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SEZNAM ZKRATEK

3S homogeniza¢ni pufr se sacharézou
3ST homogenizac¢ni pufr se sacharézou a Tritonem X-100
AAR ischemické oblast

AKAP vazebné proteiny pro proteinkinasy A
AMP adenosin-5"-monofosfat

ANT adeninnukleotidtranslokasa

aPKC atypické proteinkinasy C

APS persiran amonny

ATP adenosin-5"-trifosfat

ATPasa adenosin-5’-trifosfatasa
Bisakrylamid N,N’-methylenbisakrylamid

BPB bromfenolova modf

BSA albumin z hovéziho séra

BW hmotnost téla

C cytosol

C1-C4 konzervativni domény 1-4

CP pelet po cytosolu

cPKC konven¢ni proteinkinasy C

Cx 43 konexin 43

CytCox cytochrom ¢ oxidasa

CytCox IV podjednotka IV cytochrom c oxidasy
DAG diacylglycerol

DMSO dimethylsulfoxid

DTT dithiothreitol

D.V. denzitometricky objem
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ECL metoda zesilené chemiluminiscence

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

EGTA kyselina
ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N"-tetraoctova

FIO, inspira¢ni koncentrace kysliku

Glu kyselina glutamova

Gp G proteiny

H homogenat

HE extrakt homogenatu

HEP pelet po extrakci homogenatu

HRP kfenova peroxidasa

HSP70 protein tepelného Soku 70

HW hmotnost srdce

IHH intermitentni hypobaricka hypoxie

INH intermitentni normobaricka hypoxie

IPC ischemicky preconditioning

IR ischemicko-reperfizni

IS nekroticka oblast

Karp kandly draslikové kanaly zavislé na adenosin-5’-trifosfatu

KNH kontinudlni normobaricka hypoxie

LV leva komora

M blokovaci roztok suseného mléka

mitoKatp mitochondriélni draslikové kandly zavislé na adenosin-5"-trifosfatu

MPTP mitochondridlni permeabilni tranzitni pory

M.W. molekulova hmotnost

N normoxie

NC nitrocelul6zovy



NOS reaktivni formy dusiku

nPKC nové proteinkinasy C

p hladina vyznamnosti

P-PKCe fosforylovana proteinkinsa C € (serin 729)
PKA proteinkinasa A

PB1 domény Phox a Bem 1

PDK-1 fosfoinositid dependentni kinasa-1

PE extrakt partikularni frakce

PEP pelet po extrakci partikularni frakce
PI3K fosfatidylinositol 3-kinasa

PKB proteinkinasa B

PKC proteinkinasa C

PKD proteinkinasa D

PKG proteinkinasa G

PLC fosfolipasa C

PLD fosfolipasa D

PMA forbol-12-myristat-13-acetat

PMSF fenylmethylsulfonylfluorid

PS fosfatidylserin

R? hodnota spolehlivosti

RACK receptor pro aktivované proteinkinasy C
RACK 1 vazebny protein pro proteinkinasu C By

RACK 2 (B"-COP) vazebny protein pro proteinkinasu C ¢

ROS volné kyslikové radikaly
RV prava komora
S septum



sarkK atp
SDC
SDS

SDS-PAGE

S.EM.
Ser
STICK
TTBS
TCA
TEMED
Thr
TIF
TK
Tris
Tyr
V1-V5
v/v
VDAC
w/v
eVia

yeRACK

sarkolemalni draslikové kanaly zavislé na adenosin-5’-trifosfatu
deoxycholat sodny

dodecylsulfat sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného

sttedni chyba priméru

serin

substraty proteinkinas C

fyziologicky roztok pufrovany Tweenem 20
kyselina trichloroctova
N,N,N’,N"-tetramethylethylendiamin

threonin

8-bitovy format pro soubory bitmapovych obrazki
tyrosinkinasa
2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
tyrosin

variabilni domény 1-5

fedéni objem/objem

napétove zavisly iontovy kanal

fedéni hmotnost/objem

antagonista proteinkinasy C ¢

agonista proteinkinasy C ¢
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1. UVOD

Akutni okluze koronarni arterie je jednou z hlavnich pfi¢in morbidity a mortality
ve vyspélych zemich a podle Svétové zdravotnické organizace bude do roku 2020 hlavni
pfi¢inou Gmrti na celém svétd V. Neni tedy divu, Ze se zajem fady védct jiz dlouhou dobu
soustfed’'uje na to, jak infarktu ptedejit a jak zvysit odolnost myokardu vii¢i nedostatku
kysliku a zmenSit tak jeho negativni dopad. Jsou znamy dva hlavni zptisoby protekce
myokardu: tzv. preconditioning (popf. postconditioning) a dlouhodoba adaptace
na pusobeni riznych faktord, napt. nedostatku kysliku (chronické hypoxie). Nevyhodou
protekce vyvolané preconditioningem (popf. postconditioningem) je, Ze ma kratkodobé
ucinky. Ztohoto diivodu se zda byt vyhodnéjsi adaptace na chronickou hypoxii.
SkuteCnost, ze lidé Zijici ve vysokych nadmoiskych vyskach maji niZ$i vyskyt infarktu
myokardu, je znama jiZz od 50. let 20. stoleti. Stile vSak nebyl vysvétlen detailni
mechanismus tohoto kardioprotektivniho pisobeni. Kromé draslikovych kanalt zavislych
na adenosin-5 -trifosfatu, reaktivnich forem kysliku, NO, mitochondridlnich permeabilnich
tranzitnich port a erytropoetinu zde hraje stéZejni roli i proteinkinasa C (PKC).

Analyzou PKC po adaptaci na vysokou nadmoiskou vy$ku se naSe laboratof zabyva
jiz fadu let, a to na modelu hypobarické intermitentni hypoxie odpovidajici 7000 m
nad hladinou mofe (adaptace 8 hod/den). Nové¢ jsme zavedli i model kontinualni (adaptace
24 hod/den) a intermitentni (adaptace 23 hod/den) normobarické hypoxie 5500 m.

Mym tkolem bylo ovéfeni zmén v relativnim zastoupeni PKC 8, PKC ¢ a doplnéni
o analyzu fosforylované PKC ¢ vlevé komofe myokardu potkana na jiZ zavedeném
modelu intermitentni hypobarické hypoxie 7000 m a zaroveii analyza relativniho
zastoupeni PKC 6, PKC ¢ a fosforylované PKC € vlevé komofe myokardu potkana

na novém modelu kontinudlni a intermitentni normobarické hypoxie 5500 m.
Tato diplomova prace byla vypracovana na katedie biochemie Pfrodovédecké

fakulty Univerzity Karlovy ve spolupraci s Oddélenim vyvojové kardiologie
Fyziologického tistavu AV CR v Praze.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Protekce ischemického myokardu

Ischemii rozumime patologicky stav zptsobeny poklesem pritoku krve v tkani
nebo organu. Podstatou je nedostatek kysliku a Zivin spojeny s hromad€nim odpadnich
produkti @,

Myokard je typicky aerobni tkani, jejiZz metabolismus je na kysliku striktné
zavisly @. Je viak schopny tolerovat kratké vystaveni ischemii, a to diky aktivaci
endogennich adaptivnich mechanismi, jimiZz myokard chrani své energetické rezervy
a zabranuje tak poSkozeni. Tyto adaptivni mechanismy zahrnuji pfepnuti metabolismu
na anaerobni glykolyzu. Jestlize ale ischemie pfetrvava delsi dobu, dojde k vaznému
deficitu adenosin-5'-trifosfatu (ATP) . Tento deficit vede k ireverzibilnimu poskozeni,
které mtze skoncit azZ bunéénou smrti. Pro pfeziti bun€k je proto nezbytna reperfuze, ktera
viak paradoxné vede k jest& v&tsimu poskozeni myokardu “¥. B&hem reperfuze dochazi
k tvorbé¢ volnych kyslikovych radikala (ROS), zméné permeability mitochondridlni
membrany ak rychlému obnoveni hladiny ATP. Zaroveii je v myokardu zvySena
koncentrace Ca’" a dochazi k rychlym zmé&nam pH a osmotickych pomér (osmoticky
s0k) . Tyto jevy mohou zpiisobit rozvoj strukturalnich, funk&nich a metabolickych zmén,
které vedou k poklesu kontraktility myokardu, objevuji se arytmie a v kone¢ném dusledku
muize dojit aZ ke smrti myocytt a srde¢nimu selhani “.

Rozsah poskozeni myokardu je tedy zavisly nejen na dobé trvani ischemie, ale také
na prubéhu obnoveni koronarni cirkulace pfi  reperfuzi. Ob&  slozky

ischemicko-reperfuzniho (IR) poskozeni tak predstavuji dileZité terapeutické cile .

Nejefektivnéj$i zpusob protekce myokardu vyuzivajici endogenni protektivni
mechanismy reprezentuje:
e kratkodoba adaptace na sérii kratkych ischemickych epizod predchazejicich
(preconditioning) ¢i bezprosttedné nasledujicich potencidlné letdlni ischemii
(postconditioning)

e dlouhodoba adaptace myokardu napt. na chronickou hypoxii

12



2.1.1. Preconditioning a postconditioning

Jiz v roce 1986 Murry a spol. ¢ na psim modelu demonstrovali, Ze 4 cykly 5-ti
minutové ischemie oddélené reperfiizi vyrazné€ snizuji velikost infarktu vyvolaného
naslednou letalni ischemii. Tento fenomén byl nazvan ischemickym preconditioningem
(IPC) a stal se nejutinngjsi formou protekce infarktu myokardu in vivo (V. Ischemicky
preconditioning zmens$uje velikost infarktového loZiska, sniZuje vyskyt arytmii a zlepSuje
obnoveni kontraktility srdce ). Takto vyvolana protekce méa pouze prechodny charakter

a probiha ve dvou fazich:

1. ¢asna faze — trva od n€kolika minut do 2 az 3 hodin od spoustéciho ischemického
podnétu
2. pozdni faze — nastava zhruba 12 az 24 hodin po ischemickém podnétu a trva 72 az 96
hodin ®

PrestoZze je ischemicky preconditioning studovan jiz fadu let, stale nebyl zcela
objasnén jeho mechanismus. V protektivnich signalech patrné hraji klicovou roli receptory
na bunééné membrané, mitochondridlni draslikové kanaly zavislé na ATP (Karp kanaly),
ROS, PKC, mitochondridlni permeabilni tranzitni pory (MPTP) a cela fada dalSich
signalnich molekul. Ze studii zabyvajicich se PKC vyplyva, Ze hlavnim mediatorem
preconditioningu je patrn& isoforma PKC ¢ ¢,

Ischemicky preconditioning lze vyvolat také fadou farmak (farmakologicky
preconditioning) — adenosin, ethanol, bradykinin, opioidy, forbol-12-myristat-13-acetét
(PMA) a mnoha dal§imi latkami. Takto vyvolana protekce ma srovnatelné ucinky
s klasickym preconditioningem %'V

Pokud jde o vyuziti preconditioningu v klinické praxi, je omezeno nutnosti
zasdhnout v pfipad¢ infarktu myokardu jiz pted nastupem ischemie. LepS$i moZnosti
se proto zda byt nedavno objeveny postconditioning. V tomto piipadé jsou kratké epizody
ischemie a reperfuze aplikované az bezprostfedné po nastupu reperfuze a maji také

kardioprotektivni t&inky ©.
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2.1.2. Chronicka hypoxie

Chronickou hypoxii rozumime nedostateéné zasobeni télesnych tkani nebo celého
organismu Kkyslikem, v disledku kterého dochdzi k omezeni ¢innosti pfislu$né tkané.

V literatufe se Casto zaméiuji pojmy ischemie a hypoxie. Oba jevy jsou
charakterizovany sniZenou dodavkou kysliku do myokardu. Pfi hypoxii je vSak
zachovavan koronarni pritok, zasobeni myokardu substraty i odstrafiovani odpadnich
produktii (napf. laktat, H a K). Béhem ischemie je naopak pferusen piivod substrath
do postiZzené oblasti, nejsou odvadény odpadni produkty metabolismu a dochézi k poklesu
pH v cytoplasmé srde¢nich bun¢k. Ischemie postihuje pouze tu oblast, kde bylo zasobeni

krvi pferu$eno uzavienim arterie. Hypoxie postihuje vétSinou cely myokard 12)

Z casového hlediska délime hypoxii na:
e akutni — hypoxicky podnét plisobi minuty, hodiny, maximalné€ n€kolik dni (subakutni)
e chronickou — hypoxicky podnét plsobi tydny, mésice az roky
#
Podle nejcastéjsich piicin vzniku se rozliSuje hypoxie:
e anemicka — parcialni tlak kysliku je normalni, ale je sniZena transportni kapacita krve
pro kyslik; sniZeni je zpisobeno nedostateénym poétem krvinek nebo $patnou funkci
hemoglobinu |
e hypoxemicka (systémova) — parcialni tlak kysliku v arterialni krvi je sniZen (patfi sem
hypoxie vyvolana vysokou nadmofskou vyskou), prutok krve neni ovlivnén
o ischemicka (cirkula¢ni) — vznikd sniZenim nebo pferuSenim pritoku krve urcitou

oblasti tkan& (napf. pii okluzi cévy trombem) ¥

Vsechny vy$e uvedené druhy hypoxie maji své fyziologické a patologické
projevy — napf. hypertrofie pravé komory srde¢ni, plicni hypertenze, akutni infarkt
myokardu, chronick4 ischemické choroba srde¢ni, cyandza, spankova apnoe apod. 9

Existuji pouze dva piipady, kdy lze hypoxicky stav povaZovat za piirozeny
fyziologicky jev:

e fetidlni myokard adaptovany na hypoxii odpovidajici nadmoiské vysce 8000 m

e myokard obyvatel trvale Zijicich ve vysokych nadmotskych vyskach
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Termin ,,vysokd nadmofska vy¥ka“ neni pfesné definovan. Rada laboratofi
povazuje u ¢lovéka za minimalni vy$ku pro rozvoj hypoxickych zmén 3000 m. Studie

Kolafe a spol.

v8ak prokazala, Ze k typickym projeviim chronické hypoxie dochazi
u potkana jiZ v nadmoftské vySce 1350 m.

Adaptace na vysokou nadmoiskou vySku je charakterizovana fadou funk&nich
zmén, které slouzi kudrzeni homeostazy pfi minimalni spotfeb&é energie. Tato
pfizptisobeni maji jak pozitivni, tak negativni charakter. Adaptace zvySuje toleranci
myokardu vi¢i viem $kodlivym projevim akutniho nedostatku kysliku a ma celkové
antihypertenzni efekt (to neplati v piipad¢ intermitentni hypoxie). Na druhou stranu
ale muze vést adaptace na chronickou hypoxii k potencialné $kodlivym a¢inktim, jako jsou

hypertrofie pravé komory srdeéni ¢i plicni hypertenze 13

e Krevni zisobeni myokardu a koronarni priitok

Chronicka hypoxie vede ke zménam v krevni cirkulaci. P¥i kratkodobém pisobeni
vysoké nadmoiské vysky dochazi ke zvySeni srde¢ni frekvence, minutového vydeje
a ke zmé€nam v organové distribuci krve. Pfednostné jsou kyslikem zasobeny organy
dilezité pro pfeZiti organismu (srdce, mozek) 12)

Dlouhodobé ptisobeni vysoké nadmotské vysky vede ke zménam krevniho sloZeni
a cévniho zasobeni. ZvySuje se pocet erytrocytl (polycytémie, zvySeni hematokritu), a tedy
koncentrace hemoglobinu, coz vede k ristu transportni kapacity krve pro kyslik. (16.17)
Erytropoéza je dusledkem pisobeni hypoxie na ledviny, které produkuji erytropoetin
stimulyjici tvorbu a diferenciaci prekurzori ¢ervenych krvinek v kostni dfeni 13 Zaroveri

se viak zvyuje krevni viskozita, a tim i zat&Z srdce .

e Energeticky metabolismus

Adaptace na chronickou hypoxii je v myokardu spojena s fadou zmén bunééného
metabolismu. Tyto zmény pfipravuji tkan na nedostatek kysliku. Organismus musi
maximalné€ vyuZit dostupnou energii, vybira si tedy metabolické cesty a substraty s vyssi
energetickou efektivitou. Roste kapacita aerobniho metabolismu doprovazena zvySenym
po¢tem mitochondrii, zvySenou schopnosti mitochondrii produkovat energii, vy$§i
koncentraci nebo aktivitou mitochondrialnich enzymd a cytochromid a vy$§i u€innosti

(12)

oxidativni fosforylace Dochazi ke zvySenému vyuziti glukézy (vysSi aktivita
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hexokinasy) a k naristu kapacity pro syntézu a degradaci laktatu (vy$8i aktivita

laktatdehydrogenasy). Zaroven klesa schopnost myokardu oxidovat mastné kyseliny,

coz dokumentuje sniZen4 aktivita hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasy .

Vyskova hypoxie snizuje aktivitu n€kterych sarkolemalnich ATPas. Zaroveii vak

zvy$yje jejich afinitu k ATP. Umoziiuje tak lepsi vyuziti ATP a pomahé ochranit myokard

za podminek sniZené produkce energie ?°.

e Plicni adaptace
Adaptace na chronickou hypoxii zvySuje plicni objem, aktivni povrch plic a diftzni

kapacitu pro vyménu plynd. Za podminek sniZeného obsahu kysliku tak dochazi

ke zvyseni alveolarni koncentrace kysliku, a tim i ke zlepSeni syceni erytrocytii 2.

2.1.2.1. Negativni dusledky adaptace na chronickou hypoxii

Zatimco v systémové cirkulaci mé adaptace na chronickou hypoxii vazodilataéni

(13)

ucinky, v plicni cirkulaci méd u¢inky vazokonstrikéni Ptsobenim hypoxickych

podminek dochazi ke konstrikci plicnich arteriol a k nasledné piestavbé jejich stény.
Disledkem je plicni hypertenze, ktera ovliviiuje pravou srde¢ni komoru — dochézi k jejimu
pietizeni a vzniku hypertrofie *". V po&atku svého vzniku sice hypertrofie umoziiuje

do¢asnou kompenzaci zvySené zaté¢Zze, v koneéném disledku vSak mize zpusobit

az srdeéni selhani 2.

Chronick4 hypoxie vyssiho stupné (7000 m) vede také k morfologickym zménam

myokardu vé&etnd vzniku drobnych nekrotickych loZisek pfevazné v pravé komofe @2,

Dochézi ikezménam proteinového sloZzeni myokardu, méni se napf. zastoupeni

jednotlivych forem kolagenu adochazi k fibréze *¥

(25)

. Chronickd hypoxie vede také

ke zpomaleni télesného ristu

2.1.2.2. Kardioprotektivni u¢inky chronické hypoxie
Bylo prokazano, Ze dlouhodoba adaptace na vysokou nadmotskou vySku ma

kardioprotektivni u€inky. Myokard je odolngj$i vi¢i vSem projevim akutniho

(25,26)

ischemického poskozeni, coZ se projevuje zmenSenim velikosti infarktu , poklesem

po¢tu ischemickych arytmii ataké zlepSenim obnovy kontraktilify myokardu

(25,27,28,29)

béhem reperfuze . Na rozdil od preconditioningu maji tyto kardioprotektivni
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uéinky dlouhodoby charakter. Pisobi tydny, nékdy az mésice od hypoxické expozice a €ini
tak chronickou hypoxii zajimavou z hlediska terapeutického vyuziti ©?.

PfestoZe jsou poznatky o ochran¢ myokardu vyvolané dlouhodobym pobytem
ve vysoké nadmotské vySce znamé jiz od 50. let minulého stoleti, mechanismus tohoto

jevu nebyl dosud zcela vysvétlen

. Pfi¢inou mize byt i mnoZstvi pouZivanych
experimentalnich modelt a protokolti. Rada studii vSak naznatuje moZnost zapojeni
proteinkinas (PKC @V, fosfatidylinositol 3-kinasy/proteinkinasy B ©® (PI3K/PKB)),
Karp kanalti, ROS, NO, opioidi, MPTP a erytropoetinu(l’3 b (obr. &. 1). VétSina téchto
latek je soucasné zahrnuta v mechanismu preconditioningu M 7da se tedy,
Ze preconditioning a chronickd hypoxie sdileji nékteré spoleéné signdlni drahy

nebo alespoii jejich komponenty (1.33)

Obrazek €. 1 Signalni drahy kardioprotekce

bradykinin opioidy adenosin

extracelularni prostor

ATP
Kare l !
Kate

matrix

V

MPTP

mitochondrie

A1 — adenosin Al receptory, AMP — adenosin-5"-monofosfat, ATP — adenosin-5"-trifosfat,
B2 — bradykinin B2 receptory, 6 — opioidni receptory, Gp — G proteiny, Karp — draslikové
kandly zavislé na adenosin-5'-trifosfatu, MPTP — mitochondrialni permeabilni tranzitni
pory, PI3K — fosfatidylinositol 3-kinasa, PKC — proteinkinasa C, PLC — fosfolipasa C,
PLD - fosfolipasa D, ROS — reaktivni formy kysliku, TK — tyrosinkinasa.

Pfevzato a upraveno podle ©2.
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o Kairp kanaly

Rada studii naznaluje, Ze Karp kanaly hraji v kardioprotektivnim mechanismu
preconditioningu " a chronické hypoxie zasadni roli 39 Kardiomyocyty obsahuji 2 typy
Katp kandlii — sarkolemalni a mitochondridlni. Doposud vsak nebylo zcela jednoznaéné
objasnéno, ktery typ je pro mechanismus protekce kli¢ovy. Svou roli by zde mohly hrat
i mezidruhové rozdily ".

Sarkolemalni Katp (sarkKatp) kanaly jsou za normalnich metabolickych podminek
uzaviené. Nékteré studie naznacuji, Ze béhem ischemie/hypoxie dochézi k jejich otevirani,
coz vede k toku K" do bunék, ke zkraceni faze III srdedniho akéniho potencidlu, a tudiz
k zachovani ATP (diky sniZenym kontrakcim) a redukci vstupu Ca?* do bungk . Jini
autofi se naopak domnivaji, Ze kardioprotekce vyvolana IPC nebo chronickou hypoxii neni
na otevirani sarkK otp kanalu zavisla (4.34)

Mitochondrialni Karp (mitoKatp) kanaly jsou patrné€ podstatnou sloZkou signélnich
drah IPC “® a chronické hypoxie ©*%. Mechanismus jejich zapojeni spo&iva
pravdépodobné v regulaci transportu mitochondridlniho Ca®*, regulaci objemu
mitochondridlni matrix anebo v regulaci produkce mitochondridlnich ROS respiraénim
fetézcem. Ukazalo se, Ze selektivni aktivatory mitoKarp kandlli (napt. diazoxid)
napodobuji protektivni efekt preconditioningu ) a chronické hypoxie !~*. Blokatory

mitoK atp kanalll (napf. 5-hydroxydekanoat) tento efekt naopak rusi (1.434)

e MPTP

MPTP je velky nespecificky por ve wvnitini mitochondridlni membrané @,
Molekularni podstata MPTP stale neni zcela popsana, ale predpoklddéa se, Ze se jednd
o proteinovy komplex sloZzeny z adeninnukleotidtranslokasy (ANT), cyklophilinu D
a napétoveé zavislého iontového kanalu (VDAC - ,voltage-dependent ion channel*).
Za normalnich fyziologickych podminek je MPTP uzavieny, a vnitini mitochondrialni
membrana je tedy pro metabolity a ionty téméf nepropustnd. MPTP zistava zavieny
i bhem ischemie ©*. Na poéatku reperfiize vsak pfevladnou faktory podporujici jeho
otevieni “* (vysoka koncentrace mitochondridlniho Ca®*, vysoka koncentrace Pi,
vy&erpani ATP a zejména prudce zvy$ena hladina ROS) @, Otevieni MPTP umozni
vodé a ve vodé rozpustnym latkam vstup do mitochondrii, coZ vede k bobtnani

mitochondrialni matrix, kolapsu potencialu vnitini mitochondridlni membréany, odpojeni
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dychaciho fetézce — oxidativni fosforylace (4’34), toku Ca*" z mitochondrii a uvolnéni
malych proteint jako napk. cytochromu ¢ do cytosolu ®**%,

Na celé fad€¢ experimentalnich modeld, jako je perfundované srdce, izolované
myocyty, izolované hepatocyty, ale i lidsky srdeéni sval, bylo prokdzano, Ze inhibice
otevirani MPTP b&hem reperfiize méa protektivni u¢inky ®%. Ukazalo se, Ze inhibitory
otevirani MPTP (napf. cyklosporin A a sanglifehrin A) chrani srdce proti IR

poskozeni ©3%.

2.1.2.3. Reverzibilita zmén vyvolanych adaptaci na chronickou hypoxii

Protektivni plisobeni adaptace na vysokou nadmoiskou vy$sku méd ve srovnéani
s preconditioningem dlouhodobé &inky ©?.

Naopak negativni zmény vyvolané adaptaci na vyskovou hypoxii (pokles télesné
hmotnosti, plicni hypertenze, hypertrofie pravé komory, metabolické zmény) se za ur¢itou

dobu vraceji k normalnim hodnotam (#1939,

2.1.2.4. Experimentilni modely chronické hypoxie

Mechanismus kardioprotektivniho pisobeni chronické hypoxie stile nebyl zcela
objasnén a studie zabyvajici se u€inky chronické hypoxie poskytuji pon¢kud kontroverzni
vysledky. Jednou z pti€in muze byt zna¢na heterogenita pouzivanych experimentélnich
modeld. Modely chronické hypoxie se li§i stupném, typem (normobaricka x hypobaricka),
a charakterem (kontinudlni x intermitentni) hypoxie i detailnim adaptaénim protokolem
(postupna adaptace, délka a frekvence reoxygenacnich period v piipad¢ intermitentni
hypoxie, celkova doba adaptace atd.).

Hypobaricka (vySkovd) hypoxie se pfirozené¢ vyskytuje ve vysokohorském
prostiedi. Vyzkumné laboratofe zabyvajici se jejim plsobenim na organismus byly
vybudovany na riznych kontinentech az do vySek téméf 6000 m nad hladinou mofe.
Z praktickych duvodi se vSak cast€ji vyuzivda hypobarické hypoxie simulované
v podtlakovych komoréach, kde je sniZeni parcidlniho tlaku kysliku dosazeno sniZenim
barometrického tlaku vzduchu pomoci vyvévy pii zajisténi dostate¢né cirkulace, vlhkosti
atd. Stupen hypoxie ve véts$iné publikovanych praci odpovida vysce mezi 5000 m (28.37.38)
a 7000 m ®?%%) Typickou hypoxickou odpovéd viak miiZe vyvolat i mnohem niZi
stupeni hypoxie: bylo napf. zjisténo, Ze jiz 1350 m vede u potkand k mirné polycytémii,
15)

plicni hypertenzi a hypertrofii pravé komory srde¢ni
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U modeld normobarické hypoxie je sniZzen pouze parcidlni tlak kysliku, pfic¢emz
barometricky tlak zistava konstantni (odpovidajici okolnimu prostfedi). Obvykle je toho
dosazeno pouzitim tlakovych nadob spoZadovanou smeési kysliku a dusiku
nebo specidlnimi generatory, které c¢éastené odnimaji kyslik ze vzduchu v hypoxické

komote. Obsah kysliku je obvykle sniZen na hodnotu kolem 10 %, kter4d odpovida stupni

hypoxie ve vysce 5500 m (29:40-4142:4344.45)
Zvifata mohou byt hypoxii vystavena kontinualné, tj. bez jakychkoliv
normoxickych epizod “**'*Y nebo intermitentné, tj. sopakovanymi epizodami

reoxygenace. K adaptaci na kontinudlni hypoxii se obvykle pouzivaji normobarické
komory; u hypobarickych komor je ztechnickych divodd obtizné zabranit opakované
reoxygenaci pii denni pé¢i o zvifata. Pfi adaptaci na intermitentni hypoxii jsou zvifata
vystavovana hypoxii pouze po urfitou denni dobu, jejiz délka se v riznych studiich

pohybuje Od 4 hOd (46) d (28,37,38,40)’ 8 hOd (25,26,39,45,47) d (41,42,48).

, pfes 6 ho az po 23 ho
Po zbyvajici denni dobu jsou zvifata drZzena v normoxickych podminkach (periodicka
reoxygenace). V modelech spankové apnoe se epizody hypoxie a normoxie stfidaji
s mnohem vys$i frekvenci (v fadu desitek vtefin), avSak tyto podminky nevyvolavaji
charakteristické projevy chronické hypoxie.

Celkova doba potfebna k adaptaci zavisi na modelu hypoxie a adaptaénim
protokolu. V ptipad€ normobarické kontinudlni hypoxie obvykle posta¢i 3 tydny, zatimco

hypobaricka intermitentni hypoxie vyZaduje kolem 5 tydni #>262837),

2.2. PKC

Proteinkinasa C je soucésti superrodiny kinas AGC. Tato superrodina dale obsahuje
proteinkinasu A (PKA) a proteinkinasu G (PKG) *?.

PKC byla objevena Nishizukou a spol. ®

vroce 1977. Jedna se o multigenovou
rodinu pfibuznych serin/threoninovych kinas, které tvoii kfizovatku mnoha signdlnich
drah “?. Jednotlivé isoformy PKC se lidi nejen svou strukturou (obr. & 2), tkaiiovou
distribuci, subcelularni lokalizaci a zpisobem aktivace, ale i substratovou specificitou D,
Diky tomu mohou byt isoformy PKC zahrnuty viadé odlisnych bunéénych dé&ja
jako je diferenciace a proliferace, apoptdza, genovd exprese, kontrakce svalstva,

energeticky metabolismus a endocytéza. PKC hraje roli v paméti a uceni, alkoholové
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zavislosti, adaptaci na bolest, tvorbé metastdz, naddorovém bujeni, hypo- a hypertermii,

hladovéni *?, hypoxii, ischemii " a preconditioningu ®.

2.2.1. Struktura PKC

V8echny isoformy PKC sdileji uréité zdkladni strukturni znaky: jsou tvofeny
jedinym polypeptidovym fetézcem sloZenym z N-koncové regulaéni oblasti (2040 kDa)
a C-koncové katalytické oblasti (~ 45 kDa) (49.53)

Molekula PKC se sklada az ze 4 konzervativnich domén (C1-C4), mezi kterymi
jsou oblasti s mensi homologii — variabilni domény (V1-V5). Regula¢ni a katalytickou
¢ast enzymu oddé€luje variabilni doména 3 (V3), kterd se po navazani enzymu
namembranu stavd proteolyticky nestabilni “***¥. Jako odpovéd na fadu
proapoptotickych podnétd mtze u nékterych isoforem PKC dojit ke $t€peni tohoto useku
kaspasami “9 " Znamena to, 7e se uvolni fragment katalytické a fragment regulaéni
domény. St&peni pomoci kaspas tak miZe u ur&itych isoforem PKC slouZit jako jeden

z mechanismi aktivace, protoZe volna katalyticka doména jiZ nepodléha autoinhibici 4>,

Obrazek ¢. 2 Struktura PKC

oblast V3

regulacni oblast «— katalyticka oblast

7 3

v
A
v

cPKC

nPKC

aPKC

aPKC - atypické proteinkinasy C, C1-C4 — konzervativni domény, cPKC — konven¢ni
proteinkinasy C, nPKC - nové proteinkinasy C, PB1 — domény Phox a Beml,
PS — fosfatidylserin, $edou barvou jsou oznaéeny variabilni domény.

Pfevzato a upraveno podle “°.
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Rodinu PKC délime na zdkladé rozdilné struktury N-koncové regulaéni oblasti

do tfi skupin 4932,

1. konven¢ni PKC (¢PKC)
e isoformy: a, i, i, ¥
e aktivatory: diacylglycerol (DAG), fosfatidylserin (PS), Ca®*
o struktura: regulatni oblast je tvofena doménou Cl a C2 “*?. Doména Cl
obsahuje autoinhibi¢ni pseudosubstratovou sekvenci a dale motiv bohaty
na cystein. Pseudosubstratova oblast pfi absenci aktivatord interaguje s vazebnym
mistem pro substrat v Kkatalytické oblasti enzymu, a udrZzuje tak enzym
v neaktivnim stavu. Motiv bohaty na cystein je v fad¢ isoenzymi duplikovany
(C1A a C1B). Obsahuje 6 cysteinti a 2 histidiny, které koordinuji 2 ionty Zn** “*,
a vytvafeji tak zinkové prsty ©?. Vrchni ast domény C1 tvoki vysoce hydrofobni
povrch. Pozitivné nabité prvky interagujici s anionickymi fosfolipidy se nachéazeji
zhruba uprostted domény C1. Tato interakce umoziluje penetraci domény Cl1
membranovou dvojvrstvou a vazbu DAG, ktery je lokalizovany hluboko
v membranové struktufe. Dochazi k vazbé lipidovych kofaktori (DAG, PMA)
do tizké polarni kapsy v jinak vysoce hydrofobnim povrchu domény C1 “9.
Domény C1A a C1B se u jednotlivych isoenzymi li$i svou afinitou k DAG
a forbolovym esterim. U PKC o ma vysokou afinitu k DAG doména ClA,
k forbolovym esteriim naopak doména C1B. Aktivace PKC By pomoci DAG je
zavisla na doméné C1A. U PKC y vaZzou DAG i forbolové estery s vysokou afinitou
obé¢ domény Cl. Doména C1 také zprostfedkovava protein-protein interakce
(napf. interakce PKC v s 14-3-3 proteiny) ).
Doména C2 obsahuje misto rozeznavajici kyselé lipidy, misto pro vazbu
Ca®" a vazebné Gseky, které zprostiedkovavaji protein-protein interakce isoforem
PKC svazebnymi partnery (napf. interakce PKC By se svym specifickym
vazebnym proteinem RACK 1) “**?,
Katalytickd oblast enzymu je tvofena doménou C3 a C4. Doména C3
obsahuje vazebné misto pro ATP, doména C4 obsahuje vazebné misto
pro substrat ®Y. Pro funkci a lokalizaci na specifické cile je podstatna také

variabilni doména 5 (VS5). V5 obsahuje , turn“ motiv a hydrofébni motiv.

22



Hydrofobni motiv ma zejména 3 funkce: ukotvit fosfoinositid dependentni kinasu-1
(PDK-1) apodpofit tak fosforylaci aktivaéni smycky, tvofit katalytickou kapsu

a Gcastnit se interakci s doménou C2 9.

2. nové PKC (nPKC)
e isoformy: d, €, 1, 0
e aktivatory: DAG, PS
e struktura: oproti konven¢nim PKC maji v primarni struktufe domény C1 a C2
v opaéném pofadi ®?. Domény C1A a C1B se vyznaduji rozdilnou afinitou k DAG
a forbolovym esterim. Doména C1A PKC 8 ma vysokou afinitu k DAG, zatimco
doména C1B ma vysokou afinitu k forbolovym esterim. U PKC ¢ interaguje DAG
s vysokou afinitou s doménou C1A, zatimco u PKC 0 reaguje DAG s doménou
C1B. Doména C2 novych PKC neni aktivovéana Ca®* 2
Domeéna C2 PKC ¢ obsahuje vazebné misto pro RACK 2 ( = B’-COP) — specificky

a u PKC 6 nevaze lipidy.

vazebny protein PKC e¢. Isoformy PKC &, &, a 6 podléhaji $tépeni kaspasami
voblasti V3. U isoformy PKC 8 vSak existuji formy vzniklé alternativnim

sestithem, které jsou proti tomuto $tépeni odolné ),

3. atypické PKC (aPKC)
e isoformy: {, VA
e aktivatory: PS
o struktura: oproti konvenénim PKC neobsahuji doménu C2 citlivou na Ca**,
ani typickou doménu C1 “*?_ Jejich atypickd doména C1 mé pouze jeden motiv
bohaty na cystein, ktery vaze fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat nebo ceramid,
ale nevaze DAG. Déle maji atypické PKC doménu PB1, ktera je tvofena doménami
Phox a Bem 1 a zprostfedkovava protein-protein interakce. Isoforma PKC ( je
v oblasti V3 §té€pena kaspasami. Na rozdil od cPKC a nPKC obsahuji aPKC misto

hydrofébniho motivu na V5 kyselinu glutamovou (Glu) “%).
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Posledni zndmou isoformou je PKC p. Tato isoforma se poné€kud lisi od zbylych
¢lent rodiny PKC. Neobsahuje totiZ pseudosubstratovou oblast, ale ma plekstrinovou
doménu ©®. Zatazeni PKC p neni jednotné. PKC p je nékdy chapana jako souéast novych
PKC ®*, jindy patii do rodiny PKC, ale nezafazuje se do Z4dné skupiny. PKC p byva

nékdy oznalovana jako proteinkinasa D (PKD) ©9.

2.2.2. Vyskyt isoforem PKC

Isoformy PKC se nachdzeji v celé fadé tkani a bunék (tab. &. 1), vyskyt je druhové

, v o+ 1. (54
a organové zavisly ¥,
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2.2.3. Regulace aktivity PKC

PKC jsou regulovany zejména dvéma mechanismy:
o fosforylaci, ktera reguluje aktivni misto a subcelularni lokalizaci enzymu
e pomoci druhych poshi (ligandi nebo substrati, které napomahaji asociaci PKC

s membranami a vedou k uvolnéni pseudosubstratu) >

e Regulace fosforylaci/defosforylaci

PKC je syntetizovana ve form& neaktivniho defosforylovaného prekurzoru ©,
Pro maturaci PKC je nezbytna trojnasobna fosforylace. Nejprve dochazi k transfosforylaci
na aktivaéni smy&ce pomoci fosfoinositid dependentni kinasy-1 (PDK-1) ©?. PKC
se tak stane katalyticky aktivni. Nasledné¢ dochazi k dvoji autofosforylaci na C-konci
enzymu (nejprve na ,furn‘ motivu, pot¢ na hydrofébnim motivu), ktera stabilizuje
katalyticky aktivni strukturu enzymu ©>°®_ Pfesné pozice fosforylaci se li$i u jednotlivych
isoforem a jsou vysoce konzervované. PKC & je standardné fosforylovana na Thr 505,
Ser 643 a Ser 662 ¥, PKC & na Thr 566, Ser 729 a Thr 710 .

Fosforylace PKC 6 se od ostatnich isoforem pon€kud odliduje. Tento isoenzym
miize byt katalyticky aktivni i bez fosforylace na Thr 505. Ulohu fosforylace v aktiva¢ni
smycce prebira Glu na pozici 500. Pro regulaci PKC & jsou také velmi podstatné
fosforylace na tyrosinech. Na rozdil od ostatnich isoenzymi nejsou tyto pozice striktné
konzervované. NejcastéjSi mista tyrosinové fosforylace jsou na Tyr 512 a Tyr 523
v katalytické doméné, na Tyr 52, Tyr 155 a Tyr 187 vregula¢ni doméné€ a na Tyr 311
a Tyr 332 v oblasti V3 ©¥,

Trojnasobné fosforylovana PKC je nasledné uvolnéna do cytosolu. Misto pro vazbu
substratu je obsazeno pseudosubstratem a PKC je neaktivni. Pfitomnost DAG vSak
zpisobuje dramaticky nérdst afinity PKC k membranam. Dochazi k translokaci PKC
na membrany, a to pomoci vazby DAG na doménu C1 a vazby PS na doménu C2 ©3),

SniZeni mnoZstvi PKC je vét§inou spojeno s defosforylaci aktivované PKC. Poté
nasleduje ubiquitinylace a proteolyza. Pred degradaci je PKC chranéna pomoci

molekularniho chaperonu HSP70 7.
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e Regulace lipidy

Kyselé lipidy (zejména PS) jsou u¢innymi kofaktory aktivujicimi PKC. Vazba
DAG nebo forbolovych estert v pfitomnosti fosfolipidového kofaktoru vede
ke konforma¢ni zméné PKC. DAG zpisobuje dramaticky nartst afinity cPKC a nPKC
k PS. Dochazi k odstranéni pseudosubstratu z vazebného mista pro substrat a k aktivaci
enzymu °®. Aktivace PKC pomoci DAG, ale i pomoci PS je zavisla na délce jejich
nenasycenych mastnych kyselin ©*.
PKC je aktivovana také cis nenasycenymi mastnymi kyselinami (kyselinou

. . . . 4
arachidonovou, linolovou a kyselinou olejovou) (54.56),

e Regulace Ca**

Alosterické interakce mezi Ca®" a fosfolipidy aktivuji ¢cPKC. Ca®" zvyuje afinitu
cPKC ke kyselym fosfolipidim . Regulace asociace PKC s membranami nebo aktivace
pomoci Ca’* je zavislda na koncentraci Ca’’. Vazba namembranu vyZaduje mensi
koncentrace Ca®". Dochazi ke slabé membranové interakci spojené s konforma&nimi
zménami, které viak nejsou dostatujici k aktivaci enzymu. Vy3§i koncentrace Ca’* vedou
ke konformaénim zméndm PKC, pseudosubstrdit se uvolfiuje zvazebného mista

v katalytické oblasti a PKC je aktivovana ©°.

e Regulace lokalizaci

Krome lipidu interaguje PKC také s proteiny, a to pomoci protein-protein interakci.
Tyto interakce hraji podstatnou roli v lokalizaci isoenzymd, a tim i v jejich funkcich. PKC
ve své aktivni konformaci vaZe receptory pro aktivované PKC (RACK) ©" nebo substraty,
které interaguji s PKC (STICK), zatimco inaktivni PKC interaguje s vazebnymi proteiny
pro PKA (AKAP) a 14-3-3 proteiny. Podstatnou protein-protein interakci je
pravd&podobné také interakce mezi PKC a anexiny ©®. Ukézalo se, Ze pro translokaci
PKC § na membrany je nutna vazba PKC & na anexin V ©2.
Vazebné proteiny pro PKC mohou ale nemusi, byt substraty PKC. Vazba PKC

na vazebné proteiny ma mnohé funkce — napf. aktivace ¢i inhibice PKC, lokalizace

a pfemistovani neaktivni nebo aktivni PKC do specifickych intracelularnich mist 9.
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e Regulace ROS a reaktivnimi formami dusiku (NOS)

Chronicka hypoxie je viad¢ tkani a organii spojend se zvySenym oxida¢nim
stresem a tvorbou ROS ¥, které ovliviiuji signalni drahy PKC prostfednictvim fosforylace
PKC na tyrosinu, ale také pomoci redoxnich modifikaci. Mirny oxida¢ni stres podporuje
oxidaci cysteinovych zbytki domény Cl, coZ vede k uvolnéni Zn®>* iontd, sniZené
autoinhibi¢ni funkci a k aktivaci PKC nezavislé na kofaktorech. Naproti tomu vétsi
oxida¢ni stres modifikuje reaktivni cysteiny v kinasové doméné a zplsobuje deaktivaci
PKC .

Uloha NO a od NO odvozenych reaktivnich forem dusiku (napf. peroxinitrit)
v regulaci PKC doposud nebyla zcela objasnéna. Jednim z ptedpokladt je, ze by PKC
mohla byt cilem NOS. NOS zpiisobuji nitrosylaci PKC na tyrosinech, a tim ovliviji
signalni drahy tohoto enzymu +4%6%.

ROS a NOS mohou patrné v zavislosti na okolnostech pfispivat jak k IR poSkozeni,

tak ke kardioprotekei 4962,

2.2.4. PKC a rizné experimentalni modely chronické hypoxie

Analyzu vlivu chronické hypoxie na PKC komplikuje nejen velké mnoZstvi
experimentalnich modeld, ale i odli$né druhy a stafi pokusnych zvitat.

Chronickd hypoxie vede vlevé komofe myokardu, alespoii u né€kterych studii,
ke zvySenému relativnimu zastoupeni specifickych isoforem PKC, k jejich subcelularni
redistribuci nebo aktivaci. Inhibitor PKC (chelerytrin nebo calphostin C) podany
pted ischemii kompletné rusi kardioprotektivni u¢inky vyvolané chronickou hypoxii. PKC
je tedy pravdépodobné zahrnuta v mechanismu kardioprotekce. Doposud se vsak
nepodafilo objasnit, jaka isoforma zde hraje kli¢ovou roli. Nejpravdépodobnéjsimi adepty
jsou PKC & a PKC ¢ @V

Neckaf a spol. > na modelu intermitentni hypobarické hypoxie (IHH) (8 hod/den,
5 tydn, 7000 m) pozorovali vlevé komofe myokardu potkana zvySené relativni
zastoupeni PKC § v cytosolu, nuklearné-cytoskeletarni, mitochondridlni i mikrosomalni

1. 47 Zjistili, ze zvySené zastoupeni PKC & v partikularni frakci z levé

frakci. Kolar a spo
komory myokardu potkana po adaptaci na IHH (8 hod/den, 5 tydnd, 7000 m) je zavislé
na oxida¢nim stresu vyvolaném hypoxii, nebot’ chronicka lé¢ba antioxidantem b&hem
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adaptace na IHH tento efekt kompletné zruSila. IHH vedla také ke sniZeni relativniho
zastoupeni PKC & v partikularni frakci. DoSlo také ke zmensSeni velikosti infarktového
loziska. Tento efekt byl zrusen podanim obecného inhibitoru PKC, chelerytrinu, a ¢aste¢né
potladen inhibitorem PKC §, rotlerinem *°.

Veronika Lacinové ) se zabyvala efektem adaptace na IHH (8 hod/den, 5 tydnd,
7000 m) na relativni zastoupeni PKC a a PKC v myokardu dospé€lych potkani. Adaptace
na IHH vyznamné zvysila relativni zastoupeni PKC a ve vSech sledovanych frakcich,
nejvyss$i nartst relativniho zastoupeni byl pozorovan ve frakci mitochondridlni. Relativni
zastoupeni PKC { se vlivem IHH zvysilo ve vSech sledovanych frakcich, ptfic¢emz nejvetsi
zvyseni bylo patrné v nuklearné-cytoskeletarni frakci.

Hlavackova a spol. ©

ukazali, Ze dieta o rizném sloZeni polynenasycenych
mastnych kyselin fady n-3 a n-6 vyznamné ovliviiuje u¢inek IHH (8 hod/den, 5 tydnu,
7000 m) na relativni zastoupeni a buné¢nou distribuci PKC 8 a € v levé komote myokardu
potkana.

Ding a spol. ©”

pozorovali v levé srdedni komofe potkanti adaptovanych
na mirn&j§i IHH (6 hod/den, 6 tydnt, S000 m) zvy$ené zastoupeni isoforem a, § a €
v partikularni frakci. V cytosolu nedo$lo k Zadnym zménam. Adaptace zaroven zlep$ila
obnovu kontraktility myokardu.

Naproti tomu Rouet-Benzineb a spol. *?

normobarickou hypoxii (INH) (23 hod/den, 8, 15, 21 dnid, 10 % O,) nepozorovali Zadné

po adaptaci na intermitentni

zmény v celkové aktivit¢ ani relativnim zastoupeni katalytického fragmentu vsech
isoforem PKC v homogenatu myokardu levé komory potkand.

Stejné tak Morel a spol. “® nepozorovali po adaptaci na IHH (23 hod/den, 2 tydny,
5500 m) zmény v obsahu ani distribuci isoforem a, J, €, { v myokardu levé komory
potkanti v Zadné z bunéénych frakci.

Cataldi a spol. “

pozorovali vlevé komote potkani po adaptaci na INH
(12 hod/den, 12 dnui, 10 % O,) zvy$enou fosforylaci PKC a v homogenatu.

Li a spol. “¥ vystavovali bfezi samice potkanti piisobeni kontinualni normobarické
hypoxie (KNH) (24 hod/den, 7 dnti, 10,5 % O,). U dospélych potomki takto adaptovanych
zvifat doslo ke sniZeni hladiny PKC & v homogenatu. Na zastoupeni PKC a, B, Bu, 6 a §
nem¢éla adaptace Zadny vliv.

V kontrastu s uginky na potkanech byl pokus Rafiee a spol. ® na neonatalnich
kralicich. Adaptace na KNH (24 hod/den, 10 dnti, 10 % O;) vedla v levé komote myokardu
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ke zvySené fosforylaci PKC ¢ a translokaci PKC & do partikularni frakce. Doslo také
ke zlepSeni obnovy kontraktility myokardu.

2.2.4.1. PKC 6 v ischemickém myokardu

Dosavadni poznatky o funkci PKC 8 v IR poskozeni a kardioprotekci jsou velmi
kontroverzni. Tato isoforma mé patrné jak pozitivni, tak negativni roli, a to v zavislosti
na tom, jak dlouho pfed ischemickym podnétem dojde k jeji aktivaci V.

Aktivace PKC 8 b&hem reperfize zhorSuje poskozeni myokardu. Mechanismus
téchto Skodlivych efektd je patrn€ zplsobeny zvySenim produkce ROS a aktivaci
proapoptotickych drah . Beéhem IR zfejmé dochazi k aktivaci PKC 8, ktera je spojena

s translokaci enzymu na mitochondrie

. Translokace zavisi na cytoplazmatickém
anexinu V, na ktery se PKC & v mikrotubulech piechodng vaze ©». Dochazi ke stimulaci
apoptdzy zpusobené ovlivnénim rovnovahy mezi proapoptotickymi a antiapoptotickymi
enzymy > (zvySeni hladiny proapoptotického Bad a sniZeni hladiny antiapoptotického
Bcl-2 a Bel-x) a zvySenému uvolfiovani cytochromu ¢ “®°. Nastava bobtnani matrix
a kolaps potencialu vnitini mitochondridlni membrany “*%.

PKC 6 také fosforyluje vyznamny srde¢ni substrat troponin I tvofici ,.inhibi¢ni
podjednotku® troponinového komplexu, ktery piispiva k regulaci funkce kontraktilniho
aparatu “9),

Zvyseny relativni obsah PKC 6 hraje patrné ulohu v rozvoji hypertrofie pravé i levé
komory myokardu ©%.

PKC & pravdépodobné interaguje sd podjednotkou F\Fy ATPasy a bé&hem
dlouhotrvajici ischemie zpusobuje inhibici tvorby ATP, coZz by mohlo pfispivat k IR
poskozeni zpomalenim obnovy aerobni produkce ATP. Na druhou stranu by tato interakce
mohla byt kardioprotektivni, a to v pfipad€¢ inhibice reverzniho chodu FF, ATPasy
pomoci PKC & behem ischemie ©®.

PKC 8 ma pozitivni vliv jako medidtor riznych forem kardioprotekce. Zda se,
ze PKC o6 putsobi protektivng, jestlize je aktivovana dostate¢né dlouho pted vystavenim
myokardu ischemii ®". Inagaki a spol. ®” ukazali, Ze aktivace PKC & dostate¢ng dlouho
pred ischemii vedla kaktivaci PKC & a nasledné kardioprotekci. Uloha PKC §
v kardioprotekci byla prokdzana pouzitim PKC & deficientnich mysi. Ukazalo se,
7Ze pfitomnost PKC & je nutna k protektivnimu pfechodu od aerobniho k anaerobnimu
metabolismu, ktery je vyvolan IPC ©®®. Navic bylo zjiiténo, Z¢ PKC & translokuje
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na srde€ni mitochondrie, kde fosforyluyje komplex pyruvatdehydrogenasy a udrzuje

ho v neaktivnim stavu .

Tim pravdépodobné piispivd k posunu od aerobniho
k anaerobnimu metabolismu, ktery je pozorovan i v srdcich adaptovanych na chronickou
hypoxii !*. Mayr a spol. ®® prokazali na mysich srdcich, Ze v mechanismu kardioprotekce
IPC se podstatné uplatriuje spoluprace isoforem PKC 8 a PKC ¢ pfi regulaci metabolismu

glukozy.

2.2.4.2. PKC g v ischemickém myokardu

O uloze PKC ¢ v kardioprotekci vyvolané IPC se dlouze spekulovalo. Pocate¢ni
vysledky byly kontroverzni a definitivni potvrzeni pfislo az s pouzitim specifického
antagonisty PKC & zvaného €V.;. Aplikace agonisty PKC ¢ zvaného yeRACK dokonce
kardioprotekei vyvolavala .

Uloha PKC & v mechanismu kardioprotekce pomoci chronické hypoxie viak stale
zlistava neobjasnéna.

V mechanismu kardioprotektivniho pisobeni PKC ¢ patrné hraje roli konexin 43
a MPTP. Ukazalo se, Ze béhem hypoxie translokuje PKC € na konexin 43 (Cx 43)
a fosforyluje ho. Cx 43 je hlavni slozkou ,,gap junctions* kardiomyocytt. Fosforylace
Cx 43 vede ke sniZzeni vodivosti ,,gap junctions“ a mohla by tak zabrafiovat §ifeni
poskozeni béhem ischemie 2.

Jednim z cilt pro aktivovanou PKC ¢ jsou také MPTP. Zda se, ze PKC ¢ interaguje
nejdiive s mitochondridlnim Katp kanadlem, coZ vede k toku K* do mitochondrii 2
Zvysuje se pH a nasledné dochazi k tvorbé ROS, coZ vede k dalsi aktivaci PKC ¢, nyni
lokalizované v mitochondriich. Vysledkem je fosforylace, a tedy inhibice MPTP 2,

PKC ¢ zarovei interaguje s cytochrom ¢ oxidasou (CytCox), ktera je jako soucast
dychaciho fetézce klicova v regulaci produkce ATP. PKC ¢ pfi aktivaci pomoci hypoxie
interaguje se podjednotkou IV (CytCox IV), ¢imz zvySuje jeji aktivitu. Tak pravdépodobné
zvysSuje respiraci a tvorbu ATP.

Zvy$ena aktivita PKC ¢ pravdépodobné zvySuje aktivitu adeninnukleotid-
translokasy, sniZuje uvolnéni cytochromu c a stabilizuje potencial vnitini mitochondrialni

membrany. Za ur¢itych podminek hraje PKC ¢ antiapoptotickou roli pomoci inhibice

Bad ).
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Translokace PKC € na mitochondrie je spojena s aktivaci aldehyddehydrogenasy-2.

Tento enzym ma podstatnou ulohu v detoxikaci a jeho aktivace by mohla pfispivat

ke kardioprotekci .

PKC & pravdépodobné hraje ulohu i v rozvoji hypertrofie %),
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

Na zékladé studia dostupnych literarnich zdroji byly uréeny nasledujici cile této

diplomové prace:

P ovétit zmény v relativnim zastoupeni PKC 8 a PKC ¢ v cytosolu, partikularni frakci
a homogenatu myokardu levé komory potkana adaptovaného na dosud pouZivany model
intermitentni hypobarické hypoxie 7000 m. Na tomto modelu dale analyzovat zmény

relativniho zastoupeni fosforylované PKC ¢ v cytosolu, partikulérni frakci a homogenétu.
» na nové zavedeném modelu kontinudlni a intermitentni normobarické hypoxie 5500 m

(10 % O,) sledovat relativni zastoupeni PKC 8, PKC ¢ a fosforylované PKC ¢ v cytosolu,

partikularni frakci a homogenatu myokardu levé komory potkana.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Laboratorni zvirata

K pokustim byli pouziti dospéli samci laboratorniho potkana kmene Wistar
pochézejici z chovu firmy Velaz. Hmotnost zvifat na po€atku experimentu byla v rozmezi
od 270 do 370 g. Zvitata méla volny pfistup k vod¢ a ke standardni laboratorni dieté.
Studie byla vedena ve shodé¢ s ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
publikovanym US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996)

a byla schvalena ptislugnou komisi Fyziologického ustavu AV CR.
4.2. Experimentalni modely chronické hypoxie

Byly pouZivany dva zékladni modely chronické hypoxie — hypobarické (vyskova)
hypoxie a normobarickd hypoxie. Zatimco hypobarickd komora z technickych divodu
umoZiluje pouze intermitentni vystaveni zvifat hypoxickym podminkdm, normobaricka

hypoxie mize byt jak intermitentni, tak kontinudlni.

4.2.1. Chronicka normobaricka hypoxie
Zvitata byla rozdé€lena do tti skupin:
» kontinuilni normobaricka hypoxie 5500 m (KNH) — zvifata byla vystavena
nepfetrzitému plsobeni hypoxie za normobarickych podminek po dobu 4 tydnd.
Obsah kysliku byl snizen z normoxické hodnoty 21 % (FIO, = 0,21) na 10 %
(FIO, = 0,1) pomoci generatori hypoxie Everest Summit (Hypoxico Inc., N.Y.,
USA). Tento stupeni hypoxie odpovida nadmoiské vysce 5500 m. B€hem adaptace
byla v komofe zajisténa cirkulace vzduchu a teplota byla udrZzovdna v rozmezi
21-23 °C.
P intermitentni normobarickd hypoxie 5500 m (INH) — zvifata byla vystavena
vy$e uvedenym podminkam po dobu 4 tydnt 23 hod denné. Hypoxie byla kazdy
den pferusena reoxygenaci po dobu 60 min za normoxickych podminek
(FI0, =0,21).
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4.2.2.

» normoxie (N) — zvifata kontrolni skupiny byla po dobu 4 tydni chovana
v normoxickych podminkach (FIO, = 0,21) pfi teploteé 21-23 °C.

Chronicka hypobaricka hypoxie

Zvitata byla rozdélena do dvou skupin:

» intermitentni hypobaricka hypoxie 7000 m (IHH) - potkani byli vystaveni
vyskové hypoxii v hypobarické komote. Adaptace probihala 8 hod denn€, 5 dni
v tydnu; celkovy pocet expozic byl 25. Barometricky tlak byl sniZovan postupné
tak, aby po 13 expozicich odpovidal nadmotské vySce 7000 m. V této vySce ma
barometricky tlak hodnotu 40,9 kPa a parcidlni tlak kysliku je 8,6 kPa. B&€hem
adaptace byla v komotfe zajisténa cirkulace vzduchu a teplota byla udrZovéana
v rozmezi 21-23 °C.

» normoxie (N) — zvifata kontrolni skupiny byla po dobu 4 tydnd chovana
v normoxickych podminkach odpovidajicich nadmotské vysce 200 m pfi teploté

21-23 °C. Barometricky tlak zde byl 99 kPa a parcialni tlak kysliku 20,7 kPa.

4.3. Odbér tkané

Potkani byli intraperitonealné¢ narkotizovani pentobarbitalem sodnym (Sanofi,

Francie) v davce 60 mgkg™. Srdce bylo vystfiZzeno z hrudniku, proplachnuto ledovym

fyziologickym roztokem a po odstranéni sini a velkych cév bylo rozdé€leno na septum (S),

pravou komoru (RV) a levou komoru (LV). Thned poté byly jednotlivé srde€ni oddily

zvazeny a zmrazeny v kapalném dusiku, kde byly uchovavany do dal$iho zpracovani.
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4.4. Zdroje pouzitych chemikalii
V tabulce €. 2 jsou uvedeny pouZité chemikalie a jejich zdroje.

Tabulka €. 2 Zdroje pouzitych chemikalii

ZDROJ CHEMIKALIE

C. Roth GmbH | kyselina trichloroctova (TCA)

Fluka N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED)

Lach-Ner HCIl, NaOH

aceton, CuSQOy, kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), glycerol,
Lachema H,0,, kyselina octova, mocovina, Na,COs, persiran amonny (APS),
sachar6za, vinan sodnodraselny

MERCK deoxycholét sodny (SDC)

Penta methanol, NaCl, zkoumadlo Folin-Ciolcateau

akrylamid, albumin z hovéziho séra (BSA), aprotinin,
B-merkaptoethanol, bromfenolova modi (BPB), dimethylsulfoxid
(DMSO), dithiothreitol (DTT), dodecylsulfat sodny (SDS), kyselina
ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N",N"-tetraoctova (EGTA),
Sigma fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), glycerol-3-fosfat, glycin, kyselina
p-kumarova, leupeptin, luminol, N,N’-methylenbisakrylamid
(Bisakrylamid), orthovanadat sodny, Ponceau 28, standard
molekulovych hmotnosti, Triton X-100, Tween 20,
2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris)

Spolana NaF

4.5. Homogenizace a frakcionace tkané

Tkan byla homogenizovdna a frakcionovana upravenym zpisobem podle
Alberta " a Strassera *). Homogenizace i frakcionace byly provedeny v chladicim boxu
pti teploté cca 6 °C. Zpracovana byla vZdy cela levd komora zjedné experimentalni

skupiny. Hmotnost levé komory se pohybovala v rozmezi 310-540 mg.
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4.5.1. Homogenizace

Pfi homogenizaci byl pouZit pufr se sachar6zou a s inhibitory proteas a fosfatas

oznaceny jako 3S.

4.5.1.1. Priprava homogeniza¢niho pufru 3S

e Navazit Tris, EGTA, EDTA, NaF, sacharézu a glycerol-3-fosfat (tab. ¢.3)

a rozpustit ve zhruba 150 ml redestilované vody.

e Upravit pH na 7,4.

e Piidat B-merkaptoethanol a opét zkontrolovat pH.

e Piidat inhibitor fosfatas — aktivovany orthovanadat (viz nize).

e Dikladné rozpustit inhibitory proteas — PMSF, leupeptin a aprotinin (vzdy

ve 100 pl acetonu).

e Piidat k pufru rozpusténé inhibitory proteas.

Tabulka €. 3 SloZeni 3S pufru

PRISADA MNOZSTVI KONCENTRACE
Tris 320,9 mg 12,5 mM
EGTA 190,4 mg 2,5 mM
EDTA 58,4 mg 1,0 mM
NaF 840,0 mg 100 mM
sacharoza 17,1¢g 250 mM
glycerol-3-fosfat 432,1 mg 10 mM
p-merkaptoethanol 84,2 ul 6 mM
orthovanadait 0,1 ml 0,2 M roztoku 0,1 mM
PMSF 5,2 mg 300 uM
leupeptin 19,0 mg 200 uM
aprotinin 26,4 mg 20 uM
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Aktivace orthovanaditu

JelikoZz jednim zcili bylo stanovit relativni mnozZstvi fosforylované PKC ¢
(P — PKC ¢), bylo nutné ve vzorcich inhibovat fosfatasy. K tomuto ucelu jsme pouzili
orthovanadat. Pro jeho spravnou funkci je tfeba orthovanadéat aktivovat — zajistit
ptitomnost jeho monomerd.
Postup:

® Pripravit si roztok orthovanadatu o potfebné koncentraci. Vznikne bezbarvy

roztok.

e Pomoci HCI upravit pH na 10. Vznikne Zluty roztok dekavanadatu.

e Zluty roztok zahtfivat, dokud nedojde kjeho opétovnému odbarveni —

depolymeraci dekavanadatu. Poté je orthovanadat aktivovany.

4.5.1.2. Homogeniza¢ni postup
1. Treci misku nejdiive vychladit kapalnym dusikem. Do misky vloZit tkan, misku
piekryt alobalem, abychom zabranili ztratim, a tkan pomoci tlouc¢ku rozdrtit
na jemny prasek. Dbat na to, aby byla tkan neustale v kapalném dusiku.
2. Krozdrcené tkani piidat pufr 3S v poméru 8 ml pufru na 1 g srde¢ni tkéané.
Suspenzi rozdrcené tkané s pufrem 3S pfevést do homogeniza¢ni zkumavky.
3. Homogenizovat v Potter-Elvehjemové homogenizatoru 15 tahy bé¢hem 1 min.

Chladit v ledové lazni.

4.5.2. Frakcionace

Schéma frakciona¢niho postupu je zndzorné€no na obrazku €. 3.

4.5.2.1. Postup frakcionace
1. Do ptedem vychlazené centrifugaéni zkumavky odebrat na extrakci 300 pl
homogenatu, zbytek homogenatu (H) centrifugovat 1,5 hod pii 100000 x g
ve vakuu (Beckman L7). Ziskame cytosol (C).
2. Cytosol, resp. supernatant, odebrat do pifedem vychlazené mikrozkumavky
(Eppendorf) a pfidat Triton X-100 tak, aby jeho vyslednd koncentrace v cytosolu
byla 1 %. Pelet po cytosolu oznacen CP.
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Piiprava extrakti
Z partikularni frakce a z ¢asti homogenatu (300 pl) pfipravit extrakty. K pfipraveé
téchto extrakti pouzit pufr oznateny jako 3ST 1 % (Triton X-100 v pufru 3S
v koncentraci 1 %).
Postup:
1. Partikularni frakci ve formé peletu po cytosolu (CP) rozsuspendovat v 3ST 1 %
pufru v poméru 1 pl 3ST 1 % pufru na 8 pul centrifugovaného homogenatu. Pelet
promichat pomoci kovové $pachtle, 3krat po dobu 10 s sonikovat v ledové lazni
sonikatorem (Elma S10H, Elmasonic). Nechat 1hod stat vledové lazni. Poté
centrifugovat 1,5 hod p#i 100 000 x g ve vakuu (Beckman L7). Supernatant je
extraktem partikularni frakce (PE).
2. Pelety po extrakci partikularni frakce (PEP) rozsuspendovat v 3ST 1 % pufru
vpoméru 1 pl 3ST 1 % pufru na 4 pl centrifugovaného homogenatu. Pelet
promichat pomoci kovové $pachtle, 3krat po dobu 10 s sonikovat v ledové lazni
sonikatorem (Elma S10H, Elmasonic).
3.K 300 pl homogenatu piidat Triton X-100 tak, aby zde jeho vysledna
koncentrace byla 1 %. Promichat na vortexu a nechat 1 hod stat v ledové 1azni. Poté
centrifugovat 1,5 hod pfi 100 000 x g ve vakuu (Beckman L7). Supernatant je
extraktem homogentatu (HE).
4. K peletu po extrakci homogenatu (HEP) pfidat 150 pl 3ST 1 %, rozsuspendovat
pomoci kovové $pachtle, 3krat po dobu 10 s sonikovat v ledové lazni sonikatorem
(Elma S10H, Elmasonic).
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Obrazek ¢. 3 Schéma frakcionaéniho postupu

Triton X-100 — inkubace 1,5 hod
100 000 x g— 1,5 hod

100 000 x g — 1,5 hod

Triton X-100 — inkubace 1 hod
100 000 x g— 1,5 hod

C — cytosol, CP — pelet po cytosolu, HE — extrakt homogenatu, HEP — pelet po extrakci
homogenatu, PE — extrakt partikularni frakce, PEP — pelet po extrakci partikularni frakce.

Z extrakti frakci odebrat do pfedem vychlazenych mikrozkumavek (Eppendorf)
alikvoty na stanoveni relativniho zastoupeni PKC 6, PKC € a P — PKC &. Objemy alikvotu
se liSily u jednotlivych frakci: C — 30 pl, HE — 20 pl a PE — 20 pl.

Z cytosolu (C), homogenatu (H), extrakti homogenatu (HE), extrakti partikularni
frakce (PE) i z rozsuspendovanych peletd po extrakci homogenatu (HEP) a extrakci
partikularni frakce (PEP) odebrat do pfedem vychlazenych mikrozkumavek (Eppendorf)
alikvoty na stanoveni mnoZstvi proteind. Objemy alikvoti se lisily u jednotlivych
frakci: C — 15 pl, H— 5 pl, HE — 10 pl, PE — 10 pl, HEP — 5 pl, PEP — 2 pl. V3echny
odebrané vzorky byly do dal§iho zpracovani uloZeny pfi -80 °C.

Analyza relativniho zastoupeni isoforem PKC byla provedena v cytosolu, extraktu

partikularni frakce a extraktu homogenatu. Pro zjednoduSeni jsou extrakty partikularni
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frakce a homogenatu déle v textu (vysledky, diskuze) oznaceny jiZ jen jako partikularni

frakce a homogenat.

4.6. Stanoveni koncentrace proteini

Stanoveni koncentrace proteini ve vzorcich bylo provedeno metodou
podle Petersona a spol. "*. Jde o modifikovanou metodu podle Lowryho a spol.

pro stanoveni koncentrace proteinid ve vzorcich obsahujicich detergenty.

4.6.1. Princip metody

Lowryho metoda stanoveni koncentrace proteinti vyuZzivd Folinovo fenolové
reagens, které poskytuje s tyrosinovymi zbytky bilkovin modrofialové zabarveny produkt,
ktery je spektrofotometricky méfitelny pfi vinové délce 750 nm. Metoda je empiricka
apfed pouzitim je nutné sestrojit kalibra¢ni kiivku pro roztoky hovéziho sérového
albuminu (BSA) o koncentraci 0-30 pg.ul™.

Modifikace metody spociva v odstranéni detergentli po precipitaci stanovovanych
proteind kyselinou trichloroctovou (TCA). Pfitomnost deoxycholdtu sodného (SDC)
v precipitaénim ¢inidle vytvaii vhodné prostfedi pro rychlou denaturaci membranovych

proteind.

Stanoveni se provadi v mikrozkumavkach Eppendorf v tripletech. Ke kazdé sérii

stanoveni je tfeba provést analyzu blanku a standardu.

Zasobni roztoky pro stanoveni proteinu:
e fenolové reagens (Folin-Ciolcateau)
e 0,8 M NaOH
e 10 % SDS
® zasobni roztok alkalického ¢inidla (20 % NayCO;3 + 0,2 % CuSOg4 s 0,4 % vinanem

sodnodraselnym v poméru 1:1)

Pracovni roztoky:
e 0,15 % SDC

® homogeniza¢ni pufr 3ST 1 %
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e roztok A (10 % SDS + 0,8 M NaOH + zéasobni roztok alkalického ¢inidla +
redestilovana voda v poméru 1:1:1:1)

e roztok B (fenolové reagens + redestilovana voda v poméru 1:6)

e standard BSA (0,5 mg.ml™")

® 72 % TCA

Graf ¢. 1 Kalibraéni krivka stanoveni proteini podle Lowryho v modifikaci

podle Petersona
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Kazdy bod kalibra¢ni pfimky je primérem ze tti stanoveni. BSA — hovézi sérovy albumin,
R? — hodnota spolehlivosti.
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4.6.2. Postup stanoveni

1. Méfeny vzorek nafedit redestilovanou vodou (Millipore Elix S Packname
Progard® 2), aby bylo mnoZstvi proteinu v rozmezi 1-20 pg na 200 pl. Promichat
na vortexu.

2. Stanoveni provést v tripletech, do mikrozkumavek napipetovat 200 pl
nafedéného vzorku.

3. Pfipravit si triplety standardu (20 pl roztoku BSA, 5 pl homogeniza¢niho pufru
3ST 1% a 175 pl redestilované vody) a blanku (5 pl homogeniza¢niho pufru
3ST 1% a 195 pl redestilované vody). Promichat na vortexu. Stanoveni obsahu
proteinti ve standardu a blanku provést pro kontrolu p#i kazdém jednotlivém
stanoveni.

4. Ptidat 20 pl 0,15 % SDC. Promichat na vortexu a nechat 10 min inkubovat.

5. Ptidat 20 pl 72 % TCA, promichat na vortexu (vytvoii se zakal sraZeniny).

6. Centrifugovat na mikrocentrifuze (Eppendorf Centrifuge 5415D) 10 min
pti 7000 x g.

7. Opatrné odlit supernatant tak, aby zustal cely pelet usazeny na dné
mikrozkumavky. Horni okraj mikrozkumavek osusit do buniciny.

8. Ptidat 200 pl redestilované vody.

9.Pfidat 200 pl roztoku A, dikladné¢ promichat na vortexu, centrifugovat
na mikrocentrifuze (Eppendorf Centrifuge 5415D) 1 min pfi 7000 x g. Poté nechat
inkubovat 10 min.

10. Pfidat 100 pl roztoku B, promichat na vortexu a nechat inkubovat ve tmé
30 min.

11. Zmétit absorbanci (spektrofotometr a-Helios, Chromspec) pii 750 nm
proti redestilované vodé€. Nejdiive zméfit blank, poté standard a nasledné jednotlivé
vzorky.

12. Z kalibraéni kiivky odecist koncentrace proteint ve standardu a v jednotlivych

vzorcich (program Microsoft Excel 2007).

43



4.7. Diskontinuilni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

v pritomnosti SDS (SDS-PAGE)

Elektroforetické déleni proteinti jednotlivych vzorkli bylo provadéno na plochych
polyakrylamidovych gelech v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS) v elektroforetické
soustavé Mini-PROTEAN 3 Cell firmy Bio-Rad® metodou podle Ogity a Markerta .
Koncentrace polyakrylamidu ve startovacim gelu byla 4 %, v délicim gelu 10 %. Rozméry

geld byly 65 X 85 X 0,75 mm.

4.7.1. Priprava geli
1. Zasobni roztoky (tab. ¢. 4) uchovavané v lednici pfi 4 °C nechat vytemperovat
na laboratorni teplotu.
2.V kalibrované zkumavce si pfipravit roztok na délici gel. Napipetovat 3,32 ml
roztoku I, 2,49 ml roztoku II a 4,15 ml redestilované vody. VS$e dikladné promichat
na vortexu.
3. Piidat 7 ul roztoku IV, opét promichat na vortexu.
4. Ptidat 70 pl roztoku III, diikladné promichat na vortexu a ihned nalit mezi skla
v aparatufe na elektroforézu. Gel by mél sahat do vysky zhruba 1 cm pod okraj
skel. Pomoci injek¢ni stiikac¢ky roztok opatrné ptevrstvit redestilovanou vodou.
5. Gel nechat alesponi 40 min polymerovat.
6. Po zpolymerovani geld odlit pfevrstvujici vodu. Zbytek vody opatrn€ vysusit
pomoci filtra¢niho papiru a dbat na to, aby se filtra¢ni papir nedotkl samotného
gelu.
7.V kalibrované zkumavce priipravit roztok pro startovaci gel. Smichat 0,65 ml
roztoku I, 1,25 ml roztoku V a 3,05 ml redestilované vody. Promichat na vortexu.
8. Pridat 5 pl roztoku IV, promichat na vortexu.
9. Pfidat 50 ul roztoku III, diikladn€ promichat na vortexu, roztokem zaplnit
zbyvajici prostor mezi skly a zasunout hiebinek pro vytvofeni 15 vzorkovych
kapes. Dna kapes by méla byt asi 3 mm nad povrchem déliciho gelu.

10. Nechat alespoii 20 min polymerovat.
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11. Po zpolymerovani startovaciho gelu opatrné vyjmout hiebinky. Pomoci injekéni
stiika¢ky proplachnout vzniklé jamky v gelu redestilovanou vodou, a odstranit tak
kousky gelu v jamkéch a vzduchové bublinky.

12. Aparat ponofit do elektroforetické vany s vychlazenym elektrodovym pufrem
(roztok VI).

4.7.2. Priprava vzorki pro elektroforézu

1. Vzorky vyjmout z hlubokomraziciho boxu (-80 °C) a nechat je rozmrazit.
2. Vzorky centrifugovat 30 s pii 7000 x g.
3. Podle stanoveného obsahu proteind vzorky ziedit vzorkovym pufrem, obvykle
fedit v poméru 1 dil vzorku ke 2-8 diltim vzorkového pufru (roztok VII). Promichat
na vortexu.
4. Vzorky vafit 3 min ve vodni 14zni.
5. Centrifugovat 30 s pti 7000 x g.
6. Takto pfipravené vzorky nanést do jamek ve startovacim gelu. Vzorek
pred nanesenim dikladné promichat na vortexu. NanasSet pipetou se specidlnimi
$pi¢kami pro nanaseni na gel. Obvyklé nanasené mnozstvi proteinu bylo pro PKC &
7-15 pg proteinu, pro PKC ¢ 10-17 ug proteinu a pro P — PKC € 40-50 pg proteinu
z kazdé frakce.
7. Stejnym zpuisobem nanést i 5 pl standardu a 5 pl tritonového extraktu
homogenatu mozku potkana (pozitivni kontrola).
8. K elektroforetické van€ pfipojit stabilizovany zdroj stejnosmérného napéti
a nastavit tyto parametry:

proud: 10 mA/gel (dokud se nezapusti vzorky

do déliciho gelu, cca 10 min)

20 mA/gel (po zapusténi vzorkd do de€liciho

gelu)
napéti: 250V
¢as: cca 1 hod 45 min

9.Po skonéeni elektroforézy vypnout zdroj napéti a vyjmout aparat
z elektroforetické vany. Opatrné oddélit kryci skla od geld, gely proplachnout
pomoci stii€ky redestilovanou vodou a pienést je do plastové misky Sterilin®

naplnéné roztokem VIIL.
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Tabulka €. 4 Roztoky pro SDS-PAGE

ROZTOK POPIS PRIPRAVA
30 g akrylamidu, 0,8 g
I 30 % (w/v) akrylamid, bisakrylamidu, doplnit
0,8 % (w/v) bisakrylamid do 100 ml, ptefiltrovat
pies filtradni papir.
45,5 g Tris rozpustit
. v cca 150 ml redestilované
11 glzfro/l ,(SW%)T élgé ” Ecél)s’ vody, upravit pH pomoci
o > PH S, HCl na 8,8, doplnit objem
na 250 ml, pfidat 1 g SDS.
75 mg APS rozpustit
m roztok APS v 750 pl redestilované vody.
IV TEMED
6,05 g Tris rozpustit v cca
40 ml redestilované vody,
Vv pufr 0,5 M Tris ( + HCI), pomoci HCI upravit pH
0,4 % (w/v) SDS, pH 6,8 na 6,8, doplnit objem
redestilovanou vodou
do 100 ml, pfidat 0,4 g SDS.
elektrodovy pufr (5 x . .
koncentrovaill}'lrj) - é M 15,1 g Tris, 72 glycinua 5 g
VI Tris, 0,5 % (W/v) S,DS SDS, doplnit objem
0.9 6’ I\:I gloycin pH 8 3’ redestilovanou vodou do 1 1.
0,91 g Tris, 2,5 g SDS,
3,25 ml glycerolu, 0,32 ml
, B . B-merkaptoethanolu; doplnit
Vlz 30 1;1/(0(\;}/1V;;uflr 0;311\3 gl;l/s’ redestilovanou vodou do cca
VII ) Blycerol, Uz 7o 20 ml, upravit pH pomoci
(W) BPB, 1.3% (V) | "4l na 6,8, pridat 0,05 g
B-merkaptoethanol, pH 6,8 BPB, doplnit objem
redestilovanou vodou
do 25 ml.
baleni M.W. standardd
(Sigma) rozpustit v 0,5 ml
vzorkovy roztok barevnych 8 Mrr:;z?(zlr\l,yﬁpgi?é%? ml
Standard standardi molekulovych ’

hmotnosti (M.W.)

na 10 pl alikvoty, skladovat
pii -40 °C, pfed pouZitim
povafit 3 min ve vodni lazni,
déle skladovat pti 4 °C.
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4.8. Pienos proteini na nitrocelulozové membrany (Western

Blotting)

Elektropfenos proteind na nitrocelulézové membrany byl provadén metodou

(an

podle Towbina v elektropfenosové soupraveé Amersham™ pro ECL. Pouzité roztoky

a jejich pfiprava jsou uvedeny v tabulce €. 5.

4.8.1. Postup

1. Po skongeni elektroforézy ekvilibrovat gely alespoii 5 min v plastové misce
Sterilin® v roztoku VIII.

2. Z nitrocelulézové (NC) membrany Hybond™ ECL™ a z papiru QuickDraw™™
nastiihat obdélniky o rozmeérech 65 x 85 mm.

3. Sestavit sendvi¢ pro elektropfenos (obr. €. 4). Sestaveni provést ve velké Petriho
misce naplnéné asi do poloviny pufrem VIII tak, aby byl sendvi¢ stale ponoten.
Kazdou vrstvu pfed piiloZzenim dalsi pfelit pfenosovym pufrem, po sendvi¢i opatrné
ptejet zkumavkou, a odstranit tak bublinky, které by branily pfenosu. Sestavené
sendviCe pfevazat pomoci gumidek. Je tfeba dosahnout rovnomérmého tlaku,
aby byl dobry kontakt zejména mezi gelem a membranou.

4.Sendvi¢e zasunout do vany pro elektropfenos naplnéné vychlazenym

roztokem VIII. Celou vanu umistit do ledové lazné.

5. K vané¢ pfipojit stabilizovany zdroj napéti a nastavit ptenosové podminky:

proud: 350 mA
napéti: 100 V
¢as: 1 hod

6. Odpojit od zdroje a rozebrat jednotlivé sendvice. Membrany pfenést na zhruba
20 s do roztoku IX. Obarveni membrany roztokem Ponceau 2S slouzi ke kontrole

pienosu proteinti. Membrany oplachnout v redestilované vodg.
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Obrazek ¢. 4 Sendvié€ pro elektropienos proteini na NC membriny

4

kazeta

poltarek

gel

polstarek
kazeta
Tabulka €. 5 Roztoky pro elektropienos proteinii na NC membrany
ROZTOK POPIS PRIPRAVA

ptenosovy pufr — 0,025 M 6,07 g Tris, 28,8 g glycml.l,

. i 400 ml methanolu, doplnit

VIII Tris, 0,192 M glycin, 20 % .
(v/v) methanol, pH 8,3 redestilovanou vodou do 2 1,
’ ’ pH neupravovat.
5 ml ledové kyseliny octové
0,1 % (w/v) Serveii Ponceau zfedit redestilovanou vodou,
IX 28 v 1 % (v/v) kyseliné za sou¢asné¢ho michani

octové

rozpustit 500 mg Ponceau
2S, doplnit redestilovanou
vodou do 500 ml.
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4.9. Imunodetekce

Imunodetekce PKC 8, PKC ¢ a P — PKC & na NC membranach byla provadéna
podle doporutenych standardnich postupi — podle navodu firmy Amersham™
pro ECL ™®, a podle navodu firmy Bio-Rad® pro Immun-Blot® 7. Veskeré inkubace
a promyvani membran byly provadény za michéani na laboratorni kyvacce ve ¢tvercovych
plastovych miskach Sterilin® o rozmé&ru 100 x 100 mm. Pouzité primarni protilatky
pro PKC 8 a PKC ¢ byly fedény 1:6600, pro P — PKC ¢ 1:2000. Sekundarni protilatka byla
fedéna 1:6000. Popis a sloZeni roztokd pouzZivanych pfi imunodetekci jsou uvedeny

v tabulce ¢. 6.

4.9.1. Protilatky

Primarni antiséra proti isoformam PKC:

PKC & delipidizované krali¢i antisérum (Sigma) proti syntetickému peptidu
Lys-Ser-Phe-Val-Asn-Pro-Lys-Tyr-Glu-Gln-Phe-Leu-Glu
odpovidajicimu aminokyselinam 662-673 (s pfidanym Lys
na N-konci) C-termindlni oblasti (V5) potkani PKC 4,
konjugovanému s hemocyaninem.

PKC ¢ delipidizované krali¢i antisérum (Sigma) proti syntetickému peptidu
Lys-Gly-Phe-Ser-Tyr-Phe-Gly-Glu-Asp-Leu-Met-Pro
odpovidajicimu aminokyselindam 726-737 VS5 oblasti lidské, mysi
a potkani PKC ¢, konjugovanému s hemocyaninem.

P — PKC ¢ (Ser 729) krali¢i antisérum (Upstate Signalling) proti syntetickému peptidu
Cys-Lys-Gly-Phe-pSer-Tyr-Phe-Gly-Glu-Asp-Leu odpovidajicimu
aminokyselinam 725-735 lidské a potkani PKC «.

Konjugat sekundarni protilatky:
SwARDb-Px chromatograficky ¢i§ténd imunoglobulinova frakce z prase¢iho
antiséra (Sigma) proti kréli¢im imunoglobuliniim, konjugovana

oxida¢ni metodou s kienovou peroxidasou (HRP).
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4.9.2. Postup imunodetekce PKC 6, PKCe¢a P-PKCeg

1. Membrany blokovat vroztoku M 1 hod. Na 1 membrinu pouzit 50 ml
roztoku M.

2. Membrany promyt 3krat kratce vroztoku TTBS. Toto opakovat 2krat
v intervalech po 5 min.

3. Pfipravit si roztok priméarni protilatky. Na jednu membranu pouZzit 1,5 ul
priméarniho antiséra v 10 ml TTBS (pro PKC 6 a PKC €) a 5 pl priméarniho antiséra
(pro P—PKC¢) v 10 ml TTBS.

4. Membrany s primarni protilatkou inkubovat 1,5 hod. Pro stanoveni P — PKC ¢
nasledné€ nechat membranu v primarni protilatce pies noc do druhého dne.

5. Membrany promyt 3krat kratce vroztoku TTBS. Toto opakovat 2krat
v intervalech po 5 min.

6. Pipravit roztok sekundérni protilatky v TTBS.

7. Membrany inkubovat v roztoku sekundéarni protilatky 1 hod.

8. Membrany promyt 3krat kratce vroztoku TTBS. Toto opakovat 2krat

v intervalech po 5 min.

Tabulka €. 6 Roztoky pro imunodetekci

ROZTOK POPIS PRIPRAVA
12,1 g Tris, 146,1 g NaCl,
doplnit redestilovanou
pufrovany roztok NaCl — vodou do cca 800 ml,
TTBS 0,1 M Tris, 2,5 M NaCl, upravit pH pomoci HCI
0,5 % (v/v) Tween 20; na 7,5. Pfidat 5 ml
pH 7,5 Tweenu 20 a doplnit
redestilovanou vodou
do objemu 1 1.
blokovaci roztok — 5 % 2,5 g nizkotuéného
M (w/v) suSené mléko suSeného mléka v 50 ml
v TTBS TTBS.
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4.10. Metoda zesilené chemiluminiscence (ECL)

4.10.1. Princip metody

ECL (enhanced chemiluminiscence) je firmou Amersham™ patentovana metoda
detekce peroxidasové aktivity prostiednictvim chemiluminiscence za ptitomnosti
zesilova¢li. Luminiscence je definovana jako emise svétla vznikajici disipaci energie
molekuly chemické latky v excitovaném stavu. Metoda ECL pouziva cyklického
diacylhydrazidu luminolu, ktery je v mirn€ alkalickém prostiedi oxidovan peroxidem
vodiku za katalyzy HRP. Produkt oxidace je v excitovaném stavu, ze které¢ho ptrechazi
emisi svétla do zékladniho stavu. K zesileni chemiluminiscence dochézi za pfitomnosti
latek na bazi fenoli. Diky tomu se svételny tok zvysi asi 1000krat a prodlouzi dobu emise
ve srovnani s reakci bez zesilova¢i. Luminiscence v tomto systému dosahuje maxima po 5
aZ 20 min a poté pomalu klesa s polo€asem cca 60 min. Maximum emise ma vinovou
délku 428 nm, a je tedy zachytitelné na film citlivy k modrému svétlu (autoradiograficky
nebo rentgenovy film). Tato metoda se pouziva téméf vyhradné pfi detekci riznych
antigeni na membranach pomoci konjugati sekundéarnich protilatek s HRP
v dvoustupiiovém systému: primarni protilatka proti detekovanému antigenu/konjugat

sekundarni protilatky proti primarni protilatce s HRP.

4.10.2. Postup ECL
Pfi ECL jsme postupovali podle instrukci vyrobce Amersham™ pro ECL )

Nekteré doporuované materidly jsme vSak nahradili jejich ekonomicky vyhodn&jsimi
ekvivalenty. Misto folie SaranWrap™ jsme pouZili b&Znou potravinovou folii. Membrany
byly exponovany na film Medical X-Ray Film od firmy Foma. Bylo provedeno vzdy
nékolik rizné dlouhych expozic, aby byl zachycen optimalni rozsah denzitometrickych
objemi pro kvantitativni vyhodnoceni.
Pro PKC 3, PKC ¢ a P — PKC ¢ byla vyzkousena optimalni doba expozice.
Jako vychozi doba byla zvolena expozice 1 min. VZdy bylo exponovéno né€kolik filmu
v ¢asech okolo optima.
Pii vyvolavani filmd byl pouzit ptistroj Fomei Optima X-Ray Film Procesor®
od firmy Protec Medizintechnik GmbH & Co. KG. Roztoky pouzité pti ECL jsou uvedeny

v tabulce ¢&. 7.
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1. Membrany po imunodetekci nechat okapat a pinzetou je pienést proteinovou
stranou nahoru na oplachnuté vi¢ko misky Sterilin®.

2. Smichanim 1,5 ml roztoku X a 1,5 ml roztoku XI pfipravit erstvy roztok
pro detekci. Dikladné promichat.

3. Detekéni roztok nalit na pfipravenou membréanu a nechat reagovat 1 min.

4. Membranu nechat okapat a pinzetou pfenést na f6lii tak, aby mezi licovou stranou
membrany a félii nebyly bubliny a zahyby.

5. Zabalenou membranu vlozit do papirové autoradiografické kazety a za tmy
na membranu pfilozit autoradiograficky film. Kazetu zaviit a zatizit. Nechat
potiebnou dobu exponovat.

6. Exponovany film za tmy vlozit do ptistroje Fomei Optima X-Ray Film Procesor®

a vyckat, dokud se film nevyvola.

Tabulka ¢. 7 SloZeni roztokia pro ECL

ROZTOK POPIS SLOZENI
) 22,5 mg luminolu v 0,5 ml
1 2,5mM luminol v 0,IM | pMSO, doplnit 0,1 M Tris
Tris, pH 8,8 (pH 8,8) do 50 ml.
i 18,5 mg kyseliny
2 90 mM kyselina p-kumarové v 1,25 ml
p-kumarova DMSO.
X 50 ml roztoku 1 + 220 ul
roztoku 2
54mM H,0,v 0,1 M Tris, | 30,6 pl 30 % (v/v) H20;
XI pH 8.8 v 50 ml 0,1 M Tris (pH 8,8).
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4.11. Skenovani filmu na stolnim skeneru

Filmy s ECL byly ozna&eny a skenovany na skeneru Epson Perfection 1240 U®.

4.11.1. Postup

Film skenovat za téchto podminek:
jas: 138
kontrast: 146
typ obrazu: Black & White Photo
nastaveni: adaptér pro positivni film
rozliSeni: 300 dpi
rozmeéry: 100 %
format: 8bit TIFF uncompressed (pfipona .tif)

4.12. Vyhodnoceni signalu

Vyhodnoceni denzitometrického objemu skvrn na filmu bylo provadéno pomoci

programu ImageQuant.

4.12.1. Postup

1. Soubor s ptiponou .tif s naskenovanym obrazem filmu otevfit a zobrazit v paleté

Pseudo ve fale$nych barvach mapujicich odstiny Sedi.

2.Skvrny PKC 93, PKC ¢ a P — PKC ¢ ohrani¢it objektem typu Rectangle

(okolo nejvétsi skvrny vytvotit pomoci myS$i obdélnik). Prekopirovat tento objekt

na vSechny ostatni hodnocené skvrny na filmu.

3. Objekty skvrn oznacit ¢isly stop a uloZit.

4. Provést objemovou integraci na oznaCenych skvrnach s automatickym odeétem

hodnoty pozadi. Jako hodnota pozadi pro danou skvrnu je bran primér hodnot pixelt

lezicich pod obdélnikem ohraniujicim skvrnu (nastaveni Local Background).

Vysledkem integrace je bezrozmérna hodnota — denzitometricky objem (D.V.)

skvrny, ziskany sec¢tenim hodnot vSech pixeli zahrnutych do skvrny, zmenSeny

o hodnotu pozadi.
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4.13. Zpracovani dat

Zpracovani dat pro jednotlivé filmy bylo ¢aste€né automatizovano systémem vzorct
provadéjicich korekce, pfepo¢ty na nanasSku 1 pg proteinu a vypoéty priméru. Data byla
zpracovana v programu Microsoft Excel 2007, pomoci kterého byly také vynaSeny grafy.
Denzitometricky objem skvrny byl pfepoéitan na 1 pug aplikovaného celkového proteinu
vzorku. Grafy a tabulky (v kapitole 5) jsou uvedeny v arbitrarnich jednotkach
nebo jako poméry relativniho zastoupeni v partikularni frakci k cytosolu, popf. poméry
relativniho zastoupeni P — PKC ¢ k celkové PKC ¢ v dané frakci. Arbitrarni jednotky jsou
dany souctem hodnocenych denzitometrickych objemt, ktery je roven 100. Poméry
relativniho zastoupeni vyjadfuji pomér danych denzitometrickych objemi (pfepocitanych

na 1 pg proteinu).

4.14. Statistické zpracovani vysledkii

Vysledky byly statisticky zpracovany s vyuZitim programi Jandel Scientific
SigmaStat a Microsoft Excel 2007. Vysledky byly vyjadfeny jako aritmeticky primér,
rozptyl dat jako stfedni chyba priméru (S.E.M.). Vyznamnost rozdild mezi skupinami
byla hodnocena pomoci jednocestné analyzy variance a  ndasledného
Student-Newman-Keulsova testu. Za statisticky vyznamny byl povazovan rozdil

s hladinou vyznamnosti mensi nez 0,05 (p < 0,05).
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5. VYSLEDKY

S.1. Hmotnostni parametry

5.1.1. Adaptace na intermitentni hypobarickou hypoxii 7000 m

Tabulka ¢. 8 ukazuje vliv intermitentni hypobarické hypoxie 7000 m (IHH)
na hmotnostni parametry pokusnych potkani. Adaptace na IHH vedla ke zpomaleni
rastu: hmotnost t¢la (BW) klesla na 88 % hodnoty normoxickych potkani. Vyssi
hmotnost srdce (HW) u zvitat hypoxické skupiny (126 % hodnoty normoxickych
kontroly). U hypoxické skupiny mirn€é vzrostla i hmotnost levé komory (125 %
normoxické hodnoty). Relativni hmotnost srdce (HW/BW) se po adaptaci na [HH zvysila
na 143 %, relativni hmotnost pravé komory na 176 % a relativni hmotnost levé komory

na 141 % normoxické kontroly.

Tabulka ¢. 8 Hmotnostni parametry po adaptaci na intermitentni hypobarickou
hypoxii 7000 m

parametry N ITHH

n 7 7

BW (g) 350+ 10 307 + 5*
HW (mg) 747 £ 13 944 + 44*
RV (mg) 159+ 6 250 £ 13*
LV (mg) 4117 512 +33*
S (mg) 177+ 7 182+11
HW/BW (mg/g) 2,14 £ 0,05 3,07+0,11*
RV/BW (mg/g) 0,46 + 0,02 0,81 +0,04*
LV/BW (mg/g) 1,18 £ 0,03 1,66 + 0,09*
S/BW (mg/g) 0,51 £0,02 0,59 + 0,03
RV/LV (mg/mg) 0,39+ 0,02 0,49 + 0,02*

Hodnoty vyjadiuji aritmeticky primér £ S.E.M. N — normoxie, IHH — intermitentni
hypobarickd hypoxie 7000 m, n — pocet zvifat ve skupiné, BW — hmotnost téla,
HW - hmotnost srdce, RV — prava komora, LV — levd komora, S — septum,
HW/BW - relativni hmotnost srdce, RV/BW - relativni hmotnost pravé komory,
LV/BW - relativni hmotnost levé komory, S/BW — relativni hmotnost septa.
* — statisticky vyznamny rozdil [HH vs. N (p < 0,05).
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5.1.2. Adaptace na kontinualni a intermitentni normobarickou hypoxii
5500 m

Tabulka €. 9 ukazuje vliv kontinudlni normobarické hypoxie 5500 m (KNH)
a intermitentni normobarické hypoxie 5500 m (INH) na hmotnostni parametry
pokusnych potkani. Adaptace na KNH ani na INH neovlivnila hmotnost téla a srdce
potkanti. Hmotnost pravé komory byla vys§i u KNH (121 % hodnoty normoxickych
potkani) iu INH (120 % hodnoty normoxickych potkanti). Relativni hmotnost pravé
komory se zvysila u KNH i INH (130 %, resp. 126 % normoxické hodnoty).

Tabulka €. 9 Hmotnostni parametry po adaptaci na kontinudlni a intermitentni
normobarickou hypoxii 5500 m

parametry N KNH INH
n 8 8 8
BW (g) 335+9 310+ 12 316+ 7
HW (mg) 720 £ 25 685+ 24 694 + 30
RV (mg) 153+£5 185 + 8* 184 + 14*
LV (mg) 382+ 19 334+ 13 345+ 16
S (mg) 185+5 166 + 8 165 + 5*
HW/BW (mg/g) 2,15+0,03 2,21 £ 0,04 2,19+ 0,07
RV/BW (mg/g) 0,46 + 0,01 0,60 = 0,02* 0,58 + 0,04*
LV/BW (mg/g) 1,14 +£ 0,03 1,08 £ 0,03 1,09 + 0,03
S/BW (mg/g) 0,56 + 0,02 0,53 £ 0,01 0,52 + 0,02
RV/LV (mg/mg) 0,41 £ 0,02 0,55+ 0,02* 0,53 + 0,03*

Hodnoty vyjadfuji aritmeticky pramér = S.E.M. N — normoxie, KNH - kontinualni
normobarickd hypoxie 5500 m, INH — intermitentni normobarickd hypoxie 5500 m,
n — pocet zvifat ve skupiné, BW — hmotnost téla, HW — hmotnost srdce, RV — pravé
komora, LV - leva komora, S — septum, HW/BW - relativni hmotnost srdce,
RV/BW - relativni hmotnost pravé komory, LV/BW — relativni hmotnost levé komory,
S/BW - relativni hmotnost septa.

* — statisticky vyznamny rozdil KNH (poptf. INH) vs. N (p <0,05).
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5.2. Velikost infarktu

U pokusnych potkani byla stanovena velikost infarktu vyjadfena jako velikost
nekrotické oblasti (IS, ,, infarct size”) vztazena na velikost oblasti ischemii ohrozené
(AAR, , area at risk*). Toto stanoveni bylo provedeno Oddélenim vyvojové kardiologie

Fyziologického ustavu AV CR v Praze.

5.2.1. Adaptace na intermitentni hypobarickou hypoxii 7000 m
Graf ¢. 2 ukazuje, Ze adaptace na IHH sniZila velikost infarktu na 71 % hodnoty

normoxické kontroly @),

Graf €. 2 Velikost infarktu po adaptaci na intermitentni hypobarickou hypoxii 7000 m

70 -
60 .

= T * N — normoxie

> 50 1 IHH - intermitentni

::4 40 - hypobaricka hypoxie 7000 m

< 30 -

L 2
10 -

N IHH

IS — velikost nekrotické oblasti, AAR — velikost ischemické oblasti. Chybové use¢ky
vyjadiuji S.E.M. n=18.

* — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. N (p < 0,05).

Prevzato z ®).
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5.2.2. Adaptace na kontinualni a intermitentni normobarickou hypoxii
5500 m

Graf ¢. 3 ukazuje, Ze adaptace na KNH snizila velikost infarktu na 67 %

normoxické hodnoty, zatimco adaptace na INH neméla protektivni u¢inek.

Graf ¢. 3 Velikost infarktu po adaptaci na kontinuilni a intermitentni normobarickou
hypoxii 5500 m

80 - T N — normoxie

KNH - kontinualni
normobaricka hypoxie 5500 m
INH - intermitentni
normobaricka hypoxie 5500 m

IS/AAR (%)
H
o

20 -

N KNH INH

IS — velikost nekrotické oblasti, AAR — velikost ischemické oblasti. Chybové usecky
vyjadiuji S.E.M. n = 18.

* — statisticky vyznamny rozdil KNH vs. N (p < 0,05).

+ — statisticky vyznamny rozdil INH vs. KNH (p < 0,05).

5.3. Podil proteini extrahovatelnych Tritonem X-100
v jednotlivych frakcich

Pro kaZdou frakcionaci byla pouzita levd srde€ni komora (310-540 mg),
ktera byla homogenizovana v homogeniza¢niho pufru 3S (2,443 ml, t. 12,5 %
homogenat). Relativni zastoupeni PKC &, PKC € a P — PKC ¢ bylo stanoveno v extraktu
homogenatu, v cytosolu a v extraktu partikularni frakce. Extrakce Tritonem X-100
predstavuje &asteny purifikaéni krok, kdy isoformy PKC ptechézeji do extraktd

partikulérni frakce a homogenétu a ¢4st ostatnich proteinl zustava v peletu.
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5.3.1. Adaptace na intermitentni hypobarickou hypoxii 7000 m

V tabulkdich ¢ 10 a 11 jsou uvedeny koncentrace a podil proteint
extrahovatelnych Tritonem X-100 v bunéénych frakcich za riznych experimentalnich
podminek. Mezi normoxickym anaIHH adaptovanym myokardem nebyl pozorovan
statisticky vyznamny rozdil v koncentracich proteini. Adaptace na IHH neovlivnila

koncentraci proteint extrahovatelnych do Tritonu X-100.

Tabulka ¢. 10 Koncentrace proteinii po adaptaci na intermitentni hypobarickou
hypoxii 7000 m

bunééna frakee koncentrace proteinu (g/1)
N IHH

H 213+ 1,6 19,6 + 0,9

HE 7,5+0,5 8,1+0,6

HEP 23,1+£2,6 22,1+£2,6

C 5,7+0,4 6,2+0,3

PE 8,2+0,7 9,2+0,9

PEP 49,6 +£7,0 48,0 +9,3

Hodnoty vyjadfuji aritmeticky primér = S.E.M. ze ¢tyf frakciona¢nich pokust.
N - normoxie, IHH - intermitentni hypobaricka hypoxie 7000 m, H — homogenat,
HE - extrakt homogenatu, HEP — pelet po extrakci homogenatu, C — cytosol,
PE — extrakt partikularni frakce, PEP — pelet po extrakci partikularni frakce.

Tabulka ¢. 11 Podil proteini extrahovatelnych Tritonem X-100 v jednotlivych
frakcich po adaptaci na intermitentni hypobarickou hypoxii 7000 m

podil proteinii extrahovatelnych
bunééna Tritonem X-100
frakce (% homogenitu)
N THH
H 100 100
HE 33,1£0,6 355+24
C 25,1 +1,1 28,5+ 0,5*
PE 43+0,3 52+0,7

Hodnoty vyjadiuji aritmeticky primér + S.E.M. ze &ty frakcionaénich pokust. Podil
proteind extrahovatelnych Tritonem X-100 v jednotlivych frakcich: vytéZzek proteind dané
frakce v mg vyjadfeny jako procento celkového proteinu homogenitu (100 %).
N — normoxie, IHH — intermitentni hypobarickd hypoxie 7000 m, H — homogenat,
HE — extrakt homogenatu, C — cytosol, PE — extrakt partikularni frakce.

* — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. N (p < 0,05).
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5.3.2. Adaptace na kontinualni a intermitentni normobarickou hypoxii

5500 m

V tabulkdch ¢. 12 a 13 jsou uvedeny koncentrace a podil proteind
extrahovatelnych Tritonem X-100 v buné&nych frakcich za riznych experimentalnich
podminek. Mezi normoxickym ana KNH resp. INH adaptovanym myokardem nebyly
pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily v koncentracich proteini. Adaptace

na KNH nebo INH neovlivnila koncentraci proteinti extrahovatelnych do Tritonu X-100.

Tabulka ¢. 12 Koncentrace proteinii po adaptaci na kontinudlni a intermitentni
normobarickou hypoxii 5500 m

bunééna koncentrace proteini (g/1)
frakce N KNH INH
H 192+2)5 19,8 +2.2 19,7+ 1,8
HE 7,5+0,4 7,7+0,3 79+ 0,4
HEP 224+1,2 21,8+1,1 20,5+ 1,7
C 6,5+ 0,4 6,0+ 0,4 6,0 £ 0,6
PE 7,4+0,6 73+£0,5 7,5+0,3
PEP 42,3 +4,5 43,6 + 6,3 422+53

Hodnoty vyjadiuji aritmeticky primér + S.EM. z péti frakciona¢nich pokust.
N — normoxie, KNH — kontinualni normobaricka hypoxie 5500 m, INH — intermitentni
normobaricka hypoxie 5500 m, H — homogenat, HE — extrakt homogenatu, HEP — pelet
po extrakci homogenatu, C — cytosol, PE — extrakt partikularni frakce, PEP — pelet
po extrakei partikularni frakce.
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Tabulka ¢. 13 Podil proteint extrahovatelnych Tritonem X-100 v jednotlivych
frakcich po adaptaci na kontinualni a intermitentni normobarickou hypoxii 5500 m

bunééns podil proteini extrahovatelnych Tritonem X-100
;‘;iccl;a (% homogenitu)
N KNH INH
H 100 100 100
HE 352+23 32,1+0,5 343+1,1
C 31,4+ 3,6 26,1 £2.4 27,1+ 1,1
PE 3,2+0,6 34+0,5 3,7£0,6

Hodnoty vyjadifuji aritmeticky primér + S.E.M. z péti frakciona¢nich pokust. Podil
proteinti extrahovatelnych Tritonem X-100 v jednotlivych frakcich: vytéZek proteinti dané
frakce v mg vyjadfeny jako procento celkového proteinu homogenatu (100 %).
N - normoxie, KNH - kontinudlni normobaricka hypoxie 5500 m, INH — intermitentni
normobaricka hypoxie 5500 m, H — homogenat, HE — extrakt homogenatu, C — cytosol,
PE — extrakt partikularni frakce.
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5.4. Identifikace isoforem PKC

PKC 8, PKC ¢ a P — PKC ¢ byly identifikovany pomoci pozitivni kontroly
(tritonovy extrakt homogenatu mozku potkana) a srovnanim elektroforetické pohyblivosti

s pozicemi proteinovych standardd znamych molekulovych hmotnosti.

Signal PKC & byl identifikovan jako prouzek o primérné molekulové hmotnosti
76 kDa (obr. €. 5).

Obrazek €. 5 Identifikace PKC &

76 kDa

N IHH N IHH IHH
—> < > . B

cytosol partikularni frakce mozek

Filmy s ECL signalem, expozice 30 sekund. Sipkou je oznaten prouzek odpovidajici
PKC 3. Nanasky: cytosol 15 pg proteinu, partikularni frakce 7 pg proteinu. N — normoxie,
IHH - intermitentni hypobarické hypoxie 7000 m.

Signal PKC ¢ byl identifikovan jako dva prouzky o prumémé molekulové
hmotnosti 92 kDa (obr. ¢. 6).

Obrazek ¢. 6 Identifikace PKC ¢

92kDa —, § «— PKCe

N IHH N IHH [HH

-« « > “—>
cytosol partikularni frakce mozek

Filmy s ECL signalem, expozice 30 sekund. Sipkou je oznalen prouzek odpovidajici
PKC . Nanasky: cytosol 17 pg proteinu, partikularni frakce 10 pg proteinu. N — normoxie,
IHH - intermitentni hypobaricka hypoxie 7000 m.
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Signél P — PKC ¢ byl identifikovan jako prouzek o primérné molekulové hmotnosti
95 kDa (obr. €. 7).

Obrazek €. 7 Identifikace P — PKC ¢

«—— P-PKCeg

N IHH N KNH INH

homogenat mozek

Filmy s ECL signalem, expozice 30 sekund. Sipkou je oznaten prouzek odpovidajici
P — PKC &. Nanasky: homogenat 40 pg proteinu. N — normoxie, IHH — intermitentni
hypobarickd hypoxie 7000 m, KNH - kontinudlni normobarickd hypoxie 5500 m,
INH - intermitentni normobaricka hypoxie 5500 m.
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5.5. Relativni zastoupeni PKC 6, PKC ¢ a P — PKC ¢ po adaptaci

na intermitentni hypobarickou hypoxii 7000 m

5.5.1. PKC %

Grafy ¢. 4 a 5 ukazuji, Ze adaptace na IHH zvysila relativni zastoupeni PKC &
v homogenatu (160 % normoxické skupiny), v cytosolu (193 % normoxické skupiny)
a v partikularni frakci (126 % normoxické skupiny). PKC 8 je v normoxické i IHH tkéni
pfitomna pfevazné v partikularni frakci. Adaptace na IHH neovlivnila distribuci PKC 6

mezi partikuldrni frakci a cytosolem.

Graf ¢. 4 Relativni zastoupeni PKC 6 v homogenatu po adaptaci na intermitentni
hypobarickou hypoxii 7000 m

L« PKC3

N IHH

homogenat
*

70 N — normoxie
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£
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o

N IHH
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Reprezentativni imunoblot — nanasky: homogenat 10 pg proteinu.

Arbitrarni jednotka: soucet denzitometrickych objemt (vztaZeno na 1 ug proteinu) vSech
experimentalnich skupin je 100 %. Hodnoty kazdého pokusu jsou z identického filmu.
Chybové usecky vyjadiuji S.E.M. n= 6.

* — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. N (p < 0,05).
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Graf ¢. 5 Relativni zastoupeni PKC 6 v cytosolu a partikularni frakci po adaptaci
na intermitentni hypobarickou hypoxii 7000 m
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Reprezentativni imunoblot — nana$ky: cytosol 15 ug proteinu, partikularni frakce 7 pg
proteinu.

Arbitrarni jednotka: soucet denzitometrickych objemt (vztazeno na 1 pg proteinu) vSech
experimentalnich skupin je 100 %. Hodnoty kazdého pokusu jsou z identického filmu.
Chybové usecky vyjadtuji S.E.M. n= 6.

* — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. N (p < 0,05).
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5.5.2. PKC¢

Graf €. 6 dokumentuje, Ze IHH sniZzila relativni zastoupeni PKC & v homogenatu
(58 % normoxické skupiny). Toto sniZzeni se tyka predev§im partikularni frakce, kde
po adaptaci na IHH kleslo relativni zastoupeni PKC € na 60 % hodnoty normoxické skupiny
(graf ¢. 7). Adaptace na IHH hypoxii neovlivnila distribuci PKC & mezi partikularni frakei

a cytosolem.

Graf ¢. 6 Relativni zastoupeni PKC € v homogenatu po adaptaci na intermitentni
hypobarickou hypoxii 7000 m
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Reprezentativni imunoblot — nanasky: homogenat 12 pg proteinu.

Arbitrarni jednotka: souet denzitometrickych objemi (vztazeno na 1 pg proteinu) vSech
experimentalnich skupin je 100 %. Hodnoty kaZzdého pokusu jsou z identického filmu.
Chybové use€ky vyjadiuji S.E.M. n = 6.

* — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. N (p <0,05).
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Graf €. 7 Relativni zastoupeni PKC ¢ v cytosolu a partikularni frakci po adaptaci
na intermitentni hypobarickou hypoxii 7000 m
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Reprezentativni imunoblot — nanasky: cytosol 17 pg proteinu, partikularni frakce 10 pg
proteinu.

Arbitrarni jednotka: soucet denzitometrickych objemt (vztazeno na 1 pg proteinu) vSech
experimentalnich skupin je 100 %. Hodnoty kazdého pokusu jsou z identického filmu.
Chybové usecky vyjadiuji S.E.M. n=6.

* — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. N (p < 0,05).
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553.P-PKCeg

Na grafech €. 8 a 9 je patrné, Ze IHH nemeéla vliv na relativni zastoupeni P — PKC ¢
v homogenatu, cytosolu ani partikularni frakci. Pomér relativniho zastoupeni P — PKC ¢
a celkové PKC ¢ ukazal, ze IHH zvysila podil P — PKC & v homogenatu (187 % hodnoty
normoxie), cytosolu i partikularni frakci (grafy ¢. 10 a 11).

Graf ¢. 8 Relativni zastoupeni P — PKC € v homogenitu po adaptaci na intermitentni

hypobarickou hypoxii 7000 m
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Reprezentativni imunoblot — nanasky: homogenat 40 pg proteinu.

Arbitrarni jednotka: soucet denzitometrickych objemt (vztaZzeno na 1 pg proteinu) vSech
experimentalnich skupin je 100 %. Hodnoty kazdého pokusu jsou z identického filmu.
Chybové usec¢ky vyjadiuji S.E.M. n= 6.
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Graf ¢. 9 Relativni zastoupeni P — PKC ¢ v cytosolu a partikularni frakei po adaptaci

na intermitentni hypobarickou hypoxii 7000 m

«— P-PKCe

N IHH N IHH

B

3

A

cytosol partikularni frakce

nH
(3]

40 - N — normoxie
S35 | IHH — intermitentni
é 30 hypobaricka hypoxie 7000 m
2 25 |
E 20 -
S5 | I
£ 10 -
5 |
0
N IHH N IHH
cytosol partikularni frakce

Reprezentativni imunoblot — nanasky: cytosol 40 pg proteinu, partikularni frakce 50 pg
proteinu.

Arbitrarni jednotka: soucet denzitometrickych objemi (vztazeno na 1 pg proteinu) vSech
experimentalnich skupin je 100 %. Hodnoty kazdého pokusu jsou z identického filmu.
Chybové usecky vyjadiuji S.E.M. n=6.
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P - PKC ¢/PKC ¢

P-PKC¢/PKCe

Graf €. 10 Pomér relativniho zastoupeni P — PKC ¢ a celkové PKC ¢ v homogenatu
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P — PKC ¢/PKC &: pomér denzitometrického objemu (vztazeno na 1 ug proteinu)
P — PKC ¢ k denzitometrickému objemu (vztazeno na 1 pg proteinu) PKC ¢. Hodnoty
kazdého pokusu jsou z identického filmu. Chybové usecky vyjadiuji S.E.M. n = 6.

* — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. N (p < 0,05).

Graf ¢. 11 Pomér relativniho zastoupeni P — PKC ¢ a celkové PKC ¢ v cytosolu
a partikularni frakci
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P — PKC &/PKC & pomér denzitometrického objemu (vztazeno na 1 pg proteinu)
P — PKC ¢ k denzitometrickému objemu (vztazeno na 1 pg proteinu) PKC €. Hodnoty
kazdého pokusu jsou z identického filmu. Chybové usecky vyjadiuji S.E.M. n = 6.

* — statisticky vyznamny rozdil IHH vs. N (p < 0,05).
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5.6. Relativni zastoupeni PKC 6, PKC ¢ a P — PKC ¢ po adaptaci
na kontinualni a intermitentni normobarickou hypoxii SS00 m

5.6.1. PKC 6

Graf €. 12 ukazuje, ze¢ KNH ani INH neovlivnila relativni zastoupeni PKC &
v homogenatu. Zatimco adaptace na KNH nevyvolala zmény relativniho zastoupeni PKC &
v cytosolu ani v partikuldrni frakci, adaptace na INH zvysila mnozstvi PKC & v cytosolu
(175 % normoxické skupiny, 214 % kontinualné hypoxické skupiny) a sniZila mnozZstvi
PKC 8 v partikularni frakci (78 % normoxické skupiny) (graf ¢. 13). Adaptace na INH
vedla k redistribuci PKC 6 z partikularni frakce do cytosolu (graf ¢. 14).

Graf ¢. 12 Relativni zastoupeni PKC 6 v homogenatu po adaptaci na kontinudlni
a intermitentni normobarickou hypoxii 5500 m
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Reprezentativni imunoblot — nan&sky: homogenat 10 pg proteinu.

Arbitrarni jednotka: soucet denzitometrickych objemu (vztaZzeno na 1 ug proteinu) vsech
experimentalnich skupin je 100 %. Hodnoty kazdého pokusu jsou z identického filmu.
Chybové use¢ky vyjadiuji S.E.M. n= 6.
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Graf ¢. 13 Relativni zastoupeni PKC & v cytosolu a partikulirni frakci po adaptaci
na kontinualni a intermitentni normobarickou hypoxii 5500 m
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Reprezentativni imunoblot — nanasky: cytosol 15 pg proteinu, partikularni frakce 7 ug
proteinu.

Arbitrarni jednotka: soucet denzitometrickych objemi (vztaZzeno na 1 pg proteinu) vSech
experimentalnich skupin je 100 %. Hodnoty kazdého pokusu jsou z identického filmu.
Chybové use¢ky vyjadiuji S.E.M. n=6.

* — statisticky vyznamny rozdil INH vs. N (p < 0,05).

+ — statisticky vyznamny rozdil INH vs. KNH (p < 0,05).
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Graf ¢. 14 Pomér relativniho zastoupeni PKC 8 v partikularni frakci a v cytosolu
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PE/C: pomér denzitometrického objemu (vztaZeno na 1 pg proteinu) partikularni frakce
k denzitometrickému objemu (vztaZeno na 1 pg proteinu) cytosolu. Hodnoty kazdého
pokusu jsou z identického filmu. Chybové usecky vyjadiuji S.E.M. n=26.

* — statisticky vyznamny rozdil INH vs. N (p <0,05).

+ — statisticky vyznamny rozdil INH vs. KNH (p < 0,05).
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5.6.2. PKC ¢

Grafy €. 15 a 16 ukazuji, Ze KNH ani INH nevyvolala zmény relativniho
zastoupeni PKC € v homogenatu, cytosolu ani partikularni frakci. Z grafu ¢. 16 je patrné,
Zze PKC ¢ je vice zastoupena v partikularni frakci u vSech experimentalnich skupin

a adaptace na KNH ani INH neovlivnila jeji distribuci mezi cytosolem a partikularni

frakei.

Graf ¢. 15 Relativni zastoupeni PKC & v homogenatu po adaptaci na kontinualni
a intermitentni normobarickou hypoxii 5500 m
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Reprezentativni imunoblot — nanasky: homogenat 12 pg proteinu.

Arbitrarni jednotka: soucet denzitometrickych objemi (vztazeno na 1 pg proteinu) vSech
experimentalnich skupin je 100 %. Hodnoty kazdého pokusu jsou z identického filmu.
Chybové usecky vyjadiuji S.E.M. n=6.
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Graf ¢. 16 Relativni zastoupeni PKC ¢ v cytosolu a partikularni frakci po adaptaci
na kontinualni a intermitentni normobarickou hypoxii 5500 m
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Reprezentativni imunoblot — nanasky: cytosol 17 ug proteinu, partikularni frakce 10 pg
proteinu.

Arbitrarni jednotka: soucet denzitometrickych objemi (vztaZzeno na 1 pg proteinu) viech
experimentalnich skupin je 100 %. Hodnoty kazdého pokusu jsou z identického filmu.
Chybové usecky vyjadiuji S.E.M. n = 6.
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5.6.3.P-PKC¢g
Grafy €. 17 a 18 ukazuji, Ze¢ KNH ani INH nevyvolala zmény relativniho

zastoupeni P — PKC ¢ v homogenatu, cytosolu ani v partikularni frakci. Z grafu ¢. 18
je patrné, Ze P — PKC ¢ je téméf rovnomérné rozdélena mezi cytosol a partikularni frakci.
KNH ani INH neovlivnila pomér relativniho zastoupeni P — PKC ¢ a celkové PKC ¢
v homogenatu, cytosolu a partikularni frakci (grafy ¢. 19 a 20). Graf €. 20 ukazuje,
Zze pomér P — PKC ¢ acelkové PKC ¢ v cytosolu je vyrazné vysSi ve srovnéni s timto

pomérem v partikularni frakci.

Graf ¢. 17 Relativni zastoupeni P — PKC &£ v homogenatu po adaptaci na kontinualni

a intermitentni normobarickou hypoxii 5500 m
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Reprezentativni imunoblot — nanasky: homogenat 40 pg proteinu.

Arbitrarni jednotka: souéet denzitometrickych objemt (vztazeno na 1 pg proteinu) viech
experimentalnich skupin je 100 %. Hodnoty kazdého pokusu jsou z identického filmu.
Chybové use¢ky vyjadiuji S.E.M. n= 6.
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Graf ¢. 18 Relativni zastoupeni P — PKC ¢ v cytosolu a partikularni frakci po adaptaci
na kontinualni a intermitentni normobarickou hypoxii 5500 m
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Reprezentativni imunoblot — nanasky: cytosol 40 pg proteinu, partikularni frakce 45 pg
proteinu.

Arbitrarni jednotka: soucet denzitometrickych objemt (vztazeno na 1 pg proteinu) vSech
experimentédlnich skupin je 100 %. Hodnoty kazdého pokusu jsou z identického filmu.
Chybové usecky vyjadiuji S.EM. n=6.
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P -PKC ¢/PKC ¢

P - PKC ¢/PKC ¢

Graf €. 19 Pomér relativniho zastoupeni P — PKC ¢ a celkové PKC ¢ v homogenatu

14 -
12 -
1,0 -
0,8 ﬁ
06 -
04 |

0,2 -

N — normoxie

KNH - kontinualni normobaricka
hypoxie 5500 m

INH - intermitentni normobarick:
hypoxie 5500 m

0,0

KNH INH

homogenat

P — PKC &/PKC & pomér denzitometrického objemu (vztazeno na 1 pg proteinu)
P — PKC ¢ k denzitometrickému objemu (vztaZzeno na 1 ug proteinu) PKC ¢. Hodnoty
kazdého pokusu jsou z identického filmu. Chybové usecky vyjadiuji S.E.M. n = 6.

Graf €. 20 Pomér relativniho zastoupeni P — PKC ¢ a celkové PKC £ v cytosolu
a partikularni frakci
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P — PKC &/PKC &: pomér denzitometrického objemu (vztaZeno na 1 pg proteinu)
P — PKC ¢ k denzitometrickému objemu (vztazeno na 1 ug proteinu) PKC &. Hodnoty
kazdého pokusu jsou z identického filmu. Chybové usecky vyjadiuji S.E.M. n = 6.
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6. DISKUZE

6.1. Hmotnostni parametry

Adaptace na IHH vedla ke zpomaleni ristu a zplsobila sniZeni té€lesné hmotnosti
potkant oproti normoxickym kontroldm. Tento pokles je ve shodé€ s pfedchozimi pracemi
zabyvajicimi se stejnym modelem IHH **" a je patrné vyvolan stresovymi podminkami,
které u pokusnych zvifat vedou ke snizenému piijmu potravy. U potkani adaptovanych
nalHH jsme také pozorovali nartist hmotnosti srdce, ktery byl zplisoben zejména
hypertrofii pravé komory. Chronickd hypoxie zpisobuje plicni hypertenzi, ktera vede
k tlakovému pietizeni a k vyvoji hypertrofie. Zvysila se i hmotnost levé komory.
K hypertrofii levé komory dochazi jednak v diisledku zvySené objemové zéat€Ze be¢hem
hypoxickych expozic a jednak plsobenim katecholamini. Svou roli zde miiZe hrat
i zvySena viskozita krve "*. Nartst hmotnosti pravé i levé srde¢ni komory je ve shods
s pracemi zabyvajicimi se adaptaci na IHH *>*7)

Adaptace na KNH a INH zplsobila zvySeni hmotnosti pravé komory. Tyto
vysledky jsou ve shodé s pracemi, které pouzivaly stejny stuperi hypoxie, napf. Morel
aspol. “® (IHH, 23 hod/den, 2 tydny, 5500 m) a Rouet-Benzineb a spol. “2 (INH,
23 hod/den, 8, 15, 21 dnt, 10 % O,). Zmifovani autofi pozorovali také sniZeni télesné
hmotnosti. V nasem pokusu do$lo pouze k nepatrnému poklesu télesné hmotnosti, ktery
nebyl statisticky vyznamny.

Po adaptaci na IHH byly hmotnostni zmény vétsi neZ po adaptaci na KNH a INH,
coz je vsouladu srozdilem ve stupni hypoxie (u IHH byl barometricky tlak sniZen
na hodnotu odpovidajici 7000 m, zatimco obsah kysliku (10 %) u KNH a INH odpovidal
stupni hypoxie v 5500 m).
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6.2. Homogenizace a frakcionace tkané

Postupy homogenizace a frakcionace byly zvoleny podle metod pfevzatych z praci
zabyvajicich se analyzou PKC ®*#828) Tkay byla uchovavéana v kapalném dusiku, poté
byla rozdrcena na praSek a homogenizovana pomoci Potter-Elvehjemova
homogenizatoru ®**¥. Centrifugaci homogenatu (100 000 x g/1,5 hod) jsme ziskali cytosol
a partikularni frakci ve form¢ peletu. Podil proteini v cytosolu se u jednotlivych
experimentalnich skupin (N, IHH, KNH, INH) pohyboval v rozmezi 24-31 % z celkového
mnozstvi proteini. Prace zabyvajici se homogenizaci a frakcionaci srde¢ni tkané
obdobnym zptisobem uvadgji srovnatelné vytézky ¢>%).

Z peletu partikularni frakce a z ¢asti homogenatu jsme piipravili extrakty pomoci
Tritonu X-100. Extrakce piedstavuje Casteny purifikaéni krok, béhem kterého jsou
z membran extrahovany prakticky vSechny isoformy PKC. Tento krok vede ke zpfesnéni
vysledkt. Spolu s PKC pifechézi do extraktu homogenatu u jednotlivych experimentalnich
skupin (N, IHH, KNH, INH) 32-36 % proteind homogenatu. Tyto vysledky se shoduji
s na$i pfedchozi praci, kdy jsme za stejnych homogeniza¢nich a frakciona¢nich podminek
ziskali obdobné vysledky @8 Extrakce bunéénych frakei Tritonem je pouZivana ve v&tsing
laboratofi zabyvajicich se analyzou isoforem PKC “8828%),

Nenalezli jsme Zadné statisticky vyznamné rozdily mezi koncentracemi proteind
v jednotlivych frakcich (homogenat, cytosol, extrakt partikularni frakce a homogenatu)
ani v peletech (po extrakci homogenatu a partikularni frakce) za riznych experimentélnich

podminek. Adaptace na IHH, KNH ani INH neovlivnila mnoZstvi proteint

extrahovatelnych Tritonem X-100.

6.3. Identifikace isoforem PKC

Isoformy PKC & a PKC ¢ byly identifikovany pomoci primérnich protilatek Sigma,
P — PKC ¢ (Ser 729) pomoci primarni protilatky Upstate Signalling. Pozici ECL signéalu
jsme zjistili pomoci pozitivni kontroly (tritonovy extrakt homogenatu mozku potkana),
ktera je pouzivdna v fad€¢ laboratofi zabyvajicich se analyzou PKC 0818 a také

srovnanim elektroforetické pohyblivosti s pozicemi proteinovych standardi znamych
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molekulovych hmotnosti. Signdl PKC & byl identifikovan jako prouzek o primémé
molekulové hmotnosti 76 kDa, signal PKC ¢ jako dva prouzky o primérné molekulové
hmotnosti 92 kDa a signal P — PKC ¢ jako prouzek o primérné molekulové hmotnosti
95 kDa.

6.4. Relativni zastoupeni PKC o6, PKC ¢ a P - PKC ¢

po adaptaci na intermitentni hypobarickou hypoxii 7000 m

V tomto experimentu jsme sledovali zmény relativniho zastoupeni isoforem PKC &
a PKC ¢ v homogenatu, cytosolu a partikularni frakci v levé komoie myokardu potkana
po adaptaci na IHH. Cilem bylo ovéfit vysledky publikované na tomto modelu hypoxie
a doplnit je o analyzu P — PKC &.

PKC & je vmyokardu potkana pifitomna zejména v partikularni frakci, coZ je
v souladu s literaturou i pfedchozimi vysledky nasi laboratote ®**7%>, Adaptace na IHH
zvysila relativni zastoupeni PKC & v homogenatu a obou bunéénych frakcich, tj. v cytosolu
i partikularni frakci. Tyto vysledky potvrzuji piedchozi studie, kde bylo po adaptaci
naI[HH zjisténo zvySené zastoupeni PKC & jak v celkové partikularni frakci, tak
v jednotlivych buné&nych frakcich (cytosolu, nuklearné-cytoskeletdrni, mitochondrialni
i mikrosomalni frakci) oproti normoxické skuping #>2°47,

Po adaptaci na I[HH jsme zaznamenali sniZeni relativniho zastoupeni PKC ¢
v homogenatu a partikularni frakci. Pokles relativniho zastoupeni PKC ¢ v partikuldrni

1 @7

frakci pozorovali na modelu IHH i Kolaf a spo a Hlavagkova a spol. 2. Naproti tomu

Neckaf a spol. ®

nezjistili na modelu IHH Zadné zmény v relativnim zastoupeni PKC ¢
v jednotlivych buné&nych frakcich. Tento rozdil muze byt vysledkem odlisného
homogeniza¢niho a frakciona¢niho postupu. V ptipadé studie Neckate a spol. ® byla tkai
homogenizovana sttihanim, nikoli drcenim v tekutém dusiku v tfeci misce, a nebylo
analyzovano debris (pelet po sto€eni pti 800 x g). Tyto vysledky ukazuji, Ze volba zpiisobu
homogenizace tkané¢ a frakciona¢niho postupu mize vyznamné ovlivnit proces izolace
PKC, jeji distribuci a nasledn¢ charakter pozorovanych zmén. Tuto hypotézu podporuji

(88)

vysledky studie Huntera a spol. ™, ktera ukdzala, Ze volba postupu izolace PKC

(koncentrace Tritonu X-100, zpisob homogenizace, frakcionaéni protokol) z myokardu
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levé komory potkana vyznamné ovlivituje distribuci PKC v jednotlivych buné¢nych
frakcich. Z tohoto diivodu je pfi porovnavani vysledkd jednotlivych studii zabyvajicich
se tlohou PKC v mechanismu ptsobeni chronické hypoxie velmi dulezité brat v uvahu
nejen odlisné modely adaptace na chronickou hypoxii, ale také postupy izolace isoforem
PKC.

Podobné jako v nasi studii, Ding a spol. @7

pozorovali v myokardu po adaptaci
na mirn€j$i stupeti IHH (6 hod/den, 6 tydnid, 5000 m) zvySeni v relativnim zastoupeni
PKC 8 v partikularni frakci. Na rozdil od nas tito autofi pozorovali v partikularni frakci
také zvySeni relativniho zastoupeni PKC €. Zda v této diskrepanci hraje roli volba niZ§i
nadmotské vySky nebo jiny Casovy interval reoxygenace, je obtiZzné posoudit a bylo
by tfeba experimentéalniho ovéfeni.

Sledovali jsme také zmény fosforylace PKC ¢ (vyjadiené jako pomér P — PKC ¢
acelkové PKC ¢) naserinu 729 v, turn“ motivu. Tato pozice patii ke tfem
konzervovanym mistim fosforylace PKC €. Fosforylace je jednim ze znakt svéd¢icich
o maturaci enzymu (vzniku katalyticky aktivniho enzymu). Ackoliv adaptace na ITHH
sniZila obsah celkové PKC & v bunéénych frakcich ve srovnani s normoxickymi
hodnotami, neovlivnila relativni zastoupeni P — PKC ¢ v téchto buné&nych frakcich. Tyto
vysledky naznacduji, Ze myokard levé komory potkana adaptovaného na IHH ma tendenci
si udrzet stejnou hladinu katalyticky aktivni (fosforylované) PKC e, jaka je
u normoxickych kontrol.

Co se ty¢e fyziologickych parametrii, doslo po adaptaci na IHH ke sniZeni velikosti
infarktu (na 71 % normoxické hodnoty), které negativné korelovalo s relativnim
zastoupenim isoformy PKC & ®). Neckat a spol. ® ukézali, Ze podani obecného inhibitoru
PKC, chelerytrinu, vedlo k uplnému zruseni kardioprotekce indukované adaptaci na IHH.
Podani inhibitoru PKC 9, rotlerinu, vedlo k oslabeni tohoto kardioprotektivniho u¢inku.
Rotlerin také potla¢il kolokalizaci PKC & s mitochondriemi vyvolanou adaptaci
na IHH ®?. Z t&chto vysledka vyplyva, Ze se v kardioprotektivnim tginku adaptace na IHH
ziejmé uplatiiuje PKC 3. Pokud jde o uplatnéni dal$ich isoforem PKC, nabizi se PKC a,
ukteré bylo také pozorovano zvySeni jejiho relativniho zastoupeni v jednotlivych
bunéénych frakcich z myokardu potkana po adaptaci na IHH “* nebo PKC e, ktera je
spolu s PKC 3 jednou z nejhojnéji zastoupenych isoforem PKC v myokardu dospé€lého

(89)

potkana . Ze studii zabyvajicich se kardioprotektivnim u¢inkem IPC je ziejmé,
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ze isoformy PKC 8 a PKC ¢ se ve svém pisobeni podporuji a jejich tloha v kardioprotekci

PR < . 67,69
je zavisla na nacasovani jejich aktivace 7%,

6.5. Relativni zastoupeni PKC 6, PKC ¢ a P - PKC ¢
po adaptaci na kontinudlni a intermitentni normobarickou

hypoxii 5500 m

Modely KNH a INH byly vna$i laboratofi zavedeny nov€. Zaméfili jsme
se na porovnani vlivu KNH a INH na relativni zastoupeni PKC 8, PKC ¢ aP — PKC ¢
v homogenatu, cytosolu a partikularni frakci z levé komory myokardu potkana. Ptechod
z hypobarické komory na normobarickou byl nutny kvili realizaci modelu kontinudlni
hypoxie. U hypobarickych komor jetotiz ztechnickych divodi obtizné zabranit
opakované reoxygenaci pfi denni péci o zvifata. Dal§im odliSnym bodem oproti IHH byla
doba reoxygenace (1 hod/den) a stupeni hypoxie, ktery u KNH a INH odpovidal 5500 m
(10 % kysliku).

Zatimco adaptace na KNH nevyvolala zmény relativniho zastoupeni PKC 3, PKC ¢
a P — PKC ¢ v homogenatu, cytosolu ani partikularni frakci z myokardu levé komory
potkana oproti normoxii, adaptace na INH zvysila relativni zastoupeni PKC & v cytosolu
a zaroven sniZila relativni zastoupeni PKC & v partikularni frakci. Adaptace na INH tedy
vedla k ptesunu PKC 6 z partikularni frakce do cytosolu, coZ mize byt znakem jeji
deaktivace anebo zmény dostupnosti substrati. Na relativni zastoupeni PKC 6, PKC ¢
a P — PKC ¢ vcelé tkani (homogenat) levé komory myokardu neméla adaptace na INH
stejn€ jako KNH Zadny vliv. Skute¢nost, Ze u KNH nedoslo k zddnym zménam relativniho
zastoupeni sledovanych enzymt, mohla byt zptisobena mirn&jsi hypoxii. Nemtzeme
ale vyloucit, Ze nedo$lo k translokaci isoforem PKC mezi jednotlivymi bunéénymi
kompartmenty/membranami. Podrobnéj$i analyza distribuce PKC v jednotlivych
buné¢nych kompartmentech bude provedena béhem pokraovani projektu pomoci metody
fluorescen¢ni imunohistochemie.

Ve shod& s nadimi vysledky je studie Rouet-Benzineb a spol. “?, ktefi pouzili
model INH (23 hod/den, 8, 15 a 21 dnii, 10 % O;) a nepozorovali zmény v celkové aktivité
ani relativnim zastoupeni katalytického fragmentu Zadné z isoforem PKC v homogenatu
z levé komory myokardu potkanti.
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Podobny model kontinualni hypoxie, jako jsme pouZili v nasem pokusu, zavedli
iLi a spol. * a Rafiie a spol. ®”. Li a spol. vystavovali bfezi samice potkani KNH
(24 hod/den, 7 dnd, 10,5 % O,). U jejich dospélych potomku bylo oproti normoxickym
kontroldm zaznamenano sniZené relativni zastoupeni PKC & v homogenatu. Rafiee a spol.
po adaptaci neonatalnich kralikii na KNH (24 hod/den, 10 dnd, 10 % O,) pozorovali v levé
komoife myokardu zvy$enou fosforylaci PKC ¢ a jeji redistribuci do partikularni frakce
ve srovnani s normoxickou kontrolou. Tyto vysledky nejsou ve shod¢€ s na$i studii, rozdily
mohou byt zpisobeny odlisnou dobou adaptace zvitat a mezidruhovymi rozdily.

Na modelu IHH (23 hod/den, 2 tydny, 5500 m) zkoumali relativni zastoupeni
PKC & a PKC € Morel a spol. ®. Ve shod® snadi studii nepozorovali Zadné zmény
v obsahu ani distribuci PKC & v analyzovanych bunéénych frakcich zlevé komory.
V kontrastu s na$imi vysledky vSak nezaznamenali Zadné zmény v distribuci PKC &

mezi partikuldrni frakci a cytosolem, coz miZe byt dano krat$i dobou adaptace zvifat.

Adaptace na KNH ovlivnila i citlivost myokardu k ischemicko-reperfuznimu
poskozeni. Predb¢Zzné vysledky ziskané Oddélenim vyvojové kardiologie Fyziologického
tistavu AV CR v Praze ukazuji, e adaptace na KNH vedla ke sniZeni velikosti infarktu
aneméla vliv na vyskyt arytmii ve srovnani s normoxickymi kontrolami. Ve shodé

@9 zlepseni obnovy kontraktility levé

s témito vysledky pozorovali Rafiee a spol.
komory neonatalnich kraliki adaptovanych na KNH (24 hod/den, 10 dnt, 10 % O,)
ve srovnani s normoxickou kontrolou.

Naproti tomu adaptace na INH neméla na velikost infarktu Zadny vliv a dokonce
vedla ke zvySeni poétu ischemickych komorovych arytmii. Vysvétleni tohoto
prekvapivého nalezu bude vyzadovat dalsi podrobné analyzy. Adaptace na INH (1 hod
reoxygenace/den) vedla k translokaci PKC & z partikularni frakce do cytosolu (coZ je
znakem deaktivace), zatimco adaptace na IHH (16 hod reoxygenace/den) zvysila relativni
zastoupeni PKC 6 ve viech bunéénych frakcich (viz vy$e) a méla kardioprotektivni
uginky ®*. Tyto vysledky poukazuji na vyznam délky periodické reoxygenace a podporuji
pfedstavu, Ze pfitomnost PKC & nabunéénych membranach hraje vyznamnou roli

v kardioprotektivnich projevech adaptace na chronickou hypoxii.

Z naSich vysledki i vySe citovanych studii vyplyva, Ze u€inky chronické hypoxie
podstatn€ zavisi na zvoleném experimentalnim modelu. Jednotlivé modely se mohou lisit
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intenzitou (nadmoiska vySka, popt. obsah kysliku), typem komory (normobarickd x
hypobarickd), délkou a frekvenci pfipadnych reoxygena¢nich period a také celkovou
dobou adaptace. Uginky adaptace na chronickou hypoxii jsou pravdépodobn& zavislé
na vSech té€chto aspektech, resp. jejich kombinacich. V nas$i studii se ukazaly jako klicové

faktory doba reoxygenace a stupeni hypoxie.
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7. SHRNUTI

Ve své diplomové praci jsem dospé€la k nasledujicim vysledkiim:
» Adaptace potkani na IHH (7000 m, 8 hod/den):

e zvysila relativni zastoupeni PKC & v cytosolu, extraktu partikularni frakce
a extraktu homogenatu

e snizila relativni zastoupeni PKC & v extraktu partikularni frakce a extraktu
homogenatu

e zvysila pomér P — PKCe/PKCe v cytosolu, extraktu partikularni frakce i extraktu
homogenatu

@ snizila velikost infarktu

» Adaptace potkani na KNH (5500 m, 24 hod/den):

® nevyvolala zmény relativniho zastoupeni PKC 8, PKC ¢ ani P — PKC ¢
v cytosolu, extraktu partikularni frakce ani extraktu homogenatu

e snizila velikost infarktu
» Adaptace potkani na INH (5500 m, 23 hod/den):
e zvysila relativni zastoupeni PKC § v cytosolu
e snizila relativni zastoupeni PKC 8 v extraktu partikularni frakce

e zpuisobila translokaci PKC 8 z membréan do cytosolu

e neovlivnila velikost infarktu
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Zavér:

Utinky chronické hypoxie na relativni zastoupeni isoforem PKC & a PKC ¢
v myokardu levé komory a na kardioprotekci zévisi na konkrétnim experimentalnim
modelu hypoxie. Zda se, Ze zde hraje podstatnou ulohu stupen hypoxie (nadmotska vyska,
popt. obsah kysliku), typ komory (normobarickd x hypobarickd) a délka a frekvence
ptipadnych reoxygenacnich period. NaSe vysledky jsou vsouladu s pfedstavou,
Ze ptitomnost PKC & na bunénych membranach hraje vyznamnou roli

v kardioprotektivnim mechanismu chronické hypoxie.
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