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Abstrakt

Kardiovaskularni choroby, jako je infarkt myokardu ¢i srde¢ni selhani, jsou v dnesnim
vyspélém svété jednou z hlavnich pfi¢in umrti. Tyto choroby jsou doprovazeny
patofyziologickymi zménami v bunce, které jsou velmi Casto spojeny se zménami signalizace
adrenergnich receptort a s dysfunkci mitochondrii. Proto jsou tyto celky hojné studovany ve
snaze objevit i¢innou lé¢bu. V soucasné dobe jsou znamy endogenni protektivni mechanismy,
které zvysuji odolnost srdce k témto patofyziologickym staviim a ¢ast t€chto mechanismi cili
pfimo do mitochondrii. Zde dochézi ptedev§im ke snizeni nadmérné produkce reaktivnich
forem kysliku a snizeni citlivosti pfechodné propustného mitochondridlniho poéru k otevieni.
Mnoho téchto signalnich drah souvisi s adrenergnimi receptory. Tato prace si klade za cil
propojit poznatky o uloze adrenergni signalizace v kardioprotektivnich mechanismech

sméiujicich do mitochondrii.

Kli¢ova slova: srdce, adrenergni signalizace, mitochondrie, kardioprotekce

Abstract

Cardiovascular diseases such as myocardial infarction or heart failure are one of the main causes
of death in today's developed world. These diseases are accompanied by pathophysiological
changes in the cell, which are very often associated with changes in adrenergic receptor
signalling and mitochondrial function. Therefore, these functional units have been intensively
studied in an attempt to discover the effective treatment. Currently, endogenous protective
mechanisms are known to increase the resistance of heart to the pathophysiological states, and
some of the mechanism targets directly into the mitochondria. In particular, the reduction in
excessive production of reactive oxygen species and the decrease in sensitivity of mitochondrial
permeability transition pore opening has been repeatedly described. Many of the contributing
signalling pathways are related to adrenergic receptors. Thus, the aim of the present work is to
link knowledge about the role of adrenergic signalling in cardioprotective mechanisms directed

to mitochondria.
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Seznam pouzitych zkratek

Jsou-li k dispozici vhodné ¢eské pieklady, jsou uvedeny v pravém sloupci.
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1 Uvod

Adrenergni receptory (AR) jsou aktivovany katecholaminy vegetativniho nervového systému.
V téle se vyskytuji napfi¢ riznymi tkanémi a reguluji nepieberné mnozstvi fyziologickych
procesii. Tyto receptory jsou sptazeny s trimernimi G proteiny, které po aktivaci receptoru
predavaji signal prostfednictvim druhych poslt do bunky. V srdci jsou vyznamné predevsim
izoformy o1 a B1-AR. Pfi normdlni funkci srdce je izoforma B1-AR dulezitd pro regulaci
chronotropie, ionotropie a lusitropie a izoforma oy reguluje prutok krve vazokonstrikci
v tepnach. V soucasné dobé€ je znamo, Ze adrenergni signalizace je zapojena také v progresi
kardiovaskularnich onemocnéni. Naptiklad, rozvoj srde¢niho selhani je charakterizovano
zvySenou cirkulaci katecholamintl v srdci a stimulaci adrenergnich receptorti, a proto se stala

predmétem intenzivniho vyzkumu pro hledani terapeutické 1¢¢by.

Kardiovaskularni choroby jsou také velmi cCasto spojovany s nespravnym fungovanim
mitochondrii. V srdci je vysoky energeticky obrat a ATP je produkovano piednostné oxidativni
cestou, proto jsou v kardiomyocytech hojné zastoupeny mitochondrie. Produkce ATP je
podminéna dodavkou kysliku do elektrontransportniho fetézce. Je-li tato dodavka narusena,
jako v ptipad¢ infarktu myokardu, dojde k naruSeni homeostdzy a za¢ne vznikat nadmérné
mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS), které zptisobuji oxidativni poskozeni bunky, coz
muze vést az k bunécné smrti. V mitochondriich byly nalezeny proteiny, které jsou spojeny s
udrzenim mitochondrialniho membranového potencialu, energetické homeostazy a zlepSenim
funkce mitochondrii pii patofyziologickych stavech srdce. Mnoho znich je aktivovano
ischemickym ,,preconditioningem® ¢i ,,postconditioningem*, které slouzi jako model studia
kardioprotektivnich mechanismi a nékteré mohou byt uplatnény i v klinické praxi. Vedle toho
1 fyzicka zatéz, adaptace na hypoxii nebo kaloricka restrikce aktivuje kardioprotektivni signalni

dréhy, které smétuji do mitochondrii a snizuji nasledky ischemického poskozeni srdce.

Cilem této prace je shrnout dosavadni poznatky o kardioprotektivnim mechanismech, které
maji svij cil v mitochondriich a zjistit, které z téchto signdlnich drah jsou spojeny

s adrenergni signalizaci.



2 Adrenergni receptory

Adrenergni receptory (AR) jsou membranové receptory patiici do rozsahlé rodiny receptort
sprazenych s trimernimi G-proteiny (GPCR). Tyto receptory maji vyznamnou ulohu v regulaci
funkce kardiovaskularniho systému a zmeény vjejich funkci doprovazeji tadu
patofyziologickych stavii (Communal et al. 1999). Receptory jsou aktivovany neurotransmitery
sympatiku adrenalinem a noradrenalinem a vyznamné se podili na udrzovani homeostazy

organismu. Jednotlivé izoformy se lisi predevsim funkeci a citlivosti k antagonistim.

GPCR tvorii rodinu integralnich membranovych proteind, pro kterou bylo v lidském genomu
nalezeno vice nez 800 gend (Zhang et al. 2006). VSechny GPCR maji v zakladé spole¢nou
strukturu transmembranové domény, slozenou ze svazku 7 alfa helixi, které jsou oddéleny
sttidajicimi se extracelularnimi a intracelularnimi smyckami a variabilita téchto receptorti leZi

v misté pro vazbu ligandu a v extracelularnich smyckach (obr. 1) (Rosenbaum et al. 2009).
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Obr. 1 Znazornéni struktury adrenergnich receptori
Kazda skupina GPCR je zde reprezentovana jednou strukturou, na obrazku jsou zdiraznény
pozorované rozdily ve struktui'e a vazb¢ ligandu. Transmembrénova oblast — svétle modra;
intracelularni oblast — tmav€é modra; ligandy — oranzova; vazané lipidy — zluta;
konzervovany tryptofanovy zbytek — zelené kulicky (pfevzato z Hanson and Stevens 2009).
Ptes nesrovnalosti, které v minulosti provazely klasifikaci adrenergnich receptorti se dnes
rozliSuje 9 podtypt, které jsou rozdéleny do 3 skupin: a1, oz a f-AR. Kazda z téchto skupin
obsahuje pravé 3 podtypy/izoformy receptoru: a.ia, 0.1, 01D, 024, 02B, 02c, P1, P2a B3, které jsou
kédovany samostatnymi geny (pro piehled Bylund et al. 1994). Receptory jsou slozeny
z jediného polypeptidového fetézce o velikosti od 477 aminokyselin do 413 aminokyselin, ktery

je sekvencné podobny u vSech podtypi (O’Dowd et al. 1989).



Rozlozeni jednotlivych podtypii AR neni vsrdci rovnomérné a vyskytuji se v rtiznych
koncentracich v zavislosti na bunééném typu. Studie z roku 2017 ukazuje, ze dominantnimi AR
v srdci jsou Pi a aip receptory, které jsou piitomny u vSech kardiomyocytli, zatimco B2 a B3
receptory jsou piitomny pouze u 5% kardiomyocyti a ai1a-AR se vyskytuji ve vice nez

v poloviné buné¢k ale pouze u 20% ve vysoké koncentraci (Myagmar et al. 2017).

V této praci se dale zabyvam pouze ai1-AR a B-AR, nebot’ pravé tyto izoformy jsou vyznamné

v kardioprotekci.

2.1 aj-adrenergni receptory

Vsechny podtypy a1 adrenergnich receptort jsou aktivovany neurotransmitery sympatiku —
adrenalinem a noradrenalinem a inhibovany o antagonistou prazosinem (Mancia et al. 1980).
Pfestoze se co do sekvence aminokyselin a distribuci v tkanich lisi, vSechny ai-AR jsou
sptazeny s Gg11 rodinou G proteintl, kterd na membrané aktivuje fosfolipazu C (PLC). PLC
nasledné $t€pi membranove vazany fosfatidylinositolbifostat (PIP»), ¢imz generuje dva druhé
posly, inositol trifosfat (IPs3) a diacylgrycerol (DAG) (obr. 2). IP; reguluje vylev Ca*" do
intracelularniho prostoru, zatimco DAG aktivuje protein kindzu C (PKC) a TRP (z angl.
transient receptor potentials) kanaly, coZ také vede ke zvySeni intracelularniho Ca®" a k

vazokonstrikci (Venkatachalam et al. 2003).
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Obr. 2 Zikladni schéma a; adrenergni signalizace v srdci
NE — Norepinefrin; Epi — Epinefrin; PLC — fosfolipaza C; DAG — diacylglycerol; 1P; —
inositol trifosfat; PKC — protein kindza C; PIP, — fosfatidylinositolbifosfat; SR —

sarkoplazmaticke retikulum (vlastni schéma).



Rozlozeni podtypi ai-AR se v ramci srdce lisi. V lidskych ventrikularnich kardiomyocytech
pfevazuje exprese aia-AR a ai1s-AR nad expresi aip-AR, zatimco v koronarnich tepnach
naopak siln¢ prevlada exprese aip-AR, které zde reguluji pritok krve vasokonstrikci. Tato

distribuce a.1-AR v lidském srdci je téméf shodna s distribuci v mysim srdci (Jensen et al. 2009).

Izoforma a1-AR ma v lidském i mys$im srdci také dtlezitou protektivni roli. Prosttednictvim
regulace apoptdzy a hypertrofie ovliviiuji progresi kardiovaskularnich chorob. U transgennich
mysi s 4-nasobnou hladinou G4byla detekovéana srdec¢ni hypertrofie, nicméné pii 8-nadsobnému
zvySeni hladiny G4 dochazelo k rozvoji srde¢nich myopatii a apoptdze myocyt (Adams et al.
1998). Dahl et al. (2018) ptedpoklada, ze ai-AR zprostiedkovava adaptivni a fyziologickou
hypertrofii. Tyto ai-AR lezi ve vnitini jaderné membrané a indukuji IP; zavisly export histon
deacetylazy 5 a tim spousti expresi genu regulujicich hypertrofickou odpovéd’ (Dahl et al.
2018). Kardioprotektivni u¢inky ai-AR podporuji také klinické studie. Bylo zjiSténo, Ze pfi
podéavani blokatori ai-AR dochazi Castéji k srde¢nimu selhani (Furberg et al. 2013). Navic je
pro srde¢ni selhani charakteristické, ze dochazi ke snizovani poc¢tu Bi-AR a pocet ai-AR je
stejny nebo lehce navySen oproti zdravé fungujicimu srdci. To znaci, Ze ai1-AR maji pfi

kardioprotekci kompenzacni ¢i adaptivni ulohu (Jensen et al. 2009).

Nicméné, ze vSech 3 podtypt adrenergnich receptorii se ukézalo, ze obzvlasté ochranné a
adaptivni u¢inky ma aia-AR. U myS$i s vyfazenymi geny pro aia-AR 1 aig-AR (a1 ABKO
transgenni mys) byly rekonstituovany ob¢ signalizacni drahy, avSak pouze ai1a-AR se ukazala
byt protektivni a zachranila a1l ABKO myocyty pied bunécnou smrti aktivaci extraceluldrni
signalem regulované kinazy (ERK) (Huang et al. 2007), ktera chrani myokard pted ischemicko-
reperfuznim poskozenim (Lips et al. 2004).

2.2 B-adrenergni receptory

Jak uzZ je vySe zminéno, B-AR patii také do rodiny GPCR receptort a jsou €lenény do tii
podtypt: Bi1, P2, P3. Jsou zapojeny vregulaci mnoha fyziologickych funkci, vcetné
kardiovaskularnich pochodi, kde fidi srde¢ni frekvenci, silu kontrakce a priisvit koronarnich
cév. Dominantnimi receptory v srdci jsou Bi-AR, kterych je 70-80% ze vSech B-AR (Bristow
et al. 1986).

Je zndmo, ze vSechny podtypy B-AR jsou sptazeny se stimulacni podjednotkou G proteinu

(Gas). Gasaktivuje adenylatcyklazu (AC), kterd po aktivaci katalyzuje pfeménu adenotrifosfatu



(ATP) na cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) a zvySend hladina cAMP nasledné aktivuje
proteinkindzu A (PKA). PKA fosforyluje dalsi substraty, jako fosfolamban (Simmerman et al.
1986), troponin (Westwood and Perry 1981) a Ca** kanal typu L (Gao et al. 1997), které zptisobi
zvyseni intracelularniho Ca®" a reguluji kontraktilitu srde¢niho svalu. Nicméné B-AR a B3-AR
jsou také sprazeny s inhibi¢nim G proteinem, ktery piisobi opacné a inhibuje AC (obr. 3) (Kilts

et al. 2000).
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Obr.3 Schéma p adrenergni signaliza¢ni drahy v srdci

CAs — katecholaminy; B;-AR, P2-AR, P3-AR — adrenergni receptory; AC — adenylyl
cyklaza; ATP — adenosintrifosfat; cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat; PKA — protein
kindza A; PDE — fosfodiesteraza; GRKs — GPCR kinaza; G, Gai, Gp, Gy — G proteinové
podjednotky; PLB — fosfolambdan (pfevzato z de Lucia et al. 2018).

L-type Ca**
channels

Kromé regulace chronotropie, ionotropie a lusitropie srdce hraje  adrenergni signalizace také
vyznamnou roli pfi srde¢nim selhani. Na bunécné trovni srde¢ni selhani provazi snizovani
poctu Bi-AR na membrané, zatimco hladina ,-AR zlstavd neménna (Bristow et al. 1986).
Déle dochézi k desensitizaci predev§im P2-AR prostfednictvim GPCR kinaz (GRK) a B-
arrestinu, které zamezi dalsi interakci G proteinu s AR a podpofi internalizaci receptorti do

buiiky (Rockman et al. 1996).

Transgenni mysi se zvySenou expresi Pi-AR v srdci vykazovaly zmény srdec¢ni funkce a
hypertrofii, coZ po n¢kolika mé&sicich vedlo k rozvoji srde¢nich myopatii a srdecnimu selhéni.
Tyto progresivni zmény funkce a morfologie jsou podobné selhdvajicimu srdci u cloveka
(Engelhardt et al. 1999). Naproti tomu nadmérna exprese f2-AR méla odliSny vliv na srde¢ni
funkce v zavislosti na mife exprese. Ukézalo se, Ze pfi niz§ich trovnich, nadmérna exprese 32-
AR (~15-ti ndsobné zvyseni) mize pozitivn€ ovliviiovat srde¢ni funkce. V selhavajicim srdci

napomaha regeneraci poSkozené kontraktilni funkce (Gong et al. 2017), vede ke zvySeni



angiogeneze aktivaci drahy vaskularniho-endotelialniho riistového faktoru pies protein kindzu
B a endotelidlni NO syntdzu (VEGF-PKB/Akt-eNOS), zlepSeni prutoku krve, coz mélo za
nasledek remodelaci levé komory a zastaveni progrese srdec¢nich dysfunkci (Rengo et al. 2012).
Pokud byla exprese P2-AR az nékolikasetndsobn¢ nasobné vyssi nez normdlni, vedla
k poskozeni srde¢ni funkce a naslednému srdecnimu selhéni, které se zhorSovalo s ptibyvajicim

vékem (Du et al. 2000).

Rada studii tak ukazala, Ze izoformy Bi-AR a B2-AR maji odlisny ucinek v selhavajicim srdci.
Za pro-apoptotickym tc¢inkem PBi-AR stoji aktivace CAMKII (z angl. Ca®"/Calmodulin-
dependent protein kinase II). Pii pietrvavajicim drazdéni Bi1-AR dochazi k prepnuti z B1 AR-Gas-
AC-cAMP-PK A kaskady na BiAR-Gas-Ca?*-CaMKII. Tato draha indukuje apoptézu nezavisle
na PKA a souvisi s Ca®" pietizenim, nebot’ inhibice CaMKII-3C a Ca*" kanalu L-typu potlagilo
proapoptoticky efekt (Zhu et al. 2003). Je zajimavé, Ze chronicka stimulace této drahy mize
aktivovat fetalni program a vede u transgennich mysi CaMKII-0R k hypertrofii doprovazenou
snizenim resorpce Ca>" do sarkoplazmatického retikula (Wang et al. 2004). Dlouhodobé udinky

vedou az k dilata¢ni kardiomyopatii a srdecnimu selhani (Zhang et al. 2002).

Naproti tomu oddélené stimulace B1-AR a P2-AR ukézaly, Ze ptetrvavajici stimulace 2-AR
zprostiedkovava anti-apoptoticky efekt skrz fosfoinositid-3-kindzu (PI3K) stimulaci f2AR-Gia-
Gipy-PI3K-PKB/Akt signélni kaskady. A navic, inhibice této drahy méla pro-apototicky efekt
(Zhu et al. 2001).

Jako ucinnd terapie pii infarktu myokardu se osvédcilo kombinované podavani $1-AR blokatora
a P2-AR agonistll. U léCenych zvifat kombinovana 1écba zvysila preziti o vice nez 30 % a
zabranila expanzi infarktu. Kombinace Bi-AR blokatord a (2-AR agonistli se ukdzala byt
ucinngj$i v 16¢be infarktu, nez podavani jednotlivych Bi-AR blokatort nebo a 2-AR agonistil

(Ahmet et al. 2008).

Posledni izoformou B-AR je B3-AR, kterd byla v minulosti zndmé pfedevsim jako mediator
lipolyzy a termogeneze v adipocytech. Nicménég s postupem casu a piibyvajicimi dikazy se
ukdzalo, Ze 1 B3-AR maji protektivni funkci v kardiovaskulédrnim systému. Jsou aktivovany pfi
nadmérné stimulaci sympatiku a plisobi negativné ionotropné, coz antagonizuje aktivitu fi1-AR

a B2-AR prostiednictvim oxidu dusnatého (NO) (Gauthier et al. 1998).



3 Protektivni drahy spojené s mitochondriemi

Kardiovaskularni choroby jsou ¢asto spojeny s patologickymi ndlezy na mitochondriich (Cheng
et al. 2017), a proto mitochondrie mohou byt tspésnym cilem kardioprotektivnich mechanismd.
Mitochondrie odpovidaji na patologické stavy srdce zvySenou produkci ROS, jenz zpusobuje
poskozeni a miize spustit apoptoézu bunky. Nicménég, existuji endogenni obranné mechanismy,
které mohou dopad téchto stavli zmirnit prostfednictvim cilovych proteint lokalizovanych na
mitochondrialni membran€. Jedna se pfevazné o signalni drahu protein kinazy C a PKB/Akt.
Dale aktivita mitochondridlni hexokinazy, odptfahujicich proteind, sirtuini a signalni
transduktor a aktivator transkripce 3 se podili na kardioprotekci. Tyto proteiny pfedevsim brani
nadmérnému vzniku ROS a snizuji pravdépodobnost otevirani mitochondrialniho ptechodné
propustného péru (z angl. mitochondrial permeability transient pore = mPTP). Je dilezité
zminit, Ze ne vzdy, vede produkce ROS k bunééné smrti. Pfiméfena hladina ROS je v bunice

tolerovana a castni se stimulace kardioprotektivnich signalnich drah (Garlid et al. 2013).

3.1 Mitochondrialni proteinkinaza Ce

Protein kindza Ce (PKCeg) je enzym patiici do rodiny PKC, ktera piedstavuje rodinu
serin/treoninovych kinaz, regulujicich neprfeberné mnozstvi rtiznych biologickych funkci, jako
apoptozu, diferenciaci, bunécny rast, a mnohé dalsi. Rodina PKC je rozdélena do 3 skupin:
klasické PKC (a, Bi, B2, v), nové (9, 1, 0, €) a atypické ((, 1); vSechny PKC maji spole¢nou
strukturu jediného polypeptidového fetézce, ktery zahrnuje 4 konzervované domény C1-C4,
odd¢leny variabilnimi Gseky. V lidském srdci je exprimovano 6 izoforem s rozli¢nou distribuci
mezi sinémi a komorami. Izoformy PKC a a B jsou exprimovany dominantné v myokardu
komor, zatimco PKC d a { v myokardu sini. Zbylé PKC € a A jsou distribuovany rovnomérné a

PKC 6, 1, vy a 1 nebyly detekovany viibec (Simonis et al. 2007).

Nové PKC (nPKC) se lisi polohou C2 domény, ktera je na rozdil od klasickych PKC, umisténa
pied C1 doménou, a navic C2 doména nPKC nevaze Ca>" a moduluje spise protein-proteinové
interakce, vaze fosfolipidové aktivatory, RACK (z angl. receptor for activated C-kinase)
proteiny a HSP90 (z angl. heat shock protein). C1 doména vaZze aktivatory jako DAG, mastné
kyseliny a forbol estery (Burns and Bell 1991). C3 doména katalyzuje hydrolyzu ATP a C4

doména obsahuje fosforyla¢ni misto (obr. 4) (Freisewinkel et al. 1991).
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Obr. 4 Znazornéni struktury a funkce PKCg
Schéma (I) predstavuje klasické PKC, schéma (II) predstavuje nové PKC a struktura (III)
predstavuje atypické PKC (ptevzato z Singh et al. 2017).

PKCe ma v srde¢nim svalu hlavni tii ulohy, a to regulaci kontrakce, hypertrofie srdecniho svalu
a modulaci metabolismus mitochondrii, ktera byla popsana jako kardioprotektivni (pro ptehled
Scruggs et al. 2016). Bylo zisténo, ze B-AR aktivuje PKCe a indukuje hypertrofii
kardiomyocytt. Isoproterenolem indukovana aktivace PKCe zvysila expresi ERK1/2 (Li et al.
2015). Pti pretrvavajici aktivaci ERK v transgennich mySich doslo k rozvoji srde¢ni hypertrofie
a experimentalni metodou PCR byla detekovana zvySena exprese hypertrofickych genu a
histologickd analyza srdecnich fezi ukéazala zvétSeni plochy kardiomyocyti (Mutlak et al.
2018). Kontraktilita srde¢niho svalu je regulovana fosforylaci serinu-43, serinu-45 a threoninu-
144 troponinu I na aktinovych filamentech (Burkart et al. 2003). V mitochondriich je PKCe
zapojena v ischemickém ,,preconditioningu‘ (Kawamura et al. 1998) a proteiny, jejichz aktivitu

moduluje jsou rozebrany v kapitolach nize.

3.1.1 Translokace proteinkindzy Ce do mitochondrii

Kardioprotektivni U¢inek PKCe spocivda ve fosforylaci proteinli lokalizovanych v
matrix mitochondrii, a tak musi dochézet k jeji translokaci ptes vnéjsi a vnitini mitochondridlni
membranu. Tento mechanismus translokace nebyl dlouho znam, jelikoz primarni sekvence
PKCe neobsahuje mitochondridlni lokalizaéni signal. Nicméné je pravdépodobné, ze
translokace je zprosttedkovana proteiny HSP90 a TOM komplexem (z angl. translocator of the
outer membrane). HSP90 je cytoprotektivni protein, zprostfedkujici import mnoha proteinti do
mitochondrii, stejné tak jako TOM komplex. Inhibice HSP90 sniZila translokaci PKCe do
mitochondrii pfi reperfizi a béhem ischemie dochazelo k ¢astéj$im interakcim mezi PKCe a

TOM20 (Budas et al. 2010). Translokace PKCe z mezimembranového prostoru do matrix
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mitochondrii nebyla dosud studovana, ale je pravdépodobné ze se tak déje pies proteinovy
komplex TIM, jelikoz pfi translokaci proteint interaguje s TOM komplexem (Chacinska et al.
2005). Vedle toho, aktivace adenosinovych receptorti podavanim adenosinu u H9¢2 bunéénych
linii indukovala specifickou translokaci PKCe z cytosolu do mitochondrii. Tento efekt byl

blokovan podanim cheleritrinu (Yang et al. 2012)

Samotné translokaci PKCe ptedchazi jeji aktivace, rozruseni intramolekuldrnich interakci a
ptechod do oteviené¢ho konformacniho stavu za ucasti RACK proteini. PKCe se nachazi ve
dvou konformacnich stavech, a to v uzavieném — inaktivnim, kde tvori intramolekularni
interakce mezi vazebnym mistem pro RACK protein a mistem nazyvanym pseudo RACK
(WRACK); a v otevieném — aktivnim stavu, s odkrytymi vazebnymi misty pro fosfolipidy a
RACK protein, ktery stabilizuje PKCe v otevieném stavu. Pokud doSlo k zaméné kyseliny
asparagoveé (Asp) za Asparagin (Asn) v yRACK, doslo k zesileni intramolekularnich interakci
a rychlost translokace se sniZila oproti nemutované form& PKCe. Naopak pii zaméné polarni
Asp na nepolarni Alanin (Ala), intramolekularni interakce mezi yRACK a RACK vazebnym
mistem byly rozruSeny, PKCe tak ptetrvala v otevieném stavu a rychlost translokace se zvysila
(Schechtman et al. 2004). Prvnim krokem translokace je tedy aktivace PKCe a zména
konformac¢niho stavu za ucasti RACK proteint a nasleduje jeji pfemisténi do mitochondrii

pomoci HSP90 a TOM.

3.1.2 Proteinkindza Ce a mitochondrialni Karp kanaly

PKCe je v srdci dillezita pro prezivani kardiomyocytt. Bylo zjisténo, ze ma dilezitou ulohu i v
ischemickém ,,preconditioningu‘ (IPC). IPC je kardioprotektivni mechanismus, pii kterém je
srdce vystaveno kratkym perioddm ischemie pied ischemicko/reperfuznim poSkozeni (Murry
et al. 1986). Ghosh et al. (2000) ptedlozil dikazy o tom, ze ,preconditioning® je
zprosttedkovan ATP-senzitivnim draslikovym kanalem (mitoKarp) ve vnitini mitochondrialni
membrané. O dva roky pozdéji bylo zjisténo, Ze k otevieni mitoKarp kanalt dochazi az po
translokaci PKCe do mitochondridlni matrix, a proto se ptredpokladalo, Ze otevieni mitoKarp
aktivuje PKCe (Ohnuma et al. 2002). Nicméné vysledky zjiné studie ukazaly opacné
souvislosti, tj. Ze otevieni mitoKatp zplisobuje aktivaci a translokaci PKCe do mitochondrii. Na
zakladé téchto vysledki, Li et al. (2014) pfedpokladal, Ze by v signalni kaskadé mohla byt
pfitomna smycka s pozitivni zpétnou vazbou a kardioprotektivni signal by tak byl
amplifikovan. Mechanismy aktivace a translokace mezi PKCe a mitoKarp byly tedy nejasné,

navic do kaskady vstoupil jesté dalsi hrac, a to ROS, které aktivuji PKCe.
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Po otevieni mitoKarp dojde ke vtoku K" iontd do matrix mitochondrii, coz vede ke zvyseni pH
a alkalizaci matrix (Costa et al. 2006). Alkalizace mitochondridlni matrix inhibuje aktivitu
komplexu I elektrontransportniho fetézce, to vede ke zvysené produkci ROS (Andrukhiv et al.
2006). ROS, ptredevsim produkty oxidace vysoce reaktivniho HO" s lipidy, aktivuje PKCel a
prodlouzi tak otevieni mitoKarp. Je tedy pravdépodobné, ze kardioprotektivni ucinek

,preconditioningu‘ spo¢iva v této pozitivné-zpetnovazebné smycce (obr.5) (Garlid et al. 2013).

TOZ“ Step 1
ROS
pH
Step 2 signal T
%
AS
.
~
" ~

Obr.5 Schéma ROS zavislé aktivace mitoK stp kanalu

Krok 1 zahrnuje otevi‘eni mitoK arp (zde Diazoxidem) a do matrix mitochondrii proudi K+
ionty, coz vede ke zvySené koncentraci K+ iontd v matrix (1K"). K" zplisobi kromé
zvétSeni objemu (1Vol) i alkalizaci prostfedi a zvySeni pH (TpH), které inhibici komplexu
I elektrotransportniho fetézce navozuje tvorbu superoxidu (1O:7). Krok 2 je sled
transformaci ROS, které vedou k aktivaci PKCel. PKCel v poslednim kroku fosforyluje
protein nebo samotny mitoKarp, ktery zstava v otevieném stavu (pievzato z Garlid et al.

2013).
K aktivaci PKCel v bunice dochazi pies protein kindzu G (PKGQG), ktera tak piendsi signal

z cytosolu do mitochondrii (Costa et al. 2005) a je stimulovana ptes 33- adrenergni receptory.

Otevieni mitoKatp PKG nebo diazoxidem je nezavislé na ROS (Costa and Garlid 2008).

3.1.3 Proteinkindza Ce a mitochondrialni por

Inhibice mPTP je dileZitym krokem v kardioprotekci nebot’ dlouhotrvajici otevieni mPTP je
signalem k apoptdze buiiky, dochdzi ke snizeni syntézy ATP, depolarizaci, iniku proteinti a
Ca?", k bobtnani mitochondrie, rozpfazeni oxidativni fosforylace a zvy$eni propustnosti vnéjsi
mitochondridlni membrany a k hromadéni pro-apoptotickych proteind, jako cytochromu c a

endonukledz, a hraje tak klicovou tlohu v patofyziologii srdce (Doran and Halestrap 2000).
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Prestoze je mPTP posledni léta pfedmétem intenzivniho vyzkumu, jeho struktura neni stale
jasné definovana. Diky studiim s transgennimi zvifaty se podafilo prokazat, ze komponenty
mPTP, které byly diive povazovany za esencidlni, tj. pfenaSeCovy protein (TSPO), adenosin
nukleotidovy pfenase¢ (ANT) a napétove fizeny iontovy kanal (VDAC), jsou postradatelné pro
fungovani poru (Baines et al. 2007; Kokoszka et al. 2004; Sileikyté et al. 2014).

Nicméné bylo prokazano, ze PKCe2 ptimo fosforyluje VDAC kandl a tim zabranuje otevieni
mPTP (Baines et al. 2003). Samotna aktivace PKCe2 je zavisla na vysSi hladiné ROS,
produkovaném po otevieni mitoKatp (3.1.2). Kinhibici otevieni mPTP tak dochazi
prostiednictvim ROS zavislé aktivace PKCe2 (Costa et al. 2006). Existuji tedy doklady o
vyskytu dvou riznych izoforem PKCeg; PKCel, kterd je aktivovana pomoci PKG a otevira

mitoKarp a PKCe2, ktera ptimo interaguje s mPTP porem (Costa et al. 2006).

3.1.4 Proteinkiniza Cg a pro-apoptoticky protein Bad

Bylo prokazano, Ze v srde¢nich mitochondriich PKCe interaguje s MAP kindzami (z angl.
mitogen activated protein kinases), a tato interakce reguluje aktivitu pro-apoptotického proteinu
Bad. Pti zvySeni exprese a aktivity mitochondridlni PKCe dochéazelo k CastéjSim interakcim
s mitochondridlni ERK a dal§$imi MAP kindzami. Pii zvySené aktivité obou kinaz byla
detekovana fosforylace proteinu Bad. Fosforylaci proteinu dojde k jeho inaktivaci a nemtize

dale interagovat s Bcl-X1 a zamezi tak bunécné smrti (Baines et al. 2002a).

Protein Bad je pro-apoptoticky protein z rodiny Bcl-2 proteina, kterou tvori jak pro-apoptotické
proteiny (Bax, Bak, Bad, atd..), tak i anti-apoptotické proteiny (Bcl-2, Bcl-Xi, atd..).
Defosforylované Bad proteiny tvoii heterodimery s proteiny Bel-Xi a Bcl-2, a tim se zrusi jejich
ochranny efekt pfed bunéénou smrti. Pokud jsou proteiny Bad fosforylovany, ztraci schopnost

vazat Bcl-Xp a Bel-2 a dojde tak ke spusténi apoptdzy.

3.1.5 Proteinkinaza Ce a aldehyddehydrogendza 2

Aldehyd dehydrogenaza 2 je mitochondridlni protein, ktery katalyzuje oxidaci aldehydl a
pfeménuje aldehydy na karboxylové kyseliny a mimo jiné se podili na oxidaci cytotoxického

4-hydroxy-nonenalu (4-HNE).

Pii expozici potkani 50mM davkdm ethanolu po dobu 10 minut a nasledné prodlouzené

ischemii, doSlo ke zvySené aktivit¢ ALDH2, ktera byla provazana translokaci PKCe do
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mitochondrii. Timto bylo prokdzano, ze ethanolem indukovana aktivita ALDH2 je zavisla na
aktivaci PKCe. Béhem ischemie dochazi v srdci vlivem oxidativniho stresu k hromadéni 4-
HNE. V pfipadé zvySeni aktivity ALDH2 dojde k oxidaci 4-HNE a k ochrané srdce pted

ischemicko/reperfiznim poskozeni (Chen et al. 2008).

3.2 Hexokinaza

Hexokinaza (HK) je enzym katalyzujici reakci v prvnim kroku glykolyzy. Jsou znamy 4
izoformy tohoto proteinu (HKI-HKIV). Kromé ulohy v metabolismu sacharidi ma také
dalezitou roli v ochrané buiky. Jeji aktivita byla prvné zkoumdna v bunkach hepatomu.
Ukézalo se, ze schopnost nadorovych bunék piezivat prinejmensSim CéasteCné souvisi se
zvySenou hladinou HK (Bustamante and Pedersen 1977) a jeji interakci s mitochondriemi,
konktrétné s VDAC, ktery se podili na formovani mPTP (Nakashima et al. 1986). Otevieni
mPTP ma také zdsadni podil na vzniku ischemického/reperfizniho poSkozeni srdce a také zde
se prokdzala protektivni uloha HK, konkrétné HKII, jenZ dokaZe pfedchéazet otevieni mPTP
(Pasdois et al. 2012). Nicméné na rozdil od rakovinotvornych bun¢k, kde se snazime inhibovat
mechanismy zvySujici pfezivani a tim zahubit nddorové buiiky, u kardiomyocytii naopak
usilujeme o posileni téchto mechanismd, a proto se 1 zde stala HK pfedmétem vyzkumu jako

terapeutického cile pro kardioprotekci.

»Preconditioning™ jako kardioprotektivni mechanismus, jsme si predstavili uz v kapitole o
PKCe a mitoKatp (3.1.2). Zajimavym zjisténim bylo, ze i HK je zapojena v tomto procesu
ochrany srdce. Ukazalo se, ze ,,preconditioning™ snizuje aktivitu cytosolické HK v buiice
béhem ischemie, zvySuje aktivitu mitochondrialni HK pfed 1 po ischemii a méa vliv na
redistribuci HKII v buiice (Glirel et al. 2009). Tento mechanismus je aktivovan i1 dalSimi
intervencemi jako je poddavani morfinu (Zuurbier et al. 2005), adaptace na hypoxii (Waskova-
Arnostova et al. 2015) nebo kratkodoba ischemie (Kolafr et al. 2017). Naproti tomu dlouhodoba

ischemie zvySuje odpojeni HK z vnéjs§i mitochondridlni membrany (Pasdois et al. 2011).

v

Kardioprotekce zprostiedkovand HK je spojena s jeji Castéjsi interakci s mitochondriemi, a
pokud je této interakci zabranéno dochéazi ke smrti buniky (Smeele et al. 2011). Jak uz bylo vyse
zminéno, HK se na vnéj$i mitochondridlni membrané vaze na VDAC a zabranuje vylevu
cytochromu ¢ a smrti buiiky, kdeZto pro-apoptoticky protein Bax zpiisobuje opacny efekt po
navazani na VDAC (Shimizu et al. 1999). Proto se pfedpokladalo, Ze tyto dva proteiny
kompetuji o vazebné misto na VDAC (Pastorino et al. 2002). Pozd¢;jsi studie vSak prokazaly,
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ze prestoze existuje urCity antagonismus mezi Bax a HK, v pfipad€ vynucené disociace HK
z mitochondrii dochazi k uniku cytochromu c¢ i v nepfitomnosti Bax/Bak (Majewski et al.
2004). Na zaklad¢ téchto poznatkli Halestrap et al. (2015) navrhli hypotézu o vlivu vazby HKII
na morfologii, kterd zahrnuje zmény v interakci mezi vnitini mitochondridlni membrano a
vnéjsi mitochondrialni membranou, moduluji permeabilitu vnéjs$i mitochondridlni membrany a

otevieni mPTP.

3.3 Signdlni transduktor a aktivator transkripce 3

Signalni transduktor a aktivator transkripce 3 (STAT3) je dilezity protein pro pienos
extracelularnich signalii z plazmatické membrany do jadra a mitochondrii. Je exprimovan
v raznych bunéénych populacich v srdci, kde mé vliv na formovani novych cévnich spojeni
(Osugi et al. 2002), diferenciaci kardiomyocytt (Snyder et al. 2010), kontroluje intersticialni
homeostazu a je neméné dilezity pii ochrané srdce (Hilfiker-Kleiner et al. 2004). Uz diive
nékolik studii ptedlozilo dikazy o tom, Ze ischemie zvySuje fosforylaci STAT Janus kindzami
(JAK) (Negoro et al. 2000; Xuan et al. 2001). Vyskyt aktivované STAT3, nebyl omezen na
oblast poskozenou infarktem, ale aktivita byla napadné zvySena ve zdravych oblastech, kde

dochazelo k remodelaci myokardu (Xuan et al. 2001).

Jako t¢inny mechanismus k ochrané srdce pted ischemicko/reperfuznim poSkozenim se mimo
»preconditioningu ukazal také byt ,,postconditioning®. Tento mechanismus piedstavuje
proces, pii némz je srdce po ischemické piihod€, vystaveno kratkym periodam ischemie
nasledované reperfuzi, tedy obnoveni pritoku je pferuSovano ischemickymi intervaly. V obou
zminénych kardioprotektivnich mechanismech se ukéazal byt zapojen 1 STAT3. U mysi, s
vyfazenym genem pro STAT3, byl ,,preconditioning® netcinny a neuchranil srdce pted
ischemickych poSkozenim (Smith et al. 2004). Ischemickym ,,postconditioningem* doslo ke
zmenS$eni rozsahu infarktu myokardu, jenZ byl doprovazen zvySenou aktivitou STAT3 (Heusch

et al. 2011).

To, jakym zplsobem zprostiedkovavd STAT3 kardioprotekci v mitochondriich je stale
pfedmétem vyzkumu. Nicméné existuji doklady o tom, Ze ubytek STAT3 koreluje se snizenim
aktivity komplext elektrontransportniho fetézce (Wegrzyn et al. 2009). STAT3 patrné reguluje
aktivitu komplexu I prostfednictvim piimé interakce, nebot’ se ukdzalo, Ze interaguje
s proteinem GRIM-19, jenz tvoii podjednotku komplexu I (Szczepanek et al. 2011). Tato
zjisténi se shodovala s vyzkumy na naddorovych buiikach, kde Zhang et al. (2013) predpoklada,
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ze mitochondridlni STAT3 vazbou na GRIM-19 podporuje optimalni aktivitu komplexu I a
snizuje produkci ROS. STAT3 také reguluje aktivitu samotného mPTP pies vazbu na
cyclophilin D (Meier et al. 2017).

3.4 Odptahujici proteiny

Odprahujici proteiny (UCP zangl. uncoupling protein) lezi ve vnitini mitochondrialni
membranég, kde funguji jako pfenaSece protoni po elektrochemickém gradientu z matrix do
mezimembranového prostoru mitochondrii, ¢imzZ disipuji protonovy gradient a rozpiahuji
oxidativni fosforylaci. RozptaZzeni oxidativni fosforylace pomoci UCP je ochranny
mechanismus, ktery predchdzi nadmérnému hromadéni elektronti v elektrontransportnim
fetézci a s nimi spojenou nadmérnou produkci ROS. Do UCP rodiny patii celkem 5 ¢lent
(UCP1, UCP2, UCP3, UCP4, UCPS)), jednotlivé izoformy sdileji podobnou sekvenci a lisi se
piedevsim distribuci v tkanich. UCP1 je nejstar§im znamym zastupcem této rodiny a nachazi
se predevsim v hnédé tukové tkani savci, kde energii z transportu protonti pifeménuje na teplo,
které je nezbytné pro udrzeni stalé teploty (Parker et al. 2009). Izoformy UCP2 a UCP3 jsou
exprimovany napfi¢ riznymi tkdnémi, jako slezina, slinivka, v kosternim svalu, plici (Alén et
al. 2009), ale zkoumany jsou predevsim pro jejich pusobeni v srdci. UCP4 a UCPS5 se nachézeji

piedevsim v mozku (Mao et al. 1999; Sanchis et al. 1998).

Je zndmo, Ze béhem srdecniho selhani dochazi ke zvysené produkci ROS a zdé se, ze UCP2 a
UCP3 mohou tuto produkci regulovat. Doslo-li k depleci mRNA téchto proteinti, burika
produkovala vétsi mnozstvi ROS. Zaroven ischemicky ,,preconditioning* zvysil expresi téchto
proteint a snizil produkci ROS (McLeod et al. 2005). Mailloux et al. navrhli, Ze pfi normalni
hladin€ ROS v mitochondriich jsou UCP2 a UCP3 udrZovany v neaktivnim stavu pomoci
glutathionylace. ZvySena produkce ROS, ke které¢ béhem ischemie dochédzi degluthationyluje
UCP a tim je aktivuje. Po aktivaci dojde k tniku protoni do mezimembranového prostoru a

navrati se rovnovaha pH, ¢imz se snizi produkce ROS v této negativné-zpétnovazebné smycce

(Mailloux et al. 2011).

Dal$im moZnym regulatorem UCP jsou mastné kyseliny, které se uvoliiuji do ob&hu pii -
adrenergni stimulaci (Hoeks et al. 2003). Béhem ischemického stresu je zvySena koncentrace
mastnych kyselin v krvi a bylo prokdzano, Ze mastné kyseliny zvySuji expresi genu UCP2 (Li
et al. 2002) a nedostatek mastnych kyselin v plasmé blokuje expresi UCP3 (Hoeks et al. 2003).

Soucasné béhem ischemie dochazi k peroxidaci fosfolipidi v membrané kyslikovymi radikaly
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a vytvaii se vysoce reaktivni latky, jako naptiklad 4-hydroxy-nonenal (4-HNE). Tyto latky
indukuji aktivaci UCP, dojde k rozptazeni protonového gradientu a tim i snizeni ROS (Echtay

et al. 2003).

3.5 Sirtuiny

Sirtuiny (SIRT) jsou vysoce konzervované proteiny, které jsou zapojeny v mnoha bunécénych
procesech, jako regulace transkripce, starnuti a apoptdza. Vyskytuji se téméet u vSech zivych
organismu a funguji jako NAD"-zavislé deacetylazy. U savci je kodovano celkem 7 izoforem,
znichz 3 (SIRT 3-5) jsou lokalizovany v mitochondriich. Je znamo, Ze jsou aktivovany béhem
kalorické restrikce a zprostfedkovavaji prospéSné ulinky pro organismus, vcéetné
kardioprotekce (Shinmura et al. 2011). Béhem dlouhotrvajici kalorické restrikce se snizuje
acetylace komplexi [ a III elektrontransportniho fetézce, a tato acetylace je spojena se zvySenou
aktivitou SIRT proteinii. Soucasné¢ se zmenSilo oxidativni poSkozeni myokardu sniZenim

produkce ROS (Shinmura et al. 2011).

Velké mnozstvi studii zkoumajici ucinky sirtuint v kardioprotekci se zamétuje predevsim na
izoformu SIRT3. Tato izoforma je exprimovana v tkanich s vysokym energetickym obratem,
jako jatra, ledviny a srdce, kde se zda, reguluje energeticky metabolismus a udrzuje homeostazu
prostiednictvim komplexu I elektrontransportniho fetézce v mitochondriich. Vyfazeni genu z
funkce pro SIRT3 v transgenni mysi, vedlo k acetylaci mitochondridlnich proteinii a bylo
doprovazeno snizenou produkci ATP (Ahn et al. 2008). Soucasn¢ tyto mySi vykazovaly
zhorSenou regeneraci srdecni funkce, zvySenou citlivost mPTP k otevieni vlivem vysoké
hladiny Ca®" iont@i a zvy$enou produkci ROS v reakci na ischemicko/reperfiizniho poskozeni
(Parodi-Rullan et al. 2017). Naopak mysi se zvySenou expresi SIRT3 si zachovaly normalni
srdecni funkce 1 pfi agonistou indukované hypertrofii prostfednictvim inhibice transkripcnich
regulatord, které tuto hypertrofii vyvolavaji. ZvySena exprese SIRT3 byla doprovazena
zvySenou expresi antioxidantii mangan superoxid dismutdzy a kataldzy, které katalyzuji
pfeménu superoxidového radikdlu na vodu a kyslik. SIRT3 vazi a deacetylaci aktivuji
transkripéni faktor Foxo3a, jenZ fidi transkripci genil t€chto antioxidantl v jadfe (Sundaresan
et al. 2009). Navic se ukazalo, ze SIRT3 reguluji také mitochondrialni transkripéni faktory (TF)
a tim 1 aktivitu elektrontransportni fetézce. Umlenim SIRT3 v butice se zvySila acetylace

mitochondrialnich TF a neschopnost vazat DNA (Bagul et al. 2018).
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Dulezitym aktivatorem SIRT proteint je také resveratrol. Podavani nizkych davek této latky,
se dosahovalo stejnych ucinkl jako pii kalorické restrikci. Dochazelo ke sniZeni acetylace
komplexi I a III elektrontransportniho fetézce, snizila se produkce ROS a zlepsila se
Zivotaschopnost bundk po hypoxii (Shinmura et al. 2011). Uéinek resveratrolu, aktivovat SIRT
proteiny, byl také prokazan v diabetickém srdci. Zde snizenou aktivitu SIRT3 proteinu
doprovazela nizkd aktivita mitochondridlnich transkripénich faktori, kterd byla v souladu se
snizenou aktivitou elektrontrasportniho fetézce (Bagul et al. 2018). Proto se zda byt resveratrol

vhodnou latkou pro 1é¢bu kardiovaskuldrnich onemocnéni.
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4 Spojeni adrenergni signalizace a mitochondrii

Adrenergni signalizace 1 mitochondrie jsou jako dva celky hojné studovany pro jejich
kardioprotektivni piisobeni v srdci, otdzkou tedy bylo, jak se vzajemné ovliviuji. Adrenergni
signalizace ovliviiuje pisobeni proteinii v mitochondriich nejen jejich inhibici ¢i aktivaci, ale
mize mit vliv také na genovou expresi, jako je tomu v piipad¢ odptahujicich proteinii (Gong et

al. 1997).

4.1 Adrenergni signalizace a proteinkinaza Ce

Jak uz je v kapitole o B-AR zminéno, B2-AR jsou schopny vazat jak stimulacni G protein, jenZ
reguluje kontraktilitu srde¢niho svalu, tak 1 inhibi¢ni G protein, chranici kardiomyocyty pted
apoptdzou. G;j predava anti-apoptoticky signal po Gp,-PI3K-PKB/Akt signalni draze a jestlize
je Giinhibovan, dochazi castéji k apoptdze kardiomyocytti (Zhu et al. 2001). PKB/Akt dale
aktivuje eNOS a spousti produkeci NO (Fulton et al. 1999). NO aktivuje guanylyl cyklazu, ktera
zah4ji preménu guanosintrifosfdtu (GTP) na cGMP. ZvySend hladina cGMP aktivuje PKG.
PKG nasledn¢ otevird mitoKarp kanal prostfednictvim PKCel. Po vtoku draselnych ionti a
alkalizaci matrix se zvysi produkce ROS, jenz aktivuje PKCe2 a inhibuje otevieni mPTP.
Nicméné i samotny NO je schopen aktivovat PKCel/2 nezavisle na PKG a tim oteviit mitoKatp
(Costa and Garlid 2008). Avsak nejen 2-AR, ale také B3-AR asociuje s inhibi¢nim G proteinem,
jenz je zapojen v NO-cGMP-PKG signalni draze (Angelone et al. 2008). Navic, nebovivolem
aktivované 3-AR zvysily aktivitu nejen eNOS, ale také expresi neuronalni NO syntazy (nNOS)
a snizily ischemicko/reperfizni poskozeni myokardu. V mysich s vyfazenymi geny pro 3-AR,
eNOS, nNOS, byla kardioprotekce zprostfedkovana nebovivolem neucinna (Aragon et al.

2011).

4.2 Adrenergni signalizace a hexokinaza II

Protektivni G€inky hexokinazy a f2-AR jsou univerzalni a bohuzel funguji také v nddorovych
bunkach, kde byla provazanost téchto proteinli prokédzana. Exprese HKII pozitivné koreluje
s expresi B2-AR v tkdni hepatocelularniho karcinomu a ptedpoklada se, Ze spoluprace téchto
proteinll zvySuje invazivitu nadoru (Zhang et al. 2016). V kardiomyocytech bylo studovano
pusobeni PKB/Akt a HKII. HKII obsahuje ve své primarni sekvenci PKB/Akt fosforyla¢ni
misto a pfi fosforylaci této sekvence, dochazelo Castéji k vazbé HKII k mitochondriim. HK se
na mitochondrie vdze prostfednictvim N-konce. Soucasné po fosforylaci HKII a vazbé na

mitochondrie byly kardiomyocyty lépe chranény proti oxidativnimu stresu (Roberts et al.
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2013). Z téchto vysledkii mtizeme predpokladat, ze spojeni B2-AR a HK se déje pies inhibi¢ni
G protein a PI3K-PKB/Akt signalni drahu.

4.3 Adrenergni signalizace a signalni transduktor a aktivator transkripce 3

Existuje také piimé propojeni mezi B-AR a STAT3. Po stimulaci B-AR agonistou
isoproterenolem, bylo v kardiomyocytech detekovan fosforylovany STAT3. Aktivaci STAT
zprostiedkovava nereceptorova tyrosin kindza zrodiny Src, jenz je aktivovana Gas B-AR.
Stimulaci B-AR v transgenni mysi s vyfazenym genem pro STAT3 se rozvinula mnohem
zavaznéjS$i hypertrofie srdce v porovnani s kontrolou. Soucasné aktivace STAT3 byla
doprovazena translokaci do jadra, kde STAT3 reguluje expresi gentt Adrbl (Pi1-AR), Prkaca
and Prkach (katalytické podjednotky a a p PKA), Cacnalc (podjednotka Ca** kanali L-typu)
a Serca2, coz jsou geny pro proteiny regulujici ionotropni a lusitropni odpovéd’ srdce (Zhang

et al. 2016).

Nejen B-AR, ale také a1-AR se ukédzala byt zapojena v STAT3 zprostiedkované kardioprotekei.
Konkrétné ai1a-AR reguluje aktivitu STAT3 fosforylaci serinu-727 ptes PKCe/ERK signalni
drahu a fosforylaci tyrosinu-705 pfes PKC6/SRC/JAK signalni drahu (Shi et al. 2012). Je
znamo, ze draha PKCe/ERK piisobi kardioprotektivné také v mitochondriich (Baines et al.
2002a) a STAT3 je lokalizovan pfedevsim v mitochondriich. Je tedy otazkou, zda k fosforylaci
STAT3 dochézi v cytosolu a nasledné je translokovan do mitochondrii, nebo k fosforylaci
dochazi az po translokaci do mitochondrii. Zarovenn jsou PKCd a PKCe znamé pro své
protichiidné role pii ochrané srdce. Inhibice PKCo a aktivace PKCe snizuje poskozeni pfi

simulované ischemii (Chen et al. 2001).

4.4 Adrenergni signalizace a odptahujici proteiny

Funkce a metabolické drahy spojené s odptahujicimi proteiny se prevazné studuji
v adipocytech, kde také bylo zjisténo, Ze B-AR kontroluji expresi gentt UCP. Exprese genu pro
UCP1 v hnédé tukové tkani je zavisla na aktivaci -AR. Po stimulaci B-AR dochézi ke zvySeni
hladiny cAMP, jenz aktivuje PKA. PKA prostiednictvim p38 MAPK spousti expresi genu pro
UCP v jadie (Cao et al. 2004). Také v bilé tukové tkani B-AR, konkrétné B3-AR, reguluje
expresi UCP. Pfi stimulaci B3-AR se v adipocytech bilé tukové tkané vyrazné zvysila hladina
mRNA UCP3 a nepatrné¢ také hladina mRNA UCP2 a UCP1 (Gong et al. 1997).
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Je znamo, Zze B-AR reguluje také metabolismus lipidi a hladinu mastnych kyselin v plazmé
prostiednictvim PKA. Aktivovand PKA fosforyluje hormon-sensitivni lipazu (HSL). HSL se
z cytosolu translokuje do tukové kapénky, kde spousti lipolyzu a dochazi ke zvyseni hladiny
mastnych kyselin (Schott et al. 2017). V bunécné linii H9¢2, odvozené od neonatalnich
kardiomyocytd potkana, bylo zjisténo, Ze mastné kyseliny kontroluji expresi UCP2. Po 48
hodinach kultivace bun¢k v pfitomnosti mastnych kyselin vzrostla hladina mRNA UCP2 pod
vlivem PPARa transkripéniho faktoru (van der Lee et al. 2000). Také exprese UCP3 je
regulovana mastnymi kyselinami. V myS§im modelu in vivo zvySena hladina volnych mastnych

kyselin zvysila expresi UCP3 prostiednictvim PPARa (Murray et al. 2005).

4.5 Adrenergni signalizace a sirtuiny

Do dneSniho dne existuje jen n€kolik malo studii, které by se zabyvaly vzajemnym pisobenim
adrenergni signalizace a SIRT. Stimulaci B2-AR agonistou clenbuterolem doslo k fosforylaci
SIRTI1 a ke zvySené oxidaci mastnych kyselin. Soucasn¢ aktivace PKA vedla k fosforylaci
SIRT1 na serinu-434 (Gerhart-Hines et al. 2011).

Nadmérnym drazdénim B-AR dochazi k rozvoji srdecni hypertrofie. Zaroven bylo zjiSténo, ze
nadmérna exprese SIRT3 dokdze zabranit rozvoji srde¢ni hypertrofii in vivo a také in vitro.
SIRT3 inhibuje aktivaci MAP-ERK a PI3K-PKB/Akt signalnich drah (Sundaresan et al. 2009),
jenz jsou ob& zapojeny v rozvoji srde¢ni hypertrofie. Timto mechanismem by mohly SIRT3

antagonizovat ucinky B-AR a ptedchazet tak rozvoji srde¢ni hypertrofie.
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5 Zavér

Adrenergni signalizace je zasadnim regulatorem bunéénych pochodi v organismu a stejné tak
dilezita je i v srdci, kde se podili na regulaci chronotropie, ionotropie a lusitropie, ale také na
signalizaci a spusténi protektivnich signalnich drah. Ne¢které tyto drahy vedou také do
mitochondrii. Mitochondrie jsou v srdci, jako vysoko energetickém organu, hojné zastoupeny
a je zde syntetizovano ATP v elektrontransportnim fetézci. Vedlejsim produktem pfi tvorbé
energie je také tvorba ROS. Urcitd hladina ROS je v bunce tolerovana a miize byt dokonce
prospésna a ucastnit se bunécné signalizace, jako je tomu naptiklad pfi inhibici otevieni mPTP
prostifednictvim PKCe2 nebo pfti aktivaci odprahujicich proteinti. Adrenergni signalizace
pusobi nejen na aktivaci ¢i inhibici jednotlivych efektort, ale mize také regulovat expresi gend,
a tim regulovat mnozstvi mitochondrialnich proteinti a vyslednou intenzitu signalu. Obzvlasté
vyznamné jsou v kardioprotekci B-AR, jenZ vazou stimulacni 1 inhibi¢ni G protein. B-AR
prostiednictvim inhibi¢niho G-proteinu reguluje aktivitu PKC Ce, HKII a oba tyto proteiny cili
v mitochondriich na mPTP, inhibuji jeho otevieni a zabrani bunééné smrti. Stimulacni G
protein tidi aktivitu STAT3, a tim produkci ROS v elektrontransportnim fetézci a také mPTP.
Aktivitu STAT3 reguluje také ai-AR prostiednictvim jiné signalni kaskady, PKCe/ERK.
Dal$im mediatorem kardioprotekce v mitochondriich jsou UCP, piedev§im UCP2 a UCP3. B-
AR f1idi expresi jejich genti dvéma zplisoby, bud’ pfimo prostfednictvim PKA, nebo
prostiednictvim mastnych kyselin, jenz vznikaji lipolyzou v adipocytech. V neposledni fad¢
pusobi v mitochondriich také SIRT3, reguluje aktivitu mitochondridlnich transkripcnich
faktorti a produkci ROS. Nicmén¢ vzajemnym piisobenim AR a sirtuinii se do dnesniho dne
nezabyvalo mnoho studii, a ty které jsou k dispozici naznacuji antagonistické vztahy mezi nimi.
Proto by bylo prospésné, v této oblasti provést dal§i vyzkum a stejné tak se vice zaméfit na

souvislosti v kardioprotektivnich mechanismech a nezamétovat se jen na diléi prvky.
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