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1. UVOD

Udrzovani energetické homeostazy pii fyzické zatézi a v patologickych stavech je
kli¢ovym tkolem pro zachovani integrity myocytt, a tedy zdravi srdce a kosterniho svalu.
Kreatinkinazovy systém (CK) ptedstavuje hlavni rychle dostupnou energetickou rezervu pro
svalové bunky, zatimco aktivita signalni drahy zahrnujici proteinkinazu B (Akt) a hexokinazu
(HK) ur¢uje kapacitu transportu glukdzy do nitra bunék a nasledné glykolyzy. CK a HK vytvari
prostorové usporadané systémy, které vyznamné propojuji drahy glykolytické a oxidativni
tvorby ATP s misty jeho spotieby, a tim se podileji na zachovani energetické homeostazy
myocytll. Zaroven bylo zjisténo, ze tyto enzymy jsou zapojeny v mechanismu endogenni
cytoprotekce.

Srdce i kosterni sval potiebuji pro svij vykon trvaly ptisun energie k udrzeni vysokého
poméru ATP/ADP, ktery je nezbytny pro optimdlni aktivitu ATPaz v prabéhu svalové
kontrakce a relaxace. AvSak pomér ATP/ADP neni dostatecné citlivym indikatorem
energetického stavu, nebot’ svalové builkky maji fadu systéma, které tento pomér udrzuji na
vysoké urovni i pii zhorSené energetické bilanci. Naproti tomu se jako dobry indikator
energetického stavu bunky ukéazal pomér kreatinfosfatu (PCr) a ATP, ktery mize odrazet
kontraktilni dysfunkci ve spojeni s energetickym stavem. SniZeni tohoto poméru je privodnim
znakem patologickych stavii u kosternich svall 1 srdce a dysfunkce CK miiZe byt predzvésti
srdecni ischemické piihody. Naopak stimulace CK po podani kreatinu brani ztratdm svalové
hmoty, zlepSuje kontraktilni funkci kosternich svali a méa i pro srdce pozitivni dusledky.
Aktivni CK systém téZz sniZzuje produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) modulaci
mitochondridlniho membranového potencidlu, podobné jako HK asociovanid s vnéjsi
mitochondridlni membranou. Nedavno bylo zji§téno, Ze zvySend asociace HK2 se srde¢nimi
mitochondriemi se podili na regulaci signalni drahy endogenni kardioprotekce tak, ze snizuje
pravdépodobnost otevieni mitochondrialniho permeabilniho poru (MPT poru), a tim snizuje
pravdépodobnost aktivace apoptozy zprosttedkované mitochondrialni cestou.

Studium systtmi CK a HK je proto vyznamné pro pochopeni jejich role
za fyziologickych podminek, a nasledné za riiznych patologickych stavii. Nemén¢ vyznamné je
studium moznych protektivnich intervenci, které kapacitu CK a HK posiluji, a tim zvySuji
odolnost kosternich svalil i srdce k nahlému pfetizeni ¢i ischemickému poskozeni. Zjistili jsme,
Ze jednou z téchto intervenci mize byt adaptace na chronickou hypoxii, kterd je zndma svymi

kardioprotektivnimi ucinky.



2. CILE

Hlavnim cilem této prace bylo shrnout nase dosavadni vysledky tykajici se CK systému

a cytoprotektivni drahy hypoxii indukovaného faktoru HIF, proteinkinazy B (Akt) a hexokinazy

2 (HK?2), které jsme ziskali v pribéhu minulych let na modelu laboratorniho potkana a kralika.

Diléi cile:

i)

vi)

vii)

Kvantifikovat ptednostni metabolicky tok neboli ,,substrate channeling® mezi myozinovou
ATPazou a myofibrilarni kreatinkindzou CKM vazanou v M-linii sarkomery kosterniho
svalu.

Popsat konformacni zmény CKM v zavislosti na vazbé substrati a charakterizovat vazbu
CKM v M-linii sarkomery kosterniho svalu za téchto podminek.

Kvantifikovat zmény CK systému Vlevé a pravé komoie srdce po adaptaci na
kardioprotektivni a neprotektivni rezimy hypoxie.

Zjistit lohu izoforem hexokinazy (HK1 a HK2) v oblasti mitochondrii v srdci po adaptaci
na kardioprotektivni reZimy mirné a extrémni hypoxie.

Sledovat zmény v signalni drdze hypoxii indukovaného faktoru HIF a protein kindzy B
(Akt) po adaptaci na mirnou a extrémni hypoxii.

Posoudit miru aktivace Akt/HK2 protektivni drahy v pribéhu kratkodobé ichemie a
reperfuze po adaptaci na mirnou hypoxii.

Posoudit vliv mirné a extrémni hypoxie na odpovéd’ antioxida¢niho systému, 3-adrenergni

signalizace v levé komote srdce.
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4. KREATINKINAZOVY SYSTEM V KOSTERNIM A SRDECNIM
SVALU

Kreatinkinazovy systém (CK systém) je jedinym fosfagenovym systémem u obratlovcd.
V zivocisné tisi se vyvinulo sedm téchto systémi a hlavni uplatnéni nachazeji pfevazné
Vv excitabilnich tkanich, kde preklenuji ndhlé vykyvy v pozadavku na dodavku energie. V mensi
mife jsou piitomny i v ostatnich tkanich, kde maji modula¢ni funkci *2. Hlavni funkci CK
systému V kosternich svalech a v srdci, je udrzovat vysoky a staly pomér ATP/ADP pii ndhlém
i trvale zvy$eném pozadavku na dodavku energie 1. CK systém je povazovan za prostorovy
energeticky pufr, ktery umoziuje tvorbu, pienos a vyuziti kreatinfosfatu (PCr) mezi misty
spotieby energie (ATPazy) a misty jeji produkce (glykolyza a oxidativni fosforylace). Jeho
molekula snadno difunduje do okoli, nebot’ je vyznamné mensi nez molekula ATP a ve srovnani
s ostatnimi fosfageny V Zivo¢isné #i8i ma PCr jednu z nejvyssich diftiznich konstant 3>,

CK systém se v pti¢né pruhovanych svalech skladé z kreatinu, jeho fosforylované formy
a Ctyt izoforem kreatinkinazy (CK). Dvé izoformy jsou cytosolické CKM (muscle), CKB
(brain) a jedna je mitochondrialni tzv. sarkomerickd mtCKs (sarcomeric). Vedle toho se
Vv ostatnich tkanich vyskytuje tzv. vSudyptitomna mitochondrialni mtCKu (ubiquitous).
Cytosolické izoformy se vyskytuji jako dimery, ve zralém kosternim i srde¢nim svalu se
nachazi pfevazné homodimer CKMM, avsak v srdci se v malém mnozstvi vyskytuje také
homodimer CKBB a heterodimer CKMB (pro piehled ®-1%). CKB izoforma je dominantni ve
fetdlnim srdci i myoblastech kosterni svaloviny *, dale je typicka pro neurony a byla nalezena
ve vétsiné neexcitabilich tkani 2. Pokud dochazi k nadmémému zatizeni zralého srdce, zvysuje
se exprese fetalnich geni, které jsou soucasti adaptivni odpovédi, a za téchto okolnosti vzrista
i exprese minoritni CKB izoformy (P¥iloha 8) °. Mitochondridlni izoformy tvoii pfechodné
homo-dimery a za funkéni tercialni strukturu jsou povazovany stabilni oktamery, lokalizované
v inter-membranovém prostoru mitochondrii 3. Prekvapivé, vlevé srde¢ni komoife jsme
stanovili pomér hladin mRNA CKM a CKB 1: 1, zatimco mitochondridlni mtCKs mRNA m¢la
hladinu o tad vyssi (Kasparova D, nepublikované vysledky).

Funk¢ni spojeni mezi cytosolickymi izoformami a mitochondrialnimi izoformami CK,
které na jedné strané podporuje funkci ATPaz a na druhé stran¢ vyuziva ATP K vytvareni

zasobniho poolu PCr, bylo popsano v kosternim svalu i v srdci jako ,,CK/PCr shuttle® &4,



4.1. Klinicky vyznam kreatinkinazového systému

Cytosolické izoformy CKM a CKB jsou v obecném povédomi jako jeden z markerd
akutniho infarktu myokardu Vv séru ve formé¢ CKMB dimeru. Ke zvySeni CKM v séru téz
dochazi u myopatickych stavii anebo po vykonu u vrcholovych sportovetl 1°-28, Existuji klinické
stavy nebo genetické vady, které vedou ke snizeni anebo k uplnému potlaceni funkce CK
systému 192!, Mira postizeni mimo jiné zavisi na tom, zda se svalova buiika vyviji jiz s timto
defektem a dojde k adaptaénim zménam na tuto situaci 22, anebo zda k defektu dochéazi pozdgji
u zralé, pln¢ diferencované svalové bunky a Vvtomto piipad¢ jsou nasledky podstatné
zavaznéjsi 2. Porucha CK systému mize v principu nastat ve dvou zakladnich rovinach, bud’
je deficit v enzymatické ¢asti systému, anebo neni dostupny kreatin jako substrat 24,

Na modelech mysi s riznym typem deficience CK izoforem se ptekvapivé projevila
zména fenotypu svalu a srdce pomérné mirng, obzvlasté u delece cytosolické CKM™ izoformy,
coz mize souviset s adaptivnimi zménami V oblasti prostorového uspofadani myocytu a
zmnozenim mitochondrii %, které posili ptimou doddvku ATP k ATP4azam. Delece CKM
nezménila silu stahu, ale sniZila rychlost kontrakce a zvifata neudrzela maximalni vykon 2628 ,
Obnoveni CK systému vedlo k vyraznému zlepseni svalové kontrakce 2°. Podstatné vyraznéjsi
nésledky byly patrné u delece mtCKs” a u soudasné delece obou zminénych izoforem, CKM a
mtCKs 303132 Zde se nabizi moznost, Ze v cytosolické ¢asti CK systému mohou sehrat
vyznamnou kompenzaéni roli jak morfologické zmény, tak kompenzaéni narist minoritni
izoformy CKB, zatimco v mitochondrialni ¢asti k podstatné kompenzaci nedochazi. Pozdgji
bylo ukazéano, Ze se s vékem progresivné zhorsuje stav mysi v zavislosti na typu deficience 3.
Na druhé strané, nadmérna exprese CKM dokazala ptedejit tlakovému pietizeni a naslednému
selhdni srdce u mysi 3, Tento zasah miize u¢inné stimulovat glykolyzu a tlumit mitochondrialni
produkci ROS v pietizeném srdci, zvy$enim dostupnosti Pi 34,

Co se tyka neenzymatické ¢asti CK systému, existuje mnoho praci, které dokumentuji
benefiéni a cytoprotektivni G¢inky jak samotného kreatinu, tak jeho ptasobeni Vv souc¢innosti
s CK. Na bunéénych kulturach i v souvislosti s kardioprotekci byly potvrzeny prokazatelné

8541 Bylo dolozeno téz snizeni zanétlivé

antioxidacni a anti-apoptotické ucinky kreatinu
odpovédi po jeho zvysené suplementaci 4. Nedavno byl pozorovan pozitivni vliv PCr
na bunécné membrany, kdy jeho pfitomnost zvysila stabilitu membran a vzrostla jejich odolnost
proti oxidativnimu stresu vyvolanému doxorubicinem 2. Usp&$né bylo podavani PCr i
v klinické praxi, kdy za bezpecnou davku pii chronickém podavani u lidi byly stanoveny

4g/den 9, U kosterniho svalu podavéani kreatinu zabranilo ztraté svalové hmoty, posililo



%053 3 zlepsilo maximdlni anaerobni svalovy vykon

kontraktilni funkci Vv pribéhu starnuti
u netrénovanych jedinci, zatimco u trénovanych nemélo vliv. Existuji vSak i studie, které
vyznamné zlepseni u vékové pokro¢ilé skupiny nepozorovaly **. Kardioprotektivni efekt
zvySené dostupnosti kreatinu byl prokazan na arovni zleps$eni kontraktilni funkce, snizeni poctu
reperfiznich arytmii a snizeni pravdépodobnosti otevieni MPT poru (mitochondrial
permeability transition pore) >>°°. V klinické praxi je vSak zvySeni dostupnosti kreatinu pro
srdce problematické vzhledem k jeho omezené transportni kapacité do kardiomyocytl. Proto
se Vv soucasné dob¢ zvazuje jeho podavani ve formeé vhodného analogu, ktery by zvySenou
dodavku kreatinu do srdce umoznil *’.

Ukazuje se, ze hladina PCr, tedy pomér PCr/ATP nebo tzv. kreatinovy naboj
[PCr])/[PCr]+[Cr] (PFiloha 1) velmi citlivé odrazi energeticky stav svalovych bunék na rozdil
od poméru ATP/ADP. To pravdépodobné souvisi s tim, ze ve svalovych burikach existuje vice
mechanismi, které udrzuji staly pomér ATP/ADP, ptipadn¢ ATP/AMP co nejdéle, aby byla
zachovana funkce a integrita myocyti. V klinické praxi byl pozorovan pokles PCr jesté pred
nastupem srde¢ni dysfunkce u hypertrofovaného srdce a u srdce diabetickych pacientti jako
pfedzvést ischemické piihody. Dale snizeni CK aktivity na polovinu bylo pozorovano
u selhavajiciho srdce a snizeny pomér PCt/ATP je zavaznym indikatorem pokrocilého stadia
U pacientil s dilataéni kardiomyopatii %%, Dysfunkce CK systému byla téZ pozorovéana
U pacientil s ischemickou chorobou srde¢ni. Na druhé strané posileni CK systému podavanim
PCr zlepsilo na vice urovnich priibéh pooperacnich stavii kardiopulmonalniho bypassu; sniZilo
vyskyt arytmii, zvysilo ejekeni frakei, snizilo hladiny CKMB v krvi a snizilo mortalitu pacientt
se suplementaci ve srovnani s ostatnimi pacienty %4, Ovsem stale neni zcela jasny mechanismus
pisobeni suplementace PCr, nebot’ nebyl dosud prokazan jeho transport do kardiomyoct.

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze nové poznatky tykajici se funkce CK systému a jeho
pfirozen¢ho 1 exogenniho posileni mohou najit vyznamné klinické uplatnéni v novych
terapeutickych pristupech i v prevenci kardiovaskularnich chorob a oslabeni svalové funkce
vlivem starnuti. Dosud neni jasné, zda chronickd suplementace kreatinem je piinosna
u myopatickych stavli, nebot akutni podani u zdravych jedinc na svalovy vykon nemélo

vliv %,



4.2. Kreatinkinazovy systém jako ,,Master* energetické rovnovahy

4.2.1. Kreatinkinazovy systéem a produkty hydrolyzy ATP

CK systém zajistuje dulezité propojeni mezi acrobnim a anacrobnim metabolismem.
Nedavno byly ptehledné popsany tzv. intracelularni energetické jednotky (IEU) v srdecnim
svalu, které postihuji souvislosti vysoce kompartmentalizovaného prostedi svalové buiiky se
snizenou difuzni kapacitou a kK tomu pfizptisobenou organizaci energetického systému. Autofi
zduraziuji, ze existence IEU umoziuje integraci mnoha energetickych tokt tak, aby bylo
dosazeno co nejvétsi ucinnosti v produkci a vyuziti ATP ®6%7. Na vrcholu této pomysiné
energetické pyramidy stoji CK systém, ktery je jiz slepou vétvi energetického metabolismu a
produkuje energeticky vysoce bohaty PCr.

CK reakce (PCr + ADP + H" <> ATP + Cr) probiha blizko rovnovahy a jeji smér tedy
urcuje hodnota volné Gibbsovy energie, dostupnost substratli a koncentrace produkti v daném
kompartmentu (Prilohy 1a2) %70 CK spoleéné s adenylatkinazovou (AK) reakci
(2ADP <> ATP + AMP) ' poskytuji regeneraci ATP Snejvy$si rychlosti (zhruba
30 umol/sec*g tkané), ktera je zhruba o fad vyssi nez rychlost syntézy ATP pomoci oxidativni
fosforylace a az o dva Fady vy$§i nez syntéza ATP de novo >4, Z tohoto diivodu jsou tyto
systémy téz nazyvany ¢asovymi energetickymi pufry "+7°. PCr/CK puisobi v blizkosti ATP4z
pfi nahlé zatézi, tim preklenuje kratké, ale vyznamné obdobi pied plnou aktivaci glykolyzy a
oxidativni fosforylace. Timto brani akumulaci produkti hydrolyzy ATP, (ADP a H*) v daném
kompartmentu, coz umoznuje maximalni vykon ATPaz. Vysoky pomér ATP/ADP, podobné
jako ATP/AMP, nepiimo zabranuje nadmérné ztraté¢ nukleotidii z bunky, které prostupuji
bunéénou membranou ve formé degradacnich produkti AMP %76, Na druhé strang, tyto
degradac¢ni produkty, adenosin nebo inosin dale plni diilezité signalni funkce.

Adenosin je povazovan za dllezity senzor energetického stavu butiky a lokélni regulator

krevniho pritoku "8,

Zjednodusené feceno, adenosin v malém mnozstvi stimuluje
vazodilataci a zaroven zpétnou vazbou skrze vysokoafinitni adenosinové receptory typu Aza
podporuje energeticky metabolismus bunky stimulaci glukézového metabolismu a jeho
signalnich drah. AvSak v kritickém ptipadé, kdy mnozZstvi adenosinu vyznamné Vvzroste,
dochazi k aktivaci Azg receptorti s nizkou afinitou a nasledné k aktivaci pro-apoptotickych drah
(Obr. 1). Aktivace adenosinovych receptort Aia ve spojeni s inhibi¢ni drahou spojenou s Gi

proteiny ma negativné chronotropni vliv na ¢innost srdce, coz muze oddalit depleci

energetickych zasob v piipadé energetického pretizeni 7782, Pokles poméru ATP/AMP té7



stimuluje AMPK (AMP aktivovanou proteinkinazu), ktera je neméné dulezity regulator
energetického metabolismu 88 ale i bun&ené smrti 8. CK systém je vyse uvedenym draham
nadfazeny tim, Ze udrzuje vysoké poméry ATP/ADP, ATP/AMP a pokud je pIné funkéni, brani
jejich vysoké aktivaci. V konecném disledku ptedchdzi spuSténi pro-apoptotickych drah

v zat&zovych a hypoxickych podminkéach %8788,
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Obrizek 1: Schéma vlivu adenosinu na stimulaci energetického metabolismus a aktivaci apoptozy v zavislosti na
mife jeho extracelularni koncentrace. Signalni drahy adenosinovych receptorti (Aza, Ags), fosfoinozitid-3-
kinazy/protein kinazy B (PI3K/AKT), hypoxii indukovaného faktoru (HIF) a tumor supresorového proteinu p53.
Tyto drahy ovliviiuji gluk6ézovy a mitochondrialni metabolismus na urovni exprese i vnitrobunécné translokace,
dale udrzuji rovnovahu mezi pro-apoptotickymi a anti-apoptoticymi procesy v zavisloti na energetickém stavu
bunky (Zkratky: R- receptor, BAX, PUMA - proapoptotické proteiny, Bel2, Belx, Birc, - antiapoptotické proteiny,
PHD - prolylhydroxylazy, GLUT- glukézové transportéry, HK2 — hexokinaza 2, PGC1 - koaktivator 1
aktivovaného receptoru gama proliferace peroxisomti, MDM2 - onkoprotein regulujici p53 (autofi obrazku: M.
Hock a J.Zurmanova).



4.2.2. Kreatinkinazovy systém jako donor ADP

Enzymy, které ovliviiuji pomér ATP/ADP, maji v mistech produkce ATP velmi
dilezitou ulohu. Jejich aktivita brani lokalni akumulaci ATP a soucasné zvySuje mnozstvi ADP,
které stimuluje jak glykolyzu, tak komplex V respira¢niho fetézce, a tim pozitivné ovliviiuji
respiraci mitochondrii a mitochondrialni membranovy potencial. Do této skupiny enzyma patii
tii izoformy hexokinazy (HK 1-3), které za urcitych okolnosti asociuji s vné&j$i membranou
mitochondrii (PFiloha 10), dale adenylat kinaza AK2, ktera je spolu s mtCKs lokalizovana
Vv intermembranovém prostoru mitochondrii % a v neposledni fadé mitochondrialni mtCKs. Na
uvedené enzymy muzeme v mitochondridlnim kompartmentu pohlizet jako na ptimé donory
ADP pro ATP syntazu a je dulezité¢ zminit, ze CK a AK katalyzuji reakce probihajici blizko
rovnovahy, zatimco HK nikoliv. Jaka je mezi zminénymi donory ADP souhra ve
fyziologickych podminkach, neni dosud pfesné¢ znamo a nasi snahou bylo k tomuto poznani
alesponl ¢aste¢né prispét. Pii pokusu o celkovy pohled ndm mohou pomoci zndmé informace
tykajici se jejich rozdilnych afinit k substratim, odlisné odolnosti k oxidativnimu stresu a
odlisné lokalizaci . HK izoformy, lokalizované vné mitochondrialni membrany asociuji
s aniontovym kanalem VDAC (voltage dependent anion channel). Mitochondrialni mtCKs
asociuje téZ s VDAC stejné jako HK, ale z vnitini strany vnéjsi mitochondrialni membrany, kde
vytvaii tzv. ,kontaktni mista“ s nukleotidovym translokatorem ANT (adenin nucleotide
translocator) prostupujicim vnitini mitochondrialni membranu. MtCKs téz vytvaii spojeni
v kristich vnitini membrany %-%. Je pozoruhodné, Ze tyto dva enzymy, tetramer HK a oktamer
mtCKs, majici vazebnd mista na protilehlé strané VDAC, maji ve funkénim stavu velmi blizkou
molekulovou hmotnost (190 kD mtCKs, 199 kD HK3, 204 kD HK1-2 u lidi). V oblasti VDAC
a ANT dochazi k formovani MPT péru, které je doprovazeno rozpadem funkéniho oktameru
mtCKs 9%,

Oktamer mtCKs je funkéné spiazen s ATP syntazou tak, ze kreatin vstupujici do
mitochondrii pfes VDAC, je transfosforylovan na PCr pomoci ATP produkovaného oxidativni
fosforylaci. Nové vznikly PCr difunduje do cytoplazmy, zatimco ADP je ptednostné
transportovan do matrix prostfednictvim ANT. ZvySend dostupnost ADP zvySuje aktivitu
ATP syntazy, posiluje miru spfazeni oxidativni fosforylace a tim udrzuje mitochondridlni
membranovy potencidl na ptiméfené nizké Grovni, coZ ma cytoprotektivni a kardioprotektivni
uginky %1% (Obr. 2). Bylo potvrzeno, ze MtCKs zaroven nepfimo inhibuje otevieni MPT

poru 0% jehoz aktivace mize byt vyvolana vysokym oxidativnim stresem ve spojitosti

s metabolickym stavem, a vyrazné se podili na spusténi apoptdzy mitochondrialni cestou %219,
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Pti funkénim CK systému neni tedy mitochondridlni respirace regulovana cytosolickym ADP,
ale intra-mitochondrialnim ADP, které je zavislé na dostupnosti kreatinu prochazejicim VDAC
Kk mtCKs 75:104,105

Nedavno bylo potvrzeno, ze CK systém pusobi jako robustni ¢asovy energeticky pufr,
ktery pfedchazi oscilacim v mitochondrialnim metabolismu, nicméné jeho piispévek ve smyslu
prostorového energetického pufru méa vice omezené moznosti plsobeni, nez se diive
predpokladalo. Byly experimentalné dolozeny jiz diive vyslovené teoretické piedpoklady, ze
zvysena aktivita mtCK snizuje cytosolicky Pi, zatimco cytosolické izoformy CK maji opacny
efekt 1%, ktery stimuluje glykolyzu a oxidativni fosforylaci. U modeli s nadmérnou expresi
mtCK doslo ke zrychlené odpovédi oxidativni fosforylace na zvySené zatizeni srdce, zatimco
pii nadmérné expresi cytosolickych izoforem doslo ke zpomaleni mitochondrialni odpovédi,

coz souvisi s obratem adeninovych nukleotidi **.

kreatin

ATP ATP
Mitochondrie Myozinova ATPaza aj.
ADP ADP
kreatinfosfat /
anorganicky fosfat

Obrazek 2. Schéma spfazeni mitochondridlni kreatinkindzy MtCKs s produkci ATP oxidativni fosforylaci

(vlevo) a cytosolické CK (CKM) s hydrolyzou ATP (vpravo). Nasledné funkéni propojeni téchto cyklt
difundujicimi molekulami kreatinu a kreatinfosfdtu v cytosolu tzv. ,Kreatinfosfatovy shuttle®. (Inspirace
Wegmann et al.1992)".
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4.3. Interakce kreatinkinazy M se subcelularnimi strukturami

Predpoklada se, Ze na subcelularni struktury je vazéno zhruba 50 % z celkové solubilni
cytosolické isoformy CKM. VétSinou se jedna o membranové struktury a jedind dosud popsana
vazba s cytoskletalnimi proteiny je vazba CKM v M-lini sarkomery, ktera odpovida zhruba
10 % celkové CKM 1977199 jedn4a se o prvni znamou asociaci u CKM izoformy a byla ji
pfipisovéna i strukturni role "%°107109.110 po74gii bylo zjisténo, Ze vazba myofibrilarni CKM je
reverzibilni 112, Nage prace ukazala, Ze lze CKM vytésnit z M-linie vyssi koncentraci
znaCené exogenni CK a ze jeji vazba v M-linii je dynamicka v zavislosti na okolnich
podminkach (PF¥iloha 4). Dalsi autofi lokalizovali CKM také v I-pruhu sarkomery, kde
pravdépodobné podporuje glykolyzu snizenim poméru ATP/ADP 3114, Tato lokalizace miize
hrat vyznamnou tlohu v raném postnatalnim srdci i kosternim svalu, kdy struktura M-linie

15" Vsouladu stim byla popsana asociace CKM

sarkomery neni je$t¢ ustavena
s fosfofruktokinazou (PFK). Asociace obou enzymu vykazovala zavislost na pH, kdy okyselené
prostedi zvySovalo silu interakce ve srovnani s neutralnim prostfedim 11411, Byla zjisténa dalsi

asocia¢ni mista CKM na sarkolemé v asociaci s Na/K ATPazou 113117118

a vymeénikem sodnych
a vapenatych iontd NCX %°. Neméné vyznamnou je asociace CK i v blizkosti Kate kandlu, kde
spolecné s AK vytvafi tzv. metabolicky senzor, ktery propojuje excitabilitu srde¢ni builky

S jejim metabolickym stavem 120,121

. Katp kandl je klicovym bodem pro zpétnovazebnou
regulaci kontraktility srdce v zavislosti na energetickém stavu pii nadmérné zatézi. CKM byla
detekovéna téZ v oblasti sarkoplazmatického retikula 12212, kde podporuje &innost Ca/Mg-

ATPazy (SERCA), a tim ovlivituje prib¢eh relaxace kosterniho svalu a diastolické faze u srdce.

4.3.1. M-linie sarkomery kosterniho svalu

Pomalé a rychlé svaly se 1isi nejen svym metabolismem a zastoupenim tézkych fetézct
myozinu, ale i zastoupenim strukturnich proteint v sarkomefte, které ovliviiuji jeji mechanické
vlastnosti 12* (P¥ilohy 6 a 7). V laboratofi prof. Thornella bylo zjiiténo, ze struktura H-pruhu
sarkomery se jednoznaéné 1isi mezi svaly, které jsou inervované rychlym a pomalym
motoneuronem, zatimco jiné parametry, jako pocet mitochondrii, ¢as kontrakce ¢i sife Z-disku,
se jevi velmi variabilni a nelze je pouzit jako jednoznac¢né identifikacni znaky. Autofi ve své
praci dokladaji, ze pomalé svaly potkana (napt. m. soleus) inervované pomalymi motoneurony,
neobsahuji 165 kD M-protein v H-pruhu, ktery u téchto pomalych svalti obsahuje ¢tyii M-linie
tvofené M4,4” a M6,6” mustky. Naopak v H-pruhu u rychlych svalii (napt. m. anterior tibialis),

12



kde je lichy pocet M-linii, byl M-protein identifikovan 126128, P¥itomnost M-proteinu zvysuje
pevnost sarkomery a soucasné snizuje jeji pruznost 24, Pfedchozi studie pomoci specifickych
protilatek ukazaly, ze CKM je lokalizovana symetricky ve dvou M-liniich H-pruhu, které
odpovidaji M4 a M4" mustkam 1%12° Pozdgji byly stanoveny disocia¢ni konstanty CKM a
jejich vazebnych proteind pii pH 6,8 v rozsahu 50-100 nM pro myomezin a okolo 1 uM pro M-
protein *°. Z uvedeného vyplyva, ze CKM lokalizovana v M-linii sarkomery ma odligné
vazebné podminky u pomalého a rychlého svalu, a proto se mize sila a dynamika jeji vazby
lisit v zavislosti na fenotypu svalu.

Modelem pro nase studie, které jsou uvedeny jako pfilohy nasledujici kapitoly, byl
rychly kosterni sval m. psoas major potkana a kralika, u kterého se ptedpoklada vice rozvinuty
CK systém nez u pomalého svalu. Soucasné jsou v M-linii rychlého svalu zastoupeni oba
vazebni partneti pro CKM, myomezin a M-protein. Cela problematika vychazela z pfedchozich

teoretickych studii 87131132

, Ze kterych vyplynula hypotéza, ptedpokladajici vyznamnou tlohu
konformacnich zmén CK molekuly v fizeni jeji enzymatické aktivity v zavislosti na vazbé
substratli na stran¢ jedné a jeji interakci s vazebnymi partnery subcelularnich struktur
V jednotlivych bunéénych kompartmentech na stran¢ druhé. Proto jsme sledovali i) pfednostni
metabolicky tok mezi CKM a myozinovou ATPazou ve fyziologickém rozsahu hodnot pH, ii)
konformac¢ni zmény molekuly CK v zavislosti na vazbé substratu a iii) dynamiku vazby CKM

s myofibrilami v zavislosti na vazbé substratu a pH.

4.3.2. Prednostni metabolicky tok neboli ,, substrate channelling

V 80. a 90. letech minulého stoleti byly intenzivné studovany multienzymové komplexy
a mechanismy pfednostniho metabolického toku 3. V soucasnosti se hovoii o existenci
specializovanych bunéénych mikro-kompartmentt, mezi kterymi dochazi k pfednostnim
metabolickym tokiim, a tim je zajisténa energetickd homeostaza v celé buice ***. Jeden z téchto
mikro-kompartmenti je lokalizovan v A-pruhu sarkomery mezi CKM a myozinovou ATPazou.

Hledali jsme model pro kvantitativni studium funkéniho spfazeni CKM vazané v M-
linii sarkomery s myozinovou ATPazou, ktery zahrnuje ptednostni metabolické toky ATP a
ADP mezi témito enzymy tzv. ,Substrate channeling®“. Testovali jsme rizné zpusoby
permeabilizace svalovych vlaken a izolované myofibrily. Ve srovnani s permeabilizovanymi
vlakny, které maji zachovanou kompartmentalizaci svalové buiiky, jsme nakonec vyhodnotili
izolované myofibrily z m. psoas major potkana jako vhodnéjsi model, nebot’ zde nedochazi

K intereferencim s ostatnimi  bunénymi ATPazami (Pfiloha 2). Prispévek substrate
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channelingu, jsme vypoditali z naméfené hodnoty uvolnéného ATP do média z CK reakce na
stran¢ jedné a spotfeby PCr na strané druhé. K méfeni jsme pouzili systém sptazenych
enzymatickych reakci na izolovanych myofibrilach. Oba pfistupy jsme testovali na exogenni
CKM (Roche Gmbh) a nebyly zde zjistény zadné rozdily v aktivité ani pii zménach pH
v rozsahu 6,0-7,5. V ptipadé méteni CK reakce na myofibrilach v§ak dochazelo k rozdilu,
ktery odpovidal aktivité myozinové ATPazy, a tedy ztraté ATP produkovaného CK reakci,
které¢ bylo pfednostné¢ vyuzivano jako substrat ATPazy. Maximalni dosazeny rozdil, ktery
odpovida substrate channelingu mezi CKM a myozinovou ATPazou, byl 42,3 % pii pH
6,95 (Priloha 3).

Tento vysledek ukézal, ze v mirné kyselém pH dochazi k maximalnimu vyuziti ATP
poskytnutého CK reakci v M-linii sarkomery. Pravdépodobné za téchto podminek dochazi i
K nejefektivnéjsimu vyuziti ADP pomoci CKM, a jak vyplyva z CK reakce, dochazi téz
k maximalni utilizaci H iont. V souladu s témito nalezy jsme pozdg&ji potvrdili zavislost vazby
CKM v M-linii na pH prostfedi na izolovanych myofibrilach. Zjistili jsme, ze v kyselém pH
endogenni CKM nelze vytésnit z M-linie ani vys§imi koncentracemi exogenni CKM a naopak
pii pH vyssim nez 7,1 se vazba CKM s myofibrilami oslabuje a dochazi k jejimu samovolnému
uvoliiovani z izolovanych myofibril do média (PFiloha 4). Nase data byla téz v souladu
s vysledky studie vazby CKM s myomezinem a M-proteinem na urovni protein-proteinovych
interakci *°. Nase vysledky ukazuji, Ze regulace ,,substrate channelingu“ mize byt fizena
mnozstvim CK vazané v M-linii, vedle regulace specifické aktivity CK a myozinové ATPazy.
Funk¢éni vyznam téchto nalezl se dotyka pocatku submaximalni svalové zatéze, kdy klesa pH,
CKM posiluje funkci myozinové ATPazy a stabilizuje svoji vazbu. Vysoka aktivita ATPaz
nasledné vede ke zvySené produkci Pi, ktery stimuluje glykolyzu a oxidativni fosforylaci.
Soucasné zvysena koncentrace Ca?* iontd pii stimulaci kontrakce pfispiva k odpovidajici
akceleraci produkce ATP oxidativni cestou. Nas nalez by mohl také ptispét k pochopeni zmény
kontraktility svald za ruznych patologickych stavu, které zasahuji do ultrastruktury M-linie,
jako je napt. hypertrofie, myopatie a kardiomyopatie spojené s abnormalitami v expresi
kontraktilnich proteind. Dale se mtize jednat 0 ischemické stavy a zvySeny oxidativni stres, kdy
by se mohly ménit podminky pro vazbu CKM v M-linii sarkomery. Porozuméni vazebnym
podminkam by mélo pfinést hlubsi pochopeni patologickych stavii, které poSkozuji funkéni

sprazeni mezi CKM a myozinovou ATPazou.
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4.3.3. Charakterizace vazby CKM v M-linii sarkomery

V dobg, kdy jsme hledali vhodny model pro studium vazby CKM v M-linii sarkomery,
bylo znamo, 7¢ CKM piimo interaguje s hlavnimi strukturalnimi proteiny M-linie,
s myomezinem a s M-proteinem, pomoci N-terminalniho konce CKM monomeru 3013,
Horneman et al. téz identifikovali dva pary lysinovych (Lys) zbytktt CKM, které se podileji na
jeji specifické vazbé do M-linie. Prvni par Lys zbytkd (K8 a K24) byl lokalizovan na malé
doméné CKM a vykazoval slabé interakce s myomezinem i s M-proteinem, zatimco silné
interakce byly prokdzany u paru Lys zbytkti K104 a K115, ktery je lokalizovany na velké
doméng %, Jako model pro studium vazby CKM v M-linii sarkomery jsme pouzili izolované
myofibrily z rychlého svalu m. psoas kralika a ovéfili jejich schopnost kontrakce a ptitomnost
CK aktivity (Ptiloha 4). Interakci fluorescencné znacené exogenni CKM pomoci
iodacetamidfluoresceinu (CKM-IAF) sizolovanymi myofibrilami jsme sledovali pomoci
konfokalni mikroskopie pii fyziologickém pH v uzkém rozmezi 7,1-7,15 (Obr. 3a).
Kvantifikovali jsme dynamiku CKM-IAF mezi myofibrilami a okolim u samotné CKM-IAF,
dale v pfitomnosti jednoho substratu (kreatinu) a v ptfitomnosti dvou vhodnych substrati
(kreatinu a ATP) s pouzitim metody FLIP (Fluorescence Lost In Photobleaching). Okoli
sledovaného mista M-linie bylo exponovano vysoké intenzité laseru a pohyb molekul CKM-
IAF mezi myofibrilou a systematicky vybélovanym okolim byl pozorovdn jako pokles
fluorescence v M-linii sarkomery. Jako kontrolu vybéleni jsme pouzili stejny fluorofor
konjugovany s phalloidinem (Phall-FITC), ktery se specificky a v daném cCase ireverzibilné
vaze na aktinova filamenta, tedy v I-pruhu sarkomery. Namétené rychlostni konstanty poklesu
intenzity fluorescence v M-linii, normalizované k rychlosti vybéleni FITC, ukazaly dynamiku
vymény CKM v M-linii, coZ je pfevracend hodnota sily vazby. Zjistili jsme, Ze vazba substratl
CKM vyznamné zpomaluje vyménu CK-IAF v M-linii v pofadi CKM-samotna, CKM-ATP a
CKM-ATP-kreatin, coz potvrzuje siln¢jsi vazbu CKM do M-linie Vv pfitomnosti
substratt (PFriloha 4), (Obr. 3b). Tato naméfena data byla v souladu s nasi pozdé&jsi studii
konformacénich zmén myofibrilarni CKM, ve které jsme pouzili stejné kombinace
substratii (PFiloha 5). Konformacni zmény jsme méfili pomoci rota¢nich korelacnich cast
dohasinani vnitini fluorescence tryptofanovych zbytku purifikované myofibrilarni CK pomoci
fluorescencni spektroskopie s casovym rozliSenim. Vysledky ukazaly, ze molekula CK bez
substratl (rotacni korelacni Casy 2,72 ns; 35 ns) odpovida relaxovanému stavu a tedy ,,oteviene,
nereaktivni konformaci®. Po vazbé ATP dochazi k “uzaviené reaktivni konformaci®, ¢emuz

nasveédcuji nejkratsi rotacni korelacni Casy (2,38 ns; 27 ns), avSak molekula ¢astecné relaxuje
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po vazbé obou substrati (ATP a kreatin), kdy dosahla stfedni hodnoty rota¢niho korela¢niho
Casu 2,42 a 29ns. Vtomto piipadé¢ zaujimd molekula CK ,,polouzavienou nereaktivni
konformaci®, coz svéd¢i pro dalsi nezbytnou interakci nebo postransla¢ni modifikaci, ktera by
zménila konformaci CKM do uzaviené a plné reaktivni. Uvedené vysledky jsme téz potvrdily
pomoci méfeni anizotropie na exogenni CK znac¢ené pomoci fluoresceinizothiokyanatu (CK-
FITC), ktera ukazala zavislost rota¢niho korela¢niho ¢asu na vazb¢ substrati: 34 ns pro CK-
volna, 27 ns pro CK-ATP a 30 ns pro CK-ATP-kreatin (PFiloha 5). Tyto naSe experimenty
ovetily existenci tfi konformacnich stavli molekuly CK ziskanych pomoci 3D modelovani,
které byly jiz dfive popsany na principu ustaveni minimalniho energetického stavu v zavislosti
na vazbé substrat 131132136 Nage naméfena data jsou téz v souladu s méfenim konformaénich

zmén molekuly CK pomoci metody FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), kdy

autofi Gregor et al. (2003) **® vyuzili vnéjsiho fluorescenéniho znaceni pomoci IAF a komeréné

dostupné CKM.

A: Vizualizace myofibril B: Vyména endogenni MM-CK C: Kolokalizace Phalloidin-Alexa 633
Conjugate Phalloidin-Alexa externi CK-IAF (éervena aktin) s MM-CK-IAF v M-linii (zelena)

Obrazek 3a: Interakce kreatinkinazy M (CKM) s myofibrilami. Ilustraéni obrazek vazebného experimentu
exogenni CKM do M-linie sarkomery (A-C). Vizualizace I-pruhu izolovanych myofiril pomoci konjugatu
phaloidinu s fluroforem Alexa 633 (A). Vazebny experiment s ptidavkem exogenni CKM konjugované

s iodacetaamidfluoresceinem (CKM-IAF; B). Potvrzeni vazby CKM v M-linii sarkomery kolokalizaci ¢erveného

a zeleného signalu (C)
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Obrazek 3b: Casovy pribéh interakce CKM s M-linii sarkomery (D,E).. Pokles fluorescenéniho sifnélu v M-
liniich myofibril inkubovanych se substary CK, které reprezentuji pohyb CK-IAF molekul kvantifikovany pomoci
metody FLIP (Fluorescence Lost in Photobleaching). Zobrazené hodnoty jsou vyjadieny jako primér + S.E.M.
(n =6, pocet izolaci myofibril): CK-IAF samotna (°), ATP-Creatine par (A), CK-IAF-ATP (0), CK-1AF-
fosphokreatin (W) (Zurmanova et al. 2007; Piiloha 7).

Uvedené studie byly v té dobé ve svém metodickém pfistupu pomérné unikatni a doplnily
predstavu o vazb¢ CKM v M-linii. Ukazali jsme, Ze vazba CKM je dynamicka, zavisi na
konforma¢nim stavu CK molekuly, ktery je ovlivnén dostupnosti substrath a pH okoli.
Piirozené uvolfiovani CKM z M-linie je vsouladu s jiz znamou degradaci CKM
proteazomem ¥’ Naopak chronické okyseleni svali, ke kterému dochazi napt. v myopatickych
stavech *81%° by mohlo vést k omezeni dynamiky CK v M-linii sarkomery a snizit tak moznost
regenerace enzymu V této oblasti. Identifikovali jsme pomoci 2D SDS-elektroforézy tii
populace CKM izolované z myofibril, které se liSily v izoelektrickych bodech (7,17, 7,28 a
7,47)8. Tato heterogenita oteviela dalsi otazky v souvislosti se znamou asymetrii podjednotek
CKM dimeru, nebo posttranslacnimi modifikacemi, mezi které patii fosforylace,
autotofosforylace 1*°, nukleotidylace, sumoylace a dalsi a jejich piipadny vliv na vazbu CKM

v M-linii sarkomery.
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5. KARDIOPROTEKTIVNI FENOTYP SRDCE ADAPTOVANEHO
NA CHRONICKOU HYPOXII

Adaptace na chronickou hypoxii zvySuje odolnost srdce k ischemicko-reperfiznimu
poskozeni (I/R) a je vyuzivana pro studium mechanismt ptisobeni hypoxie na myokard a
mechanismi endogenni kardioprotekce na Oddéleni vyvojové kardiologie FGU AV CR jiz vice
nez 50 let 1142V ramci spoluprice stimto pracovistém, kterd byla podporovani péti
grantovymi projekty, jsme sledovali n¢kolik kardioprotektivnich modeld chronické hypoxie.
Ve studiich jsme pouzili kontinualni normobarickou hypoxii (CNH, 24h/den, 0,1 pOz, 3 tydny)
a intermitentni normobarickou hypoxii (INH, 8h/den, 0,1 pO2, 3 tydny), a déale rezim
intermitentni hypobarické hypoxie (IHH, 8h/den, 7000 m.n.m., 5 tydnii) 14314 (P¥ilohy 9-13,
15-17; Obr. 4). Krom¢ toho jsme také pouzili model intermitentni normobarické hypoxie
(CNH-R, 23h/den + 1h reoxygenace), ktery se ukazal jako neprotektivni a naopak odolnost
KI/R zhorSoval 1. Po CNH adaptaci nasledoval kratky ischemicky inzult
s reperfuzi (PFiloha 11). Je tfeba zminit, Ze rezimy mirné normobarické hypoxie (CNH, INH a
CNH-R) nezptsobuji hypertrofii levé komory, a pozorujeme zde tedy Ccisty vliv
hypoxie (P¥iloha 15). Naopak extrémni IHH vyvolava hypertrofii levé komory zhruba 0
11 % 47 (P¥iloha 10), coz mirné komplikuje situaci a musime uvazovat sou¢asny vliv hypoxie
I nasledné hypertrofie. Proto v soucasnosti sledujeme CK a HK systém téZ u kmene potkant
se spontannim rozvojem hypertenze (SHR) a tedy levostranné hypertrofie, ktery by mél odlisit
vliv samotné hypoxie a vliv tlakového pietiZzeni. Rozvoj hypertrofie u mladych dospelych SHR
potkani by mél odpovidat zvifathm po pétitydenni adaptaci na IHH s reverzibilni
hypertrofii 148, Naproti tomu potkani SHR stafi jeden rok a vice jsou modelem pro nevratné
zmény v levé komote myokardu vyvolané hypertrofii vedouci postupné k srdecnimu
selhani 1491%0,

@ Hypoxie () Normoxie

N 24h
CNH
CNHR

INH
IHH

16h
16h

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Obrazek 4. Casové schéma pouzitych rezimi adaptace na normobarickou hypoxii kontinuélné 24 hodin denng
(CNH) a s jednohodinovou reoxygenaci denné (CNH-R). Intermitentni rezimy 8 hodin denné hypoxie byly pouzity
u normobarické hypoxie (INH) a hypobarické hypoxie 7 000 m (IHH). (Upraveno podle D. Kasparové)
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5.1. Kreatinkinazovy systém v hypoxii

Adaptace na hypoxii vyvolava v organismu celou fadu zmén, které vedou na jedné
stran¢ ke zvysSené transportni kapacit€¢ kysliku do tkani a na strané¢ druhé k ptizpiisobeni
bunééného metabolismu na jeho snizenou dostupnost 141142151 Bylo 7jisténo, Ze tyto adaptivni
zmény jsou jak na Urovni celého organismu, tak na urovni kardiomyocytl fizeny aktivaci
hypoxii indukovaného faktoru HIF %1% Nedavno bylo zjisténo, ze exprese izoforem CK je
mimo jiné také regulovana signalni drahou HIF *°® a suplementace kreatinem zvysuje aktivitu
tohoto transkripéniho faktoru *® To je dal§im dokladem S$irokého plisobeni tohoto
transkripéniho faktoru v adaptabilité¢ energetického metabolismu, kterd napomaha organismu
ptizptsobit se podminkam snizené dostupnosti energie oxidativni fosforylaci a ziskat
energetické zdroje na prekonani obdobi nedostatku kysliku. Posileni tohoto endogenniho
mechanismu se objevuje jako vSeobecné prospésné, spojené se snizenim rozsahu I/R poskozeni.
Jak jiz bylo feceno, izoformy CK jsou vysoce kompartmentalizovany a lokalizovany v blizkosti
ATPaz tak, aby udrzovaly optimalni podminky pro jejich aktivitu. Jejich delokalizace mtze byt
pfi¢inou sniZené funkce CK systému 1 pfi zachovani hladiny proteinti nebo enzymatické aktivity
Vv buiice. Proto bylo cilem na$i prace sledovat celkovou aktivitu CK systému, expresi
cytosolickych izoforem CKM a CKB a zmény jejich lokalizace v pribéhu hypoxie, kratkodobé
ischemie a reperflize a v pribéhu rozvoje hypertrofie. Ke splnéni téchto cili jsme pouzili
metody Real Time RT-PCR, western blot pro stanoveni exprese, kvantitativni
imunoflurescenéni metody pro wureni lokalizace proteini a jejich zmén spolu

se spektrofotometrickymi metodami ke stanoveni specifickych enzymatickych aktivit.

5.1.1. Exprese a aktivita izoforem kreatinkindzy

Celkovou kapacitu CK systému ziskame méfenim specifické enzymatické aktivity,
ktera zahrnuje veskeré izoformy a mtize zohlednit dil¢i komapartmenty, v pfipad¢, ze ji budeme
méfit v danych subcelularnich frakcich. Pii praci se vzorky svalové tkané je potieba si
uvédomit, Ze vytvotfeni postnukledrniho supernatantu nas téZ zbavuje myofibril a vétSiny
organel, které¢ uviznou mezi nimi véetné asociovanych enzymu. Proto jsme méfili aktivitu bud’
v homogenatu, abychom postihli buiiku jako celek anebo v mitochondrialni frakci, ktera byla
cilem naSeho z4ymu. NaSe méteni ukazala, ze vSechny rezimy normobarické adaptace CNH,

INH i CNH-R zvysuji celkovou aktivitu CK systému, avsak li$i se mira exprese jednotlivych
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izoforem po adaptaci i mezi levou a pravou komorou (P¥iloha 9). Stejn¢ tak vyznamné roste
aktivita CK po extrémni IHH u obou komor (P¥iloha 10).

Na arovni exprese proteinu, jsme nepozorovali zadné rozdily u cytosolické CKM ani
Vv levé ani v pravé komoie po CNH, zatimco protein CKB po hypoxii v obou komorach velmi
vyznamng vzrostl. Intermitentni rezim extrémni hypoxie IHH vyvolal narast fetalni izoformy
CKB v obou komorach zhruba o 150-200 %, coz je srovnatelné s CNH (PFilohy 9 a 10).
Exprese mitochondrialni mtCKs vzrostla srovnatelné s CKB po CNH avsak po IHH jsme
pozorovali jeji pokles v mitochondrialni frakci v obou komorach. V pravé komoie byl pokles
jeste vetsi, prestoze celkova aktivita rostla (Kolar D. et al. v pfiprave).

Nezaznamenali jsme zménu celkového objemu mitochondrii ani zménu exprese
ATP syntazy v homogenatu po IHH (Dizertacni prace P. Waskova 2014, Priloha 10).
Nicméng, u téhoz modelu byl zjistén mirny signifikantni pokles kardiolipinu v mitochondriich,
se kterym mMtCKs interaguje °11%8: a tato skuteénost je v souladu snami pozorovanym
poklesem mtCKs. Na stejném modelu bylo ukazano, ze v pribéhu adaptace dochazi k bunéc¢né
selekci s vyznamnym poklesem mitochondrii %10, Zjistili jsme vyssi expresi a fosforylaci
AMPK v pravé komofe ve srovnani s levou, a piekvapivé tento rozdil vliv IHH eliminoval.
Tento piekvapivy vysledek vyzaduje studium dalSich souvislosti (D. Kolaf, nepublikované
vysledky).

Pozorované odlisné exprese izoforem CKM a CKB jsou v souladu s rozdilnymi
transkripénimi faktory téchto izoforem. Exprese CKM se vyznamné zvySuje po narozeni a
souvisi S transkripénimi faktory, které jsou spojeny s maturaci svalovych tkéani. Jedna se
0 MyoD % a Myf5 u kosterniho svalu a Mef2 u srdce 192193, Tyto transkripéni faktory piisobi
v soucinnosti s dalsimi, jako je napt. Six4 a p53 %4, Zajimavé je, ze stimulace CKM soucasné
tlumi expresi CKB. Naopak exprese CKB probiha u zralého srdce velmi pruzné v zavislosti na
okolnich podminkach. Byla prokazéana jeji stimulace pii zvySeni B-adrenergni signalizace
v souvislosti s AP2 nebo v souvislosti se signalni drahou estrogenového receptoru spolu se
specifickym proteinem 1 (Sp1) 122165168 podobné HIF stoji za aktivaci CKB a mnoha dalsich
genii pfi mechanickém pfetizeni srdce i svali anebo po vystaveni pi¥imé hypoxii *°.
Pti stresovych situacich, jako je hypoxie, ischemie, hypertrofie atd. byl ukazén nartst CKB a
soucasny pokles CKM 83169171 7 yyse uvedeného je ziejmé, Ze tyto dvé izoformy vykazuji
inverzni regulaci. NaSe vysledky ukazuji, ze k mirnému potlaéeni hladiny proteinu CKM
dochazi az u extrémni IHH v pravé komote, zatimco CNH ji neovlivnila, ptestoze CKB velmi

citlivé reaguje jiz na mirnou hypoxii (shrnuto v Diserta¢ni praci Waskova 2014).
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5.1.2. Lokalizace izforem kreatinkindazy v M-linii sarkomery

Soucasti diplomové prace M. Helese (2017) je unikatni nalez lokalizace CKB izoformy
v oblasti M-linie sarkomery, kterou stanovil pomoci kvantitativni imunofluorescence dvéma
pristupy, bud’ kolokalizaci izoforem CK znaCenych Alexa 647 S myomezinem znaenym
Alexa 488 u SHR a Wistar a Wistar Kyoto (WKY) potkant a nebo kolokalizaci CK izoforem
sinverznim signalem aktinovych filament znacenych konjugatem Phaloidin-Alexa647.
Kolokalizaci jsme vyjadfili pomoci Pearsonova korelacniho koeficientu (PCC), vypocteného
pomoci ICA pluginu (image correlation analysis) v ramci vetejné dostupného programu FIJI
pro obrazovou analyzu 2,

Uvazujeme-li lokalizaci CKB v M-linii sarkomery, ktera nema N-teminalni sekvenci
nezbytnou pro vazbu do M-linie jako CKM izoforma **°, nabizi se pfitomnost CKB ve formé
heterodiemru CKMB, kdy CKM by mohla plnit vazebnou tulohu a CKB Kkatalytickou roli.
Specificka funkce heterodimeru dosud vV literatufe nebyla popsana a jevi se nam jako
smysluplna kompenzace pii zatizeni srdce hypertrofii, hypoxii ¢i ischemii, kdy vzrista jeho
pritomnost 172 (P¥iloha 9). U hypertrofovaného srdce pod vlivem adaptace na extrémni IHH
jsme zjistili, ze vlevé komote, vystavené kratké ischemii, dochazi k disociaci obou
cytosolickych izoforem (CKB a CKM) z M-linie sarkomery a Vv reperfizi se navraci
k ptivodnimu stavu (Diplomova prace, M. Hele$ 2017). Usuzujeme, ze tento jev by mohl byt
soucasti remodelace levé komory vlivem hypertrofie, ktera je spojend se zménou exprese
myofibrilarnich proteind v M-linii, zvlast¢ myomezinu *’*. Dislokace CKM miZe mit
hypoteticky protektivni charakter, nebot’ vyfazeni substrate channelingu mezi CK v M-linii
sarkomery a myozinovou ATPazou se vSemi dusledky, muze v ischemii vyznamn¢ snizit
aktivitu myozinovych ATP4z a zpomalit tak vycerpani energetickych zasob. Jak bylo feceno

izoforma CKB byla dfive povazovana za zcela solubilni 13

, avSak v posledni dobé se objevily
informace o interakcich CKB s membranovymi strukturami . Zbyva tedy odhalit, zda ma
samotna CKB vazebnou doménu anebo zda se v piipadé asociace se subcelularnimi strukturami
skutecné vyskytuje ve form¢ CKMB dimeru.

U mladych hypertenznich potkanti (SHR, 4 mésice) jsme zjistili, ze je asociace CKM
V M-linii vyznamn¢é vys$si 0 57 %. (PCC =0,5) ve srovnani s kontrolou WKY (PCC =0,3).
Naproti tomu u starych 13-ti mesi¢nich SHR toto zvySeni CKM vymizelo (PCC = 0,35), avsak
zde jsme pozorovali mirné signifikantni zvySeni asociace CKB v M-linii (Obr. 5). Vysledky

u dvouletych SHR, které maji selhavajici srdce, nemdme zatim zpracované. Zda se, ze v dobie
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kompenzovaném stavu se zvySuje CKM v M-linii a u dekompenzované hypertrofie CKM klesa
a Castecné ji nahrazuje CKB.

Minoritni izoforma CKB piedstavuje v srdci uréitou zalohu CK systému pro ,,horsi
dasy* a jeji vyznamnou vlastnosti je zvysSena afinita k PCr 178, ktera posiluje funkci CK systému
mezi mitochondriemi a cytosolem i za snizeného energetického stavu. Dale bylo zjisténo, ze
CKB je vice odolna k oxidativnimu stresu a je pozitivné regulovana PKC, zatimco CKM je
negativné regulovana PKC a na oxidativni stres je velmi citliva "8, Tyto tdaje jsou
v souladu se zvysenou expresi PKC po extrémni IHH i mirné CNH 8! aviak u SHR potkanti

ve srovnani s kontolnimi WKY je niz$i exprese PKC (P¥iloha 13).

CKM colocalization CKB colocalization
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Obrazek 5. Kolokalizace cytosolickych izoforem CK (Cervené; vlevo) a CKB (Cervené; vpravo) v M-linii
sarkomery s myomesinem (zeleny) u spontanné hypertenznich potkantt SHR a normotenznich Wistar Kyoto
(WKY) v priubéhu starnuti v obdobich 4 (SHR 4m.o0.) a 13 mésict véku (SHR 13 m.o.). Zvysena kolokaliza
kreatinkinazy a myomesinu je zobrazena zlutou barvou. (Diplomova prace M. Hele§ 2017, iprava obrazka B.

Elsnicova).
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5.2. Uloha HIF/Akt/HK v kardioprotektivnim fenotypu adaptace na hypoxii

Dal$im cilem nasi laboratofe bylo studovat protektivni drahu hypoxii indukovaného
faktoru (HIF)/proteinkinazy B (Akt)/HK2 a ukazat jeji mozny podil na kardioprotektivnim
fenotypu vyvolaném chronickou hypoxii. Vzhledem k nasemu dlouhodobému zajmu jsme
sledovali také zmény v mitochondrialni mtCKs a piipadnou souvislost s funkci izoforem HK
lokalizovanych Vv oblasti mitochondrii, nebot’ tyto dva enzymy se nachazeji ve velké blizkosti
a asociuji na protilehlych stranach VDAC. Jejich aktivita ma Vv principu stejny vliv

na mitochondrialni respiraci a tak je otazka, zda a jak je fizena jejich kooperace.

5.2.1. Adaptace na hypoxii a hypoxii indukovany faktor HIF

Adaptivni zmény jsou jak na urovni celého organismu, tak na trovni kardiomyocytt
fizeny aktivitou HIF 271, Transkripéni faktor HIF je aktivni ve formé& heterodimeru o a 3
podjednotky. Zatimco B-podjednotka je konstitutivné pfitomnd, a-podjednotka je regulovana
hladinou kysliku, tak Ze v pfitomnosti kysliku je degradovana plisobenim prolylhydroxyldz
(PHD). Zvysena aktivita HIF je pro vyvoj a integritu srdce v hypoxické zatézi nezbytna.
Na druhé strané je ziejmé, ze pokud by po vystaveni organismu hypoxii dochazelo k chronické
aktivaci HIF, nasledky by byly detrimentalni 82183, Z tohoto pohledu je piijatelné, ze aktivita
HIF v chronicky hypoxickych podminkach nemusi byt vzdy zvySena a ze dochazi k jeho
obousmérné regulaci. Vzhledem k tomu, Ze 1 dal$i kardioprotektivni intervence, jako je fyzicka
zatéz a ischemicky preconditioning, aktivuji signalni drahy spolecné s adaptaci na hypoxii
véetné signalni drahy HIF 18418 nelze vylougit, ze jejich protektivni efekt je zalozen na
podobnych principech a je mozné, Ze i z tohoto diivodu nebyl shledén aditivni kardioprotektivni
efekt u fyzické zatéze v hypoxii 1%,

V srdci se nachazi dvé dominantni izoformy HIF 1o a 20, a minoritni izoforma HIF3a.
Aktivace HIFla se opakované ukazala jako kardioprotektivni %1919 (Piloha 15), nicméné
rozdil v pisobeni HIF1 a HIF2 v srdci neni dosud zcela jasny a jejich dysregulace zmtize mit
detrimentalni uéinky . Bylo ukazano, ze HIF1 je zodpovédny v srdci za vaskularizaci a je
vyrazné zvySen po ischemii na rozhrani nekrotické a viabilni tkdné, naproti tomu HIF2 je
zvysen v okolni tkani 183,

Mezi pozitivni regulatory transkripéni aktivity HIF patii HSP90 (heat shock 90 kD
protein), p300 (histone acetyltransferase P300), Refl (redox factor-1), Jabl (COP9

signalosome complex subunit 5) a TIF2 (transcriptional intermediary factor 2) 1%7; dale riistové
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faktory stimulujici PI3K/Akt a ERK drahy, a dal$i cilové proteiny signalni drahy Akt v¢etné
mirného oxidativniho stresu !%¥1%° Mezi piimé inhibitory HIFla patii tii izoformy PHD
(PHD1-3) aktivované kyslikem, které umoziuji jeho interakci s von Hippel Lindau proteinem
pVHL a naslednou degradaci proteazomem 2°%291, U protektivnich rezimi mirné hypoxie CNH
a INH, jsme nenasli vyznamné zmény v expresi izoforem PHD (Pf#iloha 15). Dale HIF muze
byt inhibovan asparaginylhydroxylazou (FIH1AN), ktera je nezavisla na kysliku a nevede
k jeho degradaci 2°2. FIH1AN vyvolava pouze &aste¢nou inhibici transkripéni aktivity u obou
izoforem HIF1la a HIF2a hydroxylaci asparaginu v C-terminalni transaktiva¢ni doméné (C-
TAD). Tato castecna inhibice pravdépodobné vede K selektivni aktivaci cilovych gend
izoforem HIF 293204 S pouzitim korela¢ni analyzy jsme zjistili vys$si korelaci hladin mRNA
mezi FIHLAN a HIF2a nez mezi FIHIAN a HIF1a po adaptaci na protektivni rezimy mirné
hypoxie, coZ naznacuje mozny vyznam tohoto funkéniho spojeni
v kardioprotekci (Priloha 15). Vedle vyse uvedenych inhibitorti existuje cela fada dalSich,
které jsou vétSinou zaloZzené na protein-proteinovych interakcich jako je napt. CITED
(Cbp/p300-interacting transactivator with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain) a FOXO
(Forkhead box Q) 20206,

5.2.2. lzoformy HIF v hypoxickém a hypertrofovaném srdci u kmenz Wistar a SHR

V nasi praci jsme ukazali rozdily v aktivaci izoforem HIF po adaptaci na rizné rezimy
chronické hypoxie. Na tirovni mRNA se HIF 1a po CNH neménil, zatimco HIF2a Se vyznamné
zvysil az 0100 % jak po CNH, tak i po INH. Naproti tomu extrémni IHH neukazala
signifikantni zmény v mRNA hladinach HIF izoforem. Tyto vysledky ukazuji na dulezity vliv
intenzity chronické hypoxie v priibéhu adaptace v obou protektivnich rezimech %(Kagparova
etal., v ptipravé). U hypertenzniho kmene SHR jsme po adaptaci na CNH pozorovali vyznamné
zvySeni MRNA HIF1la, zatimco mRNA HIF2a poklesla (PFiloha 13).

Tyto nase vysledky pfindSeji zajimavé srovnéni, ze kterého vyplyva, Ze dochazi
vyhradné k aktivaci HIF2a u normotenznich potkanii po CNH, kde ptsobi samotna mirna
hypoxie a nikoliv hypertrofické mechanismy. Naproti tomu ke zvySeni HIFla dochazi
u mladych SHR (4 mésice) po CNH, kde jiZ pfed vystavenim hypoxii byly aktivovany signalni
drahy souvisejici s rozvojem hypertrofie, a nasledna CNH je tedy jesté podpotila. Toto je téz
v souladu se signifikantné vys$si aktivaci HIF1a u konplastického kmene SHRmt-BN, ktery
nese jadernou DNA z kmene SHR a mitochondridlni DNA z normotenzniho kmene Brown

Norway, kdy SHRmt-BN vykazuje vyssi stupen hypertrofie nez SHR (Pi#iloha 12). Navic zde
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u obou kment doslo k vyraznému potlaceni HIF2a, coz by mohlo naznacovat inverzni regulaci
izoforem za téchto podminek (P¥iloha 13). U IHH se jedna o kombinaci extrémni hypoxie a
vyrazné hypertrofie, které se rozvijely soucasné, a v tomto piipad¢ rostouci hladiny mRNA
izoforem HIF nedosahly signifikantniho zvySeni. Loboda et al. dokladaji protichtidny vliv
izoforem HIF1a a HIF2a na aktivaci transkripéniho faktoru pro antioxidanty Nrf2 a cytokin IL-
8, kdy HIFla pusobi tlumivé a HIF2a stimuluje jejich expresi skrze SP-1. Shodny tc¢inek
izoforem autofi pozorovali na vaskularizaci 2. To je ¢asteéné v souladu s nasimi vysledky,
kdy CNH stimuluje expresi HIF2a a Nrf2 (Piiloha 15), zatimco v extrémni IHH, kde se
exprese HIF nezménila, Nrf2 klesl (Kasparova et al. v ptiprave).

Aktivace HIF vyznamné piispiva ke zvysené dodavce kysliku do tkani 2%, Spolu s tim
HIF udrzuje rovnovahu bunécného energetického metabolismu mezi aerobni a anaerobni
glykolyzou ovlivnénim metabolismu na vice urovnich. Podili se na vyznamném posileni
glykolytického metabolismu, které bylo opakované potvrzeno jako kardioprotektivni 209:187:210,
Soucasng, za piiméfené hypoxie HIF stimuluje mitochondrialni biogenezi aktivaci Akt/eNOS
signalni drahy 2!, aviak extrémni hypoxie vede spise k potladeni t&chto d&jii v kosternim svalu
i vsrdci 19?12, My jsme po adaptaci na IHH nezjistili zadné zmény v expresi proteinti
respiracnicho fetézce ani v objemu mitochondrii v levych komorach u potkani (P#iloha 10,
Elsnicova nepublikovana data), avSak na Grovni respirace a aktivity mitochondrialnich enzymu
pozorujeme pokles (Kolai D et al. nepublikovana data). Na druhé strané, HIF zasahuje do
metabolické aktivity mitochondrii tim, ze ovliviiuje aktivitu pyruvat-dehydrogenazykinazy
PDK1, kter4 snizuje vstup pyruvatu do mitochondrii ?*2!4, HIF téz ovliviiuje vyuziti kysliku
mitochondriemi zdménou izoforem podjednotek cytochromoxidazy COX4.1 za COX4.2 215,
ktera ma ke kysliku vyssi afinitu a tim zvySuje aktivitu komplexu IV v hypoxii. Pokles COX4.1
jsme pozorovali u kmene SHR po CNH (Pfiloha 12). Nase vysledky téz potvrzuji zvySeni
exprese proteini HK2 a Glut4 po CNH u SHR (Priloha 13), které patii k pfimym cilovym
genim HIF *11216 Vyse yvedené zmény, které moduluji mitochondrialni metabolismus, se
vyznamné podileji na snizené produkci ROS v hypoxickych podminkéch.

Pro naSe prace je vyznamné, ze HIF stimuluje expresi HK2 a soucasn¢ muze byt
zpétnovazebné regulovan signalni drahou Akt %217, Neni vylou¢eno, Ze samotna Akt je téZ
zodpovédna za transkripci HK2 28, Zvl4stni vyznam signalni drahy Akt v hypoxii zdfiraziuje
skute€nost, Ze nékteré proteiny regulované touto drdhou mohou byt pozitivnhimi a jiné
negativnimi regulatory HIF. Zatimco HDM2 (P53-binding protein mdm2) a mTOR
(mammalian target of rapamycin) zvysuji expresi HIF, GSK3p (glycogen synthase kinase /) a

FOXO04 jej reguluji negativné. Vyznamnou roli zde hraje trvani hypoxie, nebot’ akutni expozice
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maji tendenci aktivitu HIF zvySovat a chronické tlumit. Z nasich zkuSenosti v srdci hraje jesté

ulohu intenzita a rezim hypoxie (PFiloha 15 a KaSparova et al. v pfiprave).

5.2.3. Protein kindza B (Akt) v srdci

V souvislosti s HIF byla stimulace signalni drahy Akt mnohokrat prokdzana jako
kardioprotektivni 187209219 " Akt pfindsi mnoho benefi¢nich G¢inkd, aviak je znamo, Ze jeji
chronicka aktivace, se kterou se setkavame napt. v selhavajicim srdci, mize mit detrimentalni
uginky 220 221, Protektivni uéinky jsou spojené s posilenim metabolismu glukoézy, proliferaci a

prezitim kardiomyocytd i srdednich progenitorovych bungk 22222,

Akt téz stimuluje
uvolnovani vapniku z kanalti CaL a Ryr stejné jako aktivitu SERCA, a tim vyznamné zasahuje
do homeostazy a obratu Ca?* iontii v kardiomyocytech 22622, \/ neposledni fadé Akt hraje
vyznamnou ulohu v ochrané mitochondrii a modulaci jejich morfologie 22822°,

Je znamo, ze signalni draha Akt je aktivovana pres fosfatidylinozitol-3-kinazu (P13K),
kterad je stimulovdna riznymi extracelularnimi podnéty po aktivaci mnoha typt receptort.
Jednim z nich je inzulinovy receptor. Existuji tfi izoformy Akt: Aktl, Akt2 a Akt3 2, z nichz
prvni dvé jsou v srdci dominantni. NaSe vysledky ukézaly, Ze v levé komoie potkant Wistar je
hladina Akt3 na Grovni mRNA az o tad niz$i, nez jsou hladiny Aktl a Akt2 (Kasparova D.,
nepublikovana data).

Vyznamny pokrok pii studiu funkce dominantnich izoforem Akt v srdci pfinesly
transgenni modely mysi, u kterych utlum nebo jejich nadmérna exprese vedla bud’ k ovlivnéni
metabolismu anebo hmotnosti srdce 231, Aktl je spojovana s kardioprotektivnimi signalnimi
drahami 2223 3 jeji nadmérna exprese vedla v srdci k hypertrofii, véetné zvysené fibrozy,
avsak nenarusila funkci srdce. V souladu s tim deficience Aktl zplsobila snizenou hmotnost
srdce zhruba 0 20 % pfi zachovani normalniho metabolismu. Naproti tomu Akt2 deficientni
mysi mély naruseny inzulinem stimulovany pifjem glukézy 234, Timto autofi potvrdili alohu
Aktl v hypertrofickém ristu, zatimco ulohu Akt2 zde vylouéili. V soucasné dobé se pouzivaji
Akt2 deficientni mysi jako model inzulinové rezistence 2*°. Minoritni izoforma Akt3 je téz
spojovana s kardioprotekci 1 hypertrofickym ristem podobn¢ jako Aktl.

Regulace aktivity Akt byla nejvice studovana na trovni fosforylace. Akt mé mnoho
fosforylacnich mist, avSak pro plnou aktivaci jsou klicova dvé mista, ktera jsou lokalizovana
na threoniovém zbytku Thr’® nebo Thr3® a serinovém zbytku Ser*’® nebo Ser*’* pro Aktl a

Akt2 vuvedeném pofadi. Fosforylace Thr zbytku v T-smycce je =zajistovana pomoci

fosfoinozitid-dependentni kinazy (PDK1) a defosforylace zde probiha pomoci proteinfosfatazy
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(PP2A). Kli¢ova fosforylace na Ser zbytku v oblasti C-terminalniho hydrofobniho motivu vede
k plné aktivaci Akt a je zprostiedkovana pomoci mTOR komplexu 2 (MTORC2) 22623 Jeji

237

defosforylace je zajisStovana pomoci plekstrin homologni domény PHLPP fosfataz a

k degradaci dochazi pomoci ubiquitinylace 28

Nase vysledky, ziskané pomoci western blotl, ukazaly vyssi aktivaci celkové Akt
v pravé komote u normoxickych potkanii na urovni fosforylaéniho poméru prnAkt/Akt i
pserAKt/Akt (Piiloha 8). Nedavno jsme ukazali, Zze po desetiminutové globalni ischemii se

fosforylace celkové Akt na Ser”

Vv levé komote zvysila U normoxickych potkant, ale nezvysila
se jeji fosforylace na Thr*®, Po adaptaci na CNH a néasledné globalni ischemii byla fosforylace
jesté vyssi (Priloha 11). Toto nase zjiSténi je v souladu s novou piedstavou ziskanou na
bunéénych modelech, kterd ukazuje, Ze fosforylace na Ser a Thr zbytcich jsou na sob¢€ nezavislé
d&je a reguluji afinitu Akt ke specifickym substratim 23243, Na zakladé téchto poznatki
muzeme fici, ze aktivita Akt v protektivnim fenotypu CNH hraje vyznamnou ulohu

v kratkodobé ischemii a je pozitivné modulovana pouze na irovni fosforylace Ser’®

. Déle jsme
zjistili, ze extrémni hypoxie IHH zvysila expresi Aktl i Akt2 v levé komote, zatimco v pravé
komofte byla jiz vys§i v normoxii a déle se nezménila (D. Hornikova, nepublikované vysledky).
V souladu s tim jsou ptedchozi data Ravingerové et al, kde byla zjisténa jeji vyznamna role
v ischemickém preconditiongu, avSak u adaptace na IHH nebyla zjisténa ptima souvislost Akt
drahy a karidoprotekce 244245,

Zvysenou expresi Akt2 po CNH jsme pozorovali téZ u konplastického kmene
SHRmtBN, ktery ma vyssi odolnost k I/R poskozeni nez ptvodni kmen SHR. To muze
ukazovat na jeji dilezitou ulohu v Kardioprotekci a zvySené odolnosti mitochondrii
vapnikovému pretizeni (PFiloha 12 a 13). Bylo ukazno, ze Akt2 se mimo jiné se mize podilet

i na modulaci dynamiky mitochondrialniho retikula spolu s mitofuziny 22°.

5.2.4. Lokalizace izoforem Akt v kardiomyocytech

Lokalizace Akt izoforem v jednotlivych kompartmentech bunky je klicova pro plnéni
jejich specifické funkce 26, Pro interpretaci nasich vysledki je dilezité, Ze zvysena aktivita
Akt vede k fosforylaci HK2 na Thr®%, ktera je spojena s translokaci HK2 z cytosolu na vnéjsi
mitochondrialni membranu. Je znamo, Ze vazba HK2 na VDAC snizuje pravdépodobnost

aktivace apoptozy 228247

a aktivovana Akt snizuje vliv pro-apoptotickych proteini Bax a Bad
Vv oblasti mitochondrii, coz soucasné posiluje funkci anti-apoptotickych proteini rodiny Bcl2.

Timto signalni draha Akt chrani kardiomyocyty pied aktivaci apoptézy mitochondrialni
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cestou 24824° Avgak pii vyznamném snizeni energetického stavu buiiky anebo za vysokého
stresu, miize byt aktivovdana AMPK, ktera inhibuje PI3K/Akt drahu 2,

Z vySe uvedenych duvodu jsme sledovali zmény lokalizace obou izoforem Akt (Aktl a
Akt2) v oblasti mitochondrii a sarkolemy pomoci kvantitativni imunofluorescence na
podélnych fezech levé komory nasledujicim zpisobem: Kvantifikovali jsme miru kolokalizace
fluorescenénich signaltt primarnich protilatek proti obéma Akt izoformam, sekundarni
protilatka byla konjugovana s Alexou 488, bud’ s konjugatem wheat germ aglutininu (WGA)
s Alexou 647, ktery je markerem sarkolemy, anebo s komeréné dostupnym koktejlem protilatek
proti vybranym podjednotkam komplexu respira¢niho fetézce (anti-OXPHOS), kde sekundarni
protilatka byla konjugovana s Alexa647. Kvantitativni hodnoceni bylo provedeno pomoci
softwaru FI1JI 12, V pribéhu kratkodobé globalni ichemie a reperfaze na modelu ,.ex
vivo*“ (Elsnicova et al. nepublikovana data, Obr. 6) jsme zjistili, ze v kontrolni skupiné byla
Aktl castecné lokalizovana jak v mitochondridlnim kompartmentu (PCC = 0,3), tak v mensi
mife v oblasti sarkolemy (PCC =0,15). Tento nalez caste¢né odpovida pozorovanim na
HEK293 builkach, kde byla Aktl lokalizovana ptevazné v cytosolu, odkud se muze
translokovat na vnitfni stranu cytoplazmatické membrany pii své aktivaci 22°. Vedle toho, byla
pozorovana translokace Aktl do jader kardiomyocyti, kde ovlivnila proliferaci kardiomyocytt
a homoestazu Ca?* iontli ?°. Tuto translokaci jsme v$ak u nasich vzorkl nepozorovali. U Akt2
jsme zaznamenali kolokalizaci v mitochondrialnim kompartmentu, avS§ak v mensi mife nez u
Aktl (PCC=0,2), a jeji ptitomnost v oblasti sarkolemy (PCC <0) jsme zcela vyloudili.
Samotna adaptace na IHH lokalizaci obou izoforem neovlivnila, ale v kombinaci s 10 min
ischemii doslo k vyraznému narGstu lokalizace AKtl v mitochondrialnim kompartmentu
(zhruba o 180 %) a tento nartst pietrval i v reperfuzi, coz svéd¢i ve prospéch jeji protektivni
funkce. U Akt2 doslo v IHH skuping po ischemii také k velkému nartstu v oblasti mitochondrii
(zhruba o0 150 %), zatimco v reperfuzi odpovidal PCC kontrolni skuping.
To, zda jsou Akt izoformy lokalizovany v oblasti mitochondridlni membrany, anebo zda
translokuji do mitochondrialni matrix, nemizeme na zakladé naSich udaji posoudit i pfesto, ze
tento fenomén je znam 2%, Dale jsme hodnotili miru kolokalizace Akt izoforem s OXPHOS u
tfi mitochondrialnich subpopulaci, tj. subsarkolemalni, intermyofibrilarni a preinukleéarni, a
zjistili jsme, Ze nejvyssi stupenl kolokalizace je v subsarkolemalni oblasti. Tyto naSe vysledky
naznacuji, ze IHH zvySuje moznou protektivni tlohu Aktl b&hem kratkodobé ischemie 1
reperfiize, zatimco uloha Akt2 v oblasti mitochondrii je vyznamna zejména v ischemii

(Hornikova et al. v pfiprave).
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Obrazek 6. Mira kolokalizace proteinkinazy B, AKT1 (a) a AKT2 (b) (zelen¢€) s mitochondriemi flurescencné
znac¢enymi protilatkou proti OXPHOS komplexiim (Cervené) v levé komote srdce potkana byla kvantifikovana
pomoci Pearsonova korelaéniho koeficientu (PCC) u kontrolni skupiny (bilé sloupce) a u adaptovanych zvitat
na intermitentni hypobarickou hypoxii (Sedé sloupce), po kratké ichemii (10 min) a nasledné reperfizi. Mira

kolokalizace (zluta) je patrna na obrazcich (dole). (Nepublikované vysledky B. Elsnicova)

Z literatury vyplyva, ze se izoformy Akt vzajemné nezastupuji, a to piesto, ze jsou
vysoce homologni. Role Akt2 je zasazena pfevazn€ do oblasti energetického metabolismu
glukozy a potlaceni apoptdzy. Jeji ablace naruSila homeostdzu mitochondrii a vyvolala
autofagii 2°!, zatimco zvysena translokace do mitochondrii potladila aktivaci apoptotickych
signalti u kardiomyocyti. Akt2 byla téZ pozorovana v oblasti Golgiho aparatu 22, To ovem
nevysvétluje pticné pruhy na nasich podélnych fezech, které by spise nasvédcovaly lokalizaci
Vv oblasti sarkoplazmatického retikula ¢i jinych pfi¢né orientovanych struktur v oblasti I-pruhu
sarkomery. NasSe recentni vysledky naznaCuji mozZnou interakci v oblasti membran
asociovanych s mitochondriemi (PFiloha 13) spoleéné¢ s HK2, ktera mize mit vyznamny
protektivni potecial. Neddvno bylo ukdzano, ze funk¢ni spfazeni mezi sarkoplazamtickym
retikulem a mitochondriemi je vyznamny regulator homostizy Ca®" iontl a apoptézy>*2. V
souladu s tim existuji nezavislé doklady o pleitoropnim ti¢inku Akt2 v regulaci homostazy Ca?*

iontu.
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5.3. Izoformy hexokinazy v srdci

Hexokinaza (HK) se vyskytuje u savci ve vSech tkanich a je nezbytnd pro vyvoj
kazdého jedince i pro jeho dalsi zivot. Ve vétSiné praci se V srdci uvazuji pouze dvé izoformy
HK1 a HK2, ale ve skute¢nosti je zde konstitutivné exprimovana téz izoforma HK3 a nase

vysledky tuto skutecnost dokladaji (Obr.7).

Obriazek 7: Reprezentativni obrazek lokalizace izforem hexokinazy (HK1, HK2 a HK3, zelené) v oblasti
mitochondrialnicho kompartmentu zna¢eného pomoci vybranych proteini respiraéniho fetézce (Cervené) na
podélném ftezu levé komory srdce potkana s vizualizaci jader (modie). Mira kolokalizace izoforem HK

v mitochondridlnim kompartmentu je znazronéna intenzitou zluté barvy. (Autor obrazkd B. Elsnicova).

HK, jako prvni enzym glykolyzy, se svoji aktivitou vyznamné podili na regulaci vstupu
glukézy do kardiomyocytl a svalovych vlaken spole¢né s gluk6zovymi transportéry (GLUT1
a GLUT4), piicemz HK2 i obé izoformy GLUT jsou na transkripéni trovni regulovany HIF 253
2% HK fosforyluje glukézu na glukézo-6-P (G6P) za spotieby jednoho ATP, a tim udrzuje
koncentra¢ni gradient glukézy nezbytny pro jeji tok do buiiky 6. Kapacita pfenosu glukézy
pies sarkolemu je déna poctem GLUT lokalizovanych na membrané, ktery je uzce spojen
s aktivitou signalnich drah PI3K/Akt a AMPK 2°"28  Nasledné vyuziti G6P neni zcela
jednoznacné, nebot’ muze slouzit jak ke katabolickym, tak k anabolickym procestim v zavislosti
na typu tkang, energetickém stavu bunky, izoformé HK, ale i na dalSich podminkach, jako je
napt. mira oxidativniho stresu. Konkrétn¢ mize byt G6P vyuzivan i) k produkci ATP
v glykolyze, ii) k produkci NADPH a ribuloso-5-P v pentosofosfatovém cyklu, ktery je v srdci

minoritné zastoupen, avsak jeho podil roste po stimulaci katecholaminy. Dale iii) K syntéze

glykogenu a pfipadné iv) K syntéze hexosaminti, jejichz Gloha byla recentné popsana v I/R
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poskozenim srdce 2°. Nedavno byl téz prokazan vliv G6P na homeostazu Ca®* 2%, Bylo
ukéazéano, ze zvySena aktivita HK mtze kompenzovat srdecni hypertrofii zvySenou tvorbou
substratu pro pentosofosfatovy cyklus a produkci NADPH, ktery miize stimulovat NADPH
oxidazu, ale i antioxida¢ni ochranu. Bylo prokazano, ze experimentalni snizeni HK2 vede ke
zvysené produkci ROS a rozvoji hypertrofie srdce 20293, Zvysenou aktivitu HK je tedy potfeba

uvazovat v tomto Sirokém kontextu mozného pisobeni G6P.

5.3.1. Exprese izoforem HK po adaptaci na hypoxii

V poslednich deseti letech byly publikovany prace, které ukazaly, ze vedle samotné
ulohy G6P maji izoformy HK v srdci vyznamny podil na regula¢nich a signalnich funkcich
spojenych s mitochondrialni cestou apoptézy a autofagii 2642%, Nase vysledky toto poznani
roz$ifily o systematickd pozorovani na riznych rezimech hypoxie a nasledné kratkodobé I/R
Vv obou srde¢nich komorach (P¥iloha 8-11).

Nase prace provedena na raznych rezimech mirné normobarické hypoxie ukazala, ze
exprese proteinu obou izoforem HK1 a HK2 v levé komoie se zvysila ve vSech pouzitych
rezimech (CNH, INH-8, INH-23) spole¢né se specifickou enzymatickou aktivi-tou (P¥iloha 9).
Potvrdili jsme, Ze prava komora ma za normoxickych podminek vyssi expresi proteinu HK1 i
HK2 nez leva komora, avSak vlivem mirné hypoxie se hladina enzymu v pravé komote jiz dale
nemeénila. To podporuje predstavu o vyssi pfipravenosti pravé komory na hypoxickou zatéz i
tlakové zatizeni vlivem plicni hypertenze, ktera se i v tomto rezimu rozviji. V levé komote se
exprese HK2 po CNH zvysovala stejné, a to jak na trovni mRNA, tak i proteinu, zatimco
mRNA pro HK1 se ptekvapiveé vlivem hypoxie nezmeénila. Je znamo, ze hypoxie stabilizuje
HIF, ktery je pfimym transkripénim faktorem pro HK2 4 coZ souhlasi s navysenim HK2 a
zvySenou expresi HIFv tomto rezimu (Prilohy 9 a 15).

Rozdilné trendy ve zménach exprese proteinu a mRNA u HK1 jsme pozdéji pozorovali
opakované, zatimco zmény v mRNA HK2 byvaji v souladu s hladinou proteinu. Tyto vysledky
naznacuji odlisnou regulaci transkripce mezi HK1 a HK2 (Priloha 10), které byly u izoforem
HK1 a HK2 jiz popsany na kvasinkach a HeLa buiikach 2672%8, Bylo ukéazano, ze exprese HK2
mize byt regulovana pozitivni zpétnou vazbou za sou¢asné negativni regulace exprese HK1 27
Tento nélez je zajimavy a jeho fyziologicky vyznam ani podstata tohoto regula¢niho
mechanismu u savcl neni dosud znama. Dalsi rozdily jsme pozorovali v expresi izoforem HK
mezi levou a pravou komorou po extrémni IHH, kde v pribéhu adaptace dochazi k tlakovému

i objemovému pietizeni spolu se sniZzenou dostupnosti kysliku, a to vede k vysokému stupni
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pfetizeni pravé komory. V pravé komoie jiz nedoslo ke klasické kompenzacni odpovedi na
Girovni zvyseni exprese HK2 a naopak exprese HK1 dokonce klesla ! (Kola# D. et al.
Vv piiprav€). Je znamo, Ze za fyziologickych podminek je HKI pifevazné asociovana
s mitochondriemi a spojovana s glykolyzou, zatimco V cytosolu lokalizovana HK2 je spojovana
se syntézou glykogenu 2°°2"1, 7d4 se tedy, ze HK2 by mohla za hypoxickych &i ischemickych
stavt, kdy jsme pozorovali jeji translokaci na mitochondrie, ptebirat Glohu v glykolyze a vyuzit
své lepsi kinetické vlastnosti ve zhorSenych energetickych podminkach.

Vedle toho jsme po IHH vlevé komote pozorovali narist fetalni izoformy laktat
dehydrogenazy LDH A 27223 3 monokarboxylového pfenasec¢e MCT4 2’* spolu s hladinami
obou izoforem HK1 a HK2. To mtze ukazovat na zvySeni podilu produkce ATP pomoci
anaerobni glykolyzy a soucasné posileni odstranovani laktatu z kardiomyocyti (Kolaf D. et al.,
v piiprave). V souladu s tim jsou nase dalsi nepublikovana data (Kolaf D. et al), ktera ukazuji
snizeni aktivity citrdt syntdzy a komplexu I respira¢niho fetézce po IHH na izolovanych
mitochondriich. Souhlasné trendy na urovni exprese u izolovanych mitochondrii uvadéji
Hlavackova et al. (2010) 2.

Dalsi zajimavé zmény jsme zaznamenali po kratké expozici I/R, kdy vzrostly hladiny
proteint obou izoforem HK po desetiminutové ischemii ve skupiné CNH ve srovnani
s normoxickou kontrolou (P¥iloha 11) 8. Podobné jsme zaznamenali zvyseni hladiny proteinu
po ischemii také u LDH na stejném modelu perfundovaného srdce ex vivo (Diplomova prace
D. Kolat 2013). Vzhledem k tomu, Ze na trovni mRNA jsme nepozorovali zadné zmény a doba
ischemie v nasem experimentu byla relativné kratka, vysvétlujeme si tento nartst nahlym
utlumem proteazomalni degradace obou klicovych glykolytickych enzymt. Tento nalez miize
byt fyziologicky vyznamny, nebot’ ukazuje jeden z mechanismu rychlého posileni anaerobniho
metabolismu glukdzy, ktery prispiva k zachovani energetické homeostazy v myokardu pfi
nahlém preruSeni dodavky kysliku a soucasné¢ dokladd vyssi obrat proteinu LDH a HK

u adaptovanych srdci.
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5.3.2. Asociace izoforem HK na vnéjsi mitochondrialni membranu je protektivni

Subcelularni lokalizace jednotlivych izoforem HK je pfimo spjata s jejich ulohou

v myokardu 2°

a pravé otazka lokalizace a translokace hlavnich izoforem HK v srdci byla
predmétem naSeho dal§iho z4jmu. Je znamo, ze za fyziologickych podminek je HK1 pfevazné
asociovana s vn&j$i mitochondridlni membranou, kde podporuje glykolyzu %%%, Soucasné bylo
zjisténo, ze jeji odstranéni z mitochondrii zvysilo pravdépodobnost aktivace apoptdzy pies
drahu TNFa, 2°°. Naproti tomu HK2 se za klidovych fyziologickych podminek nachazi prevazné
v cytosolu, kde je spojena se syntézu glykogenu 9270271276 HK3 neni v srdci dostatené
dokumentovana a nase nepublikovana data ji zobrazuji vyhradné vazanou na mitochondriich
(Obr. 7). V podminkach zvyseného stresu dochazi k translokaci HK2 na vné&jsi mitochondrialni
membranu 2. Bylo prokazano, ze pfitomnost HK2 i HK3 na mitochondridlni membrané
umoznuje zvysit transport ADP do matrix mitochondrii k ATP syntdze prostfednictvim
pfednostniho metabolického toku, coz udrzuje mitochondrie ve spfazeném stavu a bréani
nadmérné produkci volnych radikalti 266278, Obdobné funkéni sprazeni s ATP syntazou vytvaii
oktamer mtCKs lokalizovany v intermembranovém prostoru, avSak tercidlni struktura
oktameru je velmi citliva na oxidativni stres na rozdil od dimeru HK.

Lokalizace HK izoforem je tedy klicova pro jejich specifickou funkci 2’° Je znamo, ze
zvysSend asociace HK izoforem s VDAC na vnéj$i mitochondridlni membrané poskytuje
vyznamnou ochranu u mnoha typti bunék a v poslednich letech byla prokézana jako
kardioprotektivni (P¥iloha 10) 1°1209280.281 Dyale bylo zjisténo, ze HK2 kompetuje o vazebné
misto na VDAC s pro-apoptotickym proteinem Bax, a tim snizuje pravdépodobnost aktivace
apoptozy 282287 Translokace HK2 na vné&j§i mitochondrialni membranu byla
v kardiomyocytech experimentalné vyvolana mnoha riznymi podnéty, napt. aktivaci drahy
Akt, zvySenou koncentraci glukoézy a inzulinu, a téZ po podani morfinu 2°°. Nase prace
ukézala, Ze ke zvySeni kolokalizace obou izoforem HK1 i HK2 s mitochondriemi dochéazi po
adaptaci na extrémni IHH, zatimco mirna CNH tuto kolokalizaci nezvysila ®! (PFilohy 9 a
10). Vedle zminénych stimul bylo jiz dfive zjisténo, ze vazba HK2 je posilena zvySenou
hladinou Pi a dvojmocnych kationtd, ke které fyziologicky dochazi pti sympatické stimulaci
srdce nebo na pocatku ischemie. Naopak oslabeni vazby bylo vyvolano externim zvysenim
ATP anebo G6P %28V souladu s tim jsme nedavno ukézali velky nariist asociace HK1 i
HK2 v kratkodobé ischemii S mitochondriemi jak u kontrolnich zvirat, tak i po adaptaci na

473

CNH. Toto navySeni bylo doprovazeno zvySenim fosforylace celkové Akt na Ser*’”a zvySenou

aktivaci AMPK. Rozdil mezi skupinami se projevil az v reperftizi (10 min), kdy u neadaptované
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skupiny doslo k disociaci HK2 z mitochondrii a CNH této ztraté zabranila (PF¥iloha 11).
V navaznosti na tyto vysledky je vhodné uvést, ze Pasdois et al. zjistili, ze dlouhodoba
ischemie (30 min) jiz zpusobila disociaci HK2 z mitochondrii, coz vedlo k otevieni MPT
péru. Stejné tak experimentalni odstranéni HK z mitochondrii ukazalo velmi detrimentalni
Gi¢inky na srdce 262 264285-281.289 ' Dysle Pasdois et al.?®® ukazali, ze protektivni ucinek
ischemického preconditioningu spociva ve stabilizaci vazby, kterd branila disociaci HK2
Z mitochondridlniho kompartmentu, coz meélo za nasledek sniZzeny vylev cytochromu c
z mitochondrii, sniZeni oxidativniho stresu a sniZeni pravdépodobnosti otevieni MPT poéru 247,
V soucasné dobé mizeme tedy rozlisit dva protektivni fenomény na tGrovni interakce HK2
s VDAC, ato bud’ zvyseni asociace HK2 s vnéj$i mitochondridlni membranou anebo stabilizaci
vazby, ktera brani jejimu odpojeni.

Vyse uvedené poznatky muizeme shrnout tak, Ze kratkodobd ischemie, nebo
dlouhodobé adaptace na extrémni hypoxii zvysuji asociaci HK2 s mitochondriemi a dale, ze
adaptace na mirnou hypoxii brani odpojeni HK2 z mitochondrii v prub&hu reperfaze. Z toho
vyplyva, ze translokace HK2 na vnéjsi mitochondridlni membranu je z4visld na parcidlnim
tlaku kysliku a mtze byt tedy vyznamnym mechanismem, ktery brani aktivaci apoptdzy a
udrzuje integritu mitochondridlniho metabolismu v podminkdch vyznamného nedostatku

kysliku 2% (PFilohy 9-11).

5.3.3. Vliv hypoxie a hypertrofie na lokalizaci izoforem hexokindzy

Ukazali jsme, Ze asociace HK2 s mitochondriemi vzrusta se stupném hypoxie, avSak
s rostouci hypoxickou zatézi dochazi k pretizeni levé 1 pravé komory a nasledkem toho se
rozviji jejich hypertrofie. Dale je znamo, ze Akt signalni draha hraje vyznamnou ulohu
v hypertrofii srdce. Proto jsme si polozili otazku, jakou roli hraji hypertrofické mechanismy
ve zvysené asociaci HK2 s mitochondriemi.

U kontrolnich potkani Wistar jsme nepozorovali rozdil v asociaci izoforem HK
s mitochondriemi mezi pravou a levou komorou, i pfestoze exprese a aktivace drahy Akt je
v pravé komote vyssi (PFriloha 8). U IHH, pfi které je nizsi pO2 ve srovnani s CNH, se zvysila
asociace HK s mitochondriemi na podélnych fezech levé komory zhruba o 20 % a soucasné
vzrostlo mnozstvi obou izoforem HK v mitochondrialnich frakcich téméf na dvojnasobek. Je
tieba zddraznit, Ze mitochondrialni asociace HK2 po IHH byla v pravé komoie vyznamné vyssi

nez v levé (PFriloha 10). Vyvstava tedy otazka, zda tento jev souvisi se zminénou vyssi expresi
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Akt jiz za normoxickych podminek anebo s vy$§im rozvojem hypertrofie pozorované po IHH
béhem 5 tydni adaptace.

Odpovéd” jsme hledali na fyziologickém modelu u mladych tfimésicnich a
Sestimésic¢nich potkantt SHR, kde je hypertrofie v kompenzované fazi, a nasledné u starych
tiinactimési¢nich potkant, kde hypertorfie pfechdzi do dekompenzované faze a vede
k naslednému srde¢nimu selhani 1°%2%°, Mtizeme tedy piedpokladat, ze u 12-24 tydnii starych
SHR je metabolismus a fenotyp srdce jesté dostatecné plasticky a zmeény vyvolané zatézi budou
reverzibilni. Zména fenotypu u kosternich svalii i srdce se stanovuje na zakladé¢ pomeéru
izoforem rychlejsiho a pomalejsiho tézkého fetézce myozinu, coz je u srdce MyHCa a MyHCp
v uvedeném potadi 12291292, Ukazali jsme, Ze u SHR tato plasticita vyznamné kles4 s vékem.
Tlakové pietizeni a naslednd hypertrofie zvysily podil vice ekonomické izoformy MyHCp na
ukor rychlejsi MyHCo u mladych i starych potkanii, avSak u mladych potkanti SHR bylo mozné
tento pomér normalizovat podavanim n-3 polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA),
zatimco u starych potkanti nemélo podavani PUFA vliv 2°12932% (P¥ilohy 6 a 14). Pokud jde
o izoformy HK, u potkant SHR byla vyssi asociace HK1 s mitochondriemi jiz u Setimési¢nich
zvitat a pretrvala zvySena i ve véku tfinacti mesicti ve srovnani s normotenznim kmenem WKY.
Naproti tomu asociace HK2 s mitochondriemi byla vyssi u Sestimési¢nich a vyznamné poklesla
u tfinactimési¢nich zvifat. Adaptace na CNH neukazala zmény u tfimé&si¢nich potkanit SHR
v asociaci HK2 s mitochondriemi, a naopak se HK2 objevila v pti¢nych prizich v oblasti I-
pruhu sarkomer (nepublikované vysledky Heles a Elsnicova). Tyto vysledky jasné ukazuji, ze
zvySena kolokalizace HK2 s mitochondriemi nesouvisi S mechanismy zodpovédnymi za
hypertrofii ani v jejim raném stadiu ani v pokroc¢ilém stavu. U mladych SHR potkanti jsme
ukazali, ze G¢inky CNH a hypertrofie nejsou aditivni (PFiloha 13). Je vhodné zminit, Ze u
extrémni IHH je kolokalizace zvySena, a podobn¢ jako u SHR, je zde rozvinuta hypertrofie a
vyznamné snizen pomér MyHCo/MyHCPR33, Dale z nasich studii vyplyva, Ze regulace asociace
HK1 a HK2 s mitochondriemi je za nami zvolenych podminek nezavisla, podobné jako jejich
exprese. Tuto nezavislou regulaci téZ pozorovali Southworth et al., kdy podani oleatu snizilo
asociaci HK1 a nikoliv HK2 na modelu asociace stimulované inzulinem ?’’. Lze tedy
predpokladat, ze v pripadé¢ IHH mutize byt zvyseni asociace obou izoforem HK zpisobeno

kombinovanou extrémni hypoxii v pfipadé HK2, a vyznamnou hypertrofii v piipadé HK1 °1,

35



5.4. Odpovéd’ srdce na kardioprotektivni reZim mirné a extrémni hypoxie se lisi

Jak je uvedeno vyse, zjistili jsme, ze aktivace protektivni signalni drahy Akt/HK a CK
systému se v jednotlivych rezimech hypoxie lisi. Pro lepsi pochopeni funkce obou systému bylo
dualezité zasadit nové poznatky do kontextu $irsi odpoveédi myokardu na uvedené podminky. Je
znamo, ze v hypoxii dochéazi k tvorbé ROS, které v pfiméfené hladiné aktivuji protektivni
buné&énou odpovéd’ spojenou s HIF, avsak tato hladina se mize s mirou hypoxie ligit 2%-2%,
V souvislosti s tim jsme sledovali miru oxidativniho stresu a odpovéd’ antioxida¢niho systému
a adrenergni signalizace Vv protektivnich rezimech adaptace na mirnou (CNH, INH) a extrémni
(IHH) hypoxii a v neprotektivnim rezimu (CNH-R) 1%3% (P¥ilohy 15 a 16; Kasparova et al. v
ptipravé.). Tyto vysledky umoznuji vzjemné srovnani i s vysledky jiz diive publikovanymi po
adaptaci na IHH #7391 aysak mnoho dalsich literarnich zdrojii toto srovnani neumoznuje
vzhledem Kk odlisnym rezimim adaptace.

Ukazali jsme, ze protektivni rezimy mirné hypoxie CNH i INH, stimuluji v levé komote
expresi MRNA vétsiny antioxidacnich enzymil, hodnota poméru GSH/GSSG se nezménila, coz
naznauje dobie kompenzovanou produkci ROS u obou rezimi mirné hypoxie. Naopak,
hodinovéa reoxygenace u neprotektivniho CNH-R oxidativni stres zvysila 1%; (PFiloha 15).
Zvysene transkripty antioxidantli v protektivnich rezimech patii mezi mitochondrialni izoformy
ptislusnych enzymu. Tyto nalezy u CNH jsou v souladu s pfedchozimi publikacemi, které
dokladaji, Zze mirna hypoxie v chronickych rezimech zvySuje expresi nebo aktivitu

146,302,303 3 k podobné odpovédi dochazi

mitochondrialni superoxididismutazy MnSOD v srdci
po akutni expozici extrémni hypoxii (5 hodin, FIO; = 0.06) 3. Vyznamnou ulohu MnSOD
Vv kardioprotekci dokladaji prace, ve kterych jeji zvySend exprese podpofila ischemickou
odolnost srdce 3% a naopak sniZeni jeji exprese po podani antioxidantu eliminovalo protektivni
i¢inek adaptace na IHH **7. Rezim INH piekvapivé stimuloval antioxida¢ni kapacitu jesté vice
nez CNH; coZ muze souviset S opakovanou dlouhodobé;jsi reoxygenaci, kterd osvézuje aktivity
transkripénich faktort pro antioxidanty, HIF a NRF2 (PFiloha 15) 21%3%, Naproti tomu kratka
reoxygenace CNH-R v pribéhu chronické adaptace potlacila aktivaci téméf vSech sledovanych
transkriptll antioxidac¢niho systému. Zda se, Ze tento reZim plisobi jako nevhodny stresor pro
iniciaci kardioprotektivnich mechanismti. Pomoci korela¢ni analyzy jsme ukézali, ze
neprotektivni rezim CNH-R nepodporuje expresi mRNA transkripti vyznamnych
transkripénich faktorti Hifla, Hif2a a Nrf2 (gen Nfe2l2), coz muze byt klicem k pochopeni
negativniho pusobeni kratké reoxygenace v pribéhu kontinudlni chronické hypoxie spolu

s vychylenim redoxni rovnovahy. V mitochondridlnim kompartmentu je redoxni rovnovéaha
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udrzovana pomoci thioredoxinového systému izoforem thioredoxinu a jeho reduktdzy
(TXN2/TXRD2) a je znamo, ze pro aktivaci HIF je nutna pfiméfena produkce ROS béhem
hypoxie 3. Podobné aktivace NRF2 vyzaduje zvyseny oxidativni stres v cytosolu, ktery je

nasledné kompenzovan v jadie systémem TXNI1/TXRDZ1 308309,

Z uvedenych vysledkt
usuzujeme, ze zvySena endogenni antioxidacni ochrana se vyznamné podili na
kardioprotektivnim fenotypu adaptace na mirnou hypoxii (PFiloha 15).

Naproti tomu u extrémni IHH bylo ukazano vyznamné zvySeni oxidativniho stresu, jak

na turovni poméru GSH/GSSG a akumulace lipofuscinu 4

, tak na urovni hladiny
nitrotyrosinu 2>, Soucasné zlistala beze zmény aktivita MnSOD, katalazy a
glutathionperoxiddzy v homogenatu levé komory, ale zvysila se aktivita a exprese MnSOD
v subsarkolemalni mitochondrialni frakci ®°. Navic jsme na urovni mRNA pozorovali
zvySenou expresi kaspazy 3 a 8 (Kasparova, nepublikované vysledky) a kaspazy 3 i na Grovni
proteinu spolu se zvySenim poméru Bax/Bcl2 jako pro-apoptotického indikatoru (Diserta¢ni
prace, K. Holzerova 2016, Diplomova prace T. Blahova 2014). Zde je vhodné podotknout, ze
u tohoto modelu adaptace byla pozorovana remodelace obou komor na tGrovni aktivity MyHC
a exprese kolagenu, kterd je v ranych stadiich v pravé komotfe doprovézena nekrotickymi
1ézemi 312,

NaSe dosud nepublikované vysledky ziskané po adaptaci na IHH (Kasparova et al. v
ptipravé) ukézaly, Ze IHH na rozdil od mirnych normobarickych rezimi nezvySuje expresi
antioxida¢nich enzymu na urovni proteinu, navic na irovni mRNA se mnoho z nich dokonce
sniZzuje. Je tfeba zdiiraznit, Ze IHH naopak zvysila na tirovni proteinu inducibilni hemoxygendzu
1 (HMOX1) (Kasparova et al. v ptipravé), coz nebylo pozorovano po CNH 32, V souladu s tim
je HMOX1 casto spojovana s cytoprotektivnim Géinkem a prolifera¢ni funkci v podminkach
vyssiho oxidativniho stresu 34313315 Jeji zvyseni bylo pozorovano napi. po kardiotoxickém
inzultu doxorubicinem 318, Podobné experimentalné zvysena exprese HMOXL snizila
poskozeni po anoxickém inzultu v souvislosti s aktivaci Akt *'3. Protektivni vliv HMOX1 se
miize realizovat na dvou zakladnich trovnich, bud’ pfes biliverdinreduktazu Y/, jejiz zvyseni
jsme po IHH adaptaci nepotvrdili, anebo pies produkovany CO, jehoz signalni drahy jsme jiz
neanalyzovali. Existuji Gdaje 1 o mozném spojeni s HIF a TNFa, jejichz pfimétend aktivita je
v soucasné dobé Gasto spojovana s kardioprotekci 312318321 Piesto, Ze by se z nasich vyse
uvedenych vysledkt (Kasparova et al. v ptipravé) mohlo zdat, Zze je tiloha antioxida¢niho
systému v této adaptaci minoritni, podavani N-acetylcysteinu v prubéhu adaptace na THH

signifikantné snizilo jeji kardioprotektivni efekt, av8ak tplné jej nezablokovalo '*’. Tento

experiment ukazal vyznamnou, avSak ne uplnou roli oxidativniho stresu v mechanismu
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kardioprotekce po IHH adaptaci, ktery by mélo smysl jesté dale studovat. NaSe nepublikovana
data ukazuji pfesum TXNI1 do jadra a zvySeni jeho redukované formy v tomto kompartmentu
po IHH, coz muze svédcit ve prospéch zvysené aktivity transkripCnich faktor zavislych na
zméné redoxniho stavu.

Dalsi rozdil mezi rezimy mirné a hluboké hypoxie jsme pozorovali na tirovni aktivace
adrenergni signalizace. Rezimy mirné hypoxie CNH a INH neukazaly zmény v expresi
izoforem adrenergnich receptord B (B-AR) ani u dominantnich izoforem adenylatcyklazy
(AC5/6) a G proteinti v levé komote. Pouze v pravé komofte, zatizené hypertrofii, doslo k 21%
nartistu f1-AR. Stimulovana aktivita AC pomoci G proteint se zvysila v levé komote a snizila
v komoie pravé (Piiloha 16). Naproti tomu IHH vyznamné zvysila pomé&r 2/p1 receptord na
zakladé¢ zvySeni B2-ARs a poklesu v B1-ARs. Soucasné zde poklesla exprese AC téméf o 50 %
a naopak Gija proteiny se zvysily o stejny podil. Tyto nalezy nasvéd¢uji presmyku signalizace
Z B1-AR/Gs na B2-AR/Gi, kdy klesé stimulace AC a zvysuje se aktivace MAP-kinazovych drah
véetné Akt, jejichz sestupné drahy jsou spojovany s kardioprotektivnim fenotypem a mohou

1 301

mit protektivni charakter (PFiloha 17). Obdobné vysledky ziskala Hrbasova et a a podani

trimepranolu u tohoto modelu sniZilo plicni hypertenzi a remodelaci pravé i levé komory 3.
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6. SOUHRN

Pfinesli jsme nové poznatky o systému kreatin kindzy (CK) v kosternim svalu a v srdci.
Hexokinazou (HK) jsme se zabyvali pfedevsim v srdci v souvislosti s kardioprotekci. Funkci
obou systému jsme sledovali v subcelularnich kompartmentech s vysokou produkci a spotiebou
energie, tedy v oblasti mitochondrii a sarkomery. Pfispéli jsme k porozuméni mechanismu
endogenni kardioprotekce indukované riznymi rezimy hypoxie, které se lisily jeji intenzitou a
délkou expozice. Je zndmo, ze na fyziologické Grovni maji tyto protektivni rezZimy rozdilny
dopad na odolnost myokardu k I/R poskozeni a na jeho citlivost k vyskytu a zavaznosti arytmii,
zatimco podstata téchto rozdili na molekularni arovni a na Grovni energetického metabolismu
nebyla dosud zcela znama. Nase vysledky piispé€ly k vétSimu porozuméni hypoxii stimulované
signalni drahy proteinkinazy B (Akt), HK a CK systému a jejich vzajemnym funkénim
vztahim. Nas$i snahou bylo také pfinést dal$i poznatky o uloze oxidativniho stresu,
antioxida¢niho systému, vybranych transkripénich faktord a apoptdézy v mechanismu

kardioprotekce indukované adaptaci na chronickou hypoxii.

Nase hlavni vysledky

Na kosternim svalu jsme ukazali, ze U myofibrilarni izoformy CKM vazané v M-linii
sarkomery dochazi k jeji dynamické vyméné s okolim Vv zavislosti na pH a konformaénim
stavu. Tento poznatek naznacuje, ze za riznych patologickych stavii by mohlo dojit k vypadku
jeji funkce v dasledku zhorSené vazby. Vysledek funkéni studie potvrdil, ze k maximalnimu
prednostnimu toku ATP mezi CKM vazanou v M-linii sarkomery a myozinovou ATPazou
dochdzi v mirn€ kyselém prosttedi (pH 6.95), kdy fenomén ,,substrate channeling® dosahuje
42 %.

U srdecniho svalu jsme zjistili, Ze aktivita CK systému ve vSech rezimech mirné
normobarické hypoxie (CNH) roste, a to v souvislosti s naristem fetalni a mitochondrialni
izoformy. Adaptace na CNH také zabranila poklesu mtCKs v prubéhu I/R. Vyse uvedené
nalezy mohou hrat roli v kardioprotektivnim fenotypu srdce po mirné CNH. Naproti tomu
u extrémni hypobarické hypoxie (IHH) dochazi vedle nartstu izoformy CKB k poklesu exprese
mitochondrialni mtCKs. U zvitat adaptovanych na IHH nasledna ischemie snizila obsah CKM
V M-linii sarkomery, coZ muze snizit kontraktilitu srdce v pribéhu ischemie a Settit ATP.

Zjistili jsme, Ze v pravé srdecni komote je vyssi exprese Akt a HK a aktivace pomoci
fosforylace ve srovnani s levou komorou. Naslednd mirnd hypoxie CNH zvysila aktivitu i

expresi obou izoforem hexokinazy pouze v levé komote. V souvislosti s tim muze vyssi podil
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podminky.

Ukazali jsme, ze kratkodoba ischemie (10 min) vyznamné zvySuje aktivitu Akt/HK
drahy a zaroven zvysuje asociaci HK2 s mitochondriemi jak u kontrol, tak po CNH. V reperfuzi
vSak pretrvala asociace HK2 s mitochondriemi pouze u adaptovaného myokardu. Vedle toho
CNH snizila pomér pro-apoptotického Bax/Bcl2 béhem I/R. Z toho vyplyva, ze draha Akt/HK
muze hrat vyznamnou ulohu v kardioprotektivnim fenotypu indukovaném adaptaci na CNH.

Ukazali jsme, Ze mitochondridlni genom muize hrat vyznamnou tlohu v odolnosti k I/R
v souvislosti s aktivaci cilové drahy HIF/Akt2. Na hypertenznim konplastickém kmeni potkant
SHR-mtBN jsme po adaptaci na CNH pozorovali zvy$enou odolnost mitochondrii k Ca?*
pretizeni spolu s vyznamné vyssi expresi HIF2/Akt2 a aktivitou HK ve srovnani s referenénim
kmenem SHR.

Ukazali jsme, ze extrémni IHH vyznamné zvySuje asociaci HKI1 i1 HK2
s mitochondriemi spolu se zvySenou aktivitou a expresi obou izoforem. Ve srovnani s tim mirna
CNH zvysuje pouze expresi obou izoforem a celkovou enzymatickou aktivitu HK.

Zjistili jsme, Ze kardioprotektivni reZimy mirné hypoxie CNH a INH-8 zvySuji expresi
prevazné mitochondrialnich antioxidacnich enzymi, které zabranily rozvoji oxida¢niho stresu.
Naproti tomu v neprotektivnim rezimu CNH s1 hod reoxygenaci/den byla odpovéd
antioxidac¢niho systému vyznamné oslabena.

U extrémni IHH, kde je pfitomen oxidacni stres a hypertrofie levé komory, jsme zjistili,
ze na urovni transkriptu mRNA dochazi k potlaceni odpovédi antioxida¢niho systému kromé
zvysené exprese thioredoxinu 1 (TXN1) a hemoxygenazy 1 (HMOX1). Navic jsme po IHH
zaznamenali translokaci TRX1 a NFkB do jadra, coz svédéi o zvySené transkripéni aktivite
NFkB.

Zatimco rezimy mirné CNH a INH nem¢ély na adrenergni signalizaci vliv, extrémni IHH
vyznamné zvySila pomér P2/P1 adrenergnich receptori, soucCasné poklesla exprese
adenylatcyklazy témét o 50 % a naopak exprese Gia proteinu vzrostla.

Ukazali jsme, ze Aktl a Akt2 jsou lokalizovany pievazné v oblasti sub-sarkolemalnich
mitochondrii, nikoliv na sarkolem¢. Extrémni IHH jejich lokalizaci neovlivnila, ale nasledna
kratkodoba ischemie zna¢né zvysila asociaci Akt2 s mitochondriemi. Je proto pravdépodobné,
ze pleiotropni protektivni efekt Akt2 by mohl hrat roli v endogenni kardioprotekci za podminek

extrémni IHH.
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7. ZAVER

Popsali jsme funkéni a strukturni vlastnosti myofibrilarni CKM, které pfispivaji
k porozuméni patologickych stavii zasahujicich do pfednostniho metabolického toku mezi
CKM a myozinovou ATPazou u kosterniho svalu. Nasledn¢ jsme u ischemického a
hypertrofovaného srdce pozorovali zmény tohoto systému.

Z nasich vysledkl zaméfenych na endogenni kardioprotekci vyplyva, ze signalni drahy
se mohou lisit po adaptaci na mirnou CNH a extrémni IHH. Nasli jsme zde rozdily v mife
oxidativniho stresu, které mohou vést k aktivaci odlisné transkripéni odpovédi. Po mirné CNH
je produkce ROS kompenzovana na tGrovni mitochondrialnich antioxidanti a cytosolického
thioredoxinového systému. Naproti tomu po IHH jsme pozorovali, Ze antioxidacni systém je
aktivovan pouze na urovni drahy TXN1-NFKkB-HMOXI. Dalsi rozdily jsme prokazali na
urovni adrenergni signalizace a exprese izoforem HIF. Mirna CNH zvysila aktivitu obou
systému CK i Akt/HK, ale nezvysila asociaci HK s mitochondriemi. V kontrastu s tim extrémni
IHH a kratkodoba ischemie zvysily asociaci jak HK1, tak HK2 s vngjsi mitochondrialni
membranou. Piedpokladame, Ze ob¢€ izoformy tohoto enzymu by mohly ¢aste¢né nahradit
klesajici funkci mtCKs, udrZzovat mitochondridlni membranovy potencial na pfiméfené urovni
a regulovat tak nadmérnou tvorbu ROS.

Nase vysledky spolu s pfedchozimi ndlezy naznacuji, Ze vyznamnou soucasti
protektivniho fenotypu CNH je zvySeni kapacity antioxida¢niho systému, posileni glukézového
metabolismu a systétmu CK. Naproti tomu u IHH se vySe uvedené drahy jiz neaktivuji a
s rostoucim oxidativnim stresem jsou stimulovany pro-apoptotické drahy, které ale zjevné
nejsou naplno spustény a jsou pravdépodobné blokovany na vice urovnich anti-apoptotickymi
drahami. Zjistili jsme, ze jednim z vyznamnych anti-apoptotickych mechanismi v této adaptaci
je zvySena asociace HK s mitochondriemi, ktera snizuje pravdépodobnost otevieni MPT poru

a tim blokuje aktivaci apopt6zy mitochondridlni cestou.
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