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1. ÚVOD 

 Udržování energetické homeostázy při fyzické zátěži a v patologických stavech je 

klíčovým úkolem pro zachování integrity myocytů, a tedy zdraví srdce a kosterního svalu. 

Kreatinkinázový systém (CK) představuje hlavní rychle dostupnou energetickou rezervu pro 

svalové buňky, zatímco aktivita signální dráhy zahrnující proteinkinázu B (Akt) a hexokinázu 

(HK) určuje kapacitu transportu glukózy do nitra buněk a následné glykolýzy. CK a HK vytváří 

prostorově uspořádané systémy, které významně propojují dráhy glykolytické a oxidativní 

tvorby ATP s místy jeho spotřeby, a tím se podílejí na zachování energetické homeostázy 

myocytů. Zároveň bylo zjištěno, že tyto enzymy jsou zapojeny v mechanismu endogenní 

cytoprotekce.  

 Srdce i kosterní sval potřebují pro svůj výkon trvalý přísun energie k udržení vysokého 

poměru ATP/ADP, který je nezbytný pro optimální aktivitu ATPáz v průběhu svalové 

kontrakce a relaxace. Avšak poměr ATP/ADP není dostatečně citlivým indikátorem 

energetického stavu, neboť svalové buňky mají řadu systémů, které tento poměr udržují na 

vysoké úrovni i při zhoršené energetické bilanci. Naproti tomu se jako dobrý indikátor 

energetického stavu buňky ukázal poměr kreatinfosfátu (PCr) a ATP, který může odrážet 

kontraktilní dysfunkci ve spojení s energetickým stavem. Snížení tohoto poměru je průvodním 

znakem patologických stavů u kosterních svalů i srdce a dysfunkce CK může být předzvěstí 

srdeční ischemické příhody. Naopak stimulace CK po podání kreatinu brání ztrátám svalové 

hmoty, zlepšuje kontraktilní funkci kosterních svalů a má i pro srdce pozitivní důsledky. 

Aktivní CK systém též snižuje produkci reaktivních forem kyslíku (ROS) modulací 

mitochondriálního membránového potenciálu, podobně jako HK asociovaná s vnější 

mitochondriální membránou. Nedávno bylo zjištěno, že zvýšená asociace HK2 se srdečními 

mitochondriemi se podílí na regulaci  signální dráhy endogenní kardioprotekce tak, že snižuje 

pravděpodobnost otevření mitochondriálního permeabilního póru (MPT póru), a tím snižuje 

pravděpodobnost aktivace apoptózy zprostředkované mitochondriální cestou. 

 Studium systémů CK a HK je proto významné pro pochopení jejich role 

za fyziologických podmínek, a následně za různých patologických stavů. Neméně významné je 

studium možných protektivních intervencí, které kapacitu CK a HK posilují, a tím zvyšují 

odolnost kosterních svalů i srdce k náhlému přetížení či ischemickému poškození. Zjistili jsme, 

že jednou z těchto intervencí může být adaptace na chronickou hypoxii, která je známá svými 

kardioprotektivními účinky. 
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2. CÍLE  

 Hlavním cílem této práce bylo shrnout naše dosavadní výsledky týkající se CK systému 

a cytoprotektivní dráhy hypoxií indukovaného faktoru HIF, proteinkinázy B (Akt) a hexokinázy 

2 (HK2), které jsme získali v průběhu minulých let na modelu laboratorního potkana a králíka. 

 

Dílčí cíle:  

i) Kvantifikovat přednostní metabolický tok neboli „substrate channeling“ mezi myozínovou 

ATPázou a myofibrilární kreatinkinázou CKM vázanou v M-linii sarkomery kosterního 

svalu. 

ii) Popsat konformační změny CKM v závislosti na vazbě substrátů a charakterizovat vazbu 

CKM v M-linii sarkomery kosterního svalu za těchto podmínek. 

iii) Kvantifikovat změny CK systému v levé a pravé komoře srdce po adaptaci na 

kardioprotektivní a neprotektivní režimy hypoxie. 

iv) Zjistit úlohu izoforem hexokinázy (HK1 a HK2) v oblasti mitochondrií v srdci po adaptaci 

na kardioprotektivní režimy mírné a extrémní hypoxie. 

v) Sledovat změny v signální dráze hypoxií indukovaného faktoru HIF a protein kinázy B 

(Akt) po adaptaci na mírnou a extrémní hypoxii. 

vi) Posoudit míru aktivace Akt/HK2 protektivní dráhy v průběhu krátkodobé ichemie a 

reperfúze po adaptaci na mírnou hypoxii. 

vii) Posoudit vliv mírné a extrémní hypoxie na odpověď antioxidačního systému, -adrenergní 

signalizace v levé komoře srdce. 
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4. KREATINKINÁZOVÝ SYSTÉM V KOSTERNÍM A SRDEČNÍM 

SVALU 

 Kreatinkinázový systém (CK systém) je jediným fosfagenovým systémem u obratlovců. 

V živočišné říši se vyvinulo sedm těchto systémů a hlavní uplatnění nacházejí převážně 

v excitabilních tkáních, kde překlenují náhlé výkyvy v požadavku na dodávku energie. V menší 

míře jsou přítomny i v ostatních tkáních, kde mají modulační funkci 1,2. Hlavní funkcí CK 

systému v kosterních svalech a v srdci, je udržovat vysoký a stálý poměr ATP/ADP při náhlém 

i trvale zvýšeném požadavku na dodávku energie 1. CK systém je považován za prostorový 

energetický pufr, který umožňuje tvorbu, přenos a využití kreatinfosfátu (PCr) mezi místy 

spotřeby energie (ATPázy) a místy její produkce (glykolýza a oxidativní fosforylace). Jeho 

molekula snadno difunduje do okolí, neboť je významně menší než molekula ATP a ve srovnání 

s ostatními fosfageny v živočišné říši má PCr jednu z nejvyšších difúzních konstant 3–5. 

 CK systém se v příčně pruhovaných svalech skládá z kreatinu, jeho fosforylované formy 

a čtyř izoforem kreatinkinázy (CK). Dvě izoformy jsou cytosolické CKM (muscle), CKB 

(brain) a jedna je mitochondriální tzv. sarkomerická mtCKs (sarcomeric). Vedle toho se 

v ostatních tkáních vyskytuje tzv. všudypřítomná mitochondriální mtCKu (ubiquitous). 

Cytosolické izoformy se vyskytují jako dimery, ve zralém kosterním i srdečním svalu se 

nachází převážně homodimer CKMM, avšak v srdci se v malém množství vyskytuje také 

homodimer CKBB a heterodimer CKMB (pro přehled 6–10). CKB izoforma je dominantní ve 

fetálním srdci i myoblastech kosterní svaloviny 11, dále je typická pro neurony a byla nalezena 

ve většině neexcitabilích tkání 12. Pokud dochází k nadměrnému zatížení zralého srdce, zvyšuje 

se exprese fetálních genů, které jsou součástí adaptivní odpovědi, a za těchto okolností vzrůstá 

i exprese minoritní CKB izoformy (Příloha 8) 9. Mitochondriální izoformy tvoří přechodné 

homo-dimery a za funkční terciální strukturu jsou považovány stabilní oktamery, lokalizované 

v inter-membránovém prostoru mitochondrií 13. Překvapivě, v levé srdeční komoře jsme 

stanovili poměr hladin mRNA CKM a CKB 1: 1, zatímco mitochondriální mtCKs mRNA měla 

hladinu o řád vyšší (Kasparova D, nepublikované výsledky).  

 Funkční spojení mezi cytosolickými izoformami a mitochondriálními izoformami CK, 

které na jedné straně podporuje funkci ATPáz a na druhé straně využívá ATP k vytváření 

zásobního poolu PCr, bylo popsáno v kosterním svalu i v srdci jako „CK/PCr shuttle“ 6,14. 
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4.1. Klinický význam kreatinkinázového systému  

 Cytosolické izoformy CKM a CKB jsou v obecném povědomí jako jeden z markerů 

akutního infarktu myokardu v séru ve formě CKMB dimeru. Ke zvýšení CKM v séru též 

dochází u myopatických stavů anebo po výkonu u vrcholových sportovců 15–18. Existují klinické 

stavy nebo genetické vady, které vedou ke snížení anebo k úplnému potlačení funkce CK 

systému 19–21. Míra postižení mimo jiné závisí na tom, zda se svalová buňka vyvíjí již s tímto 

defektem a dojde k adaptačním změnám na tuto situaci 22, anebo zda k defektu dochází později 

u zralé, plně diferencované svalové buňky a v tomto případě jsou následky podstatně 

závažnější 23. Porucha CK systému může v principu nastat ve dvou základních rovinách, buď 

je deficit v enzymatické části systému, anebo není dostupný kreatin jako substrát 24. 

 Na modelech myší s různým typem deficience CK izoforem se překvapivě projevila 

změna fenotypu svalu a srdce poměrně mírně, obzvláště u delece cytosolické CKM-/- izoformy, 

což může souviset s adaptivními změnami v oblasti prostorového uspořádání myocytu a 

zmnožením mitochondrií 25, které posílí přímou dodávku ATP k ATPázám. Delece CKM 

nezměnila sílu stahu, ale snížila rychlost kontrakce a zvířata neudržela maximální výkon 26–28 . 

Obnovení CK systému vedlo k výraznému zlepšení svalové kontrakce 29. Podstatně výraznější 

následky byly patrné u delece mtCKs-/- a u současné delece obou zmíněných izoforem, CKM a 

mtCKs  30,31,32. Zde se nabízí možnost, že v cytosolické části CK systému mohou sehrát 

významnou kompenzační roli jak morfologické změny, tak kompenzační nárůst minoritní 

izoformy CKB, zatímco v mitochondriální části k podstatné kompenzaci nedochází. Později 

bylo ukázáno, že se s věkem progresivně zhoršuje stav myší v závislosti na typu deficience 31. 

Na druhé straně, nadměrná exprese CKM dokázala předejít tlakovému přetížení a následnému 

selhání srdce u myší 33. Tento zásah může účinně stimulovat glykolýzu a tlumit mitochondriální 

produkci ROS v přetíženém srdci, zvýšením dostupnosti Pi 34. 

 Co se týká neenzymatické části CK systému, existuje mnoho prací, které dokumentují 

benefiční a cytoprotektivní účinky jak samotného kreatinu, tak jeho působení v součinnosti 

s CK. Na buněčných kulturách i v souvislosti s kardioprotekcí byly potvrzeny prokazatelné 

antioxidační a anti-apoptotické účinky kreatinu 35–41. Bylo doloženo též snížení zánětlivé 

odpovědi po jeho zvýšené suplementaci 38,41. Nedávno byl pozorován pozitivní vliv PCr 

na buněčné membrány, kdy jeho přítomnost zvýšila stabilitu membrán a vzrostla jejich odolnost 

proti oxidativnímu stresu vyvolanému doxorubicinem 42. Úspěšné bylo podávání PCr i 

v klinické praxi, kdy za bezpečnou dávku při chronickém podávání u lidí byly stanoveny 

4g/den 43–49. U kosterního svalu podávání kreatinu zabránilo ztrátě svalové hmoty, posílilo 
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kontraktilní funkci v průběhu stárnutí 50–53 a zlepšilo maximální anaerobní svalový výkon 

u netrénovaných jedinců, zatímco u trénovaných nemělo vliv. Existují však i studie, které 

významné zlepšení u věkově pokročilé skupiny nepozorovaly 54. Kardioprotektivní efekt 

zvýšené dostupnosti kreatinu byl prokázán na úrovni zlepšení kontraktilní funkce, snížení počtu 

reperfúzních arytmií a snížení pravděpodobnosti otevření MPT póru (mitochondrial 

permeability transition pore) 55,56. V klinické praxi je však zvýšení dostupnosti kreatinu pro 

srdce problematické vzhledem k jeho omezené transportní kapacitě do kardiomyocytů. Proto 

se v současné době zvažuje jeho podávání ve formě vhodného analogu, který by zvýšenou 

dodávku kreatinu do srdce umožnil 57. 

 Ukazuje se, že hladina PCr, tedy poměr PCr/ATP nebo tzv. kreatinový náboj 

[PCr]/[PCr]+[Cr] (Příloha 1) velmi citlivě odráží energetický stav svalových buněk na rozdíl 

od poměru ATP/ADP. To pravděpodobně souvisí s tím, že ve svalových buňkách existuje více 

mechanismů, které udržují stálý poměr ATP/ADP, případně ATP/AMP co nejdéle, aby byla 

zachována funkce a integrita myocytů. V klinické praxi byl pozorován pokles PCr ještě před 

nástupem srdeční dysfunkce u hypertrofovaného srdce a u srdce diabetických pacientů jako 

předzvěst ischemické příhody. Dále snížení CK aktivity na polovinu bylo pozorováno 

u selhávajícího srdce a snížený poměr PCr/ATP je závažným indikátorem pokročilého stádia 

u pacientů s dilatační kardiomyopatií 58–63. Dysfunkce CK systému byla též pozorována 

u pacientů s ischemickou chorobou srdeční. Na druhé straně posílení CK systému podáváním 

PCr zlepšilo na více úrovních průběh pooperačních stavů kardiopulmonálního bypassu; snížilo 

výskyt arytmií, zvýšilo ejekční frakci, snížilo hladiny CKMB v krvi a snížilo mortalitu pacientů 

se suplementaci ve srovnání s ostatními pacienty 64. Ovšem stále není zcela jasný mechanismus 

působení suplementace PCr, neboť nebyl dosud prokázán jeho transport do kardiomyoctů. 

 Z výše uvedeného vyplývá, že nové poznatky týkající se funkce CK systému a jeho 

přirozeného i exogenního posílení mohou najít významné klinické uplatnění v nových 

terapeutických přístupech i v prevenci kardiovaskulárních chorob a oslabení svalové funkce 

vlivem stárnutí. Dosud není jasné, zda chronická suplementace kreatinem je přínosná 

u myopatických stavů, neboť akutní podání u zdravých jedinců na svalový výkon nemělo 

vliv 65. 
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4.2. Kreatinkinázový systém jako „Master“ energetické rovnováhy 

 

4.2.1. Kreatinkinázový systém a produkty hydrolýzy ATP 

 CK systém zajišťuje důležité propojení mezi aerobním a anaerobním metabolismem. 

Nedávno byly přehledně popsány tzv. intracelulární energetické jednotky (IEU) v srdečním 

svalu, které postihují souvislosti vysoce kompartmentalizovaného prostředí svalové buňky se 

sníženou difuzní kapacitou a k tomu přizpůsobenou organizaci energetického systému. Autoři 

zdůrazňují, že existence IEU umožňuje integraci mnoha energetických toků tak, aby bylo 

dosaženo co největší účinnosti v produkci a využití ATP 66,67. Na vrcholu této pomyslné 

energetické pyramidy stojí CK systém, který je již slepou větví energetického metabolismu a 

produkuje energeticky vysoce bohatý PCr. 

 CK reakce (PCr + ADP + H+ ↔ ATP + Cr) probíhá blízko rovnováhy a její směr tedy 

určuje hodnota volné Gibbsovy energie, dostupnost substrátů a koncentrace produktů v daném 

kompartmentu (Přílohy 1 a 2) 68–70. CK společně s adenylátkinázovou (AK) reakcí 

(2ADP ↔ ATP + AMP) 71 poskytují regeneraci ATP s nejvyšší rychlostí (zhruba 

30 μmol/sec*g tkáně), která je zhruba o řád vyšší než rychlost syntézy ATP pomocí oxidativní 

fosforylace a až o dva řády vyšší než syntéza ATP de novo 72–74. Z tohoto důvodu jsou tyto 

systémy též nazývány časovými energetickými pufry 71,75. PCr/CK působí v blízkosti ATPáz 

při náhlé zátěži, tím překlenuje krátké, ale významné období před plnou aktivací glykolýzy a 

oxidativní fosforylace. Tímto brání akumulaci produktů hydrolýzy ATP, (ADP a H+) v daném 

kompartmentu, což umožňuje maximální výkon ATPáz. Vysoký poměr ATP/ADP, podobně 

jako ATP/AMP, nepřímo zabraňuje nadměrné ztrátě nukleotidů z buňky, které prostupují 

buněčnou membránou ve formě degradačních produktů AMP 69,76. Na druhé straně, tyto 

degradační produkty, adenosin nebo inosin dále plní důležité signální funkce. 

 Adenosin je považován za důležitý senzor energetického stavu buňky a lokální regulátor 

krevního průtoku 77–81. Zjednodušeně řečeno, adenosin v malém množství stimuluje 

vazodilataci a zároveň zpětnou vazbou skrze vysokoafinitní adenosinové receptory typu A2A 

podporuje energetický metabolismus buňky stimulací glukózového metabolismu a jeho 

signálních drah. Avšak v kritickém případě, kdy množství adenosinu významně vzroste, 

dochází k aktivaci A2B receptorů s nízkou afinitou a následně k aktivaci pro-apoptotických drah 

(Obr. 1). Aktivace adenosinových receptorů A1A ve spojení s inhibiční dráhou spojenou s Gi 

proteiny má negativně chronotropní vliv na činnost srdce, což může oddálit depleci 

energetických zásob v případě energetického přetížení 77,82. Pokles poměru ATP/AMP též 
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stimuluje AMPK (AMP aktivovanou proteinkinázu), která je neméně důležitý regulátor 

energetického metabolismu 83–85, ale i  buněčné smrti 86. CK systém je výše uvedeným drahám 

nadřazený tím, že udržuje vysoké poměry ATP/ADP, ATP/AMP a pokud je plně funkční, brání 

jejich vysoké aktivaci. V konečném důsledku předchází spuštění pro-apoptotických drah 

v zátěžových a hypoxických podmínkách 9,87,88. 

 

 

Obrázek 1: Schéma vlivu adenosinu na stimulací energetického metabolismus a aktivaci apoptózy v závislosti na 

míře jeho extracelulární koncentrace. Signální dráhy adenosinových receptorů (A2A, A2B), fosfoinozitid-3-

kinázy/protein kinázy B (PI3K/AKT), hypoxií indukovaného faktoru (HIF) a tumor supresorového proteinu p53. 

Tyto dráhy ovlivňují glukózový a mitochondriální metabolismus na úrovni exprese i vnitrobuněčné translokace, 

dále udržují rovnováhu mezi pro-apoptotickými a anti-apoptoticými procesy v závisloti na energetickém stavu 

buňky (Zkratky: R- receptor, BAX, PUMA - proapoptotické proteiny, Bcl2, Bclx, Birc, - antiapoptotické proteiny, 

PHD - prolylhydroxylázy, GLUT- glukózové transportéry, HK2 – hexokináza 2, PGC1 - koaktivátor 1 

aktivovaného receptoru gama proliferace peroxisomů, MDM2 - onkoprotein regulující p53 (autoři obrázku: M. 

Hock a J.Žurmanová).  
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4.2.2. Kreatinkinázový systém jako donor ADP  

 Enzymy, které ovlivňují poměr ATP/ADP, mají v místech produkce ATP velmi 

důležitou úlohu. Jejich aktivita brání lokální akumulaci ATP a současně zvyšuje množství ADP, 

které stimuluje jak glykolýzu, tak komplex V respiračního řetězce, a tím pozitivně ovlivňují 

respiraci mitochondrií a mitochondriální membránový potenciál. Do této skupiny enzymů patří 

tři izoformy hexokinázy (HK 1-3), které za určitých okolností asociují s vnější membránou 

mitochondrií (Příloha 10), dále adenylát kináza AK2, která je spolu s mtCKs lokalizována 

v intermembránovém prostoru mitochondrií 89 a v neposlední řadě mitochondriální mtCKs. Na 

uvedené enzymy můžeme v mitochondriálním kompartmentu pohlížet jako na přímé donory 

ADP pro ATP syntázu a je důležité zmínit, že CK a AK katalyzují reakce probíhající blízko 

rovnováhy, zatímco HK nikoliv. Jaká je mezi zmíněnými donory ADP souhra ve 

fyziologických podmínkách, není dosud přesně známo a naší snahou bylo k tomuto poznání 

alespoň částečně přispět. Při pokusu o celkový pohled nám mohou pomoci známé informace 

týkající se jejich rozdílných afinit k substrátům, odlišné odolnosti k oxidativnímu stresu a 

odlišné lokalizaci 90. HK izoformy, lokalizované vně mitochondriální membrány asociují 

s aniontovým kanálem VDAC (voltage dependent anion channel). Mitochondriální mtCKs 

asociuje též s VDAC stejně jako HK, ale z vnitřní strany vnější mitochondriální membrány, kde 

vytváří tzv. „kontaktní místa“ s nukleotidovým translokátorem ANT (adenin nucleotide 

translocator) prostupujícím vnitřní mitochondriální membránu. MtCKs též vytváří spojení 

v kristách vnitřní membrány 91–96. Je pozoruhodné, že tyto dva enzymy, tetramer HK a oktamer 

mtCKs, mající vazebná místa na protilehlé straně VDAC, mají ve funkčním stavu velmi blízkou 

molekulovou hmotnost (190 kD mtCKs, 199 kD HK3, 204 kD HK1-2 u lidí). V oblasti VDAC 

a ANT dochází k formování MPT póru, které je doprovázeno rozpadem funkčního oktameru 

mtCKs 97,98. 

 Oktamer mtCKs je funkčně spřažen s ATP syntázou tak, že kreatin vstupující do 

mitochondrií přes VDAC, je transfosforylován na PCr pomocí ATP produkovaného oxidativní 

fosforylací. Nově vzniklý PCr difunduje do cytoplazmy, zatímco ADP je přednostně 

transportován do matrix prostřednictvím ANT. Zvýšená dostupnost ADP zvyšuje aktivitu 

ATP syntázy, posiluje míru spřažení oxidativní fosforylace a tím udržuje mitochondriální 

membránový potenciál na přiměřeně nízké úrovni, což má cytoprotektivní a kardioprotektivní 

účinky 99–101 (Obr. 2). Bylo potvrzeno, že mtCKs zároveň nepřímo inhibuje otevření MPT 

póru 40,96, jehož aktivace může být vyvolána vysokým oxidativním stresem ve spojitosti 

s metabolickým stavem, a výrazně se podílí na spuštění apoptózy mitochondriální cestou 102,103. 
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Při funkčním CK systému není tedy mitochondriální respirace regulována cytosolickým ADP, 

ale intra-mitochondriálním ADP, které je závislé na dostupnosti kreatinu procházejícím VDAC 

k mtCKs 75,104,105. 

 Nedávno bylo potvrzeno, že CK systém působí jako robustní časový energetický pufr, 

který předchází oscilacím v mitochondriálním metabolismu, nicméně jeho příspěvek ve smyslu 

prostorového energetického pufru má více omezené možnosti působení, než se dříve 

předpokládalo. Byly experimentálně doloženy již dříve vyslovené teoretické předpoklady, že 

zvýšená aktivita mtCK snižuje cytosolický Pi, zatímco cytosolické izoformy CK mají opačný 

efekt 106, který stimuluje glykolýzu a oxidativní fosforylaci. U modelů s nadměrnou expresí 

mtCK došlo ke zrychlené odpovědi oxidativní fosforylace na zvýšené zatížení srdce, zatímco 

při nadměrné expresi cytosolických izoforem došlo ke zpomalení mitochondriální odpovědi, 

což souvisí s obratem adeninových nukleotidů 34. 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 2. Schéma spřažení mitochondriální kreatinkinázy MtCKs s produkcí ATP oxidativní fosforylací 

(vlevo) a cytosolické CK (CKM) s hydrolýzou ATP (vpravo). Následné funkční propojení těchto cyklů 

difundujícími molekulami kreatinu a kreatinfosfátu v cytosolu tzv. „Kreatinfosfátový shuttle“. (Inspirace 

Wegmann et al.1992)7. 
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4.3. Interakce kreatinkinázy M se subcelulárními strukturami  

 Předpokládá se, že na subcelulární struktury je vázáno zhruba 50 % z celkové solubilní 

cytosolické isoformy CKM. Většinou se jedná o membránové struktury a jediná dosud popsaná 

vazba s cytoskletálními proteiny je vazba CKM v M-lini sarkomery, která odpovídá zhruba 

10 % celkové CKM 7,107–109. Jedná se o první známou asociaci u CKM izoformy a byla jí 

připisována i strukturní role 7,69,107,109,110. Později bylo zjištěno, že vazba myofibrilární CKM je 

reverzibilní 111,112. Naše práce ukázala, že lze CKM vytěsnit z M-linie vyšší koncentrací 

značené exogenní CK a že její vazba v M-linii je dynamická v závislosti na okolních 

podmínkách (Příloha 4). Další autoři lokalizovali CKM také v I-pruhu sarkomery, kde 

pravděpodobně podporuje glykolýzu snížením poměru ATP/ADP 113,114. Tato lokalizace může 

hrát významnou úlohu v raném postnatálním srdci i kosterním svalu, kdy struktura M-linie 

sarkomery není ještě ustavena 115. V souladu s tím byla popsána asociace CKM 

s fosfofruktokinázou (PFK). Asociace obou enzymů vykazovala závislost na pH, kdy okyselené 

prostředí zvyšovalo sílu interakce ve srovnání s neutrálním prostředím 114,116. Byla zjištěna další 

asociační místa CKM na sarkolemě v asociaci s Na/K ATPázou 113,117,118 a výměníkem sodných 

a vápenatých iontů NCX 119. Neméně významnou je asociace CK i v blízkosti KATP kanálu, kde 

společně s AK vytváří tzv. metabolický senzor, který propojuje excitabilitu srdeční buňky 

s jejím metabolickým stavem 120,121. KATP kanál je klíčovým bodem pro zpětnovazebnou 

regulaci kontraktility srdce v závislosti na energetickém stavu při nadměrné zátěži. CKM byla 

detekována též v oblasti sarkoplazmatického retikula 122,123, kde podporuje činnost Ca/Mg-

ATPázy (SERCA), a tím ovlivňuje průběh relaxace kosterního svalu a diastolické fáze u srdce. 

 

4.3.1. M-linie sarkomery kosterního svalu  

 Pomalé a rychlé svaly se liší nejen svým metabolismem a zastoupením těžkých řetězců 

myozínu, ale i zastoupením strukturních proteinů v sarkomeře, které ovlivňují její mechanické 

vlastnosti 124 (Přílohy 6 a 7). V laboratoři prof. Thornella bylo zjištěno, že struktura H-pruhu 

sarkomery se jednoznačně liší mezi svaly, které jsou inervované rychlým a pomalým 

motoneuronem, zatímco jiné parametry, jako počet mitochondrií, čas kontrakce či šíře Z-disku, 

se jeví velmi variabilní a nelze je použít jako jednoznačné identifikační znaky. Autoři ve své 

práci dokládají, že pomalé svaly potkana (např. m. soleus) inervované pomalými motoneurony, 

neobsahují 165 kD M-protein v H-pruhu, který u těchto pomalých svalů obsahuje čtyři M-linie 

tvořené M4,4´ a M6,6´ můstky. Naopak v H-pruhu u rychlých svalů (např. m. anterior tibialis), 
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kde je lichý počet M-linií, byl M-protein identifikován 126–128. Přítomnost M-proteinu zvyšuje 

pevnost sarkomery a současně snižuje její pružnost 124. Předchozí studie pomocí specifických 

protilátek ukázaly, že CKM je lokalizována symetricky ve dvou M-liniích H-pruhu, které 

odpovídají M4 a M4´ můstkům 110,129. Později byly stanoveny disociační konstanty CKM a 

jejích vazebných proteinů při pH 6,8 v rozsahu 50-100 nM pro myomezín a okolo 1 M pro M-

protein 130. Z uvedeného vyplývá, že CKM lokalizovaná v M-linii sarkomery má odlišné 

vazebné podmínky u pomalého a rychlého svalu, a proto se může síla a dynamika její vazby 

lišit v závislosti na fenotypu svalu. 

 Modelem pro naše studie, které jsou uvedeny jako přílohy následující kapitoly, byl 

rychlý kosterní sval m. psoas major potkana a králíka, u kterého se předpokládá více rozvinutý 

CK systém než u pomalého svalu. Současně jsou v M-linii rychlého svalu zastoupeni oba 

vazební partneři pro CKM, myomezín a M-protein. Celá problematika vycházela z předchozích 

teoretických studií 87,131,132, ze kterých vyplynula hypotéza, předpokládající významnou úlohu 

konformačních změn CK molekuly v řízení její enzymatické aktivity v závislosti na vazbě 

substrátů na straně jedné a její interakcí s vazebnými partnery subcelulárních struktur 

v jednotlivých buněčných kompartmentech na straně druhé. Proto jsme sledovali i) přednostní 

metabolický tok mezi CKM a myozínovou ATPázou ve fyziologickém rozsahu hodnot pH, ii) 

konformační změny molekuly CK v závislosti na vazbě substrátu a iii) dynamiku vazby CKM 

s myofibrilami v závislosti na vazbě substrátu a pH. 

 

4.3.2. Přednostní metabolický tok neboli „substrate channelling“ 

 V 80. a 90. letech minulého století byly intenzivně studovány multienzymové komplexy 

a mechanismy přednostního metabolického toku 133. V současnosti se hovoří o existenci 

specializovaných buněčných mikro-kompartmentů, mezi kterými dochází k přednostním 

metabolickým tokům, a tím je zajištěna energetická homeostáza v celé buňce 134. Jeden z těchto 

mikro-kompartmentů je lokalizován v A-pruhu sarkomery mezi CKM a myozínovou ATPázou. 

 Hledali jsme model pro kvantitativní studium funkčního spřažení CKM vázané v M-

linii sarkomery s myozínovou ATPázou, který zahrnuje přednostní metabolické toky ATP a 

ADP mezi těmito enzymy tzv. „substrate channeling“. Testovali jsme různé způsoby 

permeabilizace svalových vláken a izolované myofibrily. Ve srovnání s permeabilizovanými 

vlákny, které mají zachovanou kompartmentalizaci svalové buňky, jsme nakonec vyhodnotili 

izolované myofibrily z m. psoas major potkana jako vhodnější model, neboť zde nedochází 

k intereferencím s ostatními buněčnými ATPázami (Příloha 2). Příspěvek substrate 
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channelingu, jsme vypočítali z naměřené hodnoty uvolněného ATP do média z CK reakce na 

straně jedné a spotřeby PCr na straně druhé. K měření jsme použili systém spřažených 

enzymatických reakcí na izolovaných myofibrilách. Oba přístupy jsme testovali na exogenní 

CKM (Roche Gmbh) a nebyly zde zjištěny žádné rozdíly v aktivitě ani při změnách pH 

v rozsahu 6,0-7,5. V  případě měření CK reakce na myofibrilách však docházelo k rozdílu, 

který odpovídal aktivitě myozínové ATPázy, a tedy ztrátě ATP produkovaného CK reakcí, 

které bylo přednostně využíváno jako substrát ATPázy. Maximální dosažený rozdíl, který 

odpovídá substrate channelingu mezi CKM a myozínovou ATPázou, byl 42,3 % při pH 

6,95 (Příloha 3). 

 Tento výsledek ukázal, že v mírně kyselém pH dochází k maximálnímu využití ATP 

poskytnutého CK reakcí v M-linii sarkomery. Pravděpodobně za těchto podmínek dochází i 

k nejefektivnějšímu využití ADP pomocí CKM, a jak vyplývá z CK reakce, dochází též 

k maximální utilizaci H+ iontů. V souladu s těmito nálezy jsme později potvrdili závislost vazby 

CKM v M-linii na pH prostředí na izolovaných myofibrilách. Zjistili jsme, že v kyselém pH 

endogenní CKM nelze vytěsnit z M-linie ani vyššími koncentracemi exogenní CKM a naopak 

při pH vyšším než 7,1 se vazba CKM s myofibrilami oslabuje a dochází k jejímu samovolnému 

uvolňování z izolovaných myofibril do média (Příloha 4). Naše data byla též v souladu 

s výsledky studie vazby CKM s myomezínem a M-proteinem na úrovni protein-proteinových 

interakcí 130. Naše výsledky ukazují, že regulace „substrate channelingu“ může být řízena 

množstvím CK vázané v M-linii, vedle regulace specifické aktivity CK a myozínové ATPázy. 

Funkční význam těchto nálezů se dotýká počátku submaximální svalové zátěže, kdy klesá pH, 

CKM posiluje funkci myozínové ATPázy a stabilizuje svoji vazbu. Vysoká aktivita ATPáz 

následně vede ke zvýšené produkci Pi, který stimuluje glykolýzu a oxidativní fosforylaci. 

Současně zvýšená koncentrace Ca2+ iontů při stimulaci kontrakce přispívá k odpovídající 

akceleraci produkce ATP oxidativní cestou. Náš nález by mohl také přispět k pochopení změny 

kontraktility svalů za různých patologických stavů, které zasahují do ultrastruktury M-linie, 

jako je např. hypertrofie, myopatie a kardiomyopatie spojené s abnormalitami v expresi 

kontraktilních proteinů. Dále se může jednat o ischemické stavy a zvýšený oxidativní stres, kdy 

by se mohly měnit podmínky pro vazbu CKM v M-linii sarkomery. Porozumění vazebným 

podmínkám by mělo přinést hlubší pochopení patologických stavů, které poškozují funkční 

spřažení mezi CKM a myozínovou ATPázou.  
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4.3.3. Charakterizace vazby CKM v M-linii sarkomery 

 V době, kdy jsme hledali vhodný model pro studium vazby CKM v M-linii sarkomery, 

bylo známo, že CKM přímo interaguje s hlavními strukturálními proteiny M-linie, 

s myomezínem a s M-proteinem, pomocí N-terminálního konce CKM monomeru 130,135. 

Horneman et al. též identifikovali dva páry lysinových (Lys) zbytků CKM, které se podílejí na 

její specifické vazbě do M-linie. První pár Lys zbytků (K8 a K24) byl lokalizován na malé 

doméně CKM a vykazoval slabé interakce s myomezínem i s M-proteinem, zatímco silné 

interakce byly prokázány u páru Lys zbytků K104 a K115, který je lokalizovaný na velké 

doméně 135. Jako model pro studium vazby CKM v M-linii sarkomery jsme použili izolované 

myofibrily z rychlého svalu m. psoas králíka a ověřili jejich schopnost kontrakce a přítomnost 

CK aktivity (Příloha 4). Interakci fluorescenčně značené exogenní CKM pomocí 

iodacetamidfluoresceinu (CKM-IAF) s izolovanými myofibrilami jsme sledovali pomocí 

konfokální mikroskopie při fyziologickém pH v úzkém rozmezí 7,1-7,15 (Obr. 3a). 

Kvantifikovali jsme dynamiku CKM-IAF mezi myofibrilami a okolím u samotné CKM-IAF, 

dále v přítomnosti jednoho substrátu (kreatinu) a v přítomnosti dvou vhodných substrátů 

(kreatinu a ATP) s použitím metody FLIP (Fluorescence Lost In Photobleaching). Okolí 

sledovaného místa M-linie bylo exponováno vysoké intenzitě laseru a pohyb molekul CKM-

IAF mezi myofibrilou a systematicky vybělovaným okolím byl pozorován jako pokles 

fluorescence v M-linii sarkomery. Jako kontrolu vybělení jsme použili stejný fluorofor 

konjugovaný s phalloidinem (Phall-FITC), který se specificky a v daném čase ireverzibilně 

váže na aktinová filamenta, tedy v I-pruhu sarkomery. Naměřené rychlostní konstanty poklesu 

intenzity fluorescence v M-linii, normalizované k rychlosti vybělení FITC, ukázaly dynamiku 

výměny CKM v M-linii, což je převrácená hodnota síly vazby. Zjistili jsme, že vazba substrátů 

CKM významně zpomaluje výměnu CK-IAF v M-linii v pořadí CKM-samotná, CKM-ATP a 

CKM-ATP-kreatin, což potvrzuje silnější vazbu CKM do M-linie v přítomnosti 

substrátů (Příloha 4), (Obr. 3b). Tato naměřená data byla v souladu s naší pozdější studií 

konformačních změn myofibrilární CKM, ve které jsme použili stejné kombinace 

substrátů (Příloha 5). Konformační změny jsme měřili pomocí rotačních korelačních časů 

dohasínání vnitřní fluorescence tryptofanových zbytků purifikované myofibrilární CK pomocí 

fluorescenční spektroskopie s časovým rozlišením. Výsledky ukázaly, že molekula CK bez 

substrátů (rotační korelační časy 2,72 ns; 35 ns) odpovídá relaxovanému stavu a tedy „otevřené, 

nereaktivní konformaci“. Po vazbě ATP dochází k “uzavřené reaktivní konformaci“, čemuž 

nasvědčují nejkratší rotační korelační časy (2,38 ns; 27 ns), avšak molekula částečně relaxuje 
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po vazbě obou substrátů (ATP a kreatin), kdy dosáhla střední hodnoty rotačního korelačního 

času 2,42 a 29 ns. V tomto případě zaujímá molekula CK „polouzavřenou nereaktivní 

konformaci“, což svědčí pro další nezbytnou interakci nebo postranslační modifikaci, která by 

změnila konformaci CKM do uzavřené a plně reaktivní. Uvedené výsledky jsme též potvrdily 

pomocí měření anizotropie na exogenní CK značené pomocí fluoresceinizothiokyanátu (CK-

FITC), která ukázala závislost rotačního korelačního času na vazbě substrátů: 34 ns pro CK-

volná, 27 ns pro CK-ATP a 30 ns pro CK-ATP-kreatin (Příloha 5). Tyto naše experimenty 

ověřily existenci tří konformačních stavů molekuly CK získaných pomocí 3D modelování, 

které byly již dříve popsány na principu ustavení minimálního energetického stavu v závislosti 

na vazbě substrátů 131,132,136. Naše naměřená data jsou též v souladu s měřením konformačních 

změn molekuly CK pomocí metody FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), kdy 

autoři Gregor et al. (2003) 136 využili vnějšího fluorescenčního značení pomocí IAF a komerčně 

dostupné CKM. 

  

 

 

 

Obrázek 3a: Interakce kreatinkinázy M (CKM) s myofibrilami. Ilustrační obrázek vazebného experimentu 

exogenní CKM do M-linie sarkomery (A-C). Vizualizace I-pruhu izolovaných myofiril pomocí konjugátu 

phaloidinu s fluroforem Alexa 633 (A). Vazebný experiment s přídavkem exogenní CKM konjugované 

s iodacetaamidfluoresceinem (CKM-IAF; B). Potvrzení vazby CKM v M-linii sarkomery kolokalizací červeného 

a zeleného signálu (C)  
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Obrázek 3b: Časový průběh interakce CKM s M-linií sarkomery (D,E).. Pokles fluorescenčního sifnálu v M-

liniích myofibril inkubovaných se substáry CK, které reprezentují pohyb CK-IAF molekul kvantifikovaný pomocí 

metody FLIP (Fluorescence Lost in Photobleaching). Zobrazené hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± S.E.M. 

(n = 6, počet izolací myofibril): CK-IAF samotná (), ATP-Creatine pár (▲), CK-IAF-ATP (◊), CK-IAF-

fosphokreatin ( )  (Žurmanová et al. 2007; Příloha 7). 

 

Uvedené studie byly v té době ve svém metodickém přístupu poměrně unikátní a doplnily 

představu o vazbě CKM v M-linii. Ukázali jsme, že vazba CKM je dynamická, závisí na 

konformačním stavu CK molekuly, který je ovlivněn dostupností substrátů a pH okolí. 

Přirozené uvolňování CKM z M-linie je v souladu s již známou degradací CKM 

proteazomem 137. Naopak chronické okyselení svalů, ke kterému dochází např. v myopatických 

stavech 138,139, by mohlo vést k omezení dynamiky CK v M-linii sarkomery a snížit tak možnost 

regenerace enzymu v této oblasti. Identifikovali jsme pomocí 2D SDS-elektroforézy tři 

populace CKM izolované z myofibril, které se lišily v izoelektrických bodech (7,17, 7,28 a 

7,47)8. Tato heterogenita otevřela další otázky v souvislosti se známou asymetrií podjednotek 

CKM dimeru, nebo posttranslačními modifikacemi, mezi které patří fosforylace, 

autotofosforylace 140, nukleotidylace, sumoylace a další a jejich případný vliv na vazbu CKM 

v M-linii sarkomery. 

 

  

https://static-content.springer.com/image/art:10.1007/s11010-007-9527-1/MediaObjects/11010_2007_9527_Figa_HTML.gif
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5. KARDIOPROTEKTIVNÍ FENOTYP SRDCE ADAPTOVANÉHO

NA CHRONICKOU HYPOXII

Adaptace na chronickou hypoxii zvyšuje odolnost srdce k ischemicko-reperfúznímu 

poškození (I/R) a je využívána pro studium mechanismů působení hypoxie na myokard a 

mechanismů endogenní kardioprotekce na Oddělení vývojové kardiologie FGÚ AV ČR již více 

než 50 let 141,142. V rámci spolupráce s tímto pracovištěm, která byla podporovaná pěti 

grantovými projekty, jsme sledovali několik kardioprotektivních modelů chronické hypoxie. 

Ve studiích jsme použili kontinuální normobarickou hypoxii (CNH, 24h/den, 0,1 pO2, 3 týdny) 

a intermitentní normobarickou hypoxii (INH, 8h/den, 0,1 pO2, 3 týdny), a dále režim 

intermitentní hypobarické hypoxie (IHH, 8h/den, 7000 m.n.m., 5 týdnů) 143–145 (Přílohy 9-13, 

15-17; Obr. 4). Kromě toho jsme také použili model intermitentní normobarické hypoxie

(CNH-R, 23h/den + 1h reoxygenace), který se ukázal jako neprotektivní a naopak odolnost 

k I/R zhoršoval 146. Po CNH adaptaci následoval krátký ischemický inzult 

s reperfúzí (Příloha 11). Je třeba zmínit, že režimy mírné normobarické hypoxie (CNH, INH a 

CNH-R) nezpůsobují hypertrofii levé komory, a pozorujeme zde tedy čistý vliv 

hypoxie (Příloha 15). Naopak extrémní IHH vyvolává hypertrofii levé komory zhruba o 

11 % 147 (Příloha 10), což mírně komplikuje situaci a musíme uvažovat současný vliv hypoxie 

i následné hypertrofíe. Proto v současnosti sledujeme CK a HK systém též u kmene potkanů 

se spontánním rozvojem hypertenze (SHR) a tedy levostranné hypertrofie, který by měl odlišit 

vliv samotné hypoxie a vliv tlakového přetížení. Rozvoj hypertrofie u mladých dospělých SHR 

potkanů by měl odpovídat zvířatům po pětitýdenní adaptaci na IHH s reverzibilní 

hypertrofií 148. Naproti tomu potkani SHR staří jeden rok a více jsou modelem pro nevratné 

změny v levé komoře myokardu vyvolané hypertrofií vedoucí postupně k srdečnímu 

selhání 149,150.  

Obrázek 4. Časové schéma použitých režimů adaptace na normobarickou hypoxii kontinuálně 24 hodin denně 

(CNH) a s jednohodinovou reoxygenaci denně (CNH-R). Intermitentní režimy 8 hodin denně hypoxie byly použity 

u normobarické hypoxie (INH) a hypobarické hypoxie 7 000 m (IHH).  (Upraveno podle D. Kašparové) 



19 

5.1. Kreatinkinázový systém v hypoxii 

 Adaptace na hypoxii vyvolává v organismu celou řadu změn, které vedou na jedné 

straně ke zvýšené transportní kapacitě kyslíku do tkání a na straně druhé k přizpůsobení 

buněčného metabolismu na jeho sníženou dostupnost 9,141,142,151. Bylo zjištěno, že tyto adaptivní 

změny jsou jak na úrovni celého organismu, tak na úrovni kardiomyocytů řízeny aktivací 

hypoxií indukovaného faktoru HIF 152–155. Nedávno bylo zjištěno, že exprese izoforem CK je 

mimo jiné také regulována signální drahou HIF 156 a suplementace kreatinem zvyšuje aktivitu 

tohoto transkripčního faktoru 157 To je dalším dokladem širokého působení tohoto 

transkripčního faktoru v adaptabilitě energetického metabolismu, která napomáhá organismu 

přizpůsobit se podmínkám snížené dostupnosti energie oxidativní fosforylací a získat 

energetické zdroje na překonání období nedostatku kyslíku. Posílení tohoto endogenního 

mechanismu se objevuje jako všeobecně prospěšné, spojené se snížením rozsahu I/R poškození. 

Jak již bylo řečeno, izoformy CK jsou vysoce kompartmentalizovány a lokalizovány v blízkosti 

ATPáz tak, aby udržovaly optimální podmínky pro jejich aktivitu. Jejich delokalizace může být 

příčinou snížené funkce CK systému i při zachování hladiny proteinů nebo enzymatické aktivity 

v buňce. Proto bylo cílem naší práce sledovat celkovou aktivitu CK systému, expresi 

cytosolických izoforem CKM a CKB a změny jejich lokalizace v průběhu hypoxie, krátkodobé 

ischemie a reperfúze a v průběhu rozvoje hypertrofie. Ke splnění těchto cílů jsme použili 

metody Real Time RT-PCR, western blot pro stanovení exprese, kvantitativní 

imunoflurescenční metody pro určení lokalizace proteinů a jejích změn spolu 

se spektrofotometrickými metodami ke stanovení specifických enzymatických aktivit. 

 

5.1.1. Exprese a aktivita izoforem kreatinkinázy 

 Celkovou kapacitu CK systému získáme měřením specifické enzymatické aktivity, 

která zahrnuje veškeré izoformy a může zohlednit dílčí komapartmenty, v případě, že ji budeme 

měřit v daných subcelulárních frakcích. Při práci se vzorky svalové tkáně je potřeba si 

uvědomit, že vytvoření postnukleárního supernatantu nás též zbavuje myofibril a většiny 

organel, které uvíznou mezi nimi včetně asociovaných enzymů. Proto jsme měřili aktivitu buď 

v homogenátu, abychom postihli buňku jako celek anebo v mitochondriální frakci, která byla 

cílem našeho zájmu. Naše měření ukázala, že všechny režimy normobarické adaptace CNH, 

INH i CNH-R zvyšují celkovou aktivitu CK systému, avšak liší se míra exprese jednotlivých 
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izoforem po adaptaci i mezi levou a pravou komorou (Příloha 9). Stejně tak významně roste 

aktivita CK po extrémní IHH u obou komor (Příloha 10). 

 Na úrovni exprese proteinu, jsme nepozorovali žádné rozdíly u cytosolické CKM ani 

v levé ani v pravé komoře po CNH, zatímco protein CKB po hypoxii v obou komorách velmi 

významně vzrostl. Intermitentní režim extrémní hypoxie IHH vyvolal nárůst fetální izoformy 

CKB v obou komorách zhruba o 150-200 %, což je srovnatelné s CNH (Přílohy 9 a 10). 

Exprese mitochondriální mtCKs vzrostla srovnatelně s CKB po CNH avšak po IHH jsme 

pozorovali její pokles v mitochondriální frakci v obou komorách. V pravé komoře byl pokles 

ještě větší, přestože celková aktivita rostla (Kolar D. et al. v přípravě).  

 Nezaznamenali jsme změnu celkového objemu mitochondrií ani změnu exprese 

ATP syntázy v homogenátu po IHH (Dizertační práce P. Wasková 2014, Příloha 10). 

Nicméně, u téhož modelu byl zjištěn mírný signifikantní pokles kardiolipinu v mitochondriích, 

se kterým mtCKs interaguje 151,158; a tato skutečnost je v souladu s námi pozorovaným 

poklesem mtCKs. Na stejném modelu bylo ukázáno, že v průběhu adaptace dochází k buněčné 

selekci s významným poklesem mitochondrií 159,160. Zjistili jsme vyšší expresi a fosforylaci 

AMPK v pravé komoře ve srovnání s levou, a překvapivě tento rozdíl vliv IHH eliminoval. 

Tento překvapivý výsledek vyžaduje studium dalších souvislostí (D. Kolář, nepublikované 

výsledky). 

 Pozorované odlišné exprese izoforem CKM a CKB jsou v souladu s rozdílnými 

transkripčními faktory těchto izoforem. Exprese CKM se významně zvyšuje po narození a 

souvisí s transkripčními faktory, které jsou spojeny s maturací svalových tkání. Jedná se 

o MyoD 161 a Myf5 u kosterního svalu a Mef2 u srdce 162,163. Tyto transkripční faktory působí 

v součinnosti s dalšími, jako je např. Six4 a p53 164. Zajímavé je, že stimulace CKM současně 

tlumí expresi CKB. Naopak exprese CKB probíhá u zralého srdce velmi pružně v závislosti na 

okolních podmínkách. Byla prokázána její stimulace při zvýšení -adrenergní signalizace 

v souvislosti s AP2 nebo v souvislosti se signální dráhou estrogenového receptoru spolu se 

specifickým proteinem 1 (Sp1) 122,165–168. Podobně HIF stojí za aktivací CKB a mnoha dalších 

genů při mechanickém přetížení srdce i svalů anebo po vystavení přímé hypoxii 156. 

Při stresových situacích, jako je hypoxie, ischemie, hypertrofie atd. byl ukázán nárůst CKB a 

současný pokles CKM 63,169–171. Z výše uvedeného je zřejmé, že tyto dvě izoformy vykazují 

inverzní regulaci. Naše výsledky ukazují, že k mírnému potlačení hladiny proteinu CKM 

dochází až u extrémní IHH v pravé komoře, zatímco CNH ji neovlivnila, přestože CKB velmi 

citlivě reaguje již na mírnou hypoxii (shrnuto v Disertační práci Wasková 2014). 
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5.1.2. Lokalizace izforem kreatinkinázy v M-linii sarkomery 

 Součástí diplomové práce M. Heleše (2017) je unikátní nález lokalizace CKB izoformy 

v oblasti M-linie sarkomery, kterou stanovil pomocí kvantitativní imunofluorescence dvěma 

přístupy, buď kolokalizací izoforem CK značených Alexa 647 s myomezínem značeným 

Alexa 488 u SHR a Wistar a Wistar Kyoto (WKY) potkanů a nebo kolokalizací CK izoforem 

s inverzním signálem aktinových filament značených konjugátem Phaloidin-Alexa647. 

Kolokalizaci jsme vyjádřili pomocí Pearsonova korelačního koeficientu (PCC), vypočteného 

pomocí ICA pluginu (image correlation analysis) v rámci veřejně dostupného programu FIJI 

pro obrazovou analýzu 172. 

 Uvažujeme-li lokalizaci CKB v M-linii sarkomery, která nemá N-teminální sekvenci 

nezbytnou pro vazbu do M-linie jako CKM izoforma 135, nabízí se přítomnost CKB ve formě 

heterodiemru CKMB, kdy CKM by mohla plnit vazebnou úlohu a CKB katalytickou roli. 

Specifická funkce heterodimeru dosud v literatuře nebyla popsána a jeví se nám jako 

smysluplná kompenzace při zatížení srdce hypertrofií, hypoxií či ischemií, kdy vzrůstá jeho 

přítomnost 173 (Příloha 9). U hypertrofovaného srdce pod vlivem adaptace na extrémní IHH 

jsme zjistili, že v levé komoře, vystavené krátké ischemii, dochází k disociaci obou 

cytosolických izoforem (CKB a CKM) z M-linie sarkomery a v reperfúzi se navrací 

k původnímu stavu (Diplomová práce, M. Heleš 2017). Usuzujeme, že tento jev by mohl být 

součástí remodelace levé komory vlivem hypertrofie, která je spojená se změnou exprese 

myofibrilárních proteinů v M-linii, zvláště myomezínu 174. Dislokace CKM může mít 

hypoteticky protektivní charakter, neboť vyřazení substrate channelingu mezi CK v M-linii 

sarkomery a myozínovou ATPázou se všemi důsledky, může v ischemii významně snížit 

aktivitu myozínových ATPáz a zpomalit tak vyčerpání energetických zásob. Jak bylo řečeno 

izoforma CKB byla dříve považována za zcela solubilní 135, avšak v poslední době se objevily 

informace o interakcích CKB s membránovými strukturami 175. Zbývá tedy odhalit, zda má 

samotná CKB vazebnou doménu anebo zda se v případě asociace se subcelulárními strukturami 

skutečně vyskytuje ve formě CKMB dimeru. 

 U mladých hypertenzních potkanů (SHR, 4 měsíce) jsme zjistili, že je asociace CKM 

v M-linii významně vyšší o 57 %. (PCC = 0,5) ve srovnání s kontrolou WKY (PCC = 0,3). 

Naproti tomu u starých 13-ti měsíčních SHR toto zvýšení CKM vymizelo (PCC = 0,35), avšak 

zde jsme pozorovali mírné signifikantní zvýšení asociace CKB v M-linii (Obr. 5). Výsledky 

u dvouletých SHR, které mají selhávající srdce, nemáme zatím zpracované. Zdá se, že v dobře 
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kompenzovaném stavu se zvyšuje CKM v M-linii a u dekompenzované hypertrofie CKM klesá 

a částečně ji nahrazuje CKB. 

 Minoritní izoforma CKB představuje v srdci určitou zálohu CK systému pro „horší 

časy“ a její významnou vlastností je zvýšená afinita k PCr 176, která posiluje funkci CK systému 

mezi mitochondriemi a cytosolem i za sníženého energetického stavu. Dále bylo zjištěno, že 

CKB je více odolná k oxidativnímu stresu a je pozitivně regulována PKC, zatímco CKM je 

negativně regulována PKC a na oxidativní stres je velmi citlivá 177–180. Tyto údaje jsou 

v souladu se zvýšenou expresí PKC po extrémní IHH i mírné CNH 181 avšak u SHR potkanů 

ve srovnání s kontolními WKY je nižší exprese PKC (Příloha 13). 

 

 

Obrázek 5. Kolokalizace cytosolických izoforem CK (červeně; vlevo) a CKB (červeně; vpravo) v M-linii 

sarkomery s myomesinem (zelený) u spontánně hypertenzních potkanů SHR a normotenzních Wistar Kyoto 

(WKY) v průběhu stárnutí v obdobích 4 (SHR 4m.o.) a 13 měsíců věku (SHR 13 m.o.). Zvýšená kolokaliza 

kreatinkinázy a myomesinu je zobrazena žlutou barvou. (Diplomová práce M. Heleš 2017, úprava obrázků B. 

Elsnicová). 
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5.2. Úloha HIF/Akt/HK v kardioprotektivním fenotypu adaptace na hypoxii 

 Dalším cílem naší laboratoře bylo studovat protektivní dráhu hypoxií indukovaného 

faktoru (HIF)/proteinkinázy B (Akt)/HK2 a ukázat její možný podíl na kardioprotektivním 

fenotypu vyvolaném chronickou hypoxií. Vzhledem k našemu dlouhodobému zájmu jsme 

sledovali také změny v mitochondriální mtCKs a případnou souvislost s funkcí izoforem HK 

lokalizovaných v oblasti mitochondrií, neboť tyto dva enzymy se nacházejí ve velké blízkosti 

a asociují na protilehlých stranách VDAC. Jejich aktivita má v principu stejný vliv 

na mitochondriální respiraci a tak je otázka, zda a jak je řízena jejich kooperace. 

 

5.2.1. Adaptace na hypoxii a hypoxií indukovaný faktor HIF 

 Adaptivní změny jsou jak na úrovni celého organismu, tak na úrovni kardiomyocytů 

řízeny aktivitou HIF 152–155. Transkripční faktor HIF je aktivní ve formě heterodimeru α a  

podjednotky. Zatímco -podjednotka je konstitutivně přítomná, α-podjednotka je regulována 

hladinou kyslíku, tak že v přítomnosti kyslíku je degradována působením prolylhydroxyláz 

(PHD). Zvýšená aktivita HIF je pro vývoj a integritu srdce v hypoxické zátěži nezbytná. 

Na druhé straně je zřejmé, že pokud by po vystavení organismu hypoxii docházelo k chronické 

aktivaci HIF, následky by byly detrimentální 182,183. Z tohoto pohledu je přijatelné, že aktivita 

HIF v chronicky hypoxických podmínkách nemusí být vždy zvýšena a že dochází k jeho 

obousměrné regulaci. Vzhledem k tomu, že i další kardioprotektivní intervence, jako je fyzická 

zátěž a ischemický preconditioning, aktivují signální dráhy společné s adaptací na hypoxii 

včetně signální dráhy HIF 184–189, nelze vyloučit, že jejich protektivní efekt je založen na 

podobných principech a je možné, že i z tohoto důvodu nebyl shledán aditivní kardioprotektivní 

efekt u fyzické zátěže v hypoxii 190. 

 V srdci se nachází dvě dominantní izoformy HIF1α a 2α, a minoritní izoforma HIF3α. 

Aktivace HIF1α se opakovaně ukázala jako kardioprotektivní 151,191–195 (Příloha 15), nicméně 

rozdíl v působení HIF1 a HIF2 v srdci není dosud zcela jasný a jejich dysregulace zmůže mít 

detrimentální účinky 196. Bylo ukázáno, že HIF1 je zodpovědný v srdci za vaskularizaci a je 

výrazně zvýšen po ischemii na rozhraní nekrotické a viabilní tkáně, naproti tomu HIF2 je 

zvýšen v okolní tkáni 183. 

 Mezi pozitivní regulátory transkripční aktivity HIF patří HSP90 (heat shock 90 kD 

protein), p300 (histone acetyltransferase P300), Ref1 (redox factor-1), Jab1 (COP9 

signalosome complex subunit 5) a TIF2 (transcriptional intermediary factor 2) 197; dále růstové 
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faktory stimulující PI3K/Akt a ERK dráhy, a další cílové proteiny signální dráhy Akt včetně 

mírného oxidativního stresu 198,199. Mezi přímé inhibitory HIF1α patří tři izoformy PHD 

(PHD1-3) aktivované kyslíkem, které umožňují jeho interakci s von Hippel Lindau proteinem 

pVHL a následnou degradaci proteazomem 200,201. U protektivních režimů mírné hypoxie CNH 

a INH, jsme nenašli významné změny v expresi izoforem PHD (Příloha 15). Dále HIF může 

být inhibován asparaginylhydroxylázou (FIH1AN), která je nezávislá na kyslíku a nevede 

k jeho degradaci 202. FIH1AN vyvolává pouze částečnou inhibici transkripční aktivity u obou 

izoforem HIF1α a HIF2α hydroxylací asparaginu v C-terminální transaktivační doméně (C-

TAD). Tato částečná inhibice pravděpodobně vede k selektivní aktivaci cílových genů 

izoforem HIF 203,204. S použitím korelační analýzy jsme zjistili vyšší korelaci hladin mRNA 

mezi FIH1AN a HIF2α než mezi FIH1AN a HIF1α po adaptaci na protektivní režimy mírné 

hypoxie, což naznačuje možný význam tohoto funkčního spojení 

v kardioprotekci (Příloha 15). Vedle výše uvedených inhibitorů existuje celá řada dalších, 

které jsou většinou založené na protein-proteinových interakcích jako je např. CITED 

(Cbp/p300-interacting transactivator with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain) a FOXO 

(Forkhead box O) 205,206. 

 

5.2.2. Izoformy HIF v hypoxickém a hypertrofovaném srdci u kmenů Wistar a SHR 

 V naší práci jsme ukázali rozdíly v aktivaci izoforem HIF po adaptaci na různé režimy 

chronické hypoxie. Na úrovni mRNA se HIF1α po CNH neměnil, zatímco HIF2α se významně 

zvýšil až o 100 % jak po CNH, tak i po INH. Naproti tomu extrémní IHH neukázala 

signifikantní změny v mRNA hladinách HIF izoforem. Tyto výsledky ukazují na důležitý vliv 

intenzity chronické hypoxie v průběhu adaptace v obou protektivních režimech 195(Kašparová 

et al., v přípravě). U hypertenzního kmene SHR jsme po adaptaci na CNH pozorovali významné 

zvýšení mRNA HIF1α, zatímco mRNA HIF2α poklesla (Příloha 13). 

 Tyto naše výsledky přinášejí zajímavé srovnání, ze kterého vyplývá, že dochází 

výhradně k aktivaci HIF2α u normotenzních potkanů po CNH, kde působí samotná mírná 

hypoxie a nikoliv hypertrofické mechanismy. Naproti tomu ke zvýšení HIF1α dochází 

u mladých SHR (4 měsíce) po CNH, kde již před vystavením hypoxii byly aktivovány signální 

dráhy související s rozvojem hypertrofie, a následná CNH je tedy ještě podpořila. Toto je též 

v souladu se signifikantně vyšší aktivací HIF1α u konplastického kmene SHRmt-BN, který 

nese jadernou DNA z kmene SHR a mitochondriální DNA z normotenzního kmene Brown 

Norway, kdy SHRmt-BN vykazuje vyšší stupeň hypertrofie než SHR (Příloha 12). Navíc zde 
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u obou kmenů došlo k výraznému potlačení HIF2α, což by mohlo naznačovat inverzní regulaci 

izoforem za těchto podmínek (Příloha 13). U IHH se jedná o kombinaci extrémní hypoxie a 

výrazné hypertrofie, které se rozvíjely současně, a v tomto případě rostoucí hladiny mRNA 

izoforem HIF nedosáhly signifikantního zvýšení. Loboda et al. dokládají protichůdný vliv 

izoforem HIF1α a HIF2α na aktivaci transkripčního faktoru pro antioxidanty Nrf2 a cytokin IL-

8, kdy HIF1α působí tlumivě a HIF2α stimuluje jejich expresi skrze SP-1. Shodný účinek 

izoforem autoři pozorovali na vaskularizaci 207. To je částečně v souladu s našimi výsledky, 

kdy CNH stimuluje expresi HIF2α a Nrf2 (Příloha 15), zatímco v extrémní IHH, kde se 

exprese HIF nezměnila, Nrf2 klesl (Kašparová et al. v přípravě). 

 Aktivace HIF významně přispívá ke zvýšené dodávce kyslíku do tkání 208. Spolu s tím 

HIF udržuje rovnováhu buněčného energetického metabolismu mezi aerobní a anaerobní 

glykolýzou ovlivněním metabolismu na více úrovních. Podílí se na významném posílení 

glykolytického metabolismu, které bylo opakovaně potvrzeno jako kardioprotektivní 209,187,210. 

Současně, za přiměřené hypoxie HIF stimuluje mitochondriální biogenezi aktivací Akt/eNOS 

signální dráhy 211, avšak extrémní hypoxie vede spíše k potlačení těchto dějů v kosterním svalu 

i v srdci 160,212. My jsme po adaptaci na IHH nezjistili žádné změny v expresi proteinů 

respiračnícho řetězce ani v objemu mitochondrií v levých komorách u potkanů (Příloha 10, 

Elsnicová nepublikovaná data), avšak na úrovni respirace a aktivity mitochondriálních enzymů 

pozorujeme pokles (Kolář D et al. nepublikovaná data). Na druhé straně, HIF zasahuje do 

metabolické aktivity mitochondrií tím, že ovlivňuje aktivitu pyruvát-dehydrogenázykinázy 

PDK1, která snižuje vstup pyruvátu do mitochondrií 213,214. HIF též ovlivňuje využití kyslíku 

mitochondriemi záměnou izoforem podjednotek cytochromoxidázy COX4.1 za COX4.2 215, 

která má ke kyslíku vyšší afinitu a tím zvyšuje aktivitu komplexu IV v hypoxii. Pokles COX4.1 

jsme pozorovali u kmene SHR po CNH (Příloha 12). Naše výsledky též potvrzují zvýšení 

exprese proteinů HK2 a Glut4 po CNH u SHR  (Příloha 13), které patří k přímým cílovým 

genům HIF 9,151,216. Výše uvedené změny, které modulují mitochondriální metabolismus, se 

významně podílejí na snížené produkci ROS v hypoxických podmínkách.  

 Pro naše práce je významné, že HIF stimuluje expresi HK2 a současně může být 

zpětnovazebně regulován signální dráhou Akt 199,217. Není vyloučeno, že samotná Akt je též 

zodpovědná za transkripci HK2 218. Zvláštní význam signální dráhy Akt v hypoxii zdůrazňuje 

skutečnost, že některé proteiny regulované touto dráhou mohou být pozitivními a jiné 

negativními regulátory HIF. Zatímco HDM2 (P53-binding protein mdm2) a mTOR 

(mammalian target of rapamycin) zvyšují expresi HIF, GSK3 (glycogen synthase kinase ) a 

FOXO4 jej regulují negativně. Významnou roli zde hraje trvání hypoxie, neboť akutní expozice 
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mají tendenci aktivitu HIF zvyšovat a chronické tlumit. Z našich zkušeností v srdci hraje ještě 

úlohu intenzita a režim hypoxie (Příloha 15 a Kašparová et al. v přípravě). 

 

5.2.3. Protein kináza B (Akt) v srdci 

 V souvislosti s HIF byla stimulace signální dráhy Akt mnohokrát prokázána jako 

kardioprotektivní 187,209,219. Akt přináší mnoho benefičních účinků, avšak je známo, že její 

chronická aktivace, se kterou se setkáváme např. v selhávajícím srdci, může mít detrimentální 

účinky 220 221. Protektivní účinky jsou spojené s posílením metabolismu glukózy, proliferací a 

přežitím kardiomyocytů i srdečních progenitorových buněk 222–225. Akt též stimuluje 

uvolňování vápníku z  kanálů CaL a Ryr stejně jako aktivitu SERCA, a tím významně zasahuje 

do homeostázy a obratu Ca2+ iontů v kardiomyocytech 226,227. V neposlední řadě Akt hraje 

významnou úlohu v ochraně mitochondrií a modulaci jejich morfologie 228,229. 

 Je známo, že signální dráha Akt je aktivována přes fosfatidylinozitol-3-kinázu (PI3K), 

která je stimulována různými extracelulárními podněty po aktivaci mnoha typů receptorů. 

Jedním z nich je inzulínový receptor. Existují tři izoformy Akt: Akt1, Akt2 a Akt3 230, z nichž 

první dvě jsou v srdci dominantní. Naše výsledky ukázaly, že v levé komoře potkanů Wistar je 

hladina Akt3 na úrovni mRNA až o řád nižší, než jsou hladiny Akt1 a Akt2 (Kašparová D., 

nepublikovaná data). 

 Významný pokrok při studiu funkce dominantních izoforem Akt v srdci přinesly 

transgenní modely myší, u kterých útlum nebo jejich nadměrná exprese vedla buď k ovlivnění 

metabolismu anebo hmotnosti srdce 231. Akt1 je spojována s kardioprotektivními signálními 

drahami 232,233 a její nadměrná exprese vedla v srdci k hypertrofii, včetně zvýšené fibrózy, 

avšak nenarušila funkci srdce. V souladu s tím deficience Akt1 způsobila sníženou hmotnost 

srdce zhruba o 20 % při zachování normálního metabolismu. Naproti tomu Akt2 deficientní 

myši měly narušený inzulínem stimulovaný příjem glukózy 234. Tímto autoři potvrdili úlohu 

Akt1 v hypertrofickém růstu, zatímco úlohu Akt2 zde vyloučili. V současné době se používají 

Akt2 deficientní myši jako model inzulínové rezistence 235. Minoritní izoforma Akt3 je též 

spojována s kardioprotekcí i hypertrofickým růstem podobně jako Akt1. 

 Regulace aktivity Akt byla nejvíce studována na úrovni fosforylace. Akt má mnoho 

fosforylačních míst, avšak pro plnou aktivaci jsou klíčová dvě místa, která jsou lokalizovaná 

na threoniovém zbytku Thr308 nebo Thr309 a serinovém zbytku Ser473 nebo Ser474 pro Akt1 a 

Akt2 v uvedeném pořadí. Fosforylace Thr zbytku v T-smyčce je zajišťována pomocí 

fosfoinozitid-dependentní kinázy (PDK1) a defosforylace zde probíhá pomocí proteinfosfatázy 
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(PP2A). Klíčová fosforylace na Ser zbytku v oblasti C-terminálního hydrofóbního motivu vede 

k plné aktivaci Akt a je zprostředkovaná pomocí mTOR komplexu 2 (mTORC2) 226,236. Její 

defosforylace je zajišťována pomocí plekstrin homologní domény PHLPP fosfatáz 237 a 

k degradaci dochází pomocí ubiquitinylace 238. 

 Naše výsledky, získané pomocí western blotů, ukázaly vyšší aktivaci celkové Akt 

v pravé komoře u normoxických potkanů na úrovni fosforylačního poměru pThrAkt/Akt i 

pSerAkt/Akt (Příloha 8). Nedávno jsme ukázali, že po desetiminutové globální ischemii se 

fosforylace celkové Akt na Ser473 v levé komoře zvýšila u normoxických potkanů, ale nezvýšila 

se její fosforylace na Thr408. Po adaptaci na CNH a následné globální ischemii byla fosforylace 

ještě vyšší (Příloha 11). Toto naše zjištění je v souladu s novou představou získanou na 

buněčných modelech, která ukazuje, že fosforylace na Ser a Thr zbytcích jsou na sobě nezávislé 

děje a regulují afinitu Akt ke specifickým substrátům 239–243. Na základě těchto poznatků 

můžeme říci, že aktivita Akt v protektivním fenotypu CNH hraje významnou úlohu 

v krátkodobé ischemii a je pozitivně modulována pouze na úrovni fosforylace Ser473. Dále jsme 

zjistili, že extrémní hypoxie IHH zvýšila expresi Akt1 i Akt2 v levé komoře, zatímco v pravé 

komoře byla již vyšší v normoxii a dále se nezměnila (D. Horníková, nepublikované výsledky). 

V souladu s tím jsou předchozí data Ravingerové et al, kde byla zjištěna její významná role 

v ischemickém preconditiongu, avšak u adaptace na IHH nebyla zjištěna přímá souvislost Akt 

dráhy a karidoprotekce 244,245. 

 Zvýšenou expresi Akt2 po CNH jsme pozorovali též u konplastického kmene 

SHRmtBN, který má vyšší odolnost k I/R poškození než původní kmen SHR. To může 

ukazovat na její důležitou úlohu v kardioprotekci a zvýšené odolnosti mitochondrií 

vápníkovému přetížení (Příloha 12 a 13). Bylo ukázno, že Akt2 se mimo jiné se může podílet 

i na modulaci dynamiky mitochondriálního retikula spolu s mitofuziny 229. 

 

5.2.4. Lokalizace izoforem Akt v kardiomyocytech 

 Lokalizace Akt izoforem v jednotlivých kompartmentech buňky je klíčová pro plnění 

jejich specifické funkce 246. Pro interpretaci našich výsledků je důležité, že zvýšená aktivita 

Akt vede k fosforylaci HK2 na Thr308, která je spojena s translokací HK2 z cytosolu na vnější 

mitochondriální membránu. Je známo, že vazba HK2 na VDAC snižuje pravděpodobnost 

aktivace apoptózy 228,247 a aktivovaná Akt snižuje vliv pro-apoptotických proteinů Bax a Bad 

v oblasti mitochondrií, což současně posiluje funkci anti-apoptotických proteinů rodiny Bcl2. 

Tímto signální dráha Akt chrání kardiomyocyty před aktivací apoptózy mitochondriální 
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cestou 248,249. Avšak při významném snížení energetického stavu buňky anebo za vysokého 

stresu, může být aktivována AMPK, která inhibuje PI3K/Akt dráhu 250. 

 Z výše uvedených důvodů jsme sledovali změny lokalizace obou izoforem Akt (Akt1 a 

Akt2) v oblasti mitochondrií a sarkolemy pomocí kvantitativní imunofluorescence na 

podélných řezech levé komory následujícím způsobem: Kvantifikovali jsme míru kolokalizace 

fluorescenčních signálů primárních protilátek proti oběma Akt izoformám, sekundární 

protilátka byla konjugována s Alexou 488, buď s konjugátem wheat germ aglutininu (WGA) 

s Alexou 647, který je markerem sarkolemy, anebo s komerčně dostupným koktejlem protilátek 

proti vybraným podjednotkám komplexů respiračního řetězce (anti-OXPHOS), kde sekundární 

protilátka byla konjugována s Alexa647. Kvantitativní hodnocení bylo provedeno pomocí 

softwaru FIJI 172. V průběhu krátkodobé globální ichemie a reperfúze na modelu „ex 

vivo“ (Elsnicová et al. nepublikovaná data, Obr. 6) jsme zjistili, že v kontrolní skupině byla 

Akt1 částečně lokalizovaná jak v mitochondriálním kompartmentu (PCC = 0,3), tak v menší 

míře v oblasti sarkolemy (PCC = 0,15). Tento nález částečně odpovídá pozorováním na 

HEK293 buňkách, kde byla Akt1 lokalizována převážně v cytosolu, odkud se může 

translokovat na vnitřní stranu cytoplazmatické membrány při své aktivaci 229. Vedle toho, byla 

pozorována translokace Akt1 do jader kardiomyocytů, kde ovlivnila proliferaci kardiomyocytů 

a homoestázu Ca2+ iontů 230. Tuto translokaci jsme však u našich vzorků nepozorovali. U Akt2 

jsme zaznamenali kolokalizaci v mitochondriálním kompartmentu, avšak v menší míře než u 

Akt1 (PCC = 0,2), a její přítomnost v oblasti sarkolemy (PCC  0) jsme zcela vyloučili. 

Samotná adaptace na IHH lokalizaci obou izoforem neovlivnila, ale v kombinaci s 10 min 

ischemií došlo k výraznému nárůstu lokalizace Akt1 v mitochondriálním kompartmentu 

(zhruba o 180 %) a tento nárůst přetrval i v reperfúzi, což svědčí ve prospěch její protektivní 

funkce. U Akt2 došlo v IHH skupině po ischemii také k velkému nárůstu v oblasti mitochondrií 

(zhruba o 150 %), zatímco v reperfúzi odpovídal PCC kontrolní skupině. 

To, zda jsou Akt izoformy lokalizovány v oblasti mitochondriální membrány, anebo zda 

translokují do mitochondriální matrix, nemůžeme na základě našich údajů posoudit i přesto, že 

tento fenomén je znám 231. Dále jsme hodnotili míru kolokalizace Akt izoforem s OXPHOS u 

tří mitochondriálních subpopulací, tj. subsarkolemální, intermyofibrilární a preinukleární, a 

zjistili jsme, že nejvyšší stupeň kolokalizace je v subsarkolemální oblasti. Tyto naše výsledky 

naznačují, že IHH zvyšuje možnou protektivní úlohu Akt1 během krátkodobé ischemie i 

reperfúze, zatímco úloha Akt2 v oblasti mitochondrií je významná zejména v ischemii 

(Horníková et al. v přípravě). 



29 

 Z literatury vyplývá, že se izoformy Akt vzájemně nezastupují, a to přesto, že jsou 

vysoce homologní. Role Akt2 je zasazena převážně do oblasti energetického metabolismu 

glukózy a potlačení apoptózy. Její ablace narušila homeostázu mitochondrií a vyvolala 

autofagii 251, zatímco zvýšená translokace do mitochondrií potlačila aktivaci apoptotických 

signálů u kardiomyocytů. Akt2 byla též pozorována v oblasti Golgiho aparátu 252. To ovšem 

nevysvětluje příčné pruhy na našich podélných řezech, které by spíše nasvědčovaly lokalizaci 

v oblasti sarkoplazmatického retikula či jiných příčně orientovaných struktur v oblasti I-pruhu 

sarkomery. Naše recentní výsledky naznačují možnou interakci v oblasti membrán 

asociováných s mitochondriemi (Příloha 13) společně s HK2, která může mít významný 

protektivní poteciál. Nedávno bylo ukázáno, že funkční spřažení mezi sarkoplazamtickým 

retikulem a mitochondriemi je významný regulátor homostázy Ca2+ iontů a apoptózy332. V 

souladu s tím existují nezávislé doklady o pleitoropním účinku Akt2 v regulaci homostázy Ca2+ 

iontů.  

 

Obrázek 6. Míra kolokalizace proteinkinázy B, AKT1 (a) a AKT2 (b) (zeleně) s mitochondriemi flurescenčně 

značenými protilátkou proti OXPHOS komplexům (červeně) v levé komoře srdce potkana byla kvantifikována 

pomocí Pearsonova korelačního koeficientu (PCC) u kontrolní skupiny (bílé sloupce) a u adaptovaných zvířat 

na intermitentní hypobarickou hypoxii (šedé sloupce), po krátké ichemii (10 min) a následné reperfúzi. Míra 

kolokalizace (žlutá) je patrná na obrázcích (dole). (Nepublikované výsledky B. Elsnicová)  
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5.3. Izoformy hexokinázy v srdci  

 Hexokináza (HK) se vyskytuje u savců ve všech tkáních a je nezbytná pro vývoj 

každého jedince i pro jeho další život. Ve většině prací se v srdci uvažují pouze dvě izoformy 

HK1 a HK2, ale ve skutečnosti je zde konstitutivně exprimovaná též izoforma HK3 a naše 

výsledky tuto skutečnost dokládají (Obr.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 7: Reprezentativní obrázek lokalizace izforem hexokinázy (HK1, HK2 a HK3, zeleně) v oblasti 

mitochondriálnícho kompartmentu značeného pomocí vybraných proteinů respiračního řetězce (červeně) na 

podélném řezu levé komory srdce potkana s vizualizací jader (modře). Míra kolokalizace izoforem HK 

v mitochondriálním kompartmentu je znázroněna intenzitou žluté barvy. (Autor obrázků B. Elsnicová).  

 

 HK, jako první enzym glykolýzy, se svojí aktivitou významně podílí na regulaci vstupu 

glukózy do kardiomyocytů a svalových vláken společně s glukózovými transportéry (GLUT1 

a GLUT4), přičemž HK2 i obě izoformy GLUT jsou na transkripční úrovni regulovány HIF 253–

255. HK fosforyluje glukózu na glukózo-6-P (G6P) za spotřeby jednoho ATP, a tím udržuje 

koncentrační gradient glukózy nezbytný pro její tok do buňky 256. Kapacita přenosu glukózy 

přes sarkolemu je dána počtem GLUT lokalizovaných na membráně, který je úzce spojen 

s aktivitou signálních drah PI3K/Akt a AMPK 257,258. Následné využití G6P není zcela 

jednoznačné, neboť může sloužit jak ke katabolickým, tak k anabolickým procesům v závislosti 

na typu tkáně, energetickém stavu buňky, izoformě HK, ale i na dalších podmínkách, jako je 

např. míra oxidativního stresu. Konkrétně může být G6P využíván i) k produkci ATP 

v glykolýze, ii) k produkci NADPH a ribuloso-5-P v pentosofosfátovém cyklu, který je v srdci 

minoritně zastoupen, avšak jeho podíl roste po stimulaci katecholaminy. Dále iii) k syntéze 

glykogenu a případně iv) k syntéze hexosaminů, jejichž úloha byla recentně popsána v I/R 



31 

poškozením srdce 259. Nedávno byl též prokázán vliv G6P na homeostázu Ca2+ 248. Bylo 

ukázáno, že zvýšená aktivita HK může kompenzovat srdeční hypertrofii zvýšenou tvorbou 

substrátu pro pentosofosfátový cyklus a produkci NADPH, který může stimulovat NADPH 

oxidázu, ale i antioxidační ochranu. Bylo prokázáno, že experimentální snížení HK2 vede ke 

zvýšené produkci ROS a rozvoji hypertrofie srdce 260–263. Zvýšenou aktivitu HK je tedy potřeba 

uvažovat v tomto širokém kontextu možného působení G6P. 

5.3.1. Exprese izoforem HK po adaptaci na hypoxii 

V posledních deseti letech byly publikovány práce, které ukázaly, že vedle samotné 

úlohy G6P mají izoformy HK v srdci významný podíl na regulačních a signálních funkcích 

spojených s mitochondriální cestou apoptózy a autofágií 264–266. Naše výsledky toto poznání 

rozšířily o systematická pozorování na různých režimech hypoxie a následné krátkodobé I/R 

v obou srdečních komorách (Příloha 8-11). 

Naše práce provedená na rúzných režimech mírné normobarické hypoxie ukázala, že 

exprese proteinu obou izoforem HK1 a HK2 v levé komoře se zvýšila ve všech použitých 

režimech (CNH, INH-8, INH-23) společně se specifickou enzymatickou aktivi-tou (Příloha 9). 

Potvrdili jsme, že pravá komora má za normoxických podmínek vyšší expresi proteinu HK1 i 

HK2 než levá komora, avšak vlivem mírné hypoxie se hladina enzymů v pravé komoře již dále 

neměnila. To podporuje představu o vyšší připravenosti pravé komory na hypoxickou zátěž i 

tlakové zatížení vlivem plicní hypertenze, která se i v tomto režimu rozvíjí. V levé komoře se 

exprese HK2 po CNH zvyšovala stejně, a to jak na úrovni mRNA, tak i proteinu, zatímco 

mRNA pro HK1 se překvapivě vlivem hypoxie nezměnila. Je známo, že hypoxie stabilizuje 

HIF, který je přímým transkripčním faktorem pro HK2 254, což souhlasí s navýšením HK2 a 

zvýšenou expresí HIFv tomto režimu (Přílohy 9 a 15). 

Rozdílné trendy ve změnách exprese proteinu a mRNA u HK1 jsme později pozorovali 

opakovaně, zatímco změny v mRNA HK2 bývají v souladu s hladinou proteinu. Tyto výsledky 

naznačují odlišnou regulaci transkripce mezi HK1 a HK2 (Příloha 10), které byly u izoforem 

HK1 a HK2 již popsány na kvasinkách a HeLa buňkách 267,268. Bylo ukázáno, že exprese HK2 

může být regulovaná pozitivní zpětnou vazbou za současné negativní regulace exprese HK1 267. 

Tento nález je zajímavý a jeho fyziologický význam ani podstata tohoto regulačního 

mechanismu u savců není dosud známa. Další rozdíly jsme pozorovali v expresi izoforem HK 

mezi levou a pravou komorou po extrémní IHH, kde v průběhu adaptace dochází k tlakovému 

i objemovému přetížení spolu se sníženou dostupností kyslíku, a to vede k vysokému stupni 
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přetížení pravé komory. V pravé komoře již nedošlo ke klasické kompenzační odpovědi na 

úrovni zvýšení exprese HK2 a naopak exprese HK1 dokonce klesla 151 (Kolář D. et al. 

v přípravě). Je známo, že za fyziologických podmínek je HK1 převážně asociovaná 

s mitochondriemi a spojována s glykolýzou, zatímco v cytosolu lokalizovaná HK2 je spojována 

se syntézou glykogenu 269–271. Zdá se tedy, že HK2 by mohla za hypoxických či ischemických 

stavů, kdy jsme pozorovali její translokaci na mitochondrie, přebírat úlohu v glykolýze a využít 

své lepší kinetické vlastnosti ve zhoršených energetických podmínkách. 

 Vedle toho jsme po IHH v levé komoře pozorovali nárůst fetální izoformy laktát 

dehydrogenázy LDH A 272,273 a monokarboxylového přenašeče MCT4 274 spolu s hladinami 

obou izoforem HK1 a HK2. To může ukazovat na zvýšení podílu produkce ATP pomocí 

anaerobní glykolýzy a současné posílení odstraňování laktátu z kardiomyocytů (Kolář D. et al., 

v přípravě). V souladu s tím jsou naše další nepublikovaná data (Kolář D. et al), která ukazují 

snížení aktivity citrát syntázy a komplexu I respiračního řetězce po IHH na izolovaných 

mitochondriích. Souhlasné trendy na úrovni exprese u izolovaných mitochondrií uvádějí 

Hlaváčkova et al. (2010) 275. 

 Další zajímavé změny jsme zaznamenali po krátké expozici I/R, kdy vzrostly hladiny 

proteinů obou izoforem HK po desetiminutové ischemii ve skupině CNH ve srovnání 

s normoxickou kontrolou (Příloha 11) 88. Podobně jsme zaznamenali zvýšení hladiny proteinu 

po ischemii také u LDH na stejném modelu perfundovaného srdce ex vivo (Diplomová práce 

D. Kolář 2013). Vzhledem k tomu, že na úrovni mRNA jsme nepozorovali žádné změny a doba 

ischemie v našem experimentu byla relativně krátká, vysvětlujeme si tento nárůst náhlým 

útlumem proteazomální degradace obou klíčových glykolytických enzymů. Tento nález může 

být fyziologicky významný, neboť ukazuje jeden z mechanismů rychlého posílení anaerobního 

metabolismu glukózy, který přispívá k zachování energetické homeostázy v myokardu při 

náhlém přerušení dodávky kyslíku a současně dokládá vyšší obrat proteinu LDH a HK 

u adaptovaných srdcí. 
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5.3.2. Asociace izoforem HK na vnější mitochondriální membránu je protektivní 

 Subcelulární lokalizace jednotlivých izoforem HK je přímo spjata s jejich úlohou 

v myokardu 270 a právě otázka lokalizace a translokace hlavních izoforem HK v srdci byla 

předmětem našeho dalšího zájmu. Je známo, že za fyziologických podmínek je HK1 převážně 

asociována s vnější mitochondriální membránou, kde podporuje glykolýzu 90,268. Současně bylo 

zjištěno, že její odstranění z mitochondrií zvýšilo pravděpodobnost aktivace apoptózy přes 

dráhu TNF 265. Naproti tomu HK2 se za klidových fyziologických podmínek nachází převážně 

v cytosolu, kde je spojena se syntézu glykogenu 90,270,271,276. HK3 není v srdci dostatečně 

dokumentována a naše nepublikovaná data ji zobrazují výhradně vázanou na mitochondriích 

(Obr. 7). V podmínkách zvýšeného stresu dochází k translokaci HK2 na vnější mitochondriální 

membránu 277. Bylo prokázáno, že přítomnost HK2 i HK3 na mitochondriální membráně 

umožňuje zvýšit transport ADP do matrix mitochondrií k ATP syntáze prostřednictvím 

přednostního metabolického toku, což udržuje mitochondrie ve spřaženém stavu a brání 

nadměrné produkci volných radikálů 266,278. Obdobné funkční spřažení s ATP syntázou vytváří 

oktamer mtCKs lokalizovaný v intermembránovém prostoru, avšak terciální struktura 

oktameru je velmi citlivá na oxidativní stres na rozdíl od dimeru HK. 

 Lokalizace HK izoforem je tedy klíčová pro jejich specifickou funkci 279 Je známo, že 

zvýšená asociace HK izoforem s VDAC na vnější mitochondriální membráně poskytuje 

významnou ochranu u mnoha typů buněk a v posledních letech byla prokázána jako 

kardioprotektivní (Příloha 10) 151,209,280,281. Dále, bylo zjištěno, že HK2 kompetuje o vazebné 

místo na VDAC s pro-apoptotickým proteinem Bax, a tím snižuje pravděpodobnost aktivace 

apoptózy 282–287. Translokace HK2 na vnější mitochondriální membránu byla 

v kardiomyocytech experimentálně vyvolána mnoha různými podněty, např. aktivací dráhy 

Akt, zvýšenou koncentrací glukózy a inzulínu, a též po podání morfinu 209. Naše práce 

ukázala, že ke zvýšení kolokalizace obou izoforem HK1 i HK2 s mitochondriemi dochází po 

adaptaci na extrémní IHH, zatímco mírná CNH tuto kolokalizaci nezvýšila 9,151 (Přílohy 9 a 

10). Vedle zmíněných stimulů bylo již dříve zjištěno, že vazba HK2 je posílena zvýšenou 

hladinou Pi a dvojmocných kationtů, ke které fyziologicky dochází při sympatické stimulaci 

srdce nebo na počátku ischemie. Naopak oslabení vazby bylo vyvoláno externím zvýšením 

ATP anebo G6P 90,288. V souladu s tím jsme nedávno ukázali velký nárůst asociace HK1 i 

HK2 v krátkodobé ischemii s mitochondriemi jak u kontrolních zvířat, tak i po adaptaci na 

CNH. Toto navýšení bylo doprovázeno zvýšením fosforylace celkové Akt na Ser473 a zvýšenou 

aktivací AMPK. Rozdíl mezi skupinami se projevil až v reperfúzi (10 min), kdy u neadaptované 
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skupiny došlo k disociaci HK2 z mitochondrií a CNH této ztrátě zabránila (Příloha 11). 

V návaznosti na tyto výsledky je vhodné uvést, že Pasdois et al. zjistili, že dlouhodobá 

ischemie (30 min) již způsobila disociaci HK2 z mitochondrií, což vedlo k otevření MPT 

póru. Stejně tak experimentální odstranění HK z mitochondrií ukázalo velmi detrimentální 

účinky na srdce 262 264,285–287,289. Dále Pasdois et al.289 ukázali, že protektivní účinek 

ischemického preconditioningu spočívá ve stabilizaci vazby, která bránila disociaci HK2 

z mitochondriálního kompartmentu, což mělo za následek snížený výlev cytochromu c 

z mitochondrií, snížení oxidativního stresu a snížení pravděpodobnosti otevření MPT póru 247. 

V současné době můžeme tedy rozlišit dva protektivní fenomény na úrovni interakce HK2 

s VDAC, a to buď zvýšení asociace HK2 s vnější mitochondriální membránou anebo stabilizaci 

vazby, která brání jejímu odpojení. 

 Výše uvedené poznatky můžeme shrnout tak, že krátkodobá ischemie, nebo 

dlouhodobá adaptace na extrémní hypoxii zvyšují asociaci HK2 s mitochondriemi a dále, že 

adaptace na mírnou hypoxii brání odpojení HK2 z mitochondrií v průběhu reperfúze. Z toho 

vyplývá, že translokace HK2 na vnější mitochondriální membránu je závislá na parciálním 

tlaku kyslíku a může být tedy významným mechanismem, který brání aktivaci apoptózy a 

udržuje integritu mitochondriálního metabolismu v podmínkách významného nedostatku 

kyslíku 216 (Přílohy 9-11). 

 

5.3.3. Vliv hypoxie a hypertrofie na lokalizaci izoforem hexokinázy 

 Ukázali jsme, že asociace HK2 s mitochondriemi vzrůstá se stupněm hypoxie, avšak 

s rostoucí hypoxickou zátěží dochází k přetížení levé i pravé komory a následkem toho se 

rozvíjí jejich hypertrofie. Dále je známo, že Akt signální dráha hraje významnou úlohu 

v hypertrofii srdce. Proto jsme si položili otázku, jakou roli hrají hypertrofické mechanismy 

ve zvýšené asociaci HK2 s mitochondriemi. 

 U kontrolních potkanů Wistar jsme nepozorovali rozdíl v asociaci izoforem HK 

s mitochondriemi mezi pravou a levou komorou, i přestože exprese a aktivace dráhy Akt je 

v pravé komoře vyšší (Příloha 8). U IHH, při které je nižší pO2 ve srovnání s CNH, se zvýšila 

asociace HK s mitochondriemi na podélných řezech levé komory zhruba o 20 % a současně 

vzrostlo množství obou izoforem HK v mitochondriálních frakcích téměř na dvojnásobek. Je 

třeba zdůraznit, že mitochondriální asociace HK2 po IHH byla v pravé komoře významně vyšší 

než v levé (Příloha 10). Vyvstává tedy otázka, zda tento jev souvisí se zmíněnou vyšší expresí 
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Akt již za normoxických podmínek anebo s vyšším rozvojem hypertrofie pozorované po IHH 

během 5 týdnů adaptace. 

 Odpověď jsme hledali na fyziologickém modelu u mladých tříměsíčních a 

šestiměsíčních potkanů SHR, kde je hypertrofie v kompenzované fázi, a následně u starých 

třináctiměsíčních potkanů, kde hypertorfie přechází do dekompenzované fáze a vede 

k následnému srdečnímu selhání 150,290. Můžeme tedy předpokládat, že u 12-24 týdnů starých 

SHR je metabolismus a fenotyp srdce ještě dostatečně plastický a změny vyvolané zátěží budou 

reverzibilní. Změna fenotypu u kosterních svalů i srdce se stanovuje na základě poměru 

izoforem rychlejšího a pomalejšího těžkého řetězce myozinu, což je u srdce MyHCα a MyHC 

v uvedeném pořadí 125,291,292. Ukázali jsme, že u SHR tato plasticita významně klesá s věkem. 

Tlakové přetížení a následná hypertrofie zvýšily podíl více ekonomické izoformy MyHC na 

úkor rychlejší MyHCα u mladých i starých potkanů, avšak u mladých potkanů SHR bylo možné 

tento poměr normalizovat podáváním n-3 polynenasycených mastných kyselin (PUFA), 

zatímco u starých potkanů nemělo podávání PUFA vliv 291,293,294 (Přílohy 6 a 14). Pokud jde 

o izoformy HK, u potkanů SHR byla vyšší asociace HK1 s mitochondriemi již u šetiměsíčních 

zvířat a přetrvala zvýšená i ve věku třinácti měsíců ve srovnání s normotenzním kmenem WKY. 

Naproti tomu asociace HK2 s mitochondriemi byla vyšší u šestiměsíčních a významně poklesla 

u třináctiměsíčních zvířat. Adaptace na CNH neukázala změny u tříměsíčních potkanů SHR 

v asociaci HK2 s mitochondriemi, a naopak se HK2 objevila v příčných průzích v oblasti I-

pruhu sarkomer (nepublikované výsledky Heleš a Elsnicová). Tyto výsledky jasně ukazují, že 

zvýšená kolokalizace HK2 s mitochondriemi nesouvisí s mechanismy zodpovědnými za 

hypertrofii ani v jejím raném stádiu ani v pokročilém stavu. U mladých SHR potkanů jsme 

ukázali, že účinky CNH a hypertrofie nejsou aditivní (Příloha 13). Je vhodné zmínit, že u 

extrémní IHH je kolokalizace zvýšena, a podobně jako u SHR, je zde rozvinuta hypertrofie a 

významně snížen poměr MyHCα/MyHC333. Dále z našich studií vyplývá, že regulace asociace 

HK1 a HK2 s mitochondriemi je za námi zvolených podmínek nezávislá, podobně jako jejich 

exprese. Tuto nezávislou regulaci též pozorovali Southworth et al., kdy podání oleátu snížilo 

asociaci HK1 a nikoliv HK2 na modelu asociace stimulované inzulínem 277. Lze tedy 

předpokládat, že v případě IHH může být zvýšení asociace obou izoforem HK způsobeno 

kombinovanou extrémní hypoxií v případě HK2, a významnou hypertrofií v případě HK1 151. 

  



36 

5.4. Odpověď srdce na kardioprotektivní režim mírné a extrémní hypoxie se liší 

 Jak je uvedeno výše, zjistili jsme, že aktivace protektivní signální dráhy Akt/HK a CK 

systému se v jednotlivých režimech hypoxie liší. Pro lepší pochopení funkce obou systémů bylo 

důležité zasadit nové poznatky do kontextu širší odpovědi myokardu na uvedené podmínky. Je 

známo, že v hypoxii dochází k tvorbě ROS, které v přiměřené hladině aktivují protektivní 

buněčnou odpověď spojenou s HIF, avšak tato hladina se může s mírou hypoxie lišit 295–299. 

V souvislosti s tím jsme sledovali míru oxidativního stresu a odpověď antioxidačního systému 

a adrenergní signalizace v protektivních režimech adaptace na mírnou (CNH, INH) a extrémní 

(IHH) hypoxii a v neprotektivním režimu (CNH-R) 195,300 (Přílohy 15 a 16; Kašparová et al. v 

přípravě.). Tyto výsledky umožňují vzájemné srovnání i s výsledky již dříve publikovanými po 

adaptaci na IHH 147,301, avšak mnoho dalších literárních zdrojů toto srovnání neumožnuje 

vzhledem k odlišným režimům adaptace. 

 Ukázali jsme, že protektivní režimy mírné hypoxie CNH i INH, stimulují v levé komoře 

expresi mRNA většiny antioxidačních enzymů, hodnota poměru GSH/GSSG se nezměnila, což 

naznačuje dobře kompenzovanou produkci ROS u obou režimů mírné hypoxie. Naopak, 

hodinová reoxygenace u neprotektivního CNH-R oxidativní stres zvýšila 195; (Příloha 15). 

Zvýšené transkripty antioxidantů v protektivních režimech patří mezi mitochondriální izoformy 

příslušných enzymů. Tyto nálezy u CNH jsou v souladu s předchozími publikacemi, které 

dokládají, že mírná hypoxie v chronických režimech zvyšuje expresi nebo aktivitu 

mitochondriální superoxididismutázy MnSOD v srdci 146,302,303 a k podobné odpovědi dochází 

po akutní expozici extrémní hypoxii (5 hodin, FIO2 = 0.06) 304. Významnou úlohu MnSOD 

v kardioprotekci dokládají práce, ve kterých její zvýšená exprese podpořila ischemickou 

odolnost srdce 305 a naopak snížení její exprese po podání antioxidantu eliminovalo protektivní 

účinek adaptace na IHH 147. Režim INH překvapivě stimuloval antioxidační kapacitu ještě více 

než CNH; což může souviset s opakovanou dlouhodobější reoxygenací, která osvěžuje aktivity 

transkripčních faktorů pro antioxidanty, HIF a NRF2 (Příloha 15) 210,306. Naproti tomu krátká 

reoxygenace CNH-R v průběhu chronické adaptace potlačila aktivaci téměř všech sledovaných 

transkriptů antioxidačního systému. Zdá se, že tento režim působí jako nevhodný stresor pro 

iniciaci kardioprotektivních mechanismů. Pomocí korelační analýzy jsme ukázali, že 

neprotektivní režim CNH-R nepodporuje expresi mRNA transkriptů významných 

transkripčních faktorů Hif1a, Hif2a a Nrf2 (gen Nfe2l2), což může být klíčem k pochopení 

negativního působení krátké reoxygenace v průběhu kontinuální chronické hypoxie spolu 

s vychýlením redoxní rovnováhy. V mitochondriálním kompartmentu je redoxní rovnováha 
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udržována pomocí  thioredoxinového systému izoforem thioredoxinu a jeho reduktázy 

(TXN2/TXRD2) a je známo, že pro aktivaci HIF je nutná přiměřená produkce ROS během 

hypoxie 307. Podobně aktivace NRF2 vyžaduje zvýšený oxidativní stres v cytosolu, který je 

následně kompenzován v jádře systémem TXN1/TXRD1 308,309. Z uvedených výsledků 

usuzujeme, že zvýšená endogenní antioxidační ochrana se významně podílí na 

kardioprotektivním fenotypu adaptace na mírnou hypoxii (Příloha 15). 

 Naproti tomu u extrémní IHH bylo ukázáno významné zvýšení oxidativního stresu, jak 

na úrovni poměru GSH/GSSG a akumulace lipofuscinu 147, tak na úrovni hladiny 

nitrotyrosinu 275. Současně zůstala beze změny aktivita MnSOD, katalázy a 

glutathionperoxidázy v homogenátu levé komory, ale zvýšila se aktivita a exprese MnSOD 

v subsarkolemální mitochondriální frakci 310. Navíc jsme na úrovni mRNA pozorovali 

zvýšenou expresi kaspázy 3 a 8 (Kašparová, nepublikované výsledky) a kaspázy 3 i na úrovni 

proteinu spolu se zvýšením poměru Bax/Bcl2 jako pro-apoptotického indikátoru (Disertační 

práce, K. Holzerová 2016, Diplomová práce T. Blahová 2014). Zde je vhodné podotknout, že 

u tohoto modelu adaptace byla pozorována remodelace obou komor na úrovni aktivity MyHC 

a exprese kolagenu, která je v raných stádiích v pravé komoře doprovázena nekrotickými 

lézemi 311. 

 Naše dosud nepublikované výsledky získané po adaptaci na IHH (Kasparova et al. v 

přípravě) ukázaly, že IHH na rozdíl od mírných normobarických režimů nezvyšuje expresi 

antioxidačních enzymů na úrovni proteinu, navíc na úrovni mRNA se mnoho z nich dokonce 

snižuje. Je třeba zdůraznit, že IHH naopak zvýšila na úrovni proteinu inducibilní hemoxygenázu 

1 (HMOX1) (Kašparová et al. v přípravě), což nebylo pozorováno po CNH 312. V souladu s tím 

je HMOX1 často spojována s cytoprotektivním účinkem a proliferační funkcí v podmínkách 

vyššího oxidativního stresu 304,313–315. Její zvýšení bylo pozorováno např. po kardiotoxickém 

inzultu doxorubicinem 316. Podobně experimentálně zvýšená exprese HMOX1 snížila 

poškození po anoxickém inzultu v souvislosti s aktivací Akt 313. Protektivní vliv HMOX1 se 

může realizovat na dvou základních úrovních, buď přes biliverdinreduktázu 317, jejíž zvýšení 

jsme po IHH adaptaci nepotvrdili, anebo přes produkovaný CO, jehož signální dráhy jsme již 

neanalyzovali. Existují údaje i o možném spojení s HIF a TNFα, jejichž přiměřená aktivita je 

v současné době často spojována s kardioprotekcí 312,318–321. Přesto, že by se z našich výše 

uvedených výsledků (Kašparová et al. v přípravě) mohlo zdát, že je úloha antioxidačního 

systému v této adaptaci minoritní, podávání N-acetylcysteinu v průběhu adaptace na IHH 

signifikantně snížilo její kardioprotektivní efekt, avšak úplně jej nezablokovalo 147. Tento 

experiment ukázal významnou, avšak ne úplnou roli oxidativního stresu v mechanismu 
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kardioprotekce po IHH adaptaci, který by mělo smysl ještě dále studovat. Naše nepublikovaná 

data ukazují přesum TXN1 do jádra a zvýšení jeho redukované formy v tomto kompartmentu 

po IHH, což může svědčit ve prospěch zvýšené aktivity transkripčních faktorů závislých na 

změně redoxního stavu. 

 Další rozdíl mezi režimy mírné a hluboké hypoxie jsme pozorovali na úrovni aktivace 

adrenergní signalizace. Režimy mírné hypoxie CNH a INH neukázaly změny v expresi 

izoforem adrenergních receptorů β (β-AR) ani u dominantních izoforem adenylátcyklázy 

(AC5/6) a G proteinů v levé komoře. Pouze v pravé komoře, zatížené hypertrofií, došlo k 21% 

nárůstu β1-AR. Stimulovaná aktivita AC pomocí G proteinů se zvýšila v levé komoře a snížila 

v komoře pravé  (Příloha 16). Naproti tomu IHH významně zvýšila poměr β2/β1 receptorů na 

základě zvýšení β2-ARs a poklesu v β1-ARs. Současně zde poklesla exprese AC téměř o 50 % 

a naopak Giα proteiny se zvýšily o stejný podíl. Tyto nálezy nasvědčují přesmyku signalizace 

z β1-AR/Gs na β2-AR/Gi, kdy klesá stimulace AC a zvyšuje se aktivace MAP-kinázových drah 

včetně Akt, jejichž sestupné dráhy jsou spojovány s kardioprotektivním fenotypem a mohou 

mít protektivní charakter (Příloha 17). Obdobné výsledky získala Hrbasova et al. 301 a podání 

trimepranolu u tohoto modelu snížilo plicní hypertenzi a remodelaci pravé i levé komory 311. 
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6. SOUHRN 

 Přinesli jsme nové poznatky o systému kreatin kinázy (CK) v kosterním svalu a v srdci. 

Hexokinázou (HK) jsme se zabývali především v srdci v souvislosti s kardioprotekcí. Funkci 

obou systémů jsme sledovali v subcelulárních kompartmentech s vysokou produkcí a spotřebou 

energie, tedy v oblasti mitochondrií a sarkomery. Přispěli jsme k porozumění mechanismu 

endogenní kardioprotekce indukované různými režimy hypoxie, které se lišily její intenzitou a 

délkou expozice. Je známo, že na fyziologické úrovni mají tyto protektivní režimy rozdílný 

dopad na odolnost myokardu k I/R poškození a na jeho citlivost k výskytu a závažnosti arytmií, 

zatímco podstata těchto rozdílů na molekulární úrovni a na úrovni energetického metabolismu 

nebyla dosud zcela známa. Naše výsledky přispěly k většímu porozumění hypoxií stimulované 

signální dráhy proteinkinázy B (Akt), HK a CK systému a jejich vzájemným funkčním 

vztahům. Naší snahou bylo také přinést další poznatky o úloze oxidativního stresu, 

antioxidačního systému, vybraných transkripčních faktorů a apoptózy v mechanismu 

kardioprotekce indukované adaptací na chronickou hypoxii. 

 

Naše hlavní výsledky 

 Na kosterním svalu jsme ukázali, že u myofibrilární izoformy CKM vázané v M-linii 

sarkomery dochází k její dynamické výměně s okolím v závislosti na pH a konformačním 

stavu. Tento poznatek naznačuje, že za různých patologických stavů by mohlo dojít k výpadku 

její funkce v důsledku zhoršené vazby. Výsledek funkční studie potvrdil, že k maximálnímu 

přednostnímu toku ATP mezi CKM vázanou v M-linii sarkomery a myozinovou ATPázou 

dochází v mírně kyselém prostředí (pH 6.95), kdy fenomén „substrate channeling“ dosahuje 

42 %. 

 U srdečního svalu jsme zjistili, že aktivita CK systému ve všech režimech mírné 

normobarické hypoxie (CNH) roste, a to v souvislosti s nárůstem fetální a mitochondriální 

izoformy. Adaptace na CNH také zabránila poklesu mtCKs v průběhu I/R. Výše uvedené 

nálezy mohou hrát roli v kardioprotektivním fenotypu srdce po mírné CNH. Naproti tomu 

u extrémní hypobarické hypoxie (IHH) dochází vedle nárůstu izoformy CKB k poklesu exprese 

mitochondriální mtCKs. U zvířat adaptovaných na IHH následná ischemie snížila obsah CKM 

v M-linii sarkomery, což může snížit kontraktilitu srdce v průběhu ischemie a šetřit ATP. 

 Zjistili jsme, že v pravé srdeční komoře je vyšší exprese Akt a HK a aktivace pomocí 

fosforylace ve srovnání s levou komorou. Následná mírná hypoxie CNH zvýšila aktivitu i 

expresi obou izoforem hexokinázy pouze v levé komoře. V souvislosti s tím může vyšší podíl 
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glukózového metabolismu významně přispívat k vyšší připravenosti pravé komory na zátěžové 

podmínky. 

 Ukázali jsme, že krátkodobá ischemie (10 min) významně zvyšuje aktivitu Akt/HK 

dráhy a zároveň zvyšuje asociaci HK2 s mitochondriemi jak u kontrol, tak po CNH. V reperfuzi 

však přetrvala asociace HK2 s mitochondriemi pouze u adaptovaného myokardu. Vedle toho 

CNH snížila poměr pro-apoptotického Bax/Bcl2 během I/R. Z toho vyplývá, že dráha Akt/HK 

může hrát významnou úlohu v kardioprotektivním fenotypu indukovaném adaptací na CNH. 

 Ukázali jsme, že mitochondriální genom může hrát významnou úlohu v odolnosti k I/R 

v souvislosti s aktivací cílové dráhy HIF/Akt2. Na hypertenzním konplastickém kmeni potkanů 

SHR-mtBN jsme po adaptaci na CNH pozorovali zvýšenou odolnost mitochondrií k Ca2+ 

přetížení spolu s významně vyšší expresí HIF2/Akt2 a aktivitou HK ve srovnání s referenčním 

kmenem SHR. 

 Ukázali jsme, že extrémní IHH významně zvyšuje asociaci HK1 i HK2 

s mitochondriemi spolu se zvýšenou aktivitou a expresí obou izoforem. Ve srovnání s tím mírná 

CNH zvyšuje pouze expresi obou izoforem a celkovou enzymatickou aktivitu HK. 

 Zjistili jsme, že kardioprotektivní režimy mírné hypoxie CNH a INH-8 zvyšují expresi 

převážně mitochondriálních antioxidačních enzymů, které zabránily rozvoji oxidačního stresu. 

Naproti tomu v neprotektivním režimu CNH s 1 hod reoxygenací/den byla odpověď 

antioxidačního systému významně oslabena. 

 U extrémní IHH, kde je přítomen oxidační stres a hypertrofie levé komory, jsme zjistili, 

že na úrovni transkriptu mRNA dochází k potlačení odpovědi antioxidačního systému kromě 

zvýšené exprese thioredoxinu 1 (TXN1) a hemoxygenázy 1 (HMOX1). Navíc jsme po IHH 

zaznamenali translokaci TRX1 a NFkB do jádra, což svědčí o zvýšené transkripční aktivitě 

NFkB. 

 Zatímco režimy mírné CNH a INH neměly na adrenergní signalizaci vliv, extrémní IHH 

významně zvýšila poměr β2/β1 adrenergních receptorů, současně poklesla exprese 

adenylátcyklázy téměř o 50 % a naopak exprese Giα proteinu vzrostla. 

 Ukázali jsme, že Akt1 a Akt2 jsou lokalizovány převážně v oblasti sub-sarkolemálních  

mitochondrií, nikoliv na sarkolemě. Extrémní IHH jejich lokalizaci neovlivnila, ale následná 

krátkodobá ischemie značně zvýšila asociaci Akt2 s mitochondriemi. Je proto pravděpodobné, 

že pleiotropní protektivní efekt Akt2 by mohl hrát roli v endogenní kardioprotekci za podmínek 

extrémní IHH.  
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7. ZÁVĚR 

 Popsali jsme funkční a strukturní vlastnosti myofibrilární CKM, které přispívají 

k porozumění patologických stavů zasahujících do přednostního metabolického toku mezi 

CKM a myozinovou ATPázou u kosterního svalu. Následně jsme u ischemického a 

hypertrofovaného srdce pozorovali změny tohoto systému. 

 Z našich výsledků zaměřených na endogenní kardioprotekci vyplývá, že signální dráhy 

se mohou lišit po adaptaci na mírnou CNH a extrémní IHH. Našli jsme zde rozdíly v míře 

oxidativního stresu, které mohou vést k aktivaci odlišné transkripční odpovědi. Po mírné CNH 

je produkce ROS kompenzována na úrovni mitochondriálních antioxidantů a cytosolického 

thioredoxinového systému. Naproti tomu po IHH jsme pozorovali, že antioxidační systém je 

aktivován pouze na úrovni dráhy TXN1-NFkB-HMOX1. Další rozdíly jsme prokázali na 

úrovni adrenergní signalizace a exprese izoforem HIF. Mírná CNH zvýšila aktivitu obou 

systémů CK i Akt/HK, ale nezvýšila asociaci HK s mitochondriemi. V kontrastu s tím extrémní 

IHH a krátkodobá ischemie zvýšily asociaci jak HK1, tak HK2 s vnější mitochondriální 

membránou. Předpokládáme, že obě izoformy tohoto enzymu by mohly částečně nahradit 

klesající funkci mtCKs, udržovat mitochondriální membránový potenciál na přiměřené úrovni 

a regulovat tak nadměrnou tvorbu ROS. 

 Naše výsledky spolu s předchozími nálezy naznačují, že významnou součástí 

protektivního fenotypu CNH je zvýšení kapacity antioxidačního systému, posílení glukózového 

metabolismu a systému CK. Naproti tomu u IHH se výše uvedené dráhy již neaktivují a 

s rostoucím oxidativním stresem jsou stimulovány pro-apoptotické dráhy, které ale zjevně 

nejsou naplno spuštěny a jsou pravděpodobně blokovány na více úrovních anti-apoptotickými 

drahami. Zjistili jsme, že jedním z významných anti-apoptotických mechanismů v této adaptaci 

je zvýšená asociace HK s mitochondriemi, která snižuje pravděpodobnost otevření MPT póru 

a tím blokuje aktivaci apoptózy mitochondriální cestou.  
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