 mg/ kg i.p.)
a ventilované vzduchom pri rychlosti 68 az 70 tiderov za minttu (dychovy objem 1,2 ml/
100 g telesnej hmotnosti). Rektalna teplota bola pocas celého experimentu udrziavana medzi
36,5 a 37,5 °C. Okluzia Tlavej prednej zostupnej koronarnej artérie sa uskutocnila
v otvorenom hrudniku po 15 minutach stabilizacie, regiondlna ischémia myokardu bola
indukovand ut'ahovanim Svu pomocou polyetylénovej trubice. Po 10-minatovej okliznej

periode sa ligatira uvolnila a hrudnik zostal otvoreny pocas nasledujucich 15 minit




reperfuzie. Ex vivo pokusy boli vykonané na perfundovanom srdci podl'a Langendorfa.
Cielom oboch protokolov bolo kratkodobo ziskat’ ischemické srdce s plne reverzibilnym

poskodenim, ako bolo opisané v praci (Kolar et al. 2017).

4.2 Akutna a chronicka adaptacia na chlad

Na experiment boli pouzité¢ dospelé samce laboratorneho potkana kmena Wistar (8 tyzdnov
staré) (Velaz s.r.o.). Priemerné hmotnosti zvierat si uvedené v prilohach (Priloha 2). Zvierata
mali vol'ny pristup k vode a ku Standardnej laboratoérnej diéte v rezimu 12 hod svetlo/12 hod
tma a boli chované vo dvojiciach. Potkany boli v experimente rozdelené do Siestich skupin
nasledovne: akutna kontrola (K), 3-diiovy (3D) chlad, 10-diiovy (10D) chlad, chronicka
kontrola (K), chronicky chlad (CH) a regresia (R). Kontrolné skupiny boli chované
v miestnosti s izbovou teplotou 24 + 1°C. Skupina 3D bola vystavena pocas 3 dni teplote
6 = 1°C. Skupina 10D bola vystavena teplote 6 = 1°C po dobu 10 dni. CH a R skupiny boli
chované v oddelenej miestnosti od kontrolnych skupin. V priebehu jedného tyzdia boli
postupne adaptované pomalym znizovanim teploty na 6 £ 1°C, v ktorej zotrvali po dobu
5 tyzdnov. R skupina bola po tejto dobe eSte premiestnend z chladovej miestnosti, kde boli

chované 2 tyzdne pri rovnakej teplote ako kontrolné skupiny.

4. 3 Odber tkaniva

Zvierata boli usmrtené pentobarbitdlom sodnym, 60 mg/kg i.p.. Srdcia boli vystrihnuté
z hrudnika, preplachnuté l'adovym fyziologickym roztokom. Néasledne boli odstranené
predsiene a vel'ké cievy. Pre analyzy pomocou metdéd Western blot, Imunoflorescenciu,
RT-PCR, Hmotnostnu spektrometriu a Analyzu lipidov boli srdcia rozdelené na septum,
pravi komoru a lavia komoru. Jednotlivé srdecné oddiely boli zvazené a zmrazené

v kvapalnom dusiku (-80 °C), kde boli uchovévané do d’alSieho spracovania.

4. 4 Homogenizacia normoxickych a hypoxickych vzoriek

LCavé komory sfdc boli za sterilnych podmienok a pri zachovani nizkej teploty
zhomogenizované. Srdcia boli vybrané z tekutého dusika a prenesené do pripravenych

vychladenych trecich misiek, kde boli rozdrvené na jemny prasok. Rozdrvené tkanivo bolo
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nasledne prenesené do skumaviek s tromi sklenenymi guli¢kami a 300 pl homogeniza¢ného
média (HM) 1. Skamavky boli scentrifugované a do kazdej z nich bolo pridan¢ HM1
na findlny pomer médium:tkanivo 8:1. Nasledne boli vzorky zhomogenizované

v homogenizatore (MIXER MM200 Retch) po dobu 10 min. pri frekvencii 30 Hz.

Vo vzorkich bola stanovena koncentracia proteinov pomocou metédy Bradford
s vyuzitim komer¢ného setu (BioRad) na pristroji Varioscan (Thermo Scientific).
Po zmerani koncentracie bolo k vzorkdm pridané homogenizacné médium HM2 s vysokym
obsahom mocoviny v pomeru 1:1. Vo vSetkych vzorkéach bola opit’ zmerana koncentracia
proteinov pomocou metédy Bradford. Jednotlivé vzorky boli nasledne rozdelené

do mikroskumaviek a uchované v -80 °C pre elektroforézu a Western blot analyzu.

4. 5 Homogenizacia vzoriek akutného a chronického chladu

Lavé komory stdc boli za sterilnych podmienok a pri zachovani nizkej teploty
zhomogenizované. Srdcia boli vybrané z tekutého dusika a prenesené do pripravenych
vychladenych trecich misiek, kde boli rozdrvené na jemny praSok. Rozdrvené tkanivo bolo
nasledne prenesené do skiimaviek s tromi vel’kymi a tromi malymi sklenenymi gulickami
aroztokom zlozeného z TMES + complete + phosphostop. Skiimavky boli pretrepané
a do kazdej z nich bolo pridané TMES + complete + phosphostop na findlny pomer médium
: tkanivo 4 : 1. Nasledne boli vzorky scentrifugované po dobu 10 min./ 2100 ot./ 4 °C.
Po scentrifugovani vzoriek bol supernatant 1 prepipetovany do €istych epiniek. Pelet bol
doplneny polovicou predchadzajliceho objemu TMESu a scentrifugovany po dobu
10 min/ 2100 ot./ 4 °C. Nasledne bol odpipetovany supernatant 2 zmieSany so supernatantom
1, scentrifugovany po dobu 35 min./ 12000 ot./ 4 °C a zmrazeny. Pelet bol resuspendovany
v TME (TMES bez sachardzy). Vo vzorkach bola stanovena koncentracia proteinov

ako je uvedené vyssie.

4. 6 Imunofluorescencia

Tri oddelené LV z kazdej skupiny normoxickych a hypoxickych (IHH, CNH) potkanov
podrobenych kratkej ischémii a /R aStyri oddelené LV zkazdej skupiny akultneho




a chronického chladu. boli fixované 2-minttovou perfiziou so 4 % paraformaldehydom.
Nasledne boli ponorené do pufrovaného 4 % formaldehydu pocas nasledujucich 2 hodin
a inkubované v 20 % roztoku sachar6zy v PBS cez noc. Oddelené LV boli prerezané priecne
v jednej tretine od vrcholu a zmrazené v kvapalnom dusiku. PozdiZne kryosekcie LV (6 pm,
pripravené¢ na kryostate Leica CM3050, Leica-mikrosystémy) boli permeabilizované
v l'adovom metanole a oplachnut¢ v 1 % SDS ako krok ziskania antigénu. Jednotlivé
kryoskli¢ka boli pouzité na detekciu celkového Cx43 a p-Cx43(Ser368) in situ. Rezy boli
oplachnuté trikrat pat’ minit v PBS. Nasledovalo 90 minttové inkubovanie rezov v 10 %
donkey sére v PBS (0.3 % Triton X-100, 1 % BSA, 0,3 M glycin and donkey anti-rabbit IgG
(Sigma-Aldrich)), aby sa zabranilo naviazaniu ne$pecifickych vézieb. Po preplachnuti
v PBS (3 x 5 min.) boli pozdiZne rezy inkubované s rabbit monoclonal antibody proti Cx43
(1:200, Sigma-Aldrich), s rabbit polyclonal antibody proti p-Cx43(Ser368) (1:200,
Santa Cruz) alebo HK1, HK2 (1:500, Abcam) pri 4 °C cez noc. Po opidtovnom premyti
vPBS (3 x 5 min.) boli primarne protilatky detekované s donkey anti-rabbit IgG
konjugovanou Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific). Sarkoléma bola vizualizovana
pomocou Alexa Fluor 647 konjugadtu WGA (Thermo Fisher Scientific). Mitochondria boli
vizualizované pomocou mouse MitoProfile Total OXPHOS Blue Native Antibody Cocktail
konjugované s Alexa 633 (Thermo Fisher Scientific). Nakoniec bolo pridané krycie médium
ProLong Gold Antifade Reagent obsahujlici marker pre zviditel'nenie jadier 4',6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) (Invitrogen) a kryostatové rezy boli prikryté krycim skli¢kom
auchované pri 4 °C. Na niektoré rezy primarne protilatky neboli aplikované. Tie sluzili
ako Specidlna kontrola na testovanie Specifickosti protilatky. Imunopozitivita Cx43
a p-Cx43(Ser368) bola sledovana v fluorescencnom mikroskope Olympus cell P (Carl Zeiss,

Nemecko).

Snimanie obrazkov

Vzorky stde boli skimané pomocou invertovaného fluorescencného mikroskopu Olympus
IX81 (Olympus, Tokio, Japonsko) vybavené¢ho osvetlovacou jednotkou MT20 s meracim
oblukom, plne motorizovanym stupniom (Mérzhduser Wetzlar, Corvus) a CCD kamerou
(Hamamatsu - Orca C4742-80-12AG). 5 obrazkov z IHH skupiny a 6 obrazkov zo skupin
akutneho a chronického chladu bolo ziskanych s 20 x NA1,2 Plan-Apochromat objektivom
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s nulovym ziskom a 1 x 1 binning vo formate 1344 x 1024, 16-bit. Kombinécia filtrov
pre jednotlivé kanaly bola nastavena nasledovne: DAPI - trojpasmova sada 69002-ET-DAPI
/ FITC / TexasRed® (Chroma Technology Corp.) ex. 350 nm (Sirka pasma 50 nm). 457 nm
(Sirka pasma 22 nm), konexin 43 (Alexa Fluor 488) - fl. kocka U-MWIBA3 (Olympus),
napr. 477,5 nm (Sirka pasma 17,5 nm) em. 530 nm (Sirka pasma 20 nm), WGA (TMR) - fl.
Cube U-MWIGA3 (Olympus), napr. 540 nm (Sirka pasma 10 nm), em. 600 nm (Sirka pasma
25 nm).

Analyza obrazkov Cx43

Analyza obrazkov bola spracovana pomocou softvéru s otvorenym zdrojovym kédom FIJI
(Schindelin et al. 2012). Automaticky proces kvantifikacie prebiehal postupne v Styroch
krokoch: (i) Predspracovanie obrazu: Obrazky boli kalibrované podla objektivnych
charakteristik a rezimu snimania (pozri vyssie), ¢o malo za nasledok vel'kost’ pixelov 0,3225
x 0,3225 pum. Nerovnomerné osvetlenie bolo opravené pomocou algoritmu od¢itania pozadia
FUUI  Image]  (vytvoreny  Michaelom Hradom a  Janicou Kellerovou,
https://imagej.net/Rolling Ball Background Subtraction) s polomerom valcovej gule
nastavenej na 50 pixelov. (i1) Nastavenie prahu: Pre kazdy obrazok bol prah ru¢ne nastaveny
na vyber vSetkych ¢asti konexinu. Plocha jednotlivych konexinovych €astic bola vypocitana
a kazda castica bola uloZena ako ROI pre d’alSiu selekciu. (iii) Stanovenie konexinovych
Zastic: WGA farbenie sa pouzilo ako marker prie¢nej / pozdiznej orientacie myocytov.
Castice, ktoré spajaju myocyty v pozdiznom smere, boli rozligené ako typ spojenia end to
end, GJ spojenia v priecnom smere boli definované ako side to side. (iv) pomer end to end
bol vypocitany ako percento GJ plochy end to end na celkovu plochu vsetkych GJ spojeni.

Vlastny skript bol napisany pre poloautomatizaciu procesu.

Analyza obrdzkov HK

Kvantitativna imunofluorescen¢né analyza sa uskutocnila tak, ako je opisané¢ (Waskova-
Arnostova et al. 2015). Kryosecie boli skimané pouzitim Sirokouhlého invertované¢ho
fluorescenéného mikroskopu (Olympus IX2-UCB). Kazdd experimentalna vzorka bola

pozorovand pri objektivoch s objektivom 100 x 1,4ANA Plan-Apochromat. Bolo ziskanych




najmenej pat digitdlnych obrazkov z kazdej vzorky. Na kazdy obrazok bol pouzity
dekonvoluc¢ny algoritmus (algoritmus Neighbor). Subcelularna kolokalizacia dvoch HK
izoforiem s mitochondriami bola vyjadrend Pearsonovym korelacnym koeficientom
vypocitanym pomocou ICA plugin softvéru Fiji ImageJ (Schindelin et al. 2012; Li et al.
2004).

4.7 Analyza lipidov

Sedem oddelenych LV z kazdej skupiny normoxickych a IHH potkanov a potkanov
podrobenych néslednej 10 min. ischémii bolo pouzitych pre potreby analyzy lipidov. Lipidy

boli extrahované z tkanivovych vzoriek podl'a modifikovanej metody Folch et al. (1957).

Celkové fosfolipidy boli oddelené pomocou jednorozmernej chromatografie na tenke;j
vrstve s pouzitim zmesi hexan-éter-kyselina octova (80:20:3). Pri fosfolipidovych analyzach
sa fosfolipidové Skvrny vizualizovali pod UV svetlom po farbeni 0,005 %
2,7-dichlorofluoresceinom v metanole a uskladnili v dusiku pri -20 °C aZ do nasledujuceho
dna, ked’ sa pripravili fosfolipidové metylestery. Pre pripravu metylesteru bol do skiimaviek
so silikagélom pridany metanolat sodny; skumavky boli nasledne inkubované 60 mintt
pri teplote miestnosti v tme. Metylestery boli extrahované hexanom. Extrakt bol odpareny
v prade dusika a uskladneny pri -20 °C. Metylestery boli oddelené pomocou plynového
chromatografu CP 438 A (Chrompack, Middelburg, Holandsko) strednou polarnou koléonou
CP WAX 52 CB (25 m x 0,25 mm i.d.). Teplota pece bola naprogramovana od 145 do 230
°C pri rychlosti 2 °C / min. Ako nosny plyn bol pouzity vodik. Jednotlivé metylestery boli

identifikované pouzitim Standardnej zmesi FA metylesterov (Sigma) (Tvrzicka et al. 2002).

4. 8 SDS-PAGE elektroforéza a Western blot analyza

Elektroforéza

Ku kazdej vzorke (n=5) bolo pridané SLB, DTT, HM:UREA. Na elektroforézu bol
pripraveny najprv rychle tuhntci 12 % deliaci gél (Priloha 3). Po 30 min tuhnutia bol pridany
5 % zaostrovaci gél, ktory tuhol este 20 min (Priloha 3). Medzitym boli vzorky umiestnené

na 5 min do termostatu a varené pri teplote 100 °C, ¢im dos$lo k denaturacii proteinov.




Po vytuhnuti gélov boli nanesené vzorky v koncentracii 20, 40 ug na jamku, vzdy pod
elektrodovy pufor. Na kazdy gél bol pridany molekulovy Standard Precision plus protein
standard (BioRad) o objemu 1,5 pul pre spravne urc¢enie daného proteinu na membrane podl'a
molekulovej hmotnosti. Po zostaveni celej aparatury a zaliati elektrddovym pufrom (Priloha
3) bola spustena elektroforéza. Program zac¢inal na konstantnom napéti 100 V a po prechode
Cela elektroforézy do zaostrovacieho gélu bolo zvySené napitie na konstantnych 150 V. Pred
koncom elektroforézy bolo napiti zvySené na 200 V, kvdli lepSiemu zaostreniu proteinov.

Elektroforéza trvala 60-90 min podl'a vel'kosti sledovanych proteinov.
Western blot

Pred koncom elektroforézy boli najprv nitrocelulézové membrany asi 2 min aktivované
v metanole. Nésledne boli membrany ekvilibrované v blotovacom pufri (Priloha) po dobu
10 min. v chladni¢ke spolu s filtranymi papiermi a gély po skonceni elektroforézy.
Pri zostavovani blotovacieho ,,sendvica® boli vytlatené vSetky bubliny medzi membranou
agélom a zahajené Dblotovanie pri konStantnom napdti 100 V po dobu

60 min.
Imunodetekcia

Po skonceni blotovacieho programu boli membrany premyté 15 min v TBS (Priloha 3).
Nasledne bolo potfebné povrch membrany zablokovat. Na blokaciu sme pouzili 5%
nizkotuéné suSené¢ mlieko rozpusten¢ v TTBS, ktoré sa naviazalo na vSetky miesta,
kde neboli prenesené proteiny z gélu na membranu. Tym sa zabranilo neSpecifickému
naviazaniu primarnej protilatky. Blokovanim taktiez dochddza k zniZeniu negativnych
efektov, ako je Sum v pozadi. Po premyti membran v TTBS boli membrany umiestnené

do 5 % mlieka v TTBS po dobu 1 hod pri pokojovej teplote.

Po blokécii boli membrany opit’ premyté 5 min v TTBS. Po premyti boli membrany
umiestnené do primarnej protilatky, vo¢i danému proteinu cez noc v chladnicke pri teplote

4°C za staleho pomalého kolisania (Tabulka 2).




Tabul’ka 2. Riedenie primarnych a sekundarnych protilatok.

Primarna protilatka Riedenie Sekundarna protilatka Riedenie
Actin, sc-1616, (Santa Cruz) 1:5000 2033 (Santa Cruz), Anti-goat 1:10000
Akt, (GenScript) 1:2000 A9169 (Sigma), Anti-rabbit 1:10000
B-actin, sc-47778, (Santa Cruz) 1:1000 31432 (Invitrogen), Anti-mouse | 1:10000
CK1, 2655 (Cell Signaling) 1:1000 A9169 (Sigma), Anti-rabbit 1:10000
Cx43, C6219 (Sigma) 1:10000 A9169 (Sigma), Anti-rabbit 1:10000
MEK3, s¢-959 (Santa Cruz) 1:2000 A9169 (Sigma), Anti-rabbit 1:10000
np-Cx43, 13-8300, 1:1000 A9169 (Sigma), Anti-rabbit 1:10000
(ThermoFisher)
p-Cx43(Ser368), sc-101660, 1:500 A9169 (Sigma), Anti-rabbit 1:10000
(Santa Cruz)
p-Cx43(Ser282/279), sc-12900, 1:500 A9169 (Sigma), Anti-rabbit 1:10000
(Santa Cruz)
p-Cx43(Tyr265), sc-17220, 1:500 A9169 (Sigma), Anti-rabbit 1:10000
(Santa Cruz)

PKA, sc-365615, (Santa Cruz) 1:1000 31432 (Invitrogen), Anti-mouse | 1:10000
PKCe, sc-214, (Santa Cruz) 1:1000 A9169 (Sigma), Anti-rabbit 1:10000
PKCo, sc-213, (Santa Cruz) 1:1000 A9169 (Sigma), Anti-rabbit 1:10000
PKG, 3248 (Cell Signaling) 1:1000 A9169 (Sigma), Anti-rabbit 1:10000

Po inkubadcii v primérnej protilatke boli membrany opét’ premyté 3 x 15 min v TTBS.
Naésledne boli inkubované v sekundarnej protilatke 1 hod pri pokojove;j teplote (Tabulka 2).
Po hodinovej inkubacii boli membrany premyté 3 x 10 min v TTBS a nasledovala detekcia
proteinov. Detekcia prebiehala pomocou konjugacie sekundarnej protilatky s enzymom
umoziujucim vizualizdciu. Pomocou enzymu peroxiddzy dochadza k premene
chemiluminiscenéného substratu na nestabilny produkt, ktory sa stabilizuje vyZiarenim
kvanta svetla. Uvolfiovanie svetla je tak detekované prilozenim svetlo citlivého filmu alebo

s pouzitim CCD kamier.




V tomto pokuse bola vyuzita CCD kamera. Nésledne doslo k naneseni
300 pl chemiluminiscen¢ného farbiva (Supersignal West Dura Extended Duration Substrate,
Thermo Scientific Pierce) na kazdi membranu a vyvolané pomocou programu Image-reader

LAS 4000 (Genetica, FujiFilm).

Pro kvantifikacii dat z Image-reader LAS 4000 bola vyuzitd densitometria a nasledne
boli vSetky data spracované v programe QuantityOne (BioRad). VSetky vzorky boli
pre jednotlivé protilatky analyzované niekolkokrat a vzniknuty priemer bol vyuzity

k Statistickému hodnoteniu.

4.9 Hmotnostna spektrometria

Lavé komory stdc (n=4) potkanov boli za sterilnych podmienok a pri zachovani nizkej
teploty zhomogenizované. Srdcia boli vybrané ztekutého dusika a prenesené
do pripravenych vychladenych trecich misiek, kde boli rozdrvené na jemny prasok
a nasledne rozpustené v Lyza¢nom pufri (4 % SDS; 100 mM TRIS; pH 8,5; 10 mM TCEP;
40 mM CAA). Vzorky boli zahriaté pri 95 °C po dobu 5 min pri kontinudlnom mieSani
a chladené na l'ade 15 min. Nasledovala sonikécia 3 x 30s a vzorky boli opakovane zahriaté
pri 95 °C po dobu 5 min a centrifugované 30 min/ 3500 ot. Supernatant bol doriedeny 50 %
mQ vodou a precipitovany 4x acetonom (-20 °C). Pricom posledné precipitavnie prebiehalo

C€Z nocC.

Vyzrazany protein bol oddeleny centrifugovanim pocas 15 min pri 2000 ot/ 4 °C,
pelety boli dvakrat premyté pri -20°C, 80 % acetonom a suSené sa na vzduchu po dobu 10
min pri izbovej teplote (RT) alebo pokial’ sa odstranil zvySkovy zapach acetonu. Pelety boli
resuspendované v 2 ml TFE (2,2,2-Trifluorethanol) Digesta¢nom pufri (10 % TFE, 100 mM
hydrogénuhli¢itan amoénny) sonikaciou (Bioruptor (Diagennode), pri 4 °C po dobu 5 min,
alebo pokial’ sa nevytvorila homogénna suspenzia. Koncentracia proteinov bola stanovena

pomocou BCA. Po nanéske vzoriek a BCA bola dosticka inkubované 30 min pri 37 °C.

Stiepenie bielkovin prebichalo v 500ul TFE Digestacnom pufii:

1. Stiepenie zacalo pridanim 1:100 Lys-C po&as 30 min a 1:100 trypsinu resuspendovaného

v 0,05 % kyseline octovej /2 mM CaCl,.




2. Vzorky boli nasledne inkubované v termomixéri pocas 18 hod pri teplote 37 °C, 2000

ot/min.

Po inkub4cii boli vzorky doriedené podl'a koncentracie proteinov 3 mg/500 ul TFE.
K odstiepenym peptidom v 500 ul TFE Digestion pufri boli pridané nasledujuce substancie
do findlneho objemu 1,6 ml (300 mM KCI, 5 mM KH>PO4, 50 % ACN, 6 % kyselina
trifluéroctovd). Roztok peptidov bol mieSany pri RT po dobu 1 minltu v termomixéri
pri 2000 ot/min a vycisteny pri vysokej rychlosti centrifugaciou (>16000 ot/ 15 min v 2ml
epinkéch alebo 30 min/ 3500 ot). Supernatant S1 bol odpipetovany do ¢istych 2 ml epiniek.

Priprava TiO; guliciek

TiO2 gulicky boli navazené v pomere 10:1 k proteinu. Guli¢ky boli resuspendované
v Loading pufri (LP) (80 % ACN, 6 % TFA) pri koncentracii 100 pl LP na vzorku. Suspenzia
Ti0; guliciek bola inkubovana v Bioruptor pri teplote 4 °C pocas 1 min, pokial’ sa gul'ocky
rozptylili. 100 pl suspenzie rovnomerne dispergovanych guli¢iek bolo prenesenych
ku kazdému S1. TiO> gulicky a peptidy boli inkubované pri teplote 25 °C po dobu 5 min,
nasledne 40 °C po dobu 5 min v termomixéri pri 2000 ot. Gulicky boli centrifugované

po dobu 1 min/3500 ot pri RT kvdli ich usadeniu.

Vymyvanie nespecificky naviazanych peptidov

Nespecificky naviazané peptidy boli vymyté z TiO: guli¢iek resuspendovanim v 500 pl
Wash pufri (60 % ACN, 1% TFA). Guli¢ky boli prevedené do Cistych 2 ml epiniek, pricom
zostavajuce gulicky boli zozbierané s druhym 500 pul Wash pufrom. Gulicky boli inkubované
pri RT po dobu 30 s v termomixéri pri 2000 ot/min. Nasledne boli centrifugované 1 min/
3500 ot/ RT a supernatant bol odstraneny odsatim. Peletované gulicky boli premyté 4 x v 1
ml Wash pufri a inkubované pri kazdom premyti 30 s v termomixéri pri 2000 ot./min. a 1
min/ 3500 ot/ RT. Po kone¢nom premyti, 100 ul Transfer pufra (80 % ACN, 0,5 % kyselina
octova) bolo pridané do kazdej skimavky a prebiehala inkubécia pocas 30 s v termomixéri

pri 800 ot./min. az pokial’ sa gulicky nerosuspendovali.




Priprava kolonky C8

Gulicky so vzorkou boli prenesené v Transferovom puftri na vrchol C8 StageTip. Nasledne
boli vzorky centrifugované 5 min/ 500 ot/ RT, alebo pokial’ v StageTip nezostala ziadna
kvapalina. Fosfopeptidy boli vymyvané 2 x pridanim 30 pl Elution pufra (40 % ACN, 15 %
NH4OH (25 % HPLC), ktory bol pripraveny bezprostredne pred pouzitim) ku kazdému
StageTipu, ktory obsahoval TiO; gulicky. Vzorky boli stocené pri 500 ot/ 3 min. pri 4 °C.

Eluaty obsahujuce fosfopeptidy boli zhromazdené do sklenenych skiimaviek.

Vzorky boli zahustené vo SpeedyVac pocas 3-4 minut pri 45 °C alebo pokial’ zostalo
20ul, pricom ku kazdej vzorke bolo ihned’ pridané 10ul 10 % TFA. Nasledne nasledovala
ekvilibracia membrany. Bol pripraveny StageTips s 3 vrstvami SDB-RPS (3M Empore)
materialu, ktory bol vopred ekvilibrovany pridanim 50ul 100 % ACN, 6000 ot./3min.; 50 ul
30 % MeOH, 0,2 % TFA, 6000 ot./3min. a 50ul 0,2 % TFA, 6000 ot./3min.. Kazdu vzorka
bola nanesena na StageTips s 3 vrstvami SDB-RPS a pomaly to¢ena pri 500 ot./ 3min.
SDB-RPS StageTips boli nasledne premyté 2x pomocou 100ul SDB-RPS Wash pufra
(0,2 % TFA) a centrifugované 10 minat pri 500 ot./ min. pri RT alebo pokial’ v epinke
nezostala ziadna tekutina. Pre vymytie fosfopeptidov bolo pridané 60ul SDB-RPS Elu¢ného
pufra (80 % ACN, 5 % NH4OH (25 %, HPLC)).

Fosfopeptidy boli zhromazdené do Cistych sklenenych skimaviek a centrifugované pri
500 ot./5Smin. pri RT, alebo pokial' nezostala Ziadna tekutina. Okamzite boli skimavky
vlozené do SpeedyVacu po dobu 3-4 minut pri 45 °C, alebo pokial’ zostalo 2 pl. 15ul MS
Loading pufru (2 % ACN, 0,3 % TFA) bol pridany k fosfopeptidom a premieSany sonikéaciou
(Bioruptor, 4 °C, 1 min.).

LC-MS analyza

LC-MS analyza bola uskuto¢nena na OrbitrapFusion spojenom s NanoLC Dionex Ultimate
3000RS. Na separaciu bola pouzitd 50 cm Thermoeasy nano koléna, spojena v kombinécii
s kolénou 300 um ID, dizkou 5 mm. Bol pouzity 2 hodinovy gradient oddelenia. Udaje boli
vyhl'adavané pomocou softvéru MaxQuant (Cox et al. 2014) proti najnovsej databaze
Uniprot Rattus Norvegicus s variabilnou modifikaciou phospho STY. Udaje z MaxQuantu

boli d’alej spracované softvérom Perseus (Tyanova et al. 2016). Kvantitativne hodnoty




pre identifikované fosfopeptidy boli podrobené dalSej Statistickej analyze v Exceli

a vyhodnotené v Prism GraphPad pomocou t-testu.

4.10 RT-PCR

Homogenizdcia

Homogenizacia vzoriek (n=6) uchovavanych v tekutom dusiku (-196 °C) bola prevedena
pri nizkej teplote, aby nedochadzalo k otepleniu tkaniva a naStartovani degradac¢nych
mechanizmov. Pred vlastnou homogeniziciou boli oznadené 2 ml mikroskiimavky,
do ktorych boli vlozené 3 malé¢ a 3 vel'ké sklenené gulicky pre budiicu homogenizaciu
tkaniva pomocou MIXER MM200 (Retsch) a 0,5ml RNAzolu. RNAzol je ¢inidlo na baze
guanidium chloridu a fenolu pouzivane k rychlej jednostupiiovej izolacii RNA z tkaniva.
Takto pripravené mikroskiimavky boli zvaZzene na analytickych védhach s presnostou
na 4 desatinné miesta a boli vychladené na l'ade. Pre izolaciu RNAzolom je idedlne mnozstvo

80 — 120 pg tkaniva.

V digestore bola pripravena polystyrénova krabica s tekutym dusikom, do ktorej boli
vlozené trecie misky, ti¢iky, pinzeta a $pachtle k vychladeniu. Do vychladenej misky
s malym obsahom tekutého dusika bolo prenesené tkanivo a vychladenym ti¢ikom bola
rozbita a rozmleta o steny misky na jemny prasok. Ten bol ihned’ prevedeny do vychladene;j
2 ml mikroskimavky s gulickami a 0,5 ml RNAzolu. Tkanivo bolo ihned’ zaliate d’al$im
0,5 ml RNAzolu a znovu odvazZené. Pokial’ bolo v mikroskimavke viac tkaniva ako 100 pg,
bolo pridané 0,5 ml alebo 1 ml RNAzolu, ktoré bolo umerné nadbytku tkaniva. Po zaliati
RNAzolem boli mikroskimavky dynamicky pretrepani v ruke, scentrifugované na rucnej

centrifiige a vratene spét’ na l'ad.

Homogenizacia bola vykonana vo vychladenych kyvetach na homogenizatore MIXER
MM200 (Retsch) po dobu 10 minat pri frekvencii 30 Hz. Nasledovala centrifugicia
vo vychladenej centrifuge pri 11000 ot./min. po dobu 10 minuat. Ziskany supernatant v
objemu 1ml bol prevedeny do novej oznacenej 2 ml mikroskiimavky a uchovéavany v -80 °C

do d’alSieho spracovania.




Izolacia RNA

K supernatantu (1 ml) z predchadzajiicej homogenizacie bolo pridané 400 pul vody
a dynamicky premieSane. Voda pouzivana pre PCR je ultracista dvakrat klavovana miliporQ
voda nebo DEPC (diethyl pyrokarbonat) osetrend voda firmy Roche nebo Fermentas, d’alej
len voda. Prebehla 15 mintitové inkubacia pri pokojovej teplote a nasledné centrifugacia pri
12000 ot./min. 1 ml supernatantu obsahujuci RNA bol odobrany do novej oznacenej
mikroskimavky, kde bola prevedena precipiticia RNA pridanim Iml izopropanolu
a 10 minutova inkubdacia. Nasledovala centrifugacia pri 12000 ot./min. pocas 10 minut
v chladenej centrifuge. Nasledne bolo pridané¢ 400 ml 75 % ethanolu, ktory bol Cerstvo
pripraveny z destilovaného 96 % etanolu. Mikroskimavka bola T'ahko premieSana
preklopenim a centrifugovana pri 4000 ot./min. pocas 2minut. Vznikla zrazenina RNA
a ethanol bol odobrany. Postup s pridanim ethanolu bol eSte raz zopakovany Po kone¢nom
odobrani ethanolu sa mikroskimavky nechali mintitu vyschnut' v termostatickom bloku
pri 37 °C, aby doslo k jeho uplnému odpareniu. K zrazenine bolo pridané 200 pl vody,
v ktorej sa zrazenina RNA rozpustila. Vo vzniknutom roztoku bola v nasledujucom kroku

zmerana ¢istota a koncentracia RNA.

Meranie koncentracie RNA

Do malych mikroskiimaviek bolo napipetované 9 pl 0,5 % SDS (dodecylsulfatsodny) pufru
a lul roztoku s izolovanou RNA, ¢im sa nam roztok 10x nariedil. Vzniknuty roztok
bol spektrofotometricky analyzovany na pristroji Nanodrop proti samotnému SDS,
pouzitého ako blank. Ako meradlo Cistoty sa pouziva pomer absorbancie pri 260 a 280 nm,
ktory by sa mal pohybovat’ medzi 2,0 — 2,2 pre €istt RNA. Pokial’ je ¢islo niZSie, mdze
sa jednat’ o pritomnost’ latok absorbujucich v blizkosti meranej absorbancie, ako napriklad
fenoly ¢i proteiny (manual NanoDrop Technologies, 2007). Ddlezitym faktorom je taktiez
pH roztoku, kedy kyslé roztoky m6Zzu pomer znizovat’ o 0,2 — 0,3 a naopak zasadité tento
pomer zvySovat. Nezanedbatelnd je také iontova sila roztoku. Vysledky z merania boli

pouzité ako vstupné informacie pre reverznu transkripciu.




Elektroforéza

V naSom pripade bola pouzita elektroforéza ako kontrola Cistoty a pripadnej degradacie
izolovanej RNA, kde fosfatové skupiny RNA nesuce zdporny ndboj umoziiujii pohyb
molekul ku kladnému polu. Analyza bola prevedend na pristroji pre horizontalnu gélova
elektroforézu v 1XxTAE (Tris base, acetic acid, EDTA) pufru. Bola pouzita zmes LE (Low
Electroendosmosis) a GTG (Genetic Technology Grade) agardzy v koncentracii 1,5 %.

Do rozpustenej agardzy bol pridany ethidium bromid pre vizualizaciu transiluminatorom.

Koncentrovany pufr 50x TAE je zlozeny z 40 mM TRIS, 20 mM kyseliny octovej
a2 mM Na2 EDTA. Gél bol vyrobeny rozvarenim 125 mg LE a 250 mg GTG agarozy v 25
ml vody s naslednym pridanim 500 pl S0XxTAE pufru a 5 pl ethidium bromidu. Pri teplote
okolo 60 °C bol gél naliaty na elektroforeticku misticku s hrebienkom. Po zatuhnuti gélu
bol hrebienok vybrany, gél bol preliaty elektrodovym pufrom a do jamiek boli nanasané
vzorky.

Vzorky boli nanesené v zmesi s nanasacim pufrom (loading buffer), ktory obsahuje
glycerol a spdsobi usadenie vzoriek na dno jamky. Dalfou zlozkou nanasaciecho pufru
je bromfenolovd modré, ktora roztok zafarbi, o umoznuje l'ahSie nandSanie vzoriek
do gélovej jamky. Bolo nanesené 0,5 pg RNA na jamku. NanaSky boli spocitané
z koncentracie RNA zmerané spektrofotometrickym systémom Nanodrop.

Zdroj bol nastaveny na 80 V, bez obmedzenia prudu po dobu 60 minut. Nasledne bol gé¢l
exponovany UV ziareniu v translumindtore a okometricky zhodnoteny. V pripade

pritomnosti DNA by bol detekovany band, ktory by zostal na $tarte v jamke.

Reverzna transkripcia a PCR

Reverzna transkripcia je poslednym krokom pred vlastnom real-time RT PCR, ktora
kvantitativne prevedie RNA na cDNA. Aby sme docielili ¢o najpresnejSiu kvantifikaciu
génovej expresie, vnaSame do reakcie 1 pg RNA, ktory je vypocitany z koncentracie RNA
zmerane] systtmom Nanodrop. RNA bola riedena vodou do objemu 11 pl. Nasledne
bol pridany 1 pl oligo (dT)18 a zmes bola inkubovana 5 minat pri 65 °C. Po inkubdcii bola

zmes ihned’ schladend na ladu. Ku kazdej vzorke bolo pridané 7,9 pl premixu, ktory




sa sklada z tychto komponentov: 4 pl 5X reaction buffer, 0,95 ul Ribolock, 2 ul 10 nM dNTP
mix a 0,95 ul H-Minus. Premix bol vytvoreny ako jedna zmes a nasledne pipetovany po 7,9
ul, aby boli zachovane rovnaké podmienky pre vsetky vzorky. Po pridani premixu boli
mikroskimavky inkubované pri 42 °C 60 minut. Reakcia bola zastavend Sminutovou
inkubéciou pri 70 °C a naslednym schladenim na l'ade. Screening primeru a testovanie
housekeeping génov bolo testované na cDNA z jednej RT. Pre vyssiu vytaznost cDNA na

vlastnu analyzu bola vykonana dvojita RT.

K vlastnej PCR reakcii boli pouzité primery od firmy Eurogentec. Primery boli dodané
v lyofilizovanej forme, Cistené odsolenim a nasledne boli nariedené na zdsobnu koncentraciu
500 uM. V tejto podobe boli uchovavané v -20 °C. Pre PCR reakciu boli obe primery
pre dany gén, tzn. lava (L), forward (F) i prava reversia (R), rozriedené na 5 uM. Vysledny
roztok pre PCR reakciu teda obsahoval zmes pravého i 'avého primeru v roztoku Premix
Sybr Green od firmy Eurogentec a vody. Premix pre celt dosticku bol vypocitany z poctu
PCR reakcii s patri¢nou rezervou. Na kazda PCR reakciu pripadlo: 5 pl Sybr Green premix,
3 ul vody a 1 pl primeru (zmes reversie + forward formy), podl'a ndvodu Light Cycler 480
DNA SYBR Green I Master (Roche Applied Science).

Pred vlastnou analyzou boli vSetky primery testované na Specificitu produktu pomocou
krivky topenia, stanovenia efektivity z kalibracnej krivky a dostatoéného odstupu
negativnych kontrol najmenej 10 cp. Bola pouZitad 3 bodova kalibracna krivka s riedenim
desiatkovou ststavou. Kalibra¢né krivky boli tieZ analyzovany pre kazdy premix. Samotna
PCR reakcia prebiehala na cykleru LightCycler ® 480 Real-Time PCR na 384 jamkovej
dosticke s objemom reakcie 10 pl (9 pl premixu + 1 pul cDNA) podla nasledujuceho
protokolu. Preinkubécia pri teplote 95 °C po dobu 10 minut s naslednymi 50 cyklami
s teplotnym profilom: 95 °C/10 s; 60 °C/30 s; 72 °C/1 s. Dalej bola v kazdom protokole

vygenerovana krivka topenia produktu. Poslednym krokom je schladenie na teplotu 40 °C.

KaZzda vzorka bola na dosti¢ke merand v triplikdtoch a k vypoctu priemernej hodnoty
cp meran¢ho génu boli pouzité hodnoty, ktoré nepresiahli smerodajnii odchylku 0,4.
Pre presny vypocet relativnej hodnoty mRNA, bola efektivita jednotlivych primerov

pocitana zo Standardnej krivky. Hladina analyzované transkriptu bola normalizovana




na hladinu referen¢ného génu ribozomalnej podjednotky S18 s ohl'adom na efektivitu podl'a

vzorca:

Normalizované mnozstvo= (1+E)CPp referenény transkript

(1 +E)Cp sledovany transkript

Upravené podl'a (Pfaffl 2004).

4. 11 Statisticka analyza

Statistické rozdiely medzi skupinami boli stanovené t-testom alebo ANOVA s post-testom
Newman-Keuls. Hodnoty P <0,05 boli povazované za Statisticky vyznamné. Vsetky udaje

boli vyjadrené ako pomer + SD, SEM.




5 VYSLEDKY
5.1 Cx43 a hypoxia

Vplyv IHH na expresiu celkového Cx43 a jeho fosforylovany stav

Obrazok 5 ukazuje ucinok IHH na expresiu Cx43 na trovni proteinu a mRNA. Expresia
celkového Cx43 (t-Cx43) sa vyznamne zvysila o 48 % v IHH skupine na Grovni proteinu
(5B), avSak transkript Cx43 mRNA klesol o 16 % v IHH srdciach (5E). Paralelne sa tiez
zvysili fosforylované formy P1 + P2 0 56 % (5C). Pomer fosforylovanych foriem P1 + P2/t-
Cx43 bol zvyseny o 54 % v IHH skupine (5D).

Obrazok 6 ukazuje ucinok IHH na proteinovli expresiu nefosforylovanej formy
a fosforylovanych foriem Cx43 pomocou Western blot analyzy. Pouzitim Specifickej anti-
np-Cx43 protilatky sme potvrdili vyznamny pokles nefosforylovanej formy Cx43 (o 30 %)
v IHH skupine (6A). Dalej sme pouzili $pecifické protilatky na analyzy fosforylovanych
miest. p-Cx43(Ser368), zvySujuci GJ komunikéciu, bol zvyseny po IHH o 30 % v porovnani
s normoxickou skupinou (6B). Naopak, fosforylacia p-Cx43(Ser279/282), ktora znizuje
intercelularnu  komunikaciu, bola po IHH znizena o 12% (6C). Fosforylacia

na p-Cx43(Tyr265), ktord moze prispiet’ k internalizacii Cx43, klesla o 19 % (6D).

Obrazok 7 ukazuje ucinok IHH na proteinovl expresiu fosforylovanych foriem Cx43
pomocou hmotnostnej spektrometrie. IHH zvysila fosforylaciu p-Cx43(Ser364, Ser365,
Ser368) 0 65 % v porovnani s normoxickou skupinou (7A, B, C). Pre jednotlivé fosforylacné
miesta boli ndjdené nasledovné sekvencie:
Ser364-AGHELQPLAIVDQRPSSRASSRASSRPRPDD
Ser365-GHELQPLAIVDQRPSSRASSRASSRPRPDDL
Ser368- LQPLAIVDQRPSSRASSRASSRPRPDDLEI

Vplyv IHH na expresiu proteinkinaz fosforyiujucich Cx43

Obrazok 8 prezentuje ¢inok IHH na proteinovi expresiu Cx43 upstream kindz. Analyzovali
sme PKA, PKG a CK1. V IHH skupine sa expresia PKA zvysila o0 33 % a PKG 19% (8A,

B), zatial’ ¢o expresia CK1 sa v porovnani s normoxickou kontrolou nezmenila (8C).




Vplyv IHH na redistribuciu celkového Cx43 pomocou imunofluoroscencie

Obrazok 9 ukazuje kvantitativnu analyzu obrazkov t-Cx43. Distribicia t-Cx43 bola
normalizovana za normoxickych podmienok a t-Cx43 bol umiestneny prevazne na end to
end spojeniach. Sporadicky sa t-Cx43 objavil aj na side to side spojeniach (9A). IHH zvysila
plochu t-Cx43 v end to end spojeniach o7 %. Naopak, plocha t-Cx43 v side to side
spojeniach sa taktiez zniZila o 7 % (9B). Nasledujuca 10-mintitova ischémia zru$ila zvySenie
t-Cx43 v end to end spojeniach v IHH srdciach (9A, C) takmer na uroveil normoxickej

kontroly. Nasledna 15 minttova reperfiizia nemala na distribuciu t-Cx43 vplyv (9D).

Vplyv IHH na redistribuciu p-Cx43 (Ser368) pomocou imunofluoroscencie

Obrazok 10 ukazuje umiestnenie p-Cx43(Ser368) v end to end a side to side spojeniach
(10A). Adaptacia na IHH zvysila plochu p-Cx43(Ser368) v end to end spojeniach 09 %
(10B) a zaroveinl znizila plochu p-Cx43(Ser368) v side to side spojeniach taktiez 0 9 %.
Nasledujtica 10-minatova ischémia udrzala narast p-Cx43(Ser368) v end to end spojeniach
len v IHH srdciach (10C). Nasledna 15 minatova reperfuzia nemala na distribiciu

p-Cx43(Ser368) vplyv (10D).

Vplyv IHH na zastupenie mastnych kyselin v celkovych fosfolipidoch srdca

Obréazok 11 znézoriuje Gcinok IHH a 10-minutovu ischémiu na podiel PUFA v celkovych
fosfolipidoch. Pokial’ ide o u¢inok IHH, podiel dokosahexaénovej kyseliny (DHA, 22: 6n-3)
a celkovych n-3 PUFA sa zvysil, ¢o sprevadzalo znizenie kyseliny linolovej (LA, 18: 2n-6).
Podiel AA (20: 4n-6) sa nezmenil. Naslednd 10-minutova ischémia spdsobila d’alSie

zvySenie n-3 PUFA len v IHH srdciach o 13 % kvoli d’alSiemu zvySeniu DHA (15 %).

Vplav CNH na ko-lokalizaciu HK s mitochondriami

Kolokalizacia HK1 s mitochondriami hodnotena korelacnym koeficientom Pearsonu
samedzi jednotlivymi skupinami neliSila (12C). V skupine N bola kolokalizacia HK2
s mitochondriami vyznamne zniZena po reperflizii v porovnani s ischémiou, zatial’ co v CNH

skupine bola pozorovana len tendencia (12D). Zaujimavé je, Ze pri vSetkych




mitochondridlnych subpopuléciach (12E, F a G) sa pozoroval rovnaky vzorec lokalizacie

HK?2 (pokles po reperfuzii o 33%, 32% a 37%).
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Obrazok 5. Utinok intermitentnej hypobarickej hypoxie (IHH) na expresiu celkového Cx43 v lavej komore
potkana v porovnani s normoxiou (N). A, reprezentativny blot; B, proteinova expresia celkového Cx43;
C, proteinova expresia fosforylovanych foriem P1 + P2 Cx43; D, Pomer P1 + P2 Cx43 k celkovému Cx43.
Hodnoty st priemerné + SD, (n=15), ** P <0,01. E, trovenn mRNA transkriptu proteinu alfa 1 (CXA1). Hodnoty
st priemerné + SD, (n=7), * P <0,05.
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Obrazok 6. Uginok intermitentnej hypobarickej hypoxie (IHH) na proteinovii expresiu nefosforylovaneej
formy a fosforylovanych foriem Cx43 v lavej komore potkana v porovnani snormoxiou (N).
A, nefosforylovana forma Cx43; B, fosforylovana forma Cx43 na Ser368; C, fosforylovana forma Cx43
na Ser279/282; D, fosforylovana forma Cx43 na Tyr265. Hodnoty st priemerné + SD, (n = 5), ** P <0,01.
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Obrizok 7. Uginok intermitentnej hypobarickej hypoxie (IHH) na fosforylaciu Cx43 v Pavej komore potkana
v porovnani s normoxiou (N) pomocou hmotnostnej spektrometrie. A, fosforylovana forma Cx43 na Ser364;
B, fosforylovana forma Cx43 na Ser365; C, fosforylovana forma Cx43 na Ser368. Hodnoty st priemerné + SD,
(n=4), ** P <0,01.
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Obrizok 8. Uginok intermitentnej hypobarickej hypoxie (IHH) na proteinovii expresiu proteinkinaz
fosforylujticich Cx43 v lavej komore potkana v porovnani s normoxiou (N). A, proteinkinaza A (PKA);
B, kazeinkinaza 1 (CK1); C, proteinkindza G (PKG). Hodnoty su priemerné + SD, (n=5), ** P <0,01.
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Obrizok 9. Utinok intermitentnej hypobarickej hypoxie (IHH) na distribuciu Cx43 pocas kratkej ischémie
(Isch) a reperfuzie (IR) v lavej komore potkana v porovnani snormoxiou (N). A, reprezentativne
mikrofotografie. B, C, D, redistribucia 100% plochy Cx43 v end to end a side to side spojeniach
v interkalarnych diskoch v l'avej komore potkanov u normoxickych (N) a hypoxickych (IHH) skupin, pocas
kratkej ischémie (Isch) a reperfuzie (IR). Zelena farba zodpoveda Specifickému farbeniu Cx43, cervena farba
predstavuje sarkolemmu (kontrastované s WGA) a modra farba oznacuje zafarbenie jadra (DAPI). Pozitivne
spojenie Cx43 je umiestnené prevazne na interkalarnych diskoch (dlhé tenké Sipky) a sporadicky na bo¢nych

plochach (kratke Sipky) kardiomyocytov. Stupnica mierky predstavuje 20 um. Hodnoty st priemerné + SD,
(n=3), *** P <0,001.
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Obrazok 10. Uginok intermitentnej hypobarickej hypoxie (IHH) na distribticiu p-Cx43(Ser368) pocas kratkej
ischémie (Isch) a reperfuzie (IR) v Tlavej komore potkana v porovnani snormoxiou (N).
A, reprezentativne mikrofotografie. B, C, D, redistribucia 100% plochy p-Cx43(Ser368) v end to end a side to
side spojeniach v interkalarnych diskoch v I'avej komore potkanov u normoxickych (N) a hypoxickych (IHH)
skupin, pocas kratkej ischémie (Isch) a reperfuzie (IR). Zelena farba zodpoveda Specifickému farbeniu Cx43,
cervena farba predstavuje sarkolemmu (kontrastované s WGA) a modra farba oznacuje zafarbenie jadra
(DAPI). Pozitivne spojenie p-Cx43(Ser368) je umiestnené prevazne na interkalarnych diskoch (dlhé tenké
Sipky) a sporadicky na bo¢nych plochach (kratke Sipky) kardiomyocytov. Stupnica mierky predstavuje 20 um.
Hodnoty su priemerné + SD, (n = 3), *** P <0,001.
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Obrizok 11. Uginok intermitentnej hypobarickej hypoxie (IHH) na hlavné polynenasytené mastné kyseliny
v lavej komore potkana [kyselina linolova (18: 2n-6), kyselina arachidéonova (20: 4n-6), kyselina
dokosahexaéonova (22: 6n-3). Podiel n-3 PUFA na celkovych fosfolipidoch v myokarde lavej komory
normoxickych (N) a hypoxickych (H) potkanov pri kontrolnych (neischemickych) podmienkach
a po 10-minutovej ischémii (NI a HI). Hodnoty st priemerné = SEM , (n = 7), * P <0,05 oproti normoxii,
1 P <0,05 oproti zodpovedajucej kontrolnej skupine.
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Obrizok 12. Uéinok ischémie a reperfuzie na ko-lokalizaciu HK izoforiem s mitochondriami v srdci potkana.
Reprezentativne mikrografy ukazuju rozlozenie HK1 (A) a HK2 (B) v pozdiznych kryosekciach Pavej komory
kontrolného (C), ischemického (I) a reperfuzovaného (IR) srdca z normoxickych (hornych panelov) a CNH
(dolné panely). Zelena farba zodpoveda Specifickému HK farbeniu, ¢ervena farba predstavuje mitochondridlnu
oblast’ a modra farba indikuje farbenie DAPI v jadre. Stupnica na mierke predstavuje 13 pm. Ko-lokalizacia
HKI1 (C) a HK2 (D) s mitochondriami bola kvantifikovana Pearsonovym korelaénym koeficientom (PCC).
Kolokalizacia HK2 s intermofibrilovymi (MM) (E), peri-nukledrnymi (PN) (F) a subsarkolemarnymi (SSM)
(G) mitochondrialnymi subpopulaciami v LV normoxickych (biele stipce) a CNH (&ierne stipce) potkanov.
Hodnoty su priemerné + SEM, (n = 5), * p <0,05.




5.2 Cx43 v srdci po adaptacii na chlad

Vplyv akutneho chladu na expresiu celkového Cx43

Obrazok 13 znazoriuje, ze expresia t-Cx43 sa nezmenila ani po 3D ani po 10D chlade (13B).
Paralelne sa taktiez nezmenila expresia fosforylovanych foriem P1 + P2 Cx43 (13C). Po 3D
chlade sme pozorovali len tendenciu k poklesu nefosforylovanej formy Cx43 (np-Cx43),

pricom po 10D adaptécii sa expresia np-Cx43 znizila o 32 % (13D).

Vplyv akutneho chladu na redistribuciu celkovéeho Cx43 pomocou imunofluoroscencie

Kvantitativna analyza na obrazku 14 preukézala prevaznu distribuciu t-Cx43 v end to end
spojeniach kontrolnych srdciach. t-Cx43 bol pozorovany v mensej miere taktiez v side fo
side spojeniach (14A). Tento trend distribucie t-Cx43 bol zachovany aj po 3D chlade, zatial
¢o po 10D adaptacii na chlad sa v end to end spojeniach pritomnost’ t-Cx43 znizila a side to

side zvysila o 3 % (14B).

Vplyv chronického chladu a regresie na expresiu celkového Cx43

Obrazok 15 ukazuje, Ze expresia t-Cx43 mala tendenciu narastat’ po vystaveni CH chladu.
Tento trend pretrvaval aj po R (15B). Podobnd tendencia bolo pozorovana
aj u fosforylovanych foriem P1 + P2 Cx43 (15C). Naopak u np-Cx43 bola pozorovana

tendencia opacna, t.j. k zniZeniu v oboch experimentalnych skupinach.

Vplyv chronického chladu a regresie na redistribuciu celkového Cx43 pomocou

imunofluoroscencie

Imunofarbenie (obrazok 16) preukazalo prevladajice umiestnenie t-Cx43 na end to end
spojeniach a v malom mnozstve boli tiezZ pozorované v side to side spojeniach (16A).
Adaptacia na CH chlad zvysila plochu v end to end spojeniach t-Cx43 o7 % a taktiez
zmenSila plochu Cx43 v side to side spojeniach o0 7 % (16B). Po R sa distribtcia t-Cx43
vratila na kontrolné hodnoty (16A, B).




Vplyv chronického chladu a regresie na expresiu proteinkindz fosforylujucich Cx43

Obrazok 17 prezentuje expresiu PKA, CKI1, Akt, MAPK. PKA vykazovala tendenciu
k poklesu po CH chlade a navrat ku kontrolnej hodnote po R (17A). CK1 sa nemenila (17B).
Akt sa znizila 0 9 % po CH chlade a0 17 % po R (17C). MAPK sa znizila 0 21 % po CH,

pri¢om po R sa zvysila o 11% v porovnani s kontrolou (17D).

Obrazok 18 znazornuje expresiu PKCe a PKCS. PKCe sa zvysila v regresii 0 47 %
a taktiez bola zvySena v porovnani s chronickym chladom o 48%. PKC3 sa zvysila 0 37 %
v chronickom chlade a 093 9% v regresii. Bol pozorovany aj ndrast v regresii oproti

chronickému chladu o 56 %.
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Obriazok 13. Uginok akutneho 3-diiového chladu (3D) a akutneho 10-diiového chladu (10D) na proteinovii
expresiu Cx43 v Tlavej komore potkana v porovnani s kontrolou (K). A, reprezentativny blot; B, expresia
celkového Cx43; C, expresia fosforylovanych foriem P1+P2 Cx43; C, expresia nefosforylovanej formy Cx43.
Hodnoty su priemerné + SD, (n=5), * P <0,05.
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Obrazok 14. U¢inok akutneho 3-ditového chladu (3D) a akitneho 10-diiového chladu (10D) na distribiciu
Cx43 v l'avej komore potkana v porovnani s kontrolou (K). A, reprezentativne mikrofotografie. B, redistribucia
100% plochy Cx43 v end to end a side to side spojeniach v interkalarnych diskoch v 'avej komore potkanov
u K, 3D, 10D. Zelena farba zodpoveda Specifickému farbeniu Cx43, Cervena farba predstavuje sarkolemmu
(kontrastované s WGA) a modra farba oznacuje zafarbenie jadra (DAPI). Pozitivne spojenie Cx43
je umiestnené prevazne v interkalarnych diskoch (dlhé tenké sipky) a sporadicky na bo¢nych plochéach (kratke
Sipky) kardiomyocytov. Stupnica mierky predstavuje 20 um. Hodnoty su priemerné & SD, (n = 4), * P <0,05.
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Obrizok 15. Uginok chronického chladu (CH) a regresie (R) na proteinovii expresiu Cx43 v lavej komore
potkana v porovnani s kontrolou (K). A, reprezentativny blot; B, expresia celkového Cx43; C, expresia
fosforylovanych foriem P1+P2 Cx43; C, expresia nefosforylovanej formy Cx43. Hodnoty s priemerné
+SD, (n=5).




B 100_
3K
o
% 80- % — CH
= R R
= -
g 601
= *
¥ 40- -
-
2
<2 207
=~
0 ] | ] | | ]
end to end side to side

Obrizok 16. Uginok chronického chladu (CH), regresie (R) na distribiiciu Cx43 v Pavej komore potkana
v porovnani s kontrolou (K). A, reprezentativne mikrofotografie. B, redistribucia 100% plochy Cx43 v end to
end a side to side spojeniach v interkalarnych diskoch v I'avej komore potkanov u K, CH, R. Zelena farba
zodpoveda Specifickému farbeniu Cx43, Cervena farba predstavuje sarkolemmu (kontrastované s WGA)
a modra farba oznaCuje zafarbenie jadra (DAPI). Pozitivne spojenie Cx43 je umiestnené prevazne
v interkalarnych diskoch (dlhé tenké $ipky) a sporadicky na bo¢nych plochach (kratke Sipky) kardiomyocytov.
Stupnica mierky predstavuje 20 pm. Hodnoty st priemerné + SD, (n = 4), * P <0,001.
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Obriazok 17. U¢inok chronického chladu (CH) a regresie (R) na proteinovi expresiu proteinkinaz
fosforylujicich Cx43 v Tavej komore potkana v porovnani s kontrolou (K). A, proteinkindza A (PKA);
B, kazeinkindza 1 (CKl1); C, proteinkinaza B (Akt), D, mitogénom aktivovovana proteinkindza (MAPK-
MEK3). Hodnoty su priemerné + SD, (n =5), * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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Obriazok 18. Utinok chronického chladu (CH) aregresie (R) na proteinovii expresiu proteinkinaz
C fosforylujucich Cx43 v l'avej komore potkana v porovnani s kontrolou (K). A, proteinkindza Ce (PKCg);
B, proteinkinaza Co (PKCd) (B). Hodnoty su priemerné + SD, (n = 5), * P <0,05 vo¢i K; ** P <0,01 voci K;
#P <0,05 voc¢i CH; # P <0,01 vo&i CH.




6 DISKUSIA

6.1 Cx43 a hypoxia

V tejto Stadii sme vychadzali z predpokladu, Ze v mechanizme antiarytmického tc¢inku

adaptacie na IHH, sa vedl'a aktivacie celej rady signalnych drah uplatiiuje taktiez aj Cx43.

Na tomto modeli sme prvykrat demonstrovali (Kohutova et al. 2019), ze antiarytmicky
ucinok IHH je spojeny so zvysenou proteinovou expresiou celkového Cx43, fosforylaciou
na serine p-Cx43 (Ser364, Ser365, Ser368) a zniZzenou fosforylaciou na serine Ser279/282
a tyrozine Tyr265. V tomto kontexte IHH indukované zniZenie mRNA transkriptu Cx43
naznacuje post-transkripcnu kontrolu hladiny proteinu Cx43. Navyse bolo zdokumentované
zlepsenie lokalizacie celkového Cx43 a p-Cx43(Ser368) v end to end spojeniach a sucasna
redukcia side to side spojeni GJ pomocou IHH v I'avej komore potkanov. Navyse proteinova

expresia PKA a PKG kinéz bola taktiez zvySend po adaptacii.

Je potrebné poznamenat, ze ndS experimentalny model chronickej THH sa lisi
od modelov intermitentnej hypoxie pozostavajicej z viacerych cyklov kratkej zavaznej
hypoxie a epizdd reoxygendcie, ktoré sa pouZivaji na simuldciu syndromu obStrukénej
spankovej apnoe (OSA) ako dodlezitého rizikového faktora kardiovaskuldrnych ochoreni.
Ukazalo sa, Ze OSA vedie k redukcii a remodeléacii myokardu Cx40 a Cx43, co m6Ze naopak

prispiet’ k vzniku arytmogénneho substratu (Gemel et al. 2017).

Zistili sme, Ze proteinova expresia Cx43 a jeho fosforylovanych foriem P1 + P2 Cx43
sa zvysila, zatial' ¢o nefosforylovana forma Cx43 (np-Cx43) alebo taktieZ oznacovana
ako nizko fosforylovana forma sa zniZila vplyvom IHH. NaSa hypotéza, Ze upregulacia
proteinov Cx43 je spojend s ochranou pred arytmiami myokardu, si kompenzované
up-regulaciou srdcového Cx43 (Viczenczova et al. 2017). Adaptécia srdca na diabetes (Lin
et al. 2008) alebo stav hypotyredzy (Bacova et al. 2017) je tiez sprevadzand zvySenou
up-regulaciou Cx43 v 'avej komore srdca, ktord je spojend so znizenou tendenciou ku vzniku
letalnych arytmii. Podobne podmieneny knockout Cx43 ulahCuje proarytmicky stav
a prispieva ku kontraktilnej dysfunkcii srdca (Kaprielian et al. 1998; Saffitz & Yamada

1998). Je zaujimavé, Ze odliSna miera expresie Cx43 v myokarde (Zeny viac ako muZi)
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s najvacsSou pravdepodobnostou spo¢iva v medzipohlavnych rozdieloch a v sklone srdca
muzov k vzniku zivot ohrozujucim arytmiam a mechanickej dysfunkcii (Knezl et al. 2008;
Tribulova et al. 2005). Celkovo mozno predpokladat’, ze adaptacia srdca na chronicka

hypoxiu moze byt’ sprevadzana zmenami expresie a topologie Cx43 v myokarde.

Cx43 je vysoko dynamicky protein a dospelé srdce je charakterizované rychlym
obratom zivotného cyklu priblizne 1,5 hodiny (Beardslee et al. 1998). Posttranslacné
modifikacie Cx43 hraju délezitt ulohu pri regulacii funkcie kanalov spojovacich Strbin, tzn.
vodivosti a priepustnosti kanédlov, v zavislosti na fosforylovanych miestach (Axelsen et al.
2013). V stlade s tym je zname, ze otvaranie GJ kandlov, montdz a demontaz Cx43
do plazmatickej membrany je determinovany fosforylovanym stavom Cx43 (Pogoda et al.
2016). V tejto stadii sme preukazali, Zze IHH ovplyviiuje fosforylovany stav Cx43 na jeho
Siestich fosforylatnych miestach (Ser364, Ser365, Ser368, Ser279/282, Tyr265).
Ako sauvadza v stadii Solan a Lampe, PKA, protein kinaza B/Akt (Akt), CK1, MAPK
a v-Src tyrozin kinaza (v-Src) sa z(c¢astiiuju kontroly fosforylacie Cx43 (Solan & Lampe

2014).

Nase zistenia ukazali, Zze expresia PKA aj PKG sa zvysila, zatial ¢o CK1 bola
nezmenena v l'avej komore zvierat adaptovanych na IHH. Celkovo naSe zistenia podporuji
myslienku, Ze GJ komunikacia v 'avej komore potkanov vystavenych IHH je s najvicSou
pravdepodobnostou regulovana modifikdciami Cx43 prostrednictvom viacerych
fosforylacnych miest. Zosilnend GJ komunikécia nastdva po aktivacii PKA na Cx43
Ser364/Ser365, ¢o vedie k zvySeniu prenosu Cx43 na plazmatickli membranu (Tenbroek et
al. 2001). Nasledne CK1 fosforyluje Cx43 v miestach Ser325/Ser328/Ser330 pocas
prechodu Cx43 z plazmatickej membrany do GJ (Cooper & Lampe 2002). Dunn a kol. 2012
zistili, Ze aktivita Akt reguluje stabilitu GJ a jej aktivita sa podielala na tvorbe vicSich
a stabilnych GJ (Dunn et al. 2012), zatial' ¢o fosforylacia v-Src na Cx43 (Tyr247/Tyr265)
podporuje znizenie reguldcie GJ komunikacie a spdsobuje demontdz GJ (Lin et al. 2001).
Zda sa, ze fosforylacia na Ser279/Ser282 pomocou MAPK inhibuje Cx43 (Cottrell et al.
2003).

MS analyza ukézala zvySenti PKA cielenu fosforylaciu na miestach p-Cx43 (Ser364,

Ser365), ktoré by mohli prispiet’ k zvySeniu GJ spojeni u p-Cx43 (Ser364) (Tenbroek et al.
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2001), zatial’ ¢o fosforylacia na Cx43 (Ser365) predstavuje ,,gatekeepra‘ (Solan et al. 2007).
MS analyza a Western blot tiez odhalili zvySenu fosforyldciu Cx43 (Ser368), ktora
sa vacsinou pripisuje PKCe. V praci, Hlavackova et al. (2010) publikovali zvySeny pomer
p-PKCe (Ser729)/PKCe indikujaci zvySenu aktivaciu enzymu v podmienkach THH
(Hlavackova et al. 2010). Délezité je, ze zvySena hladina p-Cx43 (Ser368) PKCe zoslabuje
vodivost’ Cx43 kandlov (Bao et al. 2004) a zabranuje indukovanej komorovej fibrilacii (Lin
et al. 2008). Zda sa teda, ze aktivacia PKCe mdze byt zapojena v potlaceni arytmii
suvisiacich s IHH, najpravdepodobnejSie v dosledku spomalenia vedenia v prospech

elektrickej stability.

Je zname, Ze aktivita Akt kontroluje stabilitu GJ a zlcastiiuje sa tvorby vacsich
a stabilnych GJ. Priama inhibicia Akt viedla k strate GJ internalizaciou. Fosforylacia Cx43
na Ser373 pomocou Akt sa javi ako kontrola velkosti GJ prostrednictvom inhibicie
interakcie Cx43: ZO-1 (Dunn & Lampe 2014). Je zaujimavé, ze za podmienok poskodenia
alebo lieCenia rastovym faktorom sa Cx43 postupne fosforyluje Akt (5 az 15 minat
po oSetreni na p-Ser373), MAPK (v 15 az 30 minttach na p-Ser279/Ser282) a v-Src (pocas
30 minut sa predlzuje na p-Tyr247), ¢o vedie k sekvenénym zmenam v GJ, vratane zvySenej
velkosti s naslednou inhibiciou komunikicie GJ a ich internalizdciou z plazmatickej
membrany (Solan & Lampe 2014). Asociacia HK s vonkajSou mitochondridlnou
membranou je tiez stimulovana Akt signdlnou drahou a bola mnohokrat preukazana
ako protektivna. Za fyziologického stavu je HK1 naviazand na napéatovo zéavisly aniontovy
kanal a zvySuje dodavku ADP pre ATPsyntazu. Tym zvySuje svoju aktivitu a stimuluje
glykolyzu na jednej strane a transport glukézy do kardiomyocytov na druhej strane
(Southworth et al. 2006) a tak zlepSuje energeticky stav kardiomyocytov za hypoxickych
podmienok. Preto sme sa zamerali na mitochondridlne subpopulacie (Kolar et al. 2017)
a sledovali sme, ¢inebude toto zvySenie prejavené v subsarkolemalnej populacii
mitochondrii, ktord by priamo podporila uptake glukézy za hypoxickych ¢i ischemickych
podmienok. Tato hypotéza sa nepotvrdila, ale ukazalo sa, Ze adaptacia na hypoxiu, zabranila
odviazaniu HK2 z mitochondrii v priebehu reperfuzie, a to u vSetkych mitochondridlnych

subpopulécii (Kolar et al. 2017).




V tejto suvislosti sme preukdzali vysoko aktivovani Akt po 10-minatovej ischémii
v hypoxickom srdci v oboch pracach (Kolar et al. 2017; Kohutova et al. 2019). Z toho
vyplyva, Ze hypoxia aktivuje protektivne signdlne drahy, ktoré pretrvavaju pocas
10-minatovej ischémie, pricom pri dlhsej expozicie ischémie dochadza k degradacii Cx43

1 odpojeniu HK z mitochondrii.

GJ st konzistentné a rychlo remodelované roznymi stimulmi. Rozdiel medzi Cx43
mRNA transkriptom a hladinou proteinu celkovym Cx43 po IHH mdze suvisiet
s 1) translaciou a stabilitou mRNA, ktora je regulovana miRNA a RNA-viazicimi proteinmi
(RBP) alebo ii) znizenou rychlost’ou degradacie, ktora méze byt ovplyvnena (MAPK, v-Src
a PKC) (Solan & Lampe 2008; Sirnes et al. 2009; Salat-Canela et al. 2015; Calderon &
Retamal 2016). V dosledku toho bola redukcia Cx43 génového transkriptu uverejnena
aj v hypertenznom srdci potkana, co moze byt tieZ spojené s miernou hypertrofiou l'avej
komory (Egan Benova et al. 2016). Napriek tomu mézeme Spekulovat’, ze supresia génu
CXA1 v dosledku IHH pravdepodobne aktivuje kompenzacné posttranslaéné mechanizmy

na zvySenie hladin Cx43 v prospech srdcovej funkcie.

Pocetné stadie naznacuju, ze elektrické odpojenie GJ pocas akutnej ischémie
myokardu prispieva k abnormalitdm pri vedeni vzruchu a podporuje vznik malignych
arytmii (Peters et al. 1997; Beardslee et al. 2000; Danik et al. 2004). Bol preukazany
abnormalny narast Cx43 lateralizacie v dosledku ischémie sprevadzanej jej defosforylaciou
(Beardslee et al. 2000; Lerner et al. 2000). V zhode s antiarytmickou ochranou indukovanou
IHH, sucasnd praca tiez ukazuje zmeny v distribucii Cx43. Kvantitativna analyza
imnofluorescenénych obrazkov odhalila mierny, ale vyznamny narast celkového Cx43
ap-Cx43 (Ser368) na GJ end to end v IHH myokarde. Zatial' ¢o 10-mintitova ischémia
zruSila redistribuciu t-Cx43 indukovant IHH, avSak narast p-Cx43 (Ser368) na end to end

pretrvaval a zvysil sa tak pomer p-Cx43 (Ser368)/t-Cx43.

V kontexte topologie Cx43 je potrebné poznamenat’, Ze jej vyrazné prerozdelenie z end
to end na lateralne side fo side GJ bolo pozorované v réznych podmienkach vratane akutnej
ischémie (Beardslee et al. 2000; Duffy 2012). ZniZena celkova expresia Cx43 a zvySena
lateralizacia urychl'uju nastup, incidenciu, frekvenciu a trvanie ventrikularnej tachyarytmie

po okluzii koronarnej artérie (Lerner et al. 2000). Vysoka priecna vodivost’ GJ a zvySeny
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priemer buniek zvysili citlivost’ na vodivy blok poskytujicu substrat pre arytmiu (Seidel et
al. 2010). Srdcové ochorenia si casto sprevadzané ako nedostatok celkového Cx43,
tak aj zvySenim lateralnych spojeni, ¢im sa zvySuje nachylnost’ srdca k malignym arytmiam
(Tribulova et al. 2015; Egan Benova et al. 2016). Na rozdiel od tohto zistenia, Stadie
naznacuju, ze adaptacia srdca na IHH nie je sprevadzana takymito nepriaznivymi procesmi.
Tato skutocnost’ aspon Ciastone vysvetl'uje antiarytmické vlastnosti srdca po adaptacii

na IHH.

Vseobecne plati, ze antiarytmicky uc¢inok moze tiez zavisiet’ od integrity a lipidového
zloZzenia membran, ktoré ovplyvituju vodivost’ a funkciu membranovo viazanych proteinov.
Napriklad sa uvadza, ze n-3 PUFA zlepSuje elektrickt remodelaciu, zvySuje expresiu Cx43
a znizuje vznik arytmii u hypertenznych potkanov (Fischer et al. 2008; Radosinska et al.
2013), ¢o naznacuje uzky vztah medzi Cx43 a antiarytmickym t¢inkom n-3 PUFA. Ukazalo
sa, ze IHH zvySuje podiel n-3 PUFA v srdcovych fosfolipidoch (Jezkova et al. 2002).
Potravinova suplementacia potkanov pocas adaptacie na IHH s n-3 PUFA mala za nasledok
kumulativny antiarytmicky ucinok, ktory prakticky eliminoval komorové arytmie
indukované I/R zranenim (Hlavackova et al. 2007). Predlozena Stadia ukdzala, ze kratka
ischémia eSte viac zvySuje uz vysoky podiel n-3 PUFA v membranovych fosfolipidoch
v srdci vplyvom IHH, €o je v stlade so zvySenou hladinou p-Cx43(Ser368) v end to end

spojeniach.

Zaverom mozeme povedat, IHH poskytuje antiarytmicky ucinok sprevadzany
zvySenou expresiou Cx43 proteinu, fosforylaciou a pozitivnou Cx43 redistribuciou v l'avej
komore. Aktivéacia protizapalovych kindz mdze stimulovat’ signalne drahy ovplyviiujuce
obrat a zostavu GJ, o vedie k zvySenej endogénnej ochrane srdca pred Zivotom

ohrozujlicimi arytmiami.




6.2 Cx43, akitny a chronicky chlad

Stadium chladovej adaptacie méa dlhodobu tradiciu, prevazne v oblasti chladového stresu.
Jansky et al. (1996, 2006) sa venovali $tadiu expozicie chladovému stresu u otuzilcov
a taktiez lokalnemu ochladzovaniu ponorenim ruky do studenej vody. Pricom vysledky

sa lisili v zavislosti od doby trvania expozicie (Jansky et al. 1996; Jansky et al. 2006).

V naSej praci sme pouzili trochu iny model, ako sa vo vicSine pripadov uvadza,
aby sme odstranili detrimentélne ucinky chladu (Fregly 1982). Model bol viackrat overeny
vo¢i nepriaznivym ucinkom, bola vyli¢ena aj hypertrofia, ktora je v literatire cCasto
uvadzana ako negativny ucinok chladu. Adaptacia na chlad vSak predstavuje doposial’ malo
Studovany model. Priblizne do roku 2000 bol zdujem o Cx43 vo vztahu k chladu zvySeny,
avsak po tomto roku dostupnost’ literatiry znacne klesla a zdujem o tento model na niekol’ko
rokov utichol (Saitongdee et al. 2000). Pokial’ ide o srdcovy sval, informacie o chladovej
adaptacii na molekularnnej urovni Gplne chybaju. Najviac dostupnej literatiry tykajicej sa
adaptacie na chlad, pripadne Cx43 je v stvislosti s hibernaciou. Hibernécia, ako jeden zo
stavov prispOsobenia sa organizmu na zniZzenu teplotu okolia predstavuje komplex
adaptivnych procesov, ktoré zabezpecuji zachovanie Zivotnych funkcii po€as nepriaznivych
podmienok. Pocas hibernacie bolo pozorované dramatické zniZenie srdcovej frekvencie,
rychlosti dychania, metabolizmu a krvného tlaku, po ktorom nasleduje znac¢ny pokles
telesnej teploty (Saitongdee et al. 2000). Model hibernujiiceho organizmu sa zasadne 1i8i od
nehibernujiceho ato v pritomnosti mechanizmov, ktoré u hibernantov zachovavaji

bunkové funkcie vo vel'mi nizkych teplotach (Vybiral & Jansky 1997).

Vtejto praci sme prvykrat poukdzali na zmeny expresie a distribucie Cx43
po vystaveni akutnemu a chronickému chladu. Zistili sme, Ze proteinova expresia Cx43
a jeho fosforylovanych foriem P1 + P2 Cx43 sa nezvysila vplyvom 3D a 10D chladu, zatial
¢o nefosforylovana forma Cx43 (np-Cx43) alebo taktiez oznacovand ako nizko
fosforylovana forma sa zniZzila vplyvom 10D chladu. Imnuflorescenéné farbenie
nepreukdzalo zmeny v distribtcii Cx43 vplyvom 3D a 10D chladu. V pripade chronického
chladu sme zaznamenali zvySenll proteinovu expresiu celkového Cx43. Kvantitativna

analyza imunofluorescencnych obrdzkov odhalila mierny néarast Cx43 end to end spojeni




v myokarde po vystaveni chronickému chladu. NaSe zistenia koreluju s pracou Saitongdee
(2000), kde kvantitativna analyza ukézala vyrazne vys$iu imunoexpresiu Cx43 z hl'adiska
poctu plakov a v oblasti plochy plakov pocas hibernécie v porovnani s kontrolou u skrecka.
Kedze skreCok predstavuje hibernujici organizmus, otazkou ostava, mézu byt tieto

poznatky prenesené aj na nehibrnujuce organizmy?

Experimentalne stidie ukazali, Ze izolované srdce hibernatora toleruje nizke teploty
aje schopné udrziavat’ kontrakcie pri 0-7 °C, pricom izolované srdce u nehibernatorov
sa stava t'azko arytmické pri zniZeni teploty z 30 na 16 °C a zvycajne prestane bit’ pri d’alSom
znizeni teploty zo 16 na 10 °C (Burlington & Darvish 1988). Velkost’ svalovej kontrakcie
s elektrickou stimuldciou rastie u nehibernantov, ked’ sa teplota znizi z 37 °C na 20 °C.
Dalsie zniZenie teploty vedie k zniZeniu svalovej kontrakcie. Podobna inotropia vyvolana
nizkou teplotou sa prejavuje aj u hibernantoov, avsak vel'kost’ kontrakcie sa nad’alej zvysuje,
ked’ sa teplota d’alej znizuje na 15-10 °C a v pripade jezkov zostava na relativne vysokej

urovni dokonca aj pri teplote 5 °C (Liu et al. 1990).

Vzhl'adom na to, Ze rozne typy medzibunkovych kandlov maju rozdielne vlastnosti
kanalov vratane velkosti pdérov, vodivosti a iontovej selektivity, zmeny v mnozstve
a distribucii konexinov v bunkich st spojené s mnozstvom patologickych stavov,
ako je arytmia (Kanno & Saffitz 2001). Navyse je funkcia GJ regulovana roznymi faktormi,
ako je fosforylacia, napitie, Ca®*, pH. Jednym z faktorov ktory moze ovplyvnit’ kontraktilitu
srdca je uz spominany Ca®". PretaZenie vapnikom pravdepodobne prispieva
ku kratkodobému uchovania srdca pred transplantaciu srdca, a preto by sa malo
pri hypotermickom zachovani srdca zvazit' zniZzenie vol'ného cytosolického vapnika. Liu et
al (1994) zistili, Zze perfizia s 0,5 mM Ca*" pred vystavenim srdca chladu zlepSuje jeho
funkcéné zotavenie u potkana po perfuznej konzervacii pri 5 °C pocas 18 hodin (Liu et al.
1994). Niekol'ko experimentdlnych nalezov je v sulade s hypotézou, Ze dochadza k
pretazeniu Ca’*" v srdcovych bunkach pocas hypotermie u nehibernatorov (krilika a
potkana), ale nie u hibernatorov. Toto bolo potvrdené meranim vol'ného cytozélového Ca*",
ktoré sa vyznamne zvysilo u potkanov s klesajucou teplotou, zatial’ ¢o izolované komorové
myocyty z hibernatora (Richardsonova vevericka) boli zna¢ne menej ovplyvnené (Johansson

1996).




V pripade akutneho chladu bola popisand tloha adrenergdného systému u ¢loveka
v termogenéze (Simeckova et al. 2000). NasSe zistenia preukdzali nesignifikantné zniZenie
expresie u PKA chronického chladu, ale u Akt doslo vplyvom chronického chladu a regresie
k signifikantému zniZeniu. Rozhodujicou signaliza¢nou dradhou, ktora reguluje srdcovy
rytmus, je Pl-adrenergnd signalizacia, ktora vedie pomocou cAMP k aktivacii PKA
(Madamanchi 2007). Hoci cAMP je potrebny pre aktivaciu PKA, existuju d’alSie regulacné
mechanizmy, ktoré presne diktujt, kde a kedy je kinaza aktivovana v reakcii na Specifické
podnety. Aj ked’ mnoho extracelularnych signalov pouziva rovnaky systém druhého posla,
protikladné ucinky adenylatcyklazy a fosfodiesteraz generuju lokalizované gradienty cAMP
a maju najvacsi vplyv na koncentrované zdsoby PKA v neaktivnej konformacii (Sim & Scott
1999). Bolo preukdzané, Ze pocas hibernacie dochadza k poklesu tvorby cAMP v komorach,
¢o moze taktiez znizovat’ GJ komunikéciu (Pleschka et al. 1996). Tieto zistenia st v stlade
s nas§imi doposial’ nepublikovanymi vysledkami, kde sme pozorovali znizeni expresiu

adenylatcyklazy vplyvom chronického chladu.

Akt signalizacia mdze tiez zlepSit’ kontraktilni funkciu tym, Ze ovplyvni cyklus
vapnika v myokarde, ktory hrd rozhodujucu ulohu pri kontraktilite a relaxacii
kardiomyocytov (Chaanine & Hajjar 2011). ZvySovanie Ca** pradu (Ica, L) cez kandlovy
komplex Ca’?’ typu L a zvySené uvolfiovania Ca’>" zo SR sl dva mechanizmy, ktorymi
sa mdze zvysit' inotropizmus. Pokial’ ide o prvy mechanizmus, Catalucci et al. 2009
preukdzali, ze Akt priamo kontroluje hustotu proteinu komplexu Ca®*-kanal typu L a Ica, L
tym, Ze zabraiiuje degradicii Cavol, podjednotky tvoriacej péry Ca**-kandlu typu L
(Catalucci et al. 2009). Kim et al. (2003) popisali zvySen hodnotu Ica, L na modeli mysi Akt-
E40K Tg, ¢o naznacuje pritomnost’ mechanizmu zavislého od Akt schopného modulovat’
manipuldciu s Ca’" na sarkoleme (Kim et al. 2003). V sulade s tym bol zvyseny IcaL
izolovany z kardiomyocytov mysi s deficitnou fosfatdzou a tenzinovym homoldgom,
antagonistom PI3K a aktivatorom Akt (Sun et al. 2006). Avsak srdcové funkcia sa ukdzala
byt zniZena in vivo. Negativny inotropny ucinok bol vysvetleny ako dosledok zvySenej
regulacie izoformy y PI3K, ktora reguluje cAMP fosfodiesterdzu a vedie k znizeniu hladin

cAMP (Crackower et al. 2002).




WB analyza taktiez odhalila zvySenu expresiu PKCS v chronickom chlade
a v regresii, priCom expresia PKCe mala tendenciu sa znizovat vplyvom chronického
chladu, v regresii bol naopak pozorovany jej nrast. Aj ked’ st PKCe a PKCd Clenmi tej istej
podskupiny, PKCo6 (bezne oznaCovana ako kinaza smrti) a PKC-¢ (bezne oznaCovana
ako kinaza prezitia) sprostredkovavaju kontrastné a dokonca protikladné ucinky (Singh et
al. 2017). Hoci maju tieto kinazy protil'ahlé ulohy, obe pdsobia v rovnakom smere pocas
vyvoja hypertrofie (Dorn & Force 2005). Bolo pozorované, ze v kultivovanych
kardiomyocytoch reguluju izoformy PKC kontraktilitu a hypertrofiu (Dorn & Mochly-
Rosen 2002). Song et al (2015) wvytvorili myS$i, ktoré nemali PKCe a PKCo
v kardiomyocytoch, a to bud’ na zaCiatku vyvoja srdca, alebo po narodeni. Zatial
¢o nedostatok bud’ samotnej PKCS alebo PKCe mal minimalne désledky na rozvoj srdca
alebo jeho funkciu, ich kombinovany deficit vyvolal nekontrolovany rast kardiomyocytov,
masivnu proliferaciu fetalnych kardiomyocytov a prehnanu hypertrofiu v dospelych srdciach
(Song et al. 2015). Selektivna aktivacia PKCe inhibuje Ca**-kanal typu L v srdci (Hu et al.
2000). V sulade s tymto poznatkom je aj praca Liu et al, kde ako odpoved’ na hypotermiu
bola taktiez pozorovana znizena pokojova sila po kontrakcii myokardu, ¢o je pravdepodobne
ovplyvnené znizenym vylevom Ca?". Nérast intraceluldrneho vapnika nad normélnu
diastolicki hodnotu by aktivoval prechodny vnutorny prad (Colquhoun et al. 1981),
¢o by mohlo spdsobit’ naslednii depolarizaciu, ktord by mohla iniciovat’ extrasystoly,

a tak vyvolat’ vznik tazkych arytmii v srdci (Cranefield 1977).

Ako uZ bolo niekolkokrat spomenuté fosforylacia taktiez prispieva k regulacii
otvéarania/zatvarania GJ kanalov. Dal3ou sledovanou kinazou bola CK1, ktorej proteinova
expresia sa vplyvom chronického chladu aregresie nezmenila. CK1 fosforyluje Cx43
v miestach Ser325/Ser328 Ser330 pocas prechodu Cx43 z plazmatickej membrany do GJ
(Cooper & Lampe 2002). Proteiny tepelného Soku su zvysené pri chlade a existuju dokazy,
Ze tieto proteiny, konkrétne heat shock protein 70 (HSP70), chrani Cx43 pred degeneraciou
(Laing et al. 1998). Tomu nasvedcuji aj naSe zistenia, kde v chronickom chlade bola
pozorovana znizena expresia MAPK vplyvom chronického chladu, pricom v regresii bola
zvySena. MAPK fosforyluje Cx43 na Ser279/Ser282, ¢im reguluje proces internalizacie
a degradacie Cx43.




7 ZAVER

Kardiovaskularne ochorenia predstavuju vyznamné priCiny tmrtnosti v dosledku arytmii
anasledného kontraktilného srdcového zlyhania, pri ktorych je alarmujuca prevalencia
rizikovych faktorov u mladych l'udi. Srdcové ochorenia st Casto sprevaddzané zhorSenou
funkciou mitochondrii, rozvijajicicm oxidativhym stresom, poklesom celkového Cx43

a zvysenim laterdlnych spojeni, ¢im sa zvySuje sklon srdca k malignym arytmiam.

Tato praca sa prevazne zaoberd tlohou konexinov a ich potencialnych upstream kinaz
v dvoch protektivnych antiarytmickych rezimoch adaptécie na hypoxiu (IHH) a adaptécie
na chlad (CH). Vedla toho vysledky tejto prace nadvdzuji na uZ publikované data tykajuce
sa ochrany mitochondrii zvySenou asocidciou hexokindzy u antiarytmického rezimu IHH
a Studovanim tohto javu u CNH anaslednych ischemickych podmienkach. Ochrana
mitochondrii pred nadmernou produkciou ROS v hypoxii anaslednym I/R poskodenim
pomocou zvysenej asociacie hexokindzy preukazala rozdiely medzi antiarytmickou IHH
a proarytmickou CNH. V pripade IHH asociacia hexokindzy 1 aj 2 vyznamne rastie, pricom
vplyvom CNH sa asocidcia nezmenila ani u jednej z izoforiem. Délezitym nalezom vsak je,
ze CNH znizila mieru odojenia HK2 z mitochondrii v priebehu reperfiizie v porovnani

s kontrolami.

NaSe vysledky na modeli IHH ukdazali, zvySent expresiu, fosforylaciu a sicasne
znizenou lateralizaciu konexinov, C€o modze zavazne prispievat kuZz znamemu
antiarytmickému tcinku. Zistili sme, ze IHH ovplyviiuje fosforylovany stav Cx43 na jeho
Siestich fosforylaénych miestach (Ser364, Ser365, Ser368, Ser279/282, Tyr265), ¢o bolo
v sulade s detekovanymi alebo uz publikovanymi upstram kindzami. Zatial' Co v akutnej
expozicii chladu, ktord arytmie nemeni, nedochadza ani k podstatnym zmenam v expresi
a fosforylacii konexinov. U chronickej CH adaptacie sa znizuje lateralizacia v sulade s jej
antiarytmickym Uc¢inkem. Nachiddzame tiez zasadne rozdiely v aktivacii upstream kindz
medzi IHH a CH. V priebehu I/R poSkodenia u adaptovanych zvierat na IHH, doslo

k d’alSiemu znizZeniu lateralizacie konexinov, ¢o bolo v stlade s navySenim n-3 PUFA,




Zaverom mdzeme povedat’, Ze nase prace priniesli origindlne vysledky, ktor¢ otvaraju
nové pohlady na kardioprotektivne rezimy adaptacii a k uplnému porozumeniu tychto

mechanizmov je nutné d’alSie Stadium.
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Prilohy

Priloha 1

ZloZenie roztokoy pre pripravu hrubych membrdn zo srdca

ZloZenie TME (TRIS, MgCl2, EDTA), 100ml, pH 7,4:
242 mg TRIS (TRIZMA® base, SIGMA)

61 mg MgCl> 3mM

29,2 mg EDTA 1mM (SIGMA)

2000 pl complete 50x koncentrovany

10 tabletiek PhosphoSTOP

Zlozenie TMES (TRIS, MgCl2, EDTA, sacharéza), 100ml, pH 7,4:
242 mg TRIS (TRIZMA® base, SIGMA)

61 mg MgCl> 3mM

29,2 mg EDTA 1mM (SIGMA)

2000 pl complete 50x koncentrovany

10 tabletiek PhosphoSTOP

8,6 g sachar6za

Priloha 2

ZloZenie roztokov pre Imunofluorescenciu

ZlozZenie Phosphate Buffered Saline (PBS)

8g NaCL

0,2g KCI

1,72g NaHPO4.12H>0

0,24g KH2PO4

Nasledne bolo upravené pH pomocou NaOH na hodnotu 7,4 a doplnené do 11.

Priloha 3

ZloZenie roztokov pre Elektroforézu a Western blot analyzu

ZloZenie homogeniza¢ného média HM1, 10 ml, pH 7.4:
16,04 mg TRIS (TRIZMA® base, SIGMA)

9,52 mg EDTA (SIGMA)

2,92 mg EDTA (SIGMA)

0,86 g sachar6za

1 tableta inhibitory protedz

200 pl complete 50x koncentrovany

7,71 mg DTT (dithiotreitol)
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ZloZenie homogeniza¢ného média HM2, 10 ml:

3 g moCoviny

1,55 g thiomocoviny

45 mg tetrasodium pyrofosfat dekahydrat

Vsetky chemikalie boli zmiesané a doriedené 2-merkaptoethanolom do 10 ml mQ H2O.

ZlozZenie gélov:

Na 2 gély 12% deliaci gél 5% zaostrovaci gél
H20 2,9 ml 2,62 ml

AA 4 ml 0,83 ml

Tris pH=8,9 2,5 ml 0

Tris pH=6,9 0 1,25 ml

SDS 0,1 ml 0,05 ml

APS 0,5 ml 0,25 ml

AA — 30% akrylamidovy roztok (SIGMA)

TRIS pufor pH 8,9
9,1 g TRIS (TRIZMA® base; SIGMA) + 345 ul TEMED (SIGMA) bolo rozpustené v mQ
H>0. Nasledne bolo upravené pH pomocou HCI na hodnotu 8,8 a doplnené do 100 ml.

TRIS pufor pH 6,8
10,462 g BIS-TRIS (SIGMA) + 345 ul TEMED (SIGMA) bolo rozpustené¢ v mQ H>O.
Nasledne bolo upravené pH pomocou HCI na hodnotu 6,8 a doplnené do 100 ml.

SDS — sodium dodecyl sultat (SERVA)
APS — ammonium persulfat 60 mg do 5 ml mQ H>O (P-lab)
DTT - dithiotreitol

ZloZenie elektrodového pufru, 11:
30,3 g TRIS (TRIZMA® base; SIGMA)

144 g Glycin (SIGMA)
10 g SDS (SERVA)

Navazené mnozstvo bolo rozpustené v 11 mQ H>O. Pred pouzitim bol roztok nariedeny v
pomere 1:9 — pufor: mQ H>O.

ZloZenie Towbin pufru — blotovaci pufr, 11:
3,03 g TRIS (25mM) - (TRIZMA® base; SIGMA)

14,4 g Glycin (192mM) - (SIGMA)
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Navazené mnozstvo bolo rozpustené v 500 ml mQ H2O. Nésledne pridané 200 ml metanolu
(PENTA) a doplnené do 1 1 mQ H»O.

Zlozenie TBS, 51:
12,1 g TRIS (20mM) - (TRIZMA® base; SIGMA)

146,2 g NaCl (500mM) - (PENTA)

Navazené mnozstvo bolo rozpustené ve 4 1 mQ H>O a pH bolo upravené na 7,5 a doplnené
mQ HoOdo 5L

Zlozenie TTBS, 11:
Pred pouzitim bolo do 1 1 TBS pridané 500 pl Tween 20 (SIGMA)
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