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Abstrakt

Mortalita kardiovaskularnich onemocnéni je stale vysoka a pravdépodobné¢ bude mit
v budoucnu tendenci se spiSe zvySovat. PrestoZze byla popsana fada zpusobi, jak odolnost
myokardu vuc¢i ischemicko-reperfuznimu poskozeni zvysit, minimum znich bylo
pteneseno do klinické praxe. Kardioprotektivni plisobeni chronické hypoxie bylo popsano
jiz v 60. letech minulého stoleti. Jeho detailni mechanismus nebyl doposud objasnén,
ale byla identifikovana fada komponent, které se zde uplatiuji. Jednou =z nich je
proteinkinasa C (PKC). Uloha PKC byla podrobné popsana v mechanismu ischemického
preconditioningu, jeji zapojeni V mechanismu kardioprotekce vyvolané hypoxii vsak
zastava nejasné. Jednim z duvodi je mnozstvi isoforem PKC, které maji mnohdy
protichiidné G¢inky, a také riznorodost pouzivanych hypoxickych modelt. V souvislosti
s kardioprotekci jsou nejcastéji zminovany isoformy PKCd a PKCe. Cilem mé prace bylo
analyzovat zmény téchto isoforem PKC na dvou riznych kardioprotektivnich modelech
hypoxie — intermitentni hypobarické (IHH) a kontinualni normobarické hypoxii (CNH).
Zaroven jsme po adaptaci na IHH sledovali cilové proteiny PKCd a PKCe, které by mohly
byt do mechanismu kardioprotekce zapojeny. Jednalo se o proteiny spojené s apoptosou
a autofagii, s dynamikou mitochondrii, odstrafiovanim toxickych aldehydt, metabolismem
sfingolipidu a signalizaci pfes gap junctions. Ukazali jsme, ze zatimco adaptace na [HH
vede k aktivaci PKC5, adaptace na CNH vede naopak k aktivaci PKCe. Pouziti inhibi¢niho
peptidu KP-1633 specifického pro PKCe potvrdilo, Ze je tato isoforma pro kardioprotekci
vyvolanou CNH klicova. Analyza cilovych proteint PKC ukazala, ze piestoze vede IHH
ke zvyseni proapoptotickych proteini rodiny Bcl-2, pocet apoptotickych bunék je nizsi.
Zaroven doslo k aktivaci autofagie, diky které by mohlo dochézet k rychlej$imu odstranéni
poSkozenych organel, a mohla by tak ptedstavovat mechanismus, kterym vede IHH
ke kardioprotekci. Objasnéni signalnich drah spojenych s kardioprotekci vyvolanou

adaptaci na chronickou hypoxii by mohlo pomoci pii 1é¢bé ischemickych stavi.



Abstract

The mortality of cardiovascular diseases remains high and it likely tends to increase
in the future. Although many ways how to increase the resistance against myocardial
ischemia-reperfusion damage have been described, few of them were transferred into
clinical practice. Cardioprotective effect of chronic hypoxia has been described during 60s
of the last century. Its detailed mechanism has not been elucidated, but a number of
components has been identified. One of these components presents protein kinase C (PKC).
The role of PKC was described in detail in the mechanism of ischemic preconditioning, but
its involvement in the mechanism of cardioprotection induced by chronic hypoxia remains
unclear. One reason is the amount of PKC isoforms, which have often contradictory effects,
and the diversity of hypoxic models used. The most frequently mentioned isoforms in
connection with cardioprotection are PKCo and PKCe. The aim of my thesis was to analyze
changes in these PKC isoforms at two different cardioprotective models of hypoxia —
intermittent hypobaric (IHH) and continuous normobaric hypoxia (CNH). We also
examined the target proteins of PKCé and PKCe after the adaptation to IHH, which could
be involved in the mechanism of cardioprotection. These included proteins associated with
apoptosis and autophagy, mitochondrial dynamics, removal of toxic aldehydes, metabolism
of sphingolipids and gap junctional communication. We have shown that while adaptation
to IHH leads to PKCd activation, the adaptation to CNH leads to activation of PKCe. The
use of PKCe inhibitory peptide KP-1633 confirmed that PKCe is a key isoform in
cardioprotection induced by CNH. The analysis of PKC target proteins showed that
although IHH led to an increase of proapoptotic proteins of Bcl-2 family, the number of
apoptotic cells was lower. Simultaneously, the adaptation to IHH activated autophagy,
through which it could lead to a faster removal of damaged organelles, and thus might
contribute to of IHH-induced -cardioprotection. Elucidation of signaling pathways
associated with cardioprotection induced by adaptation to chronic hypoxia could help in the

treatment of ischemic heart disease.
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1 UVOD

1.1 Protekce myokardu

mortality celosvétove, ve vyspélych zemich jsou dokonce na prvnim misté. I pres velky
pokrok ve vyzkumu vedouci ke snizeni mortality a morbidity téchto chorob bude podle
odhadi Svétové zdravotnické organizace jejich vyskyt v budoucnosti spise rust, nikoliv
se snizovat, a to jak ve vyspélych, tak v rozvojovych zemich. Nejbéznéjsi formou
kardiovaskularnich onemocnéni je ischemicka choroba srdecni, na jejiz nasledky zemftelo
v roce 2012 7,4 milionu lidi (WHO 2014).

Pro spravnou funkci myokardu je nezbytny neustaly pfisun kysliku a Zivin. Beéhem
ischemickych stavi vSak dochazi k jeho poklesu ¢i Gplnému pieruseni, tzv. ischemii. Klesa
oxidativni fosforylace (Opie 1990), buné¢ny metabolismus piepina na anaerobni glykolyzu,
hromadi se laktat a klesa pH (Powers 2007). Jiz 30 min po zacatku ischemie se pH
pohybuje v rozmezi 5,5-6,0 (Borges 2015). Nastava intracelularni pietizeni bungk Na’
a Ca*" (Avkiran 2002, Hausenloy 2013), dochazi k nadprodukci reaktivnich forem kysliku
(ROS), lipidovym peroxidacim, poskozeni kontraktilnich proteind, ztraté¢ bunéénych funkci
a v kone¢ném disledku az k bunééné smrti (Golbidi 2011, Hausenloy 2013).

Pro pteziti myokardu je nezbytné obnoveni pratoku krve, tzv. reperfize. Dani
za obnoveni pritoku je vSak jesté dalsi poskozeni myokardu (Piper 1998). Béhem prvnich
okamzikt reperfuze dochazi k nadmérné produkci ROS v mitochondriich (Zweier 1987).
Zarovei narista jiz tak zvy3ena intracelularni koncentrace Ca®*, vyplavuje se laktat a rychle
roste pH. VSechny tyto zmény pfispivaji K otevieni mitochondrialnich pord (MPTP, z angl.
mitochondrial permeability transition pores) (Griffiths 1995, Halestrap 2004). Dochazi
ke ztraté mitochondrialniho membranového potencialu, odpojeni oxidativni fosforylace
avycerpani ATP. Béhem reperfuze vznikaji v myokardu komorové arytmie, nastava
kontraktilni dysfunkce (srdecni stunning), mikrovaskularni obstrukce az letdlni srdecni
reperfuzni poskozeni charakterizované smrti kardiomyocytti (Hausenloy 2013). Odhaduje
se, ze reperfizni poSkozeni se na vysledné infarktové oblasti podili zhruba 50% (‘Yellon
2007). Rozsah ischemicko-reperfazniho (IR) poskozeni myokardu neni zavisly jen na dobé
trvani ischemie a na pribéhu obnoveni koronarni cirkulace pii reperfuzi (Budas 2007),

ale také na vlastni odolnosti srde¢niho svalu vii¢i nedostatku kysliku (Peart 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Avkiran%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11869836

Organismus je vybaven vrozenymi adaptivnimi mechanismy, pomoci nichz je
schopny zvysit odolnost myokardu K akutnimu ¢i chronickému nedostatku kysliku (Kolaf
2004). Existuje fada moznosti a pfistupti, které tyto endogenni protektivni mechanismy

aktivuji. Radime mezi né:

e kriatkodobou adaptaci na stresovy podnét (tzv. conditioning), napt. na sérii
kratkych ischemickych epizod — ischemicky conditioning
e dlouhodobou adaptaci na stresovy podnét — napi. na hypoxii (Kolair 2004),

cviceni (Powers 2008) nebo snizeny kaloricky pfijem (Shinmura 2005)

1.1.1 Ischemicky preconditioning

Ischemicky preconditioning byl poprvé popsan Murrym a spol. v roce 1986, ktery
na psim modelu ukazal, ze 4 cykly 5-minutové ischemie (koronarni okluze) a 5-minutové
reperfiize snizuji velikost infarktu myokardu vyvolaného naslednou 40-minutovou letalni
okluzi s reperfizi (Murry 1986). Vyzkum ischemického preconditioningu pfinesl fadu
cennych poznatkl k objasnéni signalnich drah endogenni protekce. Jeho vyuziti v praxi je
vsak limitovano nutnosti aplikace pied vlastni letalni ischemii a také pomérné kratkou

dobou protekce trvajici maximalné 72 hodin (Baxter 1997).

1.1.2 Ischemicky postconditioning

Béhem ischemického postconditioningu je nékolik kratkych cykld ischemie
a reperfize uskuteénéno bezprostiedné na pocatku reperfize po dlouhodobé ischemii (Zhao
2003), diky ¢emuz muze byt pouzit i u 1é¢by pacienti s akutnim infarktem myokardu
(Laskey 2005). Pozorovany pokles velikosti infarktu myokardu je srovnatelny jako
u ischemického preconditioningu (Zhao 2003).

1.1.3 Ischemicky conditioning na dalku

Prvni experimentalni studii popisujici preconditioning na dalku byla prace
Przyklenkové a spol. v roce 1993, ktera ukazala, ze 45-minutové cykly okluze a reokluze
aplikované na arteria circumflexa snizuji velikost infarktu myokardu vyvolaného 45-
minutovou okluzi a 3-hodinou reperfizi pfedni sestupné vétve levé veéncité tepny

(Przyklenk 1993). Oproti ischemickému pre- a postconditioningu neni u ischemického



conditioningu na dalku tfeba intervence pfimo na srdci. Mize byt aplikovan dokonce
neinvazivng, napt. pomoci Skrtidla umisténého na dolni koncetiné (Oxman 1997), nebo
pouhym stlacenim a povolenim standardni manzety na méfeni tlaku umisténé nad loktem
(Gunaydin 2000, Kharbanda 2002). Ischemicky conditioning délime na pre-, per- ¢i post-

podle toho, je-1i aplikovan pied letalni ischemii, béhem ni, nebo az v dobé reperfuze.

1.1.4 Adaptace na cviceni

Nedostatek fyzické aktivity je povazovan za jeden z hlavnich rizikovych faktort
kardiovaskularnich onemocnéni. Cviceni plsobi prospésné, snizuje obezitu, obsah
cholesterolu ¢i vysoky krevni tlak a zaroven pusobi na srdce kardioprotektivné i svym
ptimym vlivem (Golbidi 2011, Powers 2002, Powers 2008). Snizuje pocet ischemicko-
reperfiznich arytmii (Frasier 2013, Miller 2012), snizuje myokardialni stunning (French
2006, Taylor 2007) a velikost infarktu myokardu (Frasier 2013, Quindry 2007). Prospésné
ucinky pravidelné fyzické zatéze byly popsany jiz v roce 1978 na mysim modelu plavani
(McElroy 1978). Vyhodou kardioprotekce vyvolané fyzickou aktivitou je, ze k jejimu
vyvolani staci pouze n€kolik po sobé nasledujicich dnt cviceni (French 2008, Hamilton
2003) a ze ptetrvava az nékolik tydnl po ukonceni pravidelné fyzické aktivity (Esposito

2011).

1.1.5 Adaptace na chronickou hypoxii
Chronickou hypoxii chapeme jako nedostatecné zasobeni tkané nebo organismu
kyslikem. Na rozdil od ischemie je zachovavan koronarni pritok, a neni tedy naruseno
zasobeni myokardu substraty, ani odstrafiovani odpadnich produktti (Moret 1980). Hypoxie
je nejcastéji zplsobena snizenou transportni kapacitou krve pro kyslik (anemicka hypoxie),
snizenym pratokem krve (ischemicka hypoxie) nebo snizenym parcidlnim tlakem kysliku
Vv arteriarni krvi, ke kterému dochazi napt. pfi pobytu ve vysoké nadmotské vysce (hypoxie
systémova, hypoxemicka) (Ostadal 2007). Termin ,,vysoka nadmotska vyska™ neni jasné
definovan, ukézalo se vSak, Ze typické projevy chronické hypoxie u potkana jsou patrné jiz
pii adaptaci na vysku 1350 m (Kolar 1988). Adaptace na chronickou hypoxii (na vysokou
nadmoftskou vySku) je spojena s fadou prospésnych, ale 1 negativnich zmén v organismu.
Chronicka hypoxie ovlivituje krevni cirkulaci. Zvysuje pocet erytrocyt, a tedy
I koncentraci hemoglobinu, coz vede k vétsi transportni kapacité krve pro kyslik (Kasalicky

1977, Scheel 1990). V systémové cirkulaci ptisobi chronickd hypoxie vazodilataéné



(Ostadal 2007), v plicni cirkulaci pusobi naopak vazokonstrikén¢ (Canepa 1956).
Dusledkem je plicni hypertenze vedouci ke vzniku hypertrofie pravé srdecni komory
(Hampl 2000, Kolaf 1989), ktera mtze zpusobit aZz srdeéni selhani (Kolaf 1991).

Dochazi také k zménam v energetickém metabolismu (Essop 2007, Wang 2012).
ZvySuje se kapacita anaerobniho metabolismu, vyuziti glukosy (hexokinasa) a roste
kapacita pro syntézu a degradaci laktatu (laktatdehydrogenasa). Na druhou stranu je snizena
schopnost odbouravat mastné kyseliny (Deindl 2003). Zvysuje se také plicni objem, aktivni

povrch plic a difazni kapacita pro vyménu plynt (Moret 1980).

1.1.5.1 Kardioprotektivni u¢inky chronické hypoxie

Nizsi vyskyt infarktu myokardu a niz$i mortalita na ischemickou chorobu srde¢ni
byly u lidi zijicich ve vysokych nadmotskych vyskach popsany jiz v padesatych letech
minulého stoleti (Hurtado 1960). Ke stejnému zavéru dosel ve své nedavné studii i Ezzati
aspol. (Ezzati 2012). V souladu s vysledky epidemiologickych pozorovani byly studie
Kopeckého, Poupy a Widimského, které ukdzaly, Ze adaptace na experimentalné
simulovanou hypoxii ma kardioprotektivni uc¢inky (Kopecky 1958, Poupa 1966, Widimsky
1973). Bylo zjisténo, ze po adaptaci na hypoxii se zvySuje odolnost myokardu vici viem
Skodlivym projeviim nedostatku kysliku — dochazi ke zmenseni velikosti infarktu myokardu
(Neckai 2005, Ravingerova 2007), k poklesu vyskytu a zavaznosti komorovych arytmii
(Asemu 2000) a zlepseni obnovy kontraktility myokardu béhem reperfuze (Neckatr 2005,
Rafiee 2002, Xie 2005). Zaroven se zpomaluje vycerpani zasob ATP (Opie 1978) a snizuje
se vyplavovani laktatdehydrogenasy z bun¢k (Wang 2011). Z hlediska terapeutického
vyuziti ma hypoxie oproti preconditioningu podstatnou vyhodu, jelikoz jeji
kardioprotektivni Uc¢inky pfetrvavaji tydny az mésice od hypoxické expozice (Cai 2003,

Neckat 2004).

1.1.5.2 Modely hypoxie

Vysledny ucinek hypoxie je zavisly na daném hypoxickém modelu. Jednotlivé
modely hypoxie se 1iSi stupném (obsah, popf. parcidlni tlak kysliku), cetnosti a délkou
reoxygenacnich period, délkou adaptace nebo typem komory (normobaricka vs.
hypobarickd) (obr. 1). Studie Neckare a spol. ukdzala, ze zatimco kontinuélni normobaricka
hypoxie (CNH) (10% O, kontinualn¢ po dobu 3 tydnii) snizuje velikost infarktu, opakované

60-minutové pieruseni hypoxické expozice (intermitentni normobarickd hypoxie 23



hod/den) vede ke zruseni kardioprotekce (Neckai 2013). Oproti tomu jiny model
intermitentni normobarické hypoxie stejného stupné s delsi normoxickou periodou (8
hod/den, 5 dnu/tyden, celkem 3 tydny) snizuje velikost infarktu myokardu (KaSparova
2015), stejn¢ tak jako intermitentni hypobaricka hypoxie (IHH) odpovidajici nadmotské
vySce 7000 m (8 hod/den, 5 dnu/tyden, celkem 5 tydnt) (Neckar 2002a). Délka denni
normoxické periody je tedy pro rozvoj kardioprotekce kritickym faktorem.

Utinky hypoxie jsou zavislé také na druhu pouZitych experimentalnich zvifat
(Manukhina 2013, Wauthy 2004, Zong 2004), jejich véku (La Padula 2005, Ost’adalova
2002), pohlavi (Ost’adal 1984, Xue 2009) a diet¢ (Hlavackova 2007).

Pouziti odlisnych adaptacnich protokolt komplikuje interpretaci vysledka ziskanych
Vv jednotlivych studiich. Na druhou stranu ma své opodstatnéni, protoZe mykoard mize byt
vystaven fadé€ typl hypoxie, a to bud’ pfirozené (b&hem intrauterinniho vyvoje nebo u lidi
zijicich ve vysoké nadmoiské vysSce) nebo beéhem patofyziologickych procesi (spankova

apnoe, ischemicka choroba srde¢ni apod.) (Ostadal 2007).

parcialni tlak kysliku (popf.
obsah kysliku)

stupefi hypoxie

ano - intermitentni hypoxie;

rizna délka a frekvence

reoxygenace

reoxygenacnich period

ne - kontinualni hypoxie

HYPOXIE

akutni (minuty aZ hodiny)

délka trvani

chronicka (dny az roky)

normobaricka

typ komory

hypobaricka

Obr. 1: Typy hypoxie.
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1.1.5.3 Molekularni mechanismy kardioprotekce vyvolané chronickou hypoxii

O pfiznivych ucincich adaptace na chronickou hypoxii vime jiz desitky let. Byla
popsana cela fada signalnich drah a jejich komponent, detailni molekularni mechanismus
kardioprotekce vyvolané adaptaci na chronickou hypoxii v§ak nebyl doposud objasnén.

Jednotlivé protektivni pfistupy mnohdy sdili spole¢né signalni drahy. Studie
Neckare a spol. ukéazala, ze kombinace chronické hypoxie a ischemického preconditioningu
nevede k prohloubeni protektivniho tcinku (Neckatr 2002a). K podobnému zavéru dosla
i Alanova a spol. po podavani protektivniho donoru NO molsidominu nebo inhibitoru
fosfodiesterasy-5 sildenafilu v kombinaci s adaptaci na chronickou hypoxii (Alanova
2015).

V signalnich drahach Kkardioprotekce jsou zapojeny desitky spoustécich faktord,
medidtort a efektord. V nasledujicich odstavcich budou popsany nejcastéji zminované

komponenty kardioprotektivni signalizace.

1.1.5.3.1 Transkrip¢ni faktory
Hypoxie ovliviluje expresi fady transkripnich faktord uplanujicich se
Vv kardioprotektivni signalizaci. Nejcastéji zminovanymi transkripénimi faktory jsou HIF-

la, Nrf2, TNFo a NFkB.

HIF-1a

HIF-1a (z angl. hypoxia-inducible factor-1a) je hlavnim regula¢nim transkripénim
faktorem tidicim bunééné odpovédi behem hypoxie. Je zahrnut v regulaci genli zapojenych
vV bunééném metabolismu (napf. glykolytickych enzymt), angiogenesi ¢i reakci na stres
(Semenza 2001, Wu 2013). Ukazalo se, Ze kardioprotekce vyvolana hypoxii je
zprostiedkovana HIF-1a (Belaidi 2008) a Ze u mysi s deleci HIF-1a se kardioprotektivni
ucinek hypoxie nevyvine (Cai 2003). Vymizeni protekce u mysi s ¢aste¢nou deleci HIF-1a

bylo pozorovano i u ischemického preconditioningu (Cai 2008).

Nrf2
Nrf2 (z angl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) je klicovym transkripénim

faktorem regulujicim expresi antioxidacnich genii. Za standardnich podminek je vazany
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na cytosolicky represorovy protein Keapl (z angl. Kelch-like erythroid cell-derived protein
1). Béhem aktivace vSak dochazi k disociaci komplexu Keapl/Nrf2, translokaci Nrf2
dojadra a aktivaci antioxidanti jako hemoxygenasy-1, superoxiddismutasy,
glutathionperoxidasy ¢i thioredoxinu-1 (Kaspar 2009, Nguyen 2009), které chrani srdce
pred oxida¢nim poskozenim (Li 2009). Nrf2 je regulovan redoxnim stavem (Leonard
2006), ale také fosforylaci. Bylo zjisténo, ze fosforylace Nrf2 na Ser40 pomoci
proteinkinasy C (PKC) vede k disociaci inhibi¢niho komplexu Keap1/Nrf2 (Huang 2002)
aze je tato fosforylace zprosttedkovana PKCS (Niture 2009). Zaroven byl po adaptaci
na hypoxii pozorovan narust exprese Nrf2 mRNA (Kasparova 2015).

TNFa

V protekci vyvolané chronickou hypoxii se uplatiiuje i transkripéni faktor a kli¢ovy
prozanétlivy cytokin TNFa (z angl. tumor necrosis factor a). TNFa je spojovan s infarktem
myokardu ¢i rozvojem aterosklerozy (Kleinbongard 2011), ale zaroven se ucastni
i signalizace vedouci k protekci (Lecour 2005, Skyschally 2007). Jeho vysledné ptisobeni je
podobné jako u reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS) zavislé na jeho mnozstvi
(Lecour 2011, Sack 2002), urcita mira zanétlivé odpovédi je vSak pro kardioprotekci
nezbytna. Bylo zjisténo, ze adaptace na CNH zvySuje mnozstvi TNFa a jeho receptoru
TNFR2 (Chytilova 2015). Vzrostlo také mnozstvi dal$iho prozanétlivého cytokinu
interleukinu 10 (Chytilova 2015). Podani inhibitoru TNFa infliximabu potlacilo snizeni

velikosti infarktu myokardu pozorované po adaptaci na chronickou hypoxii (Chytilova

2015).

NFkB
Transkripéni faktor NFkB (z angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of

-----

a ROS (Dhingra 2009, Fitzpatrick 2011) a jeho exprese se zvySuje béhem adaptace
na hypoxii (Chytilova 2015). Bylo zjisténo, ze podani inhibitoru TNFo infliximabu rusi
narust NFkB pozorovany po hypoxii, stejné tak jako kardioprotekci (Chytilova 2015).
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1.1.5.3.2 Reaktivni formy kysliku a dusiku a antioxidac¢ni systém

Pro funkci myokardu je klicova rovnovaha mezi tvorbou ROS a antioxidaéni
kapacitou. Nadmérna koncentrace ROS a RNS pisobi skodlivé. Zaroven je vSak urdita
hladina oxidac¢niho stresu nezbytna pro spravné fungovani organismu a je nedilnou soucasti
signalnich drah kardioprotekce vyvolané chronickou hypoxii (Zhang 2013).

Chronicka hypoxie vede k oxidacnimu stresu. Zvysuje se produkce ROS (Wang
2011), snizuje se pomér redukovany/oxidovany glutathion (Kolat 2007), rostou lipidové
peroxidace (Chen 2005, Wang 2011) a zvySuje se tvorba 3-nitrotyrosinu (Hlavackova 2010,
ptiloha B, Chytilova 2015). Podani antioxidantu N-acetylcysteinu snizuje oxidacni stres,
ale zaroven zcela rusi kardioprotekci vyvolanou hypoxii (Kolat 2007). Bylo zjisténo,
Ze adaptace na intermitentni hypoxii zvySuje aktivitu manganové superoxiddismutasy
(MnSOD) a také mnozstvi tohoto proteinu V mitochondrialni frakci. Podani N-
acetylcysteinu vedlo k potlaceni téchto G¢inkid. Zaroven se ukazalo, ze aktivita MnSOD
negativné koreluje s velikosti infarktu myokardu (Balkova 2011).

ZvySenou antioxidacni kapacitu pozorovala na kardioprotektivnim modelu
kontinudlni hypoxie také Kasparova a spol. (KaSparova 2015). Po hypoxii doslo ke zvySeni
exprese antioxidacnich enzymi zapojenych do pifimé degradace ROS (manganové
superoxiddismutasy, glutathionperoxidasy 4, peroxiredoxinu 2 a 5), enzymut zapojenych
v udrzovani redoxni homeostdzy uvniti bunék (glutathionreduktasy, thioredoxinu 2
a thioredoxinreduktasy 2) i antioxidantli spojenych s metabolismem Zeleza (akonitasy 2
a hemoxygenasy 1) (Kasparova 2015). Aktivace MnSOD na tomto modelu hypoxie byla
popsana i na proteinové urovni (Chytilova 2015, Neckar 2013).

Svou roli v kardioprotekei hraji i RNS, zejména NO. Chronicka hypoxie zvySuje
v srdci koncentrace markerit NO — cGMP, nitritd a nitratd (Manukhina 2006, Zhong 2002).
Zvysuje se také exprese a aktivita syntas oxidu dusnatého (NOS), ackoli neni zcela jasné
jakych isoforem. Rada studii ukazala, 7e se po adaptaci na hypoxii aktivuje inducibilni
NOS (iNOS) (Grilli 2003, Chytilova 2015, Rouet-Benzineb 1999). Inhibitor iNOS
aminoguanidin zrusil kardioprotekci vyvolanou chronickou hypoxii (Ding 2005), stejné tak
jako obecny inhibitor NOS L-NAME (Baker 1999). NO aktivuje guanylatcyklasu, ¢imz
zvySuje tvorbu cGMP. V srdci je cGMP degradovan pomoci fosfodiesterasy-5 (Giordano

2001). Alanova a spol. ukazali, ze podani donoru NO molsidominu nebo inhibitoru
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fosfodiesterasy-5 sildenafilu snizuje velikost infarktu myokardu u normoxickych a ve stejné

mife i u hypoxickych potkanil (Aldnova 2015).

1.1.5.3.3 Iontova homeostaza

Pro funkci myokardu je nezbytna optimalni iontova rovnovaha, na jejimz udrzeni se
podili cela fada kanalti a pért v bunéénych membranach. V souvislosti s kardioprotekei
jsou nejéastéji zminovany draslikové kanaly zavislé na ATP (Katp kanaly), mitochondrialni
pory (MPTP) a draslikové kanaly s vysokou vodivosti, fizené napétim a aktivované

vapnikem (BKc; kanaly).

Katp kanaly

V srdci se vyskytuji dva typy Karp kanali — sarkolemalni (sarkKatp) lokalizované
na sarkolemé (Noma 1983) a mitochondrialni (mitoKatp) nachézejici se na wvnitini
mitochondrialni membrané (Inoue 1991). Karp kanaly jsou za fyziologickych podminek
uzaviené, snizena koncentrace ATP v bunkach vsak vede k jejich otevieni (Noma 1983).
Bylo popsano, ze obecny inhibitor Karp kanalti glibenklamid zrusil kardioprotektivni
ucinky chronické hypoxie (Bu 2015). Stejny vliv mélo i podani 5-hydroxydekanoatu,
selektivniho inhibitoru mitoKarp kanala (Bu 2015, Neckai 2002b). S pouzitim inhibitoru
mitoKartp kanald a zaroven aktivatoru sarkKatp kanald MCC-134 ukéazali i Kolaf a spol.,
ze v mechanismu kardioprotekce vyvolané adaptaci na chronickou hypoxii se uplatiuje
spiSe mitochondrialni typ Karp kanald. Podani tohoto inhibitoru zcela potlacilo sniZeni
podtu arytmii a snizeni velikosti infarktu myokardu vyvolané hypoxii (Kolai 2005).
U kontrolnich normoxickych skupin zvifat naopak obecny aktivator Katp kanalt diazoxid
snizil velikost infarktu, zlepsil obnovu kontraktility a snizil pocet ischemickych arytmii,
a to na stejnou uroven jako U hypoxické skupiny. Aditivni u€inek na kardioprotekci vSak

u hypoxické skupiny nebyl pozorovan (Asemu 1999, Bu 2015, Neckar 2002a).

BKca kanaly

BKca kanaly jsou u komorovych myocytd lokalizovany na vnitini membrané
mitochondrii (Balderas 2015). Protektivni vliv tohoto typu kanalti na srde¢ni ischemii byl
popsan ve studii na morcatech, kde jejich aktivatory snizily velikost infarktu myokardu (Xu
2002). Borchert a spol. ukazali na izolovanych kardiomyocytech, Ze aktivator otvirani BKc,

kanali snizuje uvolnéni laktatdehydrogenasy a jejich inhibitor paxillin tento pokles
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potladuje (Borchert 2011). Uloha BKc, kanalii ve zvysené ischemické odolnosti byla

potvrzena i na mysich s deleci genu pro tyto kanaly (Singh 2013).

MPTP

MPTP jsou velké nespecifické pory lokalizované na wvnitini mitochondrialni
membrang. Jejich prechodna aktivace se uplatiiuje v homeostaze ROS a uvoln&ni Ca®*
(Heusch 2015) a béhem ischemického preconditioningu ptsobi protektivné (Hausenloy
2004). Dlouhodobé otevieni MPTP vSak umozni molekulam vody a ve vodé rozpustnym
latkdm vstup do mitochondrii, dochdzi k naruSeni potencidlu vnitini mitochondrialni
membrany, bobtndni mitochondridlni matrix, naruSeni vnéj$i mitochondridlni membrany
a uvolnéni cytochromu ¢ z intermembranového prostoru do cytosolu, kde jsou aktivovany
proteolytické procesy a je zahajena bunécna desintegrace (Bernardi 2015, Heusch 2010).

Béhem ischemie a reperfuze dochdzi k depolarizaci vnitini mitochondrialni
membrany a k narGstu koncentrace anorganického fosfatu, ROS a RNS, coz podporuje
otvirani MPTP (Heusch 2015). Na neonatalnich potkanech bylo popsano, Ze podani
aktivatoru MPTP atraktylosidu potlacuje U neonatalnich potkant kardioprotektivni ucinky
chronické hypoxie. Inhibitor MPTP cyklosporin A naopak vedl ke vzniku protekce

v normoxické skupiné (Bu 2015).

1.1.5.3.4 Energeticky metabolismus

Adaptace na chronickou hypoxii vede k fadé zmén v energetickém metabolismu,
které slouzi k udrzeni energetické homeostazy za podminek snizeného mnozstvi kysliku.
Zatimco za klidovych podminek jsou pro myokard hlavnim zdrojem energie mastné
kyseliny (Opie 1969), béhem hypoxie dochazi k pfepnuti na metabolismus cukri (Essop
2007). Dochazi ke snizeni aktivity enzymu B-oxidace mastnych kyselin B-hydroxy-acyl-
CoAdehydrogenasy (Daneshrad 2000). Zarovenn jsou aktivovany mitochondrialni
hexokinasy 1 a 2, které predstavuji klicové glykolytické enzymy (Waskova-Arnostova
2014, Waskova-Arnostova 2015). Adaptace na IHH vede Kk jejich translokaci
na mitochondrie, kde pravdépodobné zvysSuji dostupnost ADP pro komplex V dychaciho
fetézce, ¢imz brani nadmérné produkci ROS (Waskova-Arnostova 2015). Energeticka
homeostdza béhem hypoxie je udrzovana také pomoci zvySené respiracni kapacity

mitochondrii (Essop 2007).
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1.1.5.3.5 Metabolismus lipida

Odolnost srdce vici IR poskozeni ovliviiuje také slozeni mastnych kyselin v dieté.
Zatimco nasycené mastné kyseliny jsou povazovany za Skodlivé, dieta obohacend 0 n-3
nebo n-6 polynenasycené mastné kyseliny piasobi kardioprotektivné (Demaison 2002, Leaf
2003). Ukazalo se, Ze adaptace na IHH ovliviiuje v myokardu potkant sloZeni mastnych
kyselin ve fosfolipidech, snizuje pomér n-6/n-3 polynenasycenych mastnych kyselin
a snizuje index nenasycenosti (Jezkova 2002). Zmény v zastoupeni mastnych kyselin
v srde¢nich fosfolipidech by mohly pfispivat ke zvysené toleranci hypoxickych srdei vici
IR poskozeni. Zaroven bylo zjisténo, Ze kombinace diety obohacené o n-3 polynenasycené
mastné kyseliny a IHH snizuje vyskyt arytmii ve vétSi mife nez samotnd dieta obohacena
o n-3. U normoxické skupiny zvifat klesla velikost infarktu myokardu vice u skupiny
s dietou obohacenou o0 n-6, nez o n-3 polynenasycené mastné kyseliny. Adaptace na IHH
vedla ke sniZeni velikosti infarktu myokardu u zvifat s dietou obohacenou o nasycené a n-3

polynenasycené mastné kyseliny, ale ve skupiné s n-6 neméla zadny efekt (Hlavackova

2007).

Fosfolipasa A2

Dal§im enzymem, ktery by se mohl uplatiovat v mechanismu kardioprotekce
vyvolané chronickou hypoxii, je fosfolipasa A2 (PLA2), kterd je zapojena do oprav
a remodelace bunéénych mebran, a také do tvorby lipidovych signdlnich molekul. Pomaha
tak udrZzovat membranovou integritu, ktera je pro spravné fungovani myokardu nezbytna.
Aktivita PLA2 je regulovana fosforylaci pomoci PKC (Nemenoff 1993). Chronicka
hypoxie zvySuje v myokardu levé komory potkani mnozstvi cytosolické PLA2a (Micova

nepublikovana data, ptiloha C).

Cyklooxygenasa 2

Cyklooxygenasa 2 (COX2) je enzym uplatiiujici se pti syntéze eikosanoidu. Je
aktivovan prozanétlivymi stimuly a vétSinou je spojovan s negativnim plisobenim
na kardiovaskularni homeostazu (Oshima 2006, Saito 2004). Na modelu preconditioningu
se vSak ukézalo, Ze dochézi k jeho aktivaci, kterd je nezbytna pro pozdni fazi (tzv. druhé
okno) protekce (Bolli 2000). Nariust COX2 byl také pozorovan na kardioprotektivnich
modelech chronické hypoxie (CNH a IHH) (Chytilova 2015, Mic¢ova nepublikovana data,
ptiloha C).
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1.1.5.3.6 Proteinkinasy

Proteinkinasy jsou dal$imi dulezitymi mediatory ucastnicimi Se mechanismu

kardioprotekce vyvolané chronickou hypoxii (Kolai 2009). Zapojeni fosfatidylinositol-3-

kinasy (PI3K) zkoumala Ravingerova a spol., ktera ukazala, Ze inhibitor PI3K/Akt

LY?294002 c¢asteéné rusi pokles velikosti infarktu vyvolany adaptaci na IHH (Ravingerova

2007). Podobné inhibitor Akt wortmannin potlacil zlepseni obnovy kontraktilni funkce

myokardu pozorované po hypoxii (Wang 2011). Rafiee a spol. ukazali, Zze chronicka

hypoxie aktivuje v myokardu kralikti kinasy aktivované mitogeny (MAP) p38 and JNK

(z angl. c-Jun NH2-terminal kinase) a ze inhibice téchto kinas vede ke zruSeni protekce

(Rafiee 2002). Dalsimi kinasami, které by se kardioprotekce mohly ucastnit, jsou ERK1/2

(z angl. extracellular signal-regulated kinase 1/2) (Morel 2006, Micova nepublikovana data,
piiloha C), proteinkinasa A (PKA) (Yeung 2007) a v neposledni fadé¢ PKC.

1.2 Proteinkinasa C

Proteinkinasa C (EC 2.7.11.13) byla objevena
Nishizukou a jeho spolupracovniky jiz v roce 1977
(Inoue 1977, Takai 1977). Novy typ kinasy tehdy
stanovili v potkanich jatrech a hovézim mozku a cytosolu
z potkaniho mozku. Vzhledem ktomu, Ze tato kinasa
dosahovala maximalni enzymatické aktivity
v piitomnosti milimolarnich koncentraci Mg®*, byla
nazvéana proteinkinasou M (Inoue 1977). Teprve o dva
roky pozd¢ji se ukdzalo, Ze Nishizuka a spol.
nevyizoloval proenzym, ale katalytickou podjednotku,
kterd pro svou aktivitu potfebuje pravé Mg, nikoli
druhé posly. Pravé tehdy byla proteinkinasa C poprvé
nazvana proteinkinasou C (Takai 1979).

Obr. 2: Objevitel PKC Yasuto-

mi Nishizuka.
Pievzato z Nakamura 2010.

Zaroven se ukazalo, Ze k jeji aktivaci je tfeba diacylglycerol (DAG) (Takai 1979).

Velky posun ve vyzkumu PKC znamenalo zjisténi, ze PKC je intracelularnim receptorem

pro forbolové estery (Castagna 1982), diky ¢emuz se tento enzym na dlouhou dobu dostal

do poptedi védeckého zajmu.
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1.2.1 Struktura PKC

PKC tvofi rodinu piibuznych serin/threoninovych kinas a je zahrnuta v mnoha
signalnich drahach. Nishizuka a spol. popsali u savci 10 isoforem PKC jiz v osmdesatych
letech minulého stoleti (Nishizuka 1988). Soucasné publikace uvadéji existenci 10 az 12
isoforem PKC. Davodem rozdilnych poctd jsou PKCUPKCA a PKCu. PKCVPKCA
predstavuji lidské a mysi ortology (Nishizuka 1995) a n¢kdy jsou proto pocitany jako dvé
isoformy. Naproti tomu PKCy byla dtive fazena do rodiny kinas proteinkinasy D (Parker
2004), v dnesni dobé ji vsak chapeme jako jednu z isoforem PKC.

Jednotlivé isoformy PKC sdileji spole¢né strukturni znaky (obr. 3). Jsou tvoteny
jedinym polypeptidovym fetézcem slozenym z regulacni oblasti (20-40 kDa) na N-konci
a katalytické oblasti (~45 kDa) na C-konci enzymu (Newton 2010, Steinberg 2008).
V molekule PKC muzeme rozliSit az 4 konzervativni domény (C1-C4), mezi kterymi jsou
oblasti s mensi homologii — variabilni domény (V1-V5) (Kikkawa 1989, Newton 2010,
Nishizuka 1988, Steinberg 2008). Regula¢ni a katalytickd oblast enzymu je oddélena
variabilni doménou 3 (V3) (Steinberg 2008). Regulaéni oblast obsahuje
pseudosubstratovou sekvenci, ktera blizce pfipomina rozpozndvaci motiv pro substrat.
Pfi nepfitomnosti aktivatorti interaguje tato sekvence s vazebnym mistem pro substrat
v katalytické oblasti enzymu a brani tak jeho aktivaci (House 1987).

V regulac¢ni oblasti se zaroven nachazeji mista potfebna pro navazani enzymu
na membranu (Steinberg 2008). Katalyticka oblast obsahuje domény nezbytné pro vazbu
ATP a substrati (Newton 1995, Steinberg 2008, Webb 2000). Pro funkci PKC je podstatna
také variabilni doména 5 (V5). Ta obsahuje tzv. ,turn“ motiv a hydrofobni motiv,
na kterych dochazi k fosforylacim enzymu, které jsou dilezitym prvkem regulace PKC
(Steinberg 2008).

Rodinu PKC délime na zéklad¢ rozdilné struktury N-koncové regulacni oblasti
enzymu, a tedy i na zaklad¢ rozdilnych pozadavki na aktivatory, do tii skupin — na klasické
(PKCa, B, v), nové (PKC9, €, 1, 0) a atypické (PKCE, 1, A) (Barnett 2007, Duquesnes 2011,
Steinberg 2008).
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Obr. 3: Struktura PKC.
Pievzato z Poli 2014.

Vsechny isoformy PKC potiebuji ke své aktivaci fosfatidylserin, ktery je soucasti
fosfolipidové membrany. V poZadavcCich na dalsi aktivatory se vSak li§i. Klasické PKC
potiebuji ke své aktivaci Ca?* a také DAG &i forbolové estery (Kazanietz 1993). Anionické
fosfolipidy vaze doména C2 v zavislosti na Ca**. DAG a forbolové estery jsou vazany
pomoci motivi C1A/C1B (Steinberg 2012). Nové PKC jsou maximaln¢ aktivovany
lipidovymi kofaktory (DAG a forbolovymi estery). Obsahuji tandemové motivy C1A/C1B
a doménu C2, oproti klasickym PKC jsou vSak jejich pozice obracené a doména C2 nevaze
Ca®* (Steinberg 2012). Atypickym PKC stati k dosaZeni maximalni aktivity pouze
fosfatidylserin  (Chauhan 1990). Obsahuji atypickou doménu C1, ktera vaze
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat a ceramid, ale nevaze DAG ¢i forbolové estery a obsahuje
protein-protein interakéni doménu PB1 (Phox a Bem 1), ktera vaze kotvici proteiny
obsahujici PB1. Aktivace atypickych PKC je tak pfi¢itana protein-protein interakcim
a fosforylaci aktivaéni smycky pomoci kinasy zavislé na fosfoinositidu 1 (PDK1)

(Steinberg 2012).

1.2.2 Regulace PKC

vvvvvv

1) translokace na membrany
Translokace PKC z cytosolu na membrany je povazovana za hlavni znak aktivace

enzymu jiz od zacatku 80. let. Molekularni podstata je zalozena na interakci PKC



s fosfolipidy, které slouzi jako molekularni lepidlo drzici PKC na membranach (Breitkreutz
2007, Newton 2003).

2) fosforylace/defosforylace

PKC je regulovana fosforylacemi na Ser/Thr, ale i Tyr zbytcich, které ovliviuji
stabilitu enzymu, jeho odolnost vii¢i proteasam a fosfatasam, protein-proteinové interakce,
subcelularni lokalizaci a aktivitu (v¢etné substratové specificity) (Steinberg 2008). PKC je
syntetizovana v neaktivni defosforylované formé (Newton 1995). Pro maturaci enzymu je
nezbytna série tii po sob& jdoucich fosforylaci na Ser/Thr. Nejdiive dochazi k fosforylaci
v aktivacni smy¢ce pomoci PDK1 (Le Good 1998). Nasledné je PDK1 uvolnéna a dochazi
k odkryti a fosforylaci dvou dalsich fosforyla¢nich mist na karboxylovém konci enzymu —
tzv. turn motivu a hydrofébnim motivu.

PKC mohou byt fosforylovany také na tyrosinovych zbytcich (Konishi 1997). Tyto
fosforylace jsou vyznamné zejména pro PKCS, u které tyrosinova fosforylace v katalytické
doméné zvysuje jeji katalytickou aktivitu (Steinberg 2004).

3) kotvici proteiny

Klic¢ovou roli ve specificité signalnich drah jednotlivych isoforem PKC hraje jejich
rizna subcelularni lokalizace (bunécnd membrana, jadro, Golgiho aparat, mitochondrie
nebo cytosol) (Disatnik 1994, Gallegos 2006), ktera je zprostfedkovana kotvicimi proteiny.
Pro PKC bylo identifikovano mnoho kotvicich proteinti, diky kterym se PKC pfemistuje
do blizkosti svych substrati, regulatort aktivity (jako jsou fosfatasy ¢i kinasy) nebo
do specifickych intracelularnich kompartment. N&které kotvici proteiny reguluji celou
fadu isoforem PKC, nékteré jsou specifické pro urcitou isoformu (Newton 2003). Jedny
(RACK). Pro PKCpP byl identifikovan RACK1 a pro PKCe RACK2 (B-COP) (Mackay
2001). Na zéklad¢ objevu RACK pro konkrétni isoformy PKC byly vytvotfeny kratké
inhibi¢ni ¢i aktivacni peptidy, které specificky vazi a tudiz inhibuji, resp. aktivuji dané PKC
(Dorn 1999, Souroujon 1998), coz vyznamné prispélo k pochopeni funkci jednotlivych
isoforem PKC. Pro PKCs a PKCe byly popsany inhibi¢ni peptidy 6V1-1 a €V1-2 (Inagaki
2003, Johnson 1996). Do translokace PKC je zapojena fada dalSich substrati
¢i adaptorovych proteint (Kheifets 2006, Mochly-Rosen 1998).
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4) ostatni mechanismy - redoxni regulace, regulace Stépenim kaspasami

PKC ve své struktuie obsahuji zinkové prsty, které jsou citlivé k redoxni regulaci.
Oxidanty poskozuji konformaci zinkovych prsti v regulacni doméné, ¢imz dochazi
K uvolnéni autoinhibice a k tvorbé katalyticky aktivni formy PKC i bez pfitomnosti Ca**
nebo fosfolipidli (Gopalakrishna 2008, Knock 2011). Oproti tomu poskozeni cysteinovych
zbytkd v katalytické doméné¢ PKC vede ke ztraté¢ katalytické aktivity enzymu (Knock
2011).

Dalsi moznosti regulace funkce PKC je $tépeni kaspasami ve V3 oblasti enzymu.
Dochazi tak k uvolnéni konstitutivné aktivni katalytické podjednotky a regula¢ni domény

enzymu (Steinberg 2008).

1.2.3 Chronicka hypoxie a PKC v myokardu

Zatimco tloha PKC v riznych typech preconditioningu byla nescetnékrat potvrzena,
jeji zapojeni v mechanismu kardioprotekce vyvolané adaptaci na chronickou hypoxii
zustava ponékud kontroverzni, a to zejména z hlediska uplatnéni konkrétnich isoforem
PKC. Velky posun ve vyzkumu pfinesl objev inhibitord a blokaénich peptidi PKC. V srdci
jsou exprimovany isoformy a, 6, € a { (Rybin 1994). V souvislosti s kardioprotekci jsou
nejcasteji zminovany isoformy 9, € a vV mensi mife také a.

Vliv adaptace na IHH na PKC zkoumali Neckat a spol., ktefi ukazali, ze po hypoxii
dochazi v myokardu levé komory ke zvySeni exprese PKCd v cytosolu a v jaderné,
mitochondrialni a mikrosomalni frakci. Zaroven doslo k redistribuci PKCS z cytosolu
do nuklearné-cytoskeletarni a mitochondrialni frakce. Exprese PKCe se nezménila v zadné
z analyzovanych frakci (Neckai 2005). Ukézalo se, Ze obecny inhibitor PKC chelerytrin
kompletné rusi kardioprotekci vyvolanou chronickou hypoxii, zatimco selektivni inhibitor
PKC53 rottlerin vede k jejimu snizeni (Neckar 2005). Na stejném modelu bylo popséano,
ze nariist PKCO v homogenatu a partikuldrni frakci v myokardu levé komory potkant
po adaptaci na THH je zavisly na oxida¢nim stresu, protoze podani antioxidantu N-
acetylcysteinu tento efekt potlacilo, stejné tak jako snizeni velikosti infarktu vyvolané
hypoxii. U PKCe byla po adaptaci na IHH patrna tendence Kk poklesu (Kola# 2007).
Hlavackova a spol. ukazali, ze mnozstvi PKCS v partikularni frakci negativné koreluje s
velikosti infarktu myokardu (Hlavackova 2007). Zaroven bylo zjisténo, ze exprese PKC),
stejné tak jako velikost infarktu myokardu a pocet arytmii, je po adaptaci na IHH ovlivnéna

slozenim mastnych kyselin v dieté (Hlavackova 2007).
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Wang a spol. ukazali, ze adaptace na IHH (5000 m, 4 hod/den, 4 tydny) zvysuje
fosforylaci PKCe v homogenatu a ze inhibice PKCe pomoci €V1-2 rusi kardioprotektivni
ucinky hypoxie (Wang 2011). Uenoyama a spol. zjistili, ze adaptace na kontinualni
hypobarickou hypoxii (10% O,, 5500 m, 21 dnu) snizuje mnozstvi PKCe v cytosolu.
V membranové frakci byl patrny pouze naznak poklesu. Mnozstvi PKC3 Vv cytosolu
a membranové frakci se nezménilo (Uenoyama 2010). Ding a spol. ukazali, ze IHH
(5000 m, 6 hod/den, 42 dnu) zvySuje hladinu PKC8, PKCe a PKCa v partikularni frakci,
ale neovliviiuje jejich mnozstvi v cytosolu (Ding 2004). ZlepSeni obnovy kontraktility
po hypoxii potlacil inhibitor PKC chelerytrin, coz naznacilo mozné zapojeni PKC
vV mechanismu takto vyvolané protekce (Ding 2004).

Rouet-Benzineb a spol. ukazali, ze adaptace na intermitentni normobarickou
hypoxii (23 hod/den, 8, 15, 21 dnu, 10% O,) nevede v homogenatu myokardu levé komory
potkanid K zadnym zménam V celkové aktivite PKC, ani v expresi katalytického fragmentu
obsazeného ve vsech isoformach PKC (Rouet-Benzineb 1999). Morel a spol. adaptovali
potkany na IHH (23 hod/den, 5500 m, 2 tydny) a nepozorovali v levé komoie potkanti
zadné zmény V aktivité ani proteinovém mnozstvi PKCS, PKCg, PKCa nebo PKCE
v cytosolu ani v partikularni frakci (Morel 2003). Cataldi a spol. ukazali, ze intermitentni
normobaricka hypoxie (12 hod/den, 10% O,, 12 dnl) vede ke zvysené fosforylaci PKCa
Vv levé komote potkant (Cataldi 2004). Adaptace na CNH (10,5% O,) u biezich samic 15.
az 21. den gestace vedla u dospélych potomku takto adaptovanych zvitat ke snizeni
mnozstvi celkové (Li 2004a), ale 1 fosforylovan¢ PKCe v homogenatu myokardu levé
komory. Zaroven doslo k poklesu celkové PKCd (Xue 2009). Naopak Rafiee a spol.
adaptovali neonatalni kraliky na kontinualni normobarickou hypoxii (10% O, 10 dnt) a
pozorovali zvySené mnozstvi fosforylované PKCe a také jeji translokaci z cytosolu do
partikularni frakce, coZ je znakem aktivace enzymu. Podani inhibitoru PKC chelerytrinu
vedlo k potlaceni téchto Géinkt a zaroven zruSilo kardioprotektivni ptisobeni hypoxie ve
smyslu zlepSeni obnovy kontraktility (Rafiee 2002).

Z vySe zminénych praci vyplyva, Ze s kardioprotektivnimi signalnimi drahami
aktivovanymi chronickou hypoxii jsou nejcastéji spojovany isoformy PKCS a €. Zaroven
bylo zjisténo, Ze jsou obé tyto isoformy schopné se vzajemné zastupovat, protoze inhibice

PKCe vedla k aktivaci PKCo (Mayr 2009).
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1.2.4 PKC a jeji cilové proteiny uplatiiujici se v kardioprotekci

Ve své praci jsem se proto zameftila na cilové proteiny isoforem PKCS a g, které by
se mohly v mechanismu kardioprotekce uplatiiovat. Jednalo se o proteiny zapojené
V apoptose a autofagii, fiizi a St€peni mitochondrii, metabolismu sfingolipidli, odstranovani

toxickych aldehydii a komunikaci pies gap junctions.

1.2.4.1 PKC a apoptosa

V srdci byly popsany tfi hlavni morfologicky a biochemicky odlisné zptsoby smrti
bunék - nekrosa, apoptosa a autofagie. V poslednich letech se vSak ukazuje, Ze se nejedna
0 izolované procesy, ale Ze jsou tyto déje regulovany podobnymi drahami a dokonce sdileji
nékteré iniciatorové a efektorové molekuly (Nikoletopoulou 2013). Apoptosu a nekrosu
dnes chapeme spiSe jako krajni typy bunééné smrti s celou fadou variant a modifikaci
nachdzejicich se mezi nimi (nekroptosa ¢i smrt spojend se stresem endoplasmatického
retikula).

Apoptosu popsali Kerr a spol. jiz vroce 1972 (Kerr 1972). V dne$ni dobé je
povazovana za hlavni mechanismus regulace bunééné smrti, ktery se uplatiluje nejen
pti bunééném poskozeni ¢i stresu, ale také béhem normélniho vyvoje a morfogeneze
(Nikoletopoulou 2013). Odhaduje se, ze k udrZzeni bunéné homeostazy u dospé€lého
Clovéka je kazdy den odstranéno pomoci apoptosy kolem 10 biliont bunék (Elmore 2007).
Apoptosa byva oznaCovana také jako typ I bunécné smrti (Nikoletopoulou 2013)
a pfedstavuje programovanou buné¢nou smrt, kterd je zavisla na dodavce energie ve formé
ATP. Bunky jsou béhem apoptosy odstranény aniZ by doslo k zanétlivé odpovédi okoli
(Lee 2009). Apoptotické signalni drahy muzeme rozdé€lit na vnéj$i a vnitini (a treti
minoritni cestu pies perforin/granzym), které se sbihaji do spole¢né exekuéni cesty (obr. 4).

Vnéjsi apoptotickd drédha je aktivovana vnéjSim stimulem (TNFa, FasL, Apo3L,
Apo2L a Apo2L/DR5) a vazbou na receptory smrti nachazejicimi se na bunééném povrchu
(Elmore 2007, Mukhopadhyay 2014). Nasleduje série dalSich kroku, jejimz vysledkem je
aktivace iniciatorovych kaspas 8 a 10 (Mukhopadhyay 2014).

Vnitini cesta apoptosy je spuSténa vnitfnimi stimuly (oxida¢nim stresem,
poskozenim DNA, hypoxii, nedostatkem rlstovych faktorli, toxiny, virovou infekci anebo
volnymi radikaly) (Elmore 2007, Mukhopadhyay 2014). Dochazi ke zménam ve vnitini
mitochondridlni membrané, oteviraji se MPTP, klesd mitochondridlni transmembranovy

potencial a z intermembranového prostoru do cytosolu se uvoliiuji proapoptotické proteiny
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(cytochrom ¢, Smac/DIABLO, HrtA2/Omi). Vysledkem je opét aktivace kaspas (Elmore
2007).

Vnéj$i 1 vnitini apoptotickd draha se sbiha do spolecné exekucni cesty, kterd je
zahajena aktivaci exekuénich kaspas (3, 6 a 7), které jsou nakonec pii¢inou morfologickych
kaspasu je povazovana kaspasa 3. Dochézi ke kondenzaci chromatinu a fragmentaci DNA
(Nikoletopoulou 2013). Dal$im biochemickym znakem je exprese markeri bunééného

povrchu (napft. exprese fosfatidylserinu na vnéjsi stran¢ plasmatické membrany), ktera vede

k rychlé fagocytose apoptotickych bunék (EImore 2007, Lee 2009).

Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway Perforin/Granzyme
radiation, toxins, hypoxia, etc. Pathway

' Cytotoxic T cells

death ligand —w_ \‘

death receptor o
l perforin

4 /\
adaptors mitochondrial changes (MPT)

granzyme B granzyme A

disc formation apoptosome forms l
caspase 8 activation caspase 9 activation caspase10  SET complex
\ ' / activation
caspase 3 activation
(Execution Pathway) DNA cleavage
¢

endonuclease activation — degradation of chromosomal DNA
protease activation — degradation of nuclear and cytoskeletal proteins — cytoskeletal reorganization

cytomorphological changes:
chromatin and cytoplasmic condensation, nuclear fragmentation, etc.

formation of apoptotic bodies

Obr. 4: Jednotlivé drahy apoptosy.
Prevzato z EImore 2007.

Regulace apoptosy

Apoptosa ovliviiuje osud bunck a jeji nedostatecna, stejné tak jako nadmeérna
aktivace je podstatou tfady vyvojovych defektli, autoimunnich a neurodegenerativnich
onemocnéni ¢i rakovinného bujeni (Elmore 2007). Apoptosa hraje podstatnou roli také
Vv patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni (Lee 2009). Pro organismus je proto klicova

vvvvvv

rodina pro- a antiapoptotickych proteint Bcl-2 (z angl. B-cell lymphoma 2) a také regulace
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¢innosti kaspas pomoci specifickych bunécnych inhibitorad apoptosy, tzv. IAP (z angl.
inhibitor of apoptotic proteins).

Regulace apoptosy pomoci Bcl-2

Proteiny patiici do rodiny Bcl-2 obsahuji alespon jeden ze ¢tyt konzervovanych a-
helikalnich motivu, které jsou znamé jako Bcl-2 homology (BH) domény 1-4 (BH1-BH4).
D¢li se na zakladé schopnosti ovliviiovat apoptosu na antiapoptotické (Bcl-2, Bcl-xL
¢i Mcl-1) a proapoptotické (Bax, Bad, Bid, Bim, Noxa a PUMA) (Mukhopadhyay 2014).
Nejpodstatnéj$i a nejvice stanovované proteiny rodiny Bcl-2 v souvislosti s apoptosou
predstavuji proapoptotické proteiny Bad a Bax a antiapoptoticky protein Bcel-2.

Bax tvoii kanaly ve wvné&j$i mitochondridlni membrané, zpisobuje tak jeji
permeabilizaci, uvolnéni cytochromu c a aktivaci apoptosy. Jeho funkci inhibuje Bcl-2,
ktery se na né&j vaze a pusobi tak proti apoptose. Funkce Bcl-2 je naopak inhibovéana
proteinem Bad (Elmore 2007). Kromé heterodimerizace jsou proteiny rodiny Bcl-2
regulovany fosforylaci a proteolytickym Stépenim. Fosforylace Bad vede k jeho asociaci
s 14-3-3 proteiny, které brani jeho translokaci na mitochondrie a interakci
s antiapoptotickym Bcl-2 a Bcl-XL, ¢imz dochazi k deaktivaci apoptosy. Bad muze byt
také Stépen pomoci kaspas, vznika tak jeho zkracena forma, ktera je v aktivaci apoptosy
vysoce u¢inna. Bylo zjiSténo, Ze aktivace Bad pomoci kaspas je regulovana PKCo (Cieslak
2007).

PKC je spojovana s regulaci apoptosy pravé diky fosforylaci proteinti rodiny Bel-2.
Bylo zjisténo, PKCa fosforyluje antiapoptoticky protein Bcl-2 na Ser70 (Ruvolo 1998), coz
vede k jeho stabilizaci a aktivaci (Deng 1998). PKCe fosforyluje Bad na Serl12, dochazi
k jeho asociaci s 14-3-3 proteiny, translokaci do cytosolu a nasledné deaktivaci apoptosy
(Bertolotto 2000). PKC$ je naopak spojovana s redistribuci proteinu Bax na mitochondrie

a aktivaci jeho apoptotické funkce (Sitailo 2004).

Regulace apoptosy kaspasami

Kaspasy jsou enzymy s proteolytickou aktivitou Sté€pici proteiny na zbytcich
kyseliny asparagové. Déli se na iniciatorové (2, 8, 9, 10), efektorové neboli exekuéni (3, 6,
7) a zanétlivé (1, 4, 5) (Elmore 2007). Kaspasy jsou exprimovany ve formé prokaspas, které

podléhaji proteolytickému Stépeni za vzniku aktivnich forem. Iniciatorové kaspasy aktivuji
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kaspasy efektorové, které jsou konecnymi vykonavateli apoptosy (Pop 2009, Thornberry
1998).

Funkce kaspas je regulovana specifickymi bunéénymi inhibitory IAP. Radime mezi
né& napt. XIAP, cIAP; a ClAP,, které inhibuji kaspasy 3, 7 a 9 (Riedl 2001). U¢inek IAP je
naopak regulovan pomoci Smac/DIABLO a HtrA2/Omi uvoliovanych z mitochondrii

(Mukhopadhyay 2014).

1.2.4.2 PKC a dynamika mitochondrii

Mitochondrie jsou kliCovymi organelami zabezpecCujicimi pomoci oxidativni
fosforylace dostateCny pfisun energie nezbytny pro fungovani kardiomyocytl. Jejich
morfologie izce souvisi s odolnosti vii¢i bunéénym signalim smrti (Suen 2008). Kvalita
mitochondrii proto musi byt ptisné kontrolovana a je zabezpecena pomoci proteolytického
aparatu, proteasomalni degradace, puceni a tvorby tzv. MDV (z angl. mitochondria-derived
vesicles) a mitochondrialnich sféroidi a Vv neposledni fadé také fazi a St€penim
mitochondrii (Ni 2015). Mitochondrie jsou dynamické organely, jejichz neustala fize
a Stépeni jsou nezbytné pro bunééné preziti a adaptaci na ménici se podminky potiebné pro
bunécny rust, déleni a distribuci mitochondrii béhem diferenciace (Ni 2015). Fuze vnéjsi
mitochondrialni membrany je regulovana mitofusinem 1 a 2 (Mfn 1 a Mfn 2) (Koshiba
2004, Santel 2001), zatimco fazi vnitini mitochondridlni membrany zprosttedkovava
protein OPA1 (z angl. optic atrophy 1) (Olichon 2003). Stépeni mitochondrii je regulovano
cytosolickym dynamin-related proteinem 1 (Drpl) (Roux 2006, Smirnova 2001), ktery se
musi nachazet v komplexu s malym proteinem vngjs$i mitochondrialni membrany Fis 1
(James 2003, Yoon 2003). Rovnovaha mezi mitochondridlni fuzi a §tépenim muze byt
naruSena napf. oxida¢nim stresem nebo ischemii (Ong 2010b). Bylo zjisténo, ze PKCS
fosforyluje Drpl na Ser579, ¢imz aktivuje mitochondrialni $t€peni (Qi 2011), a Ze inhibice
Drpl chrani mysi srdce pied IR poskozenim (Ong 2010a). Kim a spol. pozorovali béhem

hypoxie nartst fragmentace mitochondrii v zavislosti na expresi Drpl (Kim 2011).

1.2.4.3 PKC a autofagie

Autofagie byla oficialn¢ identifikovand a pojmenovand Christianem de Duvem
vroce 1963 a je formalné klasifikovand jako forma bunécéné smrti (Benbrook 2012).
Za standardnich podminek je v srdci hladina autofagie nizka a plisobi protektivné, protoze

degraduje a recykluje cytoplasmatické slozky jako proteiny s dlouhou dobou Zivota
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a organely a selektivné odstrafiuje poSkozené mitochondrie (Kim 2007). Tak vlastn¢ plisobi
antiapoptoticky, protoze zabranuje uvolnéni proapoptotickych faktorti jako cytochromu ¢
z mitochondrii  (Hamacher-Brady 2007). Nadmérna autofagiec bunéénych slozek
¢i selektivni traveni faktorti podporujicich bunécné pieziti vSak vede k bunécné smrti
(Benbrook 2012). Byly popsany tifi typy autofagie — makroautofagie, chaperony
zprostiedkovana autofagie a mikroautofagie. VSechny tii formy jsou ve zvySené mife
aktivované pii nedostatku Zivin ¢i kysliku, mitochondrialni dysfunkci nebo poskozeni
zpusobeném radiaci (Benbrook 2012, Gustafsson 2008). VétSina literatury oznacuje
pojmem autofagie makroautofagii (Benbrook 2012). Makroautofagie piedstavuje proces,
kdy se ¢ast cytoplasmy obsahujici proteiny a organely s dlouhou dobou Zivota sekvestruje
dovnitt vesikulii obalenych dvojitou membranou, zvanych autofagosomy. Ty mohou déle
fazovat s lysosomy za vzniku autofagolysosomu, kde dojde ke straveni jejich obsahu
pomoci lysosomalnich proteas. Jednotlivé komponenty jsou uvolnény k recyklaci.
Produkce a zpracovani autofagickych vesikul je mozno rozd¢lit do ¢tyt kroki: 1) iniciace,

2) nukleace, 3) maturace a 4) fuze s lysosomy (Benbrook 2012).

Regulace autofagie

Autofagie hraje stézejni roli v udrzovani bunéné homeostazy, a podléha proto
ptisné regulaci. Vyznamnou uUlohu zde maji evoluéné konzervované proteiny kodované
autophagy-related genes (ATG) (Benbrook 2012). Patii sem napt. savéi ortolog
kvasinkového Atg6 Beclin 1. Utastni se pocateéni faze tvorby autofagosomi a zarovefi
piedstavuje spojovaci bod v regulaci autofagie a apoptosy, protoze interaguje S proteiny
Bcl-2 a Bel-XL, které snizuji kapacitu Beclinu 1 k aktivaci autofagie (Liang 1998, Pattingre
2005). Komplex Bcl-2/Beclin 1 vsak muze byt fosforylovan pomoci PKCS/INK1, ¢imz
dojde k jeho disociaci a aktivaci autofagie (Chen 2008b). Zarovenn mulze napf.
pfi nedostatku rustovych faktorti dochazet ke Stépeni Beclinu 1 kaspasami, deaktivaci
autofagie a naopak aktivaci apoptosy pomoci vzniklého C-terminalnimu fragmentu Beclinu
1 (Elmore 2007).

Dalsim proteinem regulujicim autofagii je BNIP3 (z angl. BCL2/adenovirus E1B
19kDa interacting protein 3). Patii do podrodiny BH3-only proteinti rodiny Bcl-2
a pavodné byl popsan jako proapoptoticky protein potlacujici aktivitu proteini bunééného
preziti Bcl-2 a Bcl-XL. Nasledné se vsak ukazalo, ze je BNIP3 jednim z centralnich

mediatorti autofagie a je nezbytny pro preziti bun¢k (Bellot 2009). Jeho atypické domény
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BH3 totiz narusuji interakci mezi Bcl-2 a Beclinem-1, ¢imz dochazi k aktivaci autofagie
(Mukhopadhyay 2014).

Protein LC3 (z angl. microtubule-associated protein B-light chain 3) je homolog
kvasinkového Atg8 nachézejici se ve dvou formach LC3-A a LC3-B. LC3-A je solubilni
forma vznikajici $t€penim LC3 na jeho C-konci. Modifikaci LC3-A vznika membranové
vazand forma LC3-B, ktera je soucasti autofagosomi (Tanida 2005). Bylo zjisténo,
7e mnozstvi LC3-B lze korelovat s po¢tem autofagosmii, a pouziva se proto jako marker
autofagie (Mizushima 2007).

V regulaci autofagie se uplatituje také protein Parkin. Jedna se o cytosolickou E3
ubiquitinligasu, ktera je aktivovana Ser/Thr kinasou Pinkl, a jejiz aktivace vede
k degradaci mitochondrii pomoci mitofagie (Ni 2015).

Funkce BNIP3, LC3 a Parkinu podléha regulaci pomoci PKC. Bylo zjisténo, ze
PKC fosforyluje BNIP3 a vede k jeho aktivaci (Graham 2007). Fosforylace proteinu LC3
na Thré a Thr29 je také zprostfedkovana PKC. Zda se vsak, ze pro aktivaci autofagie neni
Klicova (Jiang 2010). Dalsim cilovym proteinem PKC je Parkin, jehoz fosforylace vede
ke snizeni jeho aktivity (Sato 2006).

1.2.4.4 PKC a sfingolipidy

Sfingolipidy, jejichz typickym piedstavitelem je sfingosin-1-fosfat (S1P), jsou
bioaktivni latky regulujici celou fadu dilezitych bun&énych procest. Klicovymi enzymy
zodpoveédnymi za tvorbu S1P jsou sfingosinkinasy (SPHK), které se v myokardu vyskytuji
ve dvou formach oznacovanych jako SPHK1 a SPHK2. Metabolismus sfingolipidd je
vV posledni dobé casto spojovan s IR poskozenim (Levade 2001). Bylo zjisténo,
ze ischemicky preconditioning zvySuje tvorbu S1P a Ze selektivni inhibitor SPHK rusi
kardioprotekci vyvolanou ischemickym preconditioningem (Jin 2004). Dulezitym prvkem
regulace funkce SPHK, a tedy i mnozstvi S1P, je fosforylace. Bylo zjisténo, ze aktivator
PKC PMA vede k aktivaci ERK1, ktery nasledné fosforyluje, a tedy aktivuje SPHK1
i SPHK2 (Hait 2007, Johnson 2002).

1.2.4.5 PKC a odstranovani toxickych aldehydii
Aldehydy jsou v organismu pfirozen¢ produkovany napt. béhem metabolismu lipida

(Esterbauer 1991) a cukrti (Marchitti 2008). V nizkych koncentracich mohou slouzit jako
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druzi poslové spoustéjici antioxidacni ochranu aktivovanou stresem (Poli 2008),
ale ve vysokych koncentracich jsou pro organismus Skodlivé.

V souvislosti s kardiovaskularnimi onemocnénimi jsou nejcastéji zminovanymi
aldehydy 4-hydroxynonenal (4-HNE) a malondialdehyd. 4-HNE vznika v myokardu béhem
IR (Sayre 2006). Inhibuje kli¢ové metabolické enzymy (Uchida 1993), poskozuje
schopnost mitochondrii tvotit ATP (Yan 1998) a vede k otevirani MPTP (Kristal 1996).
Optimalni hladinu aldehydd, a tedy i 4-HNE, zabezpecuji aldehyddehydrogenasy (ALDH)
(Chen 2010). Zda se, ze v mechanismu kardioprotekce se uplatiiuje mitochondrialni
isoforma aldehydrogenasy ALDH2. Bylo zjisténo, ze ALDH2 je fosforylovana pomoci
PKCe a Ze je tato fosforylace spojena se zvySenim jeji aktivity (Chen 2008a).

1.2.4.6 PKC a gap junctions

Konexiny jsou transmembranové proteiny oligomerizujici do hexamert (konexont),
které tvori vodivé spoje mezi kardiomyocyty tzv. gap junctions (Rodriguez-Sinovas 2009).
Gap junctions pfimo spojuji sousedni buiiky a jsou nezbytné pro Sifeni akéniho potencialu
v myokardu (Severs 2008). Zaroven umoznuji difizi malych molekul vcetné iontd,
aminokyselin, nukleotidéi a druhych posli (Ca?*, cAMP, cGMP a IP3) s molekulovou
hmotnosti do 1 kDa (Lampe 2000). V kardiomyocytech se vyskytuje zejména konexin 43
(Cx43) (Fontes 2012), ale je zde zastoupen také Cx37, Cx40 a Cx45 (van Kempen 1995).

Patofyziologie kardiovaskuldrnich onemocnéni je spojena se zménami exprese,
distribuce a fosforylace Cx43. Béhem IR dochazi k poskozeni Sifeni elektrickych impulzd
a vzniku arytmii (Sato 2008). Kromé¢ arytmogeneze vSak mohou gap junctions hrat
dulezitou roli i v $ifeni poSkozeni vyvolaného IR (Garcia-Dorado 1997). Zaroven bylo
zjiSténo, Ze se Cx43 uplatiiuje jako nezbytna slozka signélnich drah kardioprotekce (Li
2004Db).

Klicovym mechanismem regulace Cx43 je fosforylace (Lampe 2000), ktera
ovlivituje jeho funkci, uspofadani, syntézu a degradaci (Ruiz-Meana 2008). Cx43 je
cilovym proteinem fady kinas, kromé jiného PKA, PKC, PKG ¢i MAPkinas (Schulz 2007).
Neékteré maji aktivacni, jiné deaktivacni roli (Schulz 2007). PKCe fosforyluje Cx43
na Ser368 a sniZzuje bunéénou komunikaci pies gap junctions (Lampe 2000). Zaroven bylo
zjisténo, Ze kardioprotektivni stimuly vedou k translokaci Cx43 spolecné s PKCe

na mitochondrie (Jeyaraman 2012, Rottlaender 2010).
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2 HYPOTEZA A CiL PRACE

Obecny inhibitor PKC chelerytrin kompletné rusi kardioprotekci vyvolanou
adaptaci na IHH, zatimco selektivni inhibitor PKCS rottlerin vede k jejimu sniZzeni (Neckar
2005). Neni proto mozné vyloucit uplatnéni ostatnich isoforem PKC (PKCa a PKCg) bézné
spojovanych s  kardioprotekci ~ vyvolanou  ischemickym  preconditioningem.
Kardioprotektivni uCinky byly pozorovany i na modelu CNH (Neckar 2013, Kasparova
2015). PKC doposud nebyla po adaptaci na CNH analyzovana, vysledky ostatnich studii
vSak naznacuji, Ze konkrétni model hypoxie miize mit na expresi jednotlivych isoforem
PKC podstatny vliv. Je zndmo, ze aktivita PKC je ovlivnéna nejen zménami v proteinovém
mnozstvi, ale také fosforylaci enzymu a jeho translokaci do konkrétnich bunéénych
kompartmentu. PKC fosforyluje a tedy reguluje tadu cilovych proteinti zapojenych
v apoptose a autofagii, dynamice mitochondrii, metabolismu sfingolipidt, odstranovani
toxickych aldehydu, nebo komunikaci pfes gap junctions. Bylo zjisténo, Ze mnoho z nich se
uplatituje v mechanismu kardioprotekce vyvolané ischemickym preconditioningem. Jejich
zapojeni v mechanismu kardioprotekce vyvolané chronickou hypoxii v§ak doposud nebylo
objasnéno. Zda se vSak, Ze oba tyto protektivni pfistupy sdileji podobné signalni drahy,
jelikoz kombinace chronické hypoxie a ischemického preconditioningu nevede
k prohloubeni kardioprotekce (Neckar 2002a).

Na zakladé vyse uvedenych udajl predpokladame, Ze:

m exprese jednotlivych isoforem PKC v myokardu je ovlivnéna konkrétnim

modelem chronické hypoxie a u adaptace na IHH a CNH se proto mize lisit

m aktivita PKC neni zavisla jen na zménach proteinového mnozZstvi, ale 1 na

fosforylaci ¢i translokaci enzymu do jednotlivych kompartmentt
m v kardioprotekci vyvolané adaptaci na CNH hraje klicovou roli PKCe

m cilovymi proteiny PKC v chronicky hypoxickém myokardu by mohly byt

proteiny regulujici apoptosu a autofagii, dynamiku mitochondrii,
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metabolismus  sfingolipidli, odstrafiovani toxickych aldehydd, nebo
komunikaci pfes gap junctions, které jsou spojovany s mechanismem

kardioprotekce vyvolané ischemickym preconditioningem

Ve své praci jsem si proto stanovila tyto cile:

Cil 1: Analyza isoforem PKC po adaptaci na intermitentni hypobarickou (IHH)

a kontinualni normobarickou hypoxii (CNH)

m po adaptaci na IHH stanovit
= PKCa, PKC3, PKCe a jejich fosforylované formy na Girovni proteinu
* PKCoa, PKCd, PKCg na trovni mRNA
m po adaptaci na CNH stanovit
» PKC$, PKCs a jejich fosforylované formy na trovni proteinu
* PKCd a PKCg na tirovni mRNA
= vliv inhibi¢niho peptidu PKCe KP-1633 na viabilitu a uvolnéni LDH

na kardiomyocytech izolovanych z myokardu levé komory

Cil 2: Analyza cilovych proteini PKCé a PKCe po adaptaci na IHH

m po adaptaci na IHH stanovit
= cilové proteiny PKCd a PKCg (shrnuto na obr. 5) v souvislosti s:
= apoptosou — Bad, Bax, Bcl-2, kaspasa 3, cytochrom ¢
* dynamikou mitochondrii — Drpl, Mfnl, Mfn2
= autofagii — Beclin 1, LC3-B, BNIP3, Parkin
= metabolismem sfingolipidi — SPHK1, SPHK2
= odstraniovanim toxickych aldehydt — ALDH2
= komunikaci pfes gap junctions — Cx43

= apoptosu metodou TUNEL
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Vybrané cile PKC

(s moZnym uplatnénim v kardioprotekci)

PKC&

Cit1l

PKC&

Cit 2

PKC=
Cit3

Obr. 5: Vybrané cilové proteiny PKC uplatiiujici se v kardioprotekci.

U cilovych proteint jsou uvedeny konkrétni isoformy PKC, které dany protein fosforyluji. * — tyto proteiny
nebyly dosud identifikovany jako cilové proteiny PKC. ALDH2 — aldehyddehydrogenasa 2, Bcl-2 — B-cell
lymphoma 2, BNIP3 — BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3, Cx43 — konexin 43, Drpl —
dynamin-related protein 1, LC3-B — microtubule-associated protein B-light chain 3, Mfnl — mitofusin 1,
Mfn2 — mitofusin 2, SPHK1 — sfingosinkinasa 1, SPHK2 — sfingosinkinasa 2, XIAP — X-linked inhibitor of

apoptosis protein.

Pouzité citace: cit 1 — Voss 2005, cit 2 — Bertolotto 2000, cit 3 — Sitailo 2004, cit 4 — Chen 2009, cit 5 -
Ruvolo 1998, cit 6 — Majumder 2000, cit 7 — Chen 2008a, cit 8 — Hait 2007, cit 9 — Johnson 2002, cit 10 —
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Graham 2007, cit 11 — Jiang 2010, cit 12 — Sato 2006, cit 13 — Qi 2011, cit 14 — Lampe 2000.
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3 METODIKA

3.1 Laboratorni zvirrata

K experimentiim byli pouziti dospéli samci laboratorniho potkana kmene Wistar
pochazejici z chovu firmy Velaz, popt. Charles River. Primérna hmotnost zvitat na pocatku
pokusu se pohybovala v rozmezi od 270 do 370 g. Zvitata méla volny piistup k vodé
a ke standardni laboratorni dieté a byla chovana v rezimu 12 hod svétlo/12 hod tma. Studie
byla vedena ve shod¢ se zakonem na ochranu zvitat proti tyrani ,,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 pfislusnou komisi Fyziologického
stavu AV CR.

3.2 Experimentalni modely chronické hypoxie

K pokusiim byly pouzity dva zakladni modely chronické hypoxie — intermitentni

hypobarickd hypoxie a kontinualni normobaricka hypoxie.

Intermitentni hypobaricka hypoxie (IHH)

Potkani byli vystaveni vySkové hypoxii v hypobarické komote. Adaptace
probihala 8 hod denné, 5 dnd v tydnu, celkem 25 dnt. Barometricky tlak byl
snizovan postupné tak, aby po 13 expozicich odpovidal nadmoiské vySce 7000 m.
V této vySce ma barometricky tlak hodnotu 40,9 kPa a parcidlni tlak kysliku je 8,6
kPa. Béhem adaptace byla v komote zajisténa cirkulace vzduchu a teplota byla

udrzovana v rozmezi 21-23 °C.

Kontinualni normobaricka hypoxie (CNH)

Zvitata byla vystavena nepfetrzitému pusobeni hypoxie za normobarickych
podminek po dobu 3 tydnh. Obsah kysliku byl snizen z normoxické hodnoty 21%
(F10,=0,21) na 10% (FIO,=0,1) pomoci generatori hypoxie Everest Summit
(Hypoxico Inc., N.Y., USA). Tento stupeii hypoxie odpovidd nadmotské vysce 5500
m. Béhem adaptace byla v komote zajisténa cirkulace vzduchu a teplota byla

udrzovana v rozmezi 21-23 °C.
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Normoxie (N)

Zvitata kontrolnich skupin byla chovana v normoxickych podminkach
odpovidajicich nadmotské vysce 200 m pii teploté 21-23 °C. Barometricky tlak zde byl 99
kPa a parcialni tlak kysliku 20,7 kPa (FIO, = 0,21).

3.3 Odbér tkané

Zvitata byla usmrcena cervikalni dislokaci. Srdce bylo vystfizeno z hrudniku,
proplachnuto ledovym fyziologickym roztokem a byly odstranény siné a velké cévy.
Pro analyzy pomoci metody Western blot a PCR bylo srdce rozd€leno na septum, pravou
komoru a levou komoru. Jednotlivé srde¢ni oddily byly zvazeny a zmrazeny v kapalném
dusiku, kde byly uchovavany do dal§iho zpracovani. Pro analyzu metodou Tunel bylo srdce

perfundovano roztokem 20 mM KCl, aby doslo k jeho zastaveni v diastole.

3.4 Frakcionace a homogenizace vzorki

Myokard levé komory byl homogenizovan pod kapalnym dusikem. K rozdrcené
tkani byl pfidan homogeniza¢ni pufr v poméru 8 ml pufru na 1 g srdecni tkané. Slozeni
homogeniza¢niho pufru bylo: 12,5 mM Tris-HCI (pH 7,4), 250 mM sacharosa, 2,5 mM
EGTA, 1 mM EDTA, 100 mM NaF, 0,3 mM fenylmethylsulfonylfluorid, 6 mM B-
merkaptoetanol, 10 mM glycerol-2-fosfat, 0,2 mM leupeptin, 0,02 mM aprotinin a 0,1 mM
ortovanadat sodny.

1) Pro analyzu isoforem PKC po adaptaci na IHH a CNH byly vzorky
homogenizovany pomoci Potter-Elvehjemova homogenizatoru za soucasného chlazeni
Vv ledové tfisti 15 tahy nahoru a dolti béhem 1 min. Vlastni postup frakcionace je uveden na
obr. 6. Homogenat byl pro ucel frakcionace rozdélen na dvé ¢asti. Prvni ¢ast homogenatu
byla centrifugovana pii 100 000 g (Beckman L7) po dobu 90 min. Vysledny supernatant
reprezentoval cytosolickou frakci (do které byl pfidan Triton X-100 tak, aby koncentrace
byla 1%). Pelet po cytosolické frakci byl rozsuspendovan v homogeniza¢nim pufru
s pridavkem 1% Tritonu X-100, ponechan 90 min na ledu a nasledné znovu centrifugovan
pti 100 000 g po dobu 90 min. Vznikly supernatant reprezentoval extrakt partikularni
frakce. K druhé ¢asti homogenatu byl pridan Triton X-100 tak, aby vysledna koncetrace
byla 1%, homogenat byl ponechan 90 min na ledu a nasledné centrifugovan pii 100 000 g

po dobu 90 min. Vznikly supernatant reprezentoval extrakt homogenatu.
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homogenat j
Triton X-100 — inkubace 1,5 hod

100000 x g, 1,5 hod
100000 x g, 1,5 hod

l cytosol l pelet po extrakt pelet po
extraktu

cytosolu homogenatu
homogenatu

Triton X-100 — inkubace 1,5 hod
100000 x g, 1,5 hod

extrakt pelet po
partikularni extraktu
frakce partikularni
frakce

Obr. 6: Postup frakcionace.

2) Cilové proteiny PKCS6 a PKCe byly stanoveny po adaptaci na IHH
na neextrahovanych homogenatech, které byly homogenizovany pomoci kulickového

homogenizatoru (30 Hz, 10 min).

K analyzam pomoci metody Western blot byly pouzity homogenaty a partikularni
a cytosolickd frakce. Koncentrace proteintt v jednotlivych vzorcich byly analyzovéany
metodou podle Bradfordové (Bradford 1976). Mezi koncentracemi proteint v jednotlivych

experimentalnich skupinach nebyly nalezeny zadné signifikantni rozdily.

3.5 Elektroforéza a Western blot

Elektroforetické déleni proteinti jednotlivych vzorkd bylo provadéno na 10% bis-
akrylamidovych gelech v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS) vV elektroforetické
soustaveé Mini-Protean |1l apparatus (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) pii 20 mA/gel po dobu
90-150 min v zavislosti na analyzovaném proteinu. V rdmci vSech experimentdlnich skupin
bylo nanaSeno vzdy stejné mnozstvi proteinu. Mnozstvi nanaSeného proteinu se liSilo podle

druhu analyzovaného proteinu a je uvedeno v tabulce 1.
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Po skonceni elektroforézy byly proteiny pieneseny na nitrocelulosové membrany
(Amersham Biosciences, Freiburg, Némecko). Pro kontrolu spravného pfenosu proteint
byly membrany obarveny pomoci Ponceau S. Membrany byly nésledné blokovany
V roztoku 5% nizkotu¢ného mléka v TTBS (pufrovany roztok NaCl — 0,1 M Tris, 2,5 M
NaCl, 0,5% (v/v) Tween 20; pH 7,5) po dobu 60 min. Membrany byly dale inkubované
S pfisluSnymi primarnimi a sekundarnimi protilatkami. Konkrétni druhy protilatek, doba
inkubace a fedéni jsou uvedeny v tabulce 1 a obrazky reprezentativnich prouzku (,,bandu‘)

v tabulce 2.
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e . Katalogove . I Doba |Hmotnost | Pozitivni | Nanaska | Sekundarni | Katalogové ; I Doba
Primarni protilatka i Vyrobce Redéni |_ . o Vyrobce Redéni |
tislo inkubace | (kDa) kontrola (ng) protilatka cislo inkubace

ALDH2 sc-48837 Santa-Cruz 1000 1,5h 53 jatra 15 anti-goat a5420 Sigma 20 000 1h
Bad sab4300341 Sigma 1000 1,5h 23 40 anti-rabbit a9169 Sigma 6 000 1h
Bax av02020 Sigma 1333 1,5h 15 40 anti-rabbit a9169 Sigma 6 000 1h
Bel-2 sab4500003 Sigma 1000 1,5h 26 10 anti-rabbit a9169 Sigma 6 000 1h
Beclin 1 NB500-249 MNovus Biotechnologicas 2 000 1,5h 60 30 anti-rabbit a9169 Sigma 6 000 1h
BNIP3 ab10433 Abcam 2000 | pfes noc 30 mozek 20 anti-mouse 31432 Thermo Fischer| 10 000 1h
cs ab96600 Abcam 2 000 1,5h 52 5 anti-rabbit 29169 Sigma 6 000 1h
Cx43 ch219 Sigma 8 000 1,5h 43 mozek 20 anti-rabbit 29169 Sigma 6 000 1h
P-Cx43 (Ser368) 35115 Cell Signaling 1000 | pfes noc 43 mozek 40 anti-rabbit 39169 Sigma 6 000 1h
Cytochrom ¢ c5723 Sigma 3333 1,5h 43 3 anti-sheep a3415 Sigma 6 000 1h
Drpl 611739 BD Tranduction Laboratories| 667 pfes noc 72 20 anti-mouse sc-2371 Santa-Cruz 20 000 1h
Kaspasa 3 (aktivni) [NB-100-56708 Novus Biotechnologicas 1000 1,5h 14 Jurkat 40 anti-mouse 31432 Thermo Fischer| 10000 1h
LC3A/B ab128025 Abcam 1000 | pfes noc 15 mozek 40 anti-rabbit a9169 Sigma 6 000 1h
Mfnil ab57602 Abcam 1000 1,5h 24 30 anti-mouse sc-2371 Santa-Cruz 20 000 1h
Mfn2 ab56889 Abcam 1000 1,5h 86 30 anti-mouse sc-2371 Santa-Cruz 20 000 1h
Parkin abh77924 Abcam 2000 | pfes noc 55 mozek 20 anti-mouse 31432 Thermo Fischer| 10000 1h
PKCa P4334 Sigma 5000 1,5h 80 mozek 10 anti-rabbit ad9169 Sigma 6 000 1h
P-PKCa (Thrd397) ab76016 Abcam 6 667 | pfes noc 77 mozek 15 anti-rabbit 29169 Sigma 6 000 1h
PKCH P8333 Sigma 3 000 1,5h 77 mozek 15 anti-rabbit 29169 Sigma 6 000 1h
P-PKCS (Ser643) 93765 Cell Signaling 1000 | pfes noc 78 mozek 40 anti-rabbit 39169 Sigma 6 000 1h
PKCs P8458 Sigma 3 000 1,5h a3 mozek 25 anti-rabbit a9169 Sigma 6 000 1h
P-PKCe (Ser729) sc-12355 Santa-Cruz 1000 | pfes noc 90 mozek 40 anti-goat a5420 Sigma 80 000 1h
SPHK1 abh71700 Abcam 500 1,5h 51 ledviny 20 anti-rabbit 29169 Sigma 6 000 1h
SPHK2 sc-22702 Abcam 1000 1,5h 70 mozek 40 anti-goat a5420 Sigma 80 000 1h
XIAP sc-55551 Santa-Cruz 1000 1,5h 55 ledviny 20 anti-mouse 31432 Thermo Fischer| 10 000 1h

Tabulka 1: Seznam pouZitych primarnich a sekundarnich protilatek pro Western blot analyzu.
Vysvétleni zkratek viz Seznam zkratek.
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Tabulka 2: Obrazky reprezentativnich prouzki.

Jednotlivé prouzky odpovidaji tfem vzorkim homogenatd z normoxické a tfem vzorkim z hypoxické
skupiny. N — normoxie, IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie. Vysvétleni zkratek analyzovanych proteini
viz Seznam zkratek.
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Nasledné byly membrany uchovany v TTBS pies noc a dalsi den byly prouzky
vizualizovany na autoradiografickém filmu (AGFA, CP-BU NEW, CR) pomoci metody
zesilené chemiluminiscence. Relativni zastoupeni analyzovanych proteinti  bylo
vyhodnoceno pomoci programu ImageQuant software (Molecular Dynamics, Sunnyvale,
CA, USA). Ke spravné identifikaci jednotlivych stanovovanych proteini byly vyuzity
standardy molekulovych hmotnosti, bloka¢ni peptidy a pozitivni kontroly. Z kazdé
experimentalni skupiny byl na stejny gel nanesen vzorek, ktery byl kvantifikovan na stejné
membrané. Mnozstvi proteini nanaSenych na gel se 1iSilo v zavislosti na stanovovaném
proteinu a frakci s cilem dosahnout linearity mezi intenzitou a objemem. Kazdy vzorek byl
analyzovan v duplikitu v minimalné 3 nezavislych stanovenich. Vysledky byly
normalizovany na mnozstvi proteinu a na housekeeping protein. V ptipadé¢ CNH jsme jako
housekeepnig  protein  pouzili  glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu  (GAPDH)
(pro homogenat a cytosol) a aktin (pro partikularni frakci). U modelu IHH se nejprve
nedatilo najit vhodny housekeeping protein. Bylo publikovéano, ze po adaptaci IHH dochazi
K narGstu mnozstvi bézné pouzivanych housekeeping proteind (aktin, kalsequestrin,
GAPDH, B-tubulin) (Balkova 2011). Nov¢é jsme vSak zjistili, Ze po adaptaci na IHH se
neméni mnozstvi citratsyntasy (CS). Pouzili jsme ji proto jako housekeeping protein
u analyzy cilovych proteini PKC po adaptaci na IHH. Pro piepocet vysledki jsme pouzili
smésny vzorek naneseny na kazdy gel, na ktery byly vztazeny hodnoty jednotlivych
denzitometrickych objemt. Ziskané hodnoty pak mohly byt vzijemné porovnavany

nezavisle na daném pokusu ¢i délce expozice.

3.6 Izolace RNA a RT-PCR

Celkova bunétna RNA byla z myokardu levych komor izolovana Trizolem
(Invitrogen, CA, USA). Cistota a koncentrace extrahované RNA byla kvantifikovana
za pouziti NanoDropu. Pfed vlastni syntézou cDNA byla RNA c¢isténa DNA-free DNasou
(Ambion, CA, USA). Nasledn¢ byl jeden mikrogram celkové RNA reverzné transkribovan
do ¢cDNA pomoci RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas
UAB, Vilnius, Litva) za pomoci oligo(dT) primerd podle pokynt vyrobce. Real-time PCR
bylo métfeno na pfistroji Light Cycler 480 (Roche Applied Sciences, Penzberg, Némecko)
metodou dual hydrolysis probe (Universal Probe — Roche Applied Sciences) s pfislusnymi
Probe Master kit (Roche Applied Sciences) podle pokyni vyrobce. Specifické proby
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aprimery byly navrzeny pomoci softwaru UPL  (https://www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp) a PCR bylo méfeno v teplotnim profilu popsaném
Vv publikaci Frolikové a spol. (Frolikova 2012). Data pouzita k vypoétim jsou pruméry
hodnot CT (z angl. treshold cycle) ziskanych z qPCR provedenych v tripletech. Bylo
ovéieno, ze odchylky hodnot v tripletech neptesahly hodnotu 0,5 CT. Standardni kiivky
byly vytvoreny pro kazdy par primert s pouzitim trojnadsobku sériového fedéni cDNA. Byla
provedena také analyza kiivek tani za ucelem zjisténi pFitomnosti jednoho amplikonu
na konci standardniho béhu kiivky. K zajisténi piesného stanoveni relativni exprese byla ze
standardnich kiivek vypoctena efektivita amplifikace PCR kazdého péru primerd. Hodnota
analyzovanych transkriptd byla normalizovana na hladinu referencniho genu hypoxantin-
guaninfosforibosyltransferasy 1 (Hprtl) (Bohuslavova 2010) s ohledem na specifickou
efektivitu (E) PCR pro kazdy gen (Pfaftl 2001) podle rovnice:

normalizované mnozstvi = (1+E)CT referen¢ni transkrlpt/(l_I_E)CT cilovy transkript

Non-templatové a non-RT reakce byly analyzovany jako kontroly.

3.7 Priprava histologickych fezl pro metodu Tunel

Srdce byla promyta v roztoku PBS a etanolovou fadou (25% (v/v), 50% (v/v) a 70%
(v/v) etanol) pifevedena do 70% (v/v) etanolu. Ptevedeni vzorku do xylenu a prosyceni
parafinem bylo provedeno pomoci odvodiovaciho tkanového automatu Leica ASP 200
(Leica, Wetzlar, DE). Nasledn¢ byly vzorky zality do parafinu v zalévacim automatu Leica
EG 1150. Pomoci Microtomu Leica RM2255 byly pfipraveny fezy o tloustce 7 um.
Nésledovalo pfeneseni ezl do vodni 1lazné (N-Biotek, Bucheon, KR) o teploté 39 °C
a zachyceni na podlozni skla (Thermo Scientific, Massachusetts, USA). Kone¢na fixace

ezl na sklech byla provedena inkubaci pti 42 °C po dobu 2 hod.

3.8 Metoda Tunel

Metoda Tunel (z angl. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling) byla provedena dle pokynd vyrobce pomoci komercni soupravy In Situ Cell
Death Detection Kit, Fluorescein (Roche, Indianapolis, USA). Nejprve bylo tieba z fezi
odstranit parafin, k ¢emuz byla pouzita fada: xylen (15 min), 100% etanol (5 min), 96%
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etanol (5 min), 90% etanol (2,5 min), 80% etanol (3 min), 70% etanol (3 min) a PBS (3x5
min). Nasledné byly fezy inkubovany 20 min s proteinkinasou K (20 pg/ml-Tris-HCI, pH
8,0) pii 37 °C ve vlhké komurce a promyty 3x5 min v PBS. Proteinkinasa K slouzi
Kk naruSeni struktury tkané. Krom¢ vlastnich vzorkd bylo nutné analyzovat také pozitivni
a negativni kontrolu. Rez slouZici jako pozitivni kontrola byl vystaven piisobeni DNasyl (3
U/ul) po 12 min pfi laboratorni teploté, ¢imz doslo k vyvolani zlomt vlaken DNA. Rezy
byly nésledné promyty 3x5 min v PBS. Po promyti byly fezy inkubovany se smési roztoka
komer¢ni soupravy (terminalni deoxynukleotidyltransferasy a fluorescenéné znaceného
dUTP v poméru 1:9). Jako negativni kontrola slouzil fez inkubovany pouze s roztokem
fluorescen¢né znateného dUTP bez piidani terminalni deoxynukleotidyltransferasy. Rezy
byly inkubovéany ve vlhké komirce ve tmé& pfi teploté 37 °C po dobu 60 min. Nasledovalo
promyti 3x5 min v PBS. Dale byly fezy inkubovany po dobu 2 min s fluorescen¢nim
barvivem Hoechst 33258, ¢imz doslo k obarveni jader. Po promyti 3x5 min v PBS byly
prekrytim fezii krycim sklickem s nanesenym zalévacim mediem DPX vytvoreny trvalé
preparaty.

Preparaty byly hodnoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu (mikroskop Nikon
Eclipse TE 2000-S, fluorescenéni lampa Olympus-U-RFL-T, Tokyo, Japonsko). Vysledny
pocet Tunel-pozitivnich bun¢k byl vztazen k celkové plose myokardu levé komory

(ptipadné pravé komory ¢i septa).

3.9 Stanoveni bunécné viability a uvolnéni laktatdehydrogenasy
po simulované ischemii/reperfazi a vliv inhibi¢niho peptidu PKCe KP-
1633
Kardiomyocyty izolované z myokardu levé komory byly inkubovany po dobu 15
min s5 puM kontrolnim peptidem KP-1723 nebo inhibi¢nim peptidem PKCe KP-1633.
Nasledné byly vystaveny 25 min metabolické inhibici (MI) a 30 min re-energizaci (MI/R).
Béhem MI byly buiiky inkubovany s modifikovanym Krebsovym roztokem obsahujicim
1,5 mM NaCN a 20 mM 2-deoxyglukosu misto glukosy. B&hem re-energizace byly
metabolické inhibitory odstranény a nahrazeny standardnim bunéénym médiem. Buné&cna
viabilita a uvolnéni laktatdehydrogenasy (LDH) byly méfeny na zacatku experimentu,
po MI a po re-energizaci. Podrobny popis metodiky je uveden ve ¢lanku Holzerové a spol.

(Holzerova 2015, ptiloha A). Toto stanoveni bylo provedeno Dr. Hlavackovou.
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4 VYSLEDKY

4.1 CIL 1: Analyza isoforem PKC po adaptaci na intermitentni
hypobarickou (IHH) a kontinualni normobarickou hypoxii (CNH)

4.1.1 Vliv IHH na PKCd, PKCe a PKCa

IHH aktivuje celkovou i fosforylovanou PKC$.

Adaptace na IHH zvysila mnozstvi celkové i fosforylované PKC3 (Ser643)

v homogenatu (o 177, resp. 226%), v cytosolu (o 160, resp. 139%) i partikularni frakci

(0 108, resp. 86%) (obr. 7A, resp. 7B). Pomér fosforylovana vs. celkova PKCd vyjadiujici
miru aktivace PKCd se nezménil (obr. 7C). U exprese PKC6 mRNA byl po IHH patrny

trend narustu, nedosahl vsak statistické vyznamnosti (obr. 8).
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Obr. 7: Vliv IHH na relativni
zastoupeni celkové PKCé (A)
a fosforylované PKCod (B)
Vv homogenatu, cytosolu a

partikularni frakci.

N — normoxie, IHH — intermitentni
hypobaricka hypoxie, cyto — cytosol,
homo — homogenat, part — partikularni
frakce. Nanaska pro PKC 3: cytosol —
15 pg, homogenit — 10 pg,
partikularni frakce — 5 pg, nanaska pro
P-PKC &: cytosol — 50 pg, homogenat
— 40 pg, partikularni frakce — 40 pg.
Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér
+ SEM. Pocet zvifat ve skupiné — 6. *
— statisticky vyznamny rozdil hypoxie
vs. normoxie (p < 0,05).
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Obr. 7 pokracovani: Vliv IHH na pomér P-PKCd vs. celkova PKCoé (C)
v homogenatu, cytosolu a partikularni frakci.

N — normoxie, IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie, cyto — cytosol, homo — homogenat, part —
partikularni frakce. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ SEM. Pocet zvitat ve skupiné — 6.
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Obr. 8: Vliv IHH na expresi PKC6 mRNA v homogenatu.

N — normoxie, IHH — intermitentni hypobarickd hypoxie. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SEM.
Mnozstvi PKCS8 mRNA je normalizovano na referenéni gen hypoxantinguaninfosforibosyltransferasu 1
(HPRT1). Pocet zvitat ve skuping — 7.
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IHH sniZuje PKCe, roste vS§ak zastoupeni fosforylované (aktivni) vici celkové PKCe

Po adaptaci na IHH doSlo ke snizeni celkového mnozstvi PKCe v homogenatu
a partikularni frakci (v obou o 40%, obr. 9A). Mnozstvi fosforylované PKCe (Ser729) se
nezménilo (obr. 9B), vzrostl vSak pomér fosforylovana vs. celkova PKCe v homogenatu
(0 86%) a v cytosolu (0 63%) (obr. 9C). IHH neméla vliv na expresi PKCe mRNA (obr.
10).
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Obr. 9: Vliv IHH na relativni
zastoupeni celkové PKCg (A),
fosforylované PKCe (B)
apomér P-PKCg vs. celkova
C PKCe (C) v homogenatu,

3 cytosolu a partikularni frakci.
N — normoxie, IHH — intermitentni
S8 hypobaricka hypoxie, cyto — cytosol,
é ¥ 27 * * homo — homogenat, part — partikularni
T3 _ T frakce. Nanaska pro PKC e: cytosol —
SS) T .
S ¥ 15 pug, homogenait — 10 pg,
2 E e - _ partikularni frakce — 5 pg, nanaska pro
- P-PKC &: cytosol — 50 pg, homogenat
— 40 pg, partikularni frakce — 40 pg.
0

Hodnoty jsou vyjadreny jako pramér +
homo cyto part SEM. Pocet zvifat ve skuping — 6. * —
statisticky vyznamny rozdil hypoxie
vs. normoxie (p < 0,05).
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Obr. 10: Vliv IHH na expresi PKCs mMRNA

vV homogenatu.

N — normoxie, IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie.
Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SEM. Mnozstvi
PKCe mRNA je normalizovano na referenéni gen
hypoxantinguaninfosforibosyltransferasu 1 (HPRTL).
Pocet zvitat ve skupiné — 7.

IHH zvysila mnozstvi celkové i fosforylované PKCa (Thr497) v homogenatu (o 11
a 12%) (obr. 11A a 11B), ale nezménila pomér fosforylovana vs. celkova PKCa (obr. 11C)
a mnozstvi PKCo mRNA (obr. 11D).
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Obr. 11: Vliv IHH na relativni zastoupeni celkové PKCa (A), fosforylované PKCa (B),

pomér P-PKCa vs. celkova PKCa (C) a expresi PKCa mRNA (D) v homogenatu.
N — normoxie, IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie. Nanaska pro PKCo — 10 ug a pro P-PKCo — 15 pg.
Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér = SEM. Pocet zvitat ve skupiné — 6. * — statisticky vyznamny rozdil

hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).

Mnozstvi PKCo mRNA je normalizovano na referen¢ni gen hypoxantinguaninfosforibosyltransferasu 1
(HPRT1). Pocet zvifat ve skupiné — 7. * — statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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4.1.2 Vliv CNH na PKC6 a PKCe

CNH sniZuje proteinové mnoZstvi PKCJ, ale zvySuje expresi PKCd mRNA.

Adaptace na CNH snizila relativni zastoupeni celkové PKCd v partikularni frakci

(0 16%, obr. 12A) a fosforylované PKCS v homogenatu (o 26%) a partikularni frakci

(0 35%, obr. 12B). Pomér fosforylovana vs. celkova PKCd nebyl hypoxii ovlivnén v zadné
ze sledovanych frakci (obr. 12C). Zaroven doslo k nartistu exprese PKCo mRNA (o 30%,

obr. 13). Zda se proto, ze za podminek CNH se zvySuje turnover/degradace PKC3.
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Obr. 12: Vliv CNH na relativni
zastoupeni celkové PKCo (A),
fosforylované PKCo (B) a
pomér P-PKCo vs. celkova
PKC6 (C) v homogenatu,

cytosolu a partikularni frakci.

N — normoxie, CNH - kontinualni
normobaricka hypoxie, cyto — cytosol,
homo — homogenat, part — partikularni
frakce. Nanaska pro PKC &: cytosol —
15 pg, homogenat — 10 pg, partikularni
frakce — 5 pg, nanaska pro P-PKC &:
cytosol — 50 pg, homogenat — 40 ug,
partikularni frakce — 40 pg. Hodnoty
jsou vyjadieny jako priamér + SEM.
Pocet zvifat ve skupiné — 6. * —
statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs.
normoxie (p < 0,05).
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Obr. 13: Vliv CNH na expresi PKC 6 mRNA v homogenatu.

N — normoxie, CNH — kontinualni normobarickd hypoxie. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SEM.
Mnozstvi PKC3 mRNA je normalizovano na referenéni gen hypoxantinguaninfosforibosyltransferasu 1
(HPRT1). Pocet zvitat ve skupiné — 7. * — statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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CNH zvySuje PKCg¢ na urovni proteinu i mRNA.

Adaptace na CNH zvysila relativni zastoupeni celkové PKCe v partikularni frakci

(0 16%) (obr. 14A), u fosforylované PKCe nebo u poméru fosforylovana vs. celkova PKCe

nedoslo k zddnym zméndm (obr. 14B a 14C). Po adaptaci na CNH se zvysila exprese PKCe

MRNA (0 48%, obr. 15).
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Obr. 14: Vliv CNH na
relativni zastoupeni celkové
PKCe (A), fosforylované
PKCe (B) a pomér P-PKCe
vs. celkova PKCe (O)
Vv homogenatu, cytosolu a
partikularni frakei.

N — normoxie, CNH — kontinualni
normobaricka hypoxie, cyto —
cytosol, homo — homogenat, part —
partikularni frakce. Nanaska pro
PKC & cytosol - 15 pg,
homogenat — 10 pg, partikularni
frakce — 5 pg, nanaska pro P-PKC
&: cytosol — 50 ug, homogenat — 40
png, partikularni frakce — 40 pg.
Hodnoty jsou vyjadfeny jako
pramér + SEM. Pocet zvifat ve
skupiné — 6. * — statisticky
vyznamny rozdil hypoxie vs.
normoxie (p < 0,05).
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Obr. 15: Vliv CNH na expresi PKCe mRNA v homogenatu.

N — normoxie, CNH — kontinualni normobarickd hypoxie. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ SEM.
Mnozstvi PKCe mRNA je normalizovano na referen¢ni gen hypoxantinguaninfosforibosyltransferasu 1
(HPRT1). Pocet zvitat ve skupiné — 7. * — statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).

Inhibitor PKCg KP-1633 potlacuje kardioprotektivni i¢inky vyvolané CNH.

Podani specifického inhibitoru PKCe KP-1633 potlacilo pokles LDH uvolnéné
z kardiomyocyti béhem re-energizace po metabolické inhibici (obr. 16B) a pokles celkové
LDH uvolnéné béhem MI/R, pozorovany po adaptaci na CNH oproti normoxickym
kontrolam (obr. 16C). Kontrolni peptid KP-1723 nemél na uvolnéni LDH zadny vliv (obr.
16A-C). Inhibitor PKCe KP-1633 zaroven zrusil narust viability bun¢k vystavenych MI/R,
vyvolany CNH (obr. 17).
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Obr. 16: Vliv CNH,
kontrolniho peptidu KP-
1723 nebo inhibitoru PKCe
KP-1633 na  uvolnéni
laktatdehydrogenasy (LDH)
Z kardiomyocyti béhem
metabolické inhibice (MI)
(A), re-energizace (R) (B) a
celkové uvolnéni béhem
MI/R (C) vyjadieno jako
procento LDH uvolnéné

Z kontrolnich bunék
izolovanych zlevé komory
nevystavené MI/R.

N — normoxie, CNH — kontinualni
normobaricka hypoxie. Hodnoty
jsou vyjadteny jako primér + SEM.
Pocet zvitat ve skupin¢ — 10. * —
statisticky vyznamny rozdil
hypoxie vs. normoxie (p < 0,05),
popt. KP-1633 vs. odpovidajici
kontrola.
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Obr. 17: Vliv CNH, kontrolniho peptidu KP-1723 nebo inhibitoru PKCe KP-1633
na viabilitu kardiomyocyti po akutni metabolické inhibici/re-energizaci vyjadieno

jako procento kontrol.
N — normoxie, CNH — kontinualni normobaricka hypoxie. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér = SEM. Pocet
zvirat ve skupiné — 10. * — statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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4.2 CIL 2: Analyza cilovych proteini PKC$ a PKCg po adaptaci na IHH

4.2.1 Vliv IHH na apoptosu

IHH aktivuje proapoptotické a deaktivuje antiapoptotické proteiny rodiny Bcl-2.
Adaptace na IHH zvysila relativni zastoupeni proapoptotickych proteini Bad

(0 13%, obr. 18A) a Bax (0 23%, obr. 18B) a snizila relativni zastoupeni antiapoptotického

proteinu Bcl-2 (0 18%, obr. 18C). Zaroven doslo po adaptaci na IHH k poklesu poméru

proteint Bcl-2/Bad (0 28%, obr. 19A) a Bcl-2/Bax (34%, obr. 19B). Apoptosa je ovlivnéna

rovnovahou mezi pro- a antiapoptotickymi faktory, proto se tyto poméry bézné vyuzivaji

pro kvantifikaci apoptosy.
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Obr. 18: Vliv IHH na relativni zastoupeni Bad (A), Bax (B) a Bel-2 (C) v homogenatu.
N — normoxie, IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie. Nanaska pro Bad — 40 ug, Bax — 40 pg a Bcl-2 - 10
ug. Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér £ SEM. Pocet zvifat ve skupiné — 6. * — statisticky vyznamny rozdil
hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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Obr. 19: Vliv IHH na pomér Bcl-2/Bad (A) a Bcl-2/Bax (B) v homogenatu.

N — normoxie, IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér = SEM. Pocet
zvitat ve skuping — 6. * — statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).

IHH aktivuje kaspasu 3, ale zaroven zvySuje mnoZstvi jejiho inhibitoru XIAP a
sniZuje pocet Tunel-pozitivnich bunék v myokardu levé komory.

IHH zvysila mnozstvi aktivni kaspasy 3 (o 194%, obr. 20A), ale zaroven i mnozstvi
jejiho inhibitoru XIAP (o 33%, obr. 20B). Doslo také ke snizenému uvolnéni cytochromu ¢
do cytosolu (0 10%, obr. 21). Analyza Tunel-pozitivnich bunék ukazala, Ze adaptace
na IHH snizuje pocet té€chto bunék v myokardu levé komory (obr. 22). V septu po hypoxii
nedoslo k Zzadnym zménam a v pravé komote byla patrna tendence ke vzrustu (obr. 22).

Pramérné mnozstvi Tunel-pozitivnich bunék bylo u kontrolnich skupin 100 na cm?,
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Obr. 20: Vliv IHH na relativni zastoupeni kaspasy 3 (A) a jejiho inhibitoru XIAP (B)
vV homogenatu.

N — normoxie, IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie. Nanaska pro kaspasu 3 — 40 ug a XIAP — 20 nug.
Hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ SEM. Pocet zvifat ve skupin¢ — 6. * — statisticky vyznamny rozdil
hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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Obr. 21: Vliv IHH na relativni zastoupeni cytochromu c v cytosolu.

N — normoxie, IHH — intermitentni hypobarickd hypoxie. Nanaska pro cytochrom ¢ — 3 ug. Hodnoty jsou
vyjadieny jako pramér = SEM. Pocet zvifat ve skupiné — 6. * — statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs.
normoxie (p < 0,05).
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Obr. 22: Vliv IHH na pocet Tunel-pozitivnich bunék vztaZenych na plochu v pravé
komofr‘e, levé komote a septu.

N — normoxie, IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie, LK — leva komora, PK — prava komora. Hodnoty
jsou vyjadreny jako pramér + SEM. Pocet zvitat ve skupiné — 8. * — statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs.
normoxie (p < 0,05).

55



4.2.2 Vliv IHH na dynamiku mitochondrii
IHH neovliviiuje proteiny mitochondrialni fiize a Stépeni.

Adaptace IHH nevedla v porovnani s kontrolni skupinou k Zadnym zménam
V relativnim zastoupeni proteinii mitochondrialni faze Mfnl a Mfn2 (obr. 23A a 23B), ani
proteinu mitochondridlniho $tépeni Drpl (obr. 23C). Mnozstvi CS, bézné pouzivané jako

marker mitochondrialni hmoty, se po IHH také nezménilo (nepublikovana data).
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Obr. 23: Vliv IHH na relativni zastoupeni Mfnl (A), Mfn2 (B) a Drpl (C)
vV homogenatu.

N — normoxie, IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie. Nanaska pro Mfnl — 30 pg, Mfn2 — 30 pg a Drpl —
20 pg. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér = SEM. Pocet zvitat ve skupiné — 6.
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4.2.3 Vliv IHH na autofagii
IHH aktivuje autofagické proteiny.

IHH neovlivnila mnozstvi Beclinu 1 a Parkinu (obr. 24A a 24B), ale zvysila
zastoupeni BNIP3 (0 94%, obr. 24C) a LC3-B (0 56%, obr. 24D).
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Obr. 24: Vliv IHH na relativni zastoupeni Beclinu 1 (A), Parkinu (B), BNIP3 (C)
a LC3-B (D) v homogenatu.
N — normoxie, IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie. Nanaska pro Beclin 1 — 30 pg, Parkin — 20 pg,

BNIP3 — 20 pug a LC3-B — 40 pg. Hodnoty jsou vyjadfeny jako praimér + SEM. Pocet zvifat ve skupiné — 6. *
— statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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4.2.4 Vliv IHH na dalsi cilové proteiny PKC — SPHK1, SPHK2, ALDH2 a Cx43
IHH sniZuje mnoZstvi SPHKI1.

Adaptace na IHH vedla ke snizeni mnozstvi SPHK1 v homogenatu (o 18%, obr.
25A) a neméla vliv na mnozstvi SPHK?2 (obr. 25B).
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Obr. 25: Vliv IHH na relativni zastoupeni SPHK1 (A) a SPHK?2 (B) v homogenatu.

N — normoxie, IHH — intermitentni hypobarickd hypoxie. Nanaska pro SPHK1 — 20 pg a SPHK2 — 20 pg.
Hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ SEM. Pocet zvifat ve skupiné — 6. * — statisticky vyznamny rozdil
hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).

IHH sniZuje mnoZstvi ALDH2.
Adaptace na IHH vedla k poklesu ALDH2 o 25% (obr. 26).

200-
AN
T
0 1504
< .9 *
g3
E E [ ——
£ £ 100
8 [
= X
2 < 504
=)
£

0

N IHH

Obr. 26: Vliv IHH na relativni zastoupeni ALDH2 v homogenatu.

N — normoxie, IHH — intermitentni hypobarickd hypoxie. Nanaska pro ALDH2 — 15 ug. Hodnoty jsou
vyjadieny jako primér £ SEM. Pocet zvifat ve skupiné — 6. * — statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs.
normoxie (p < 0,05).
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IHH zvySuje celkovy i fosforylovany Cx43.

IHH zvysila mnozstvi celkového Cx43 (o 45%, obr. 27A) a fosforylovaného Cx43
(Ser368) (0 22%, obr. 27B) v homogenatu.
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Obr. 27: Vliv IHH na relativni zastoupeni celkového (A) a fosforylovaného Cx43 (B)
vV homogenatu.

N — normoxie, IHH — intermitentni hypobaricka hypoxie. Nanaska pro Cx43 — 20 pug a P-Cx43 — 40 png.
Hodnoty jsou vyjadieny jako primér = SEM. Pocet zvitat ve skupiné¢ — 6. * — statisticky vyznamny rozdil

IHH

hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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5 DISKUZE

5.1 CIL 1: Analyza isoforem PKC po adaptaci na intermitentni
hypobarickou (IHH) a kontinualni normobarickou hypoxii (CNH)

5.1.1 Vliv IHH na PKCd, PKCe a PKCa
IHH aktivuje celkovou i fosforylovanou PKCd

Adaptace na IHH zvysila mnozstvi celkové i fosforylované PKC3 (Ser643)
Vv homogenatu, cytosolu i partikularni frakci. U exprese PKCd mRNA byl po hypoxii patrny
trend nartstu, ktery vSak z diivodu vyssi odchylky nedoséhl statistické vyznamnosti. Nartst
celkové PKCS je v souladu s naSimi pfedchozimi studiemi, kde jsme ukazali, ze IHH
zvySuje expresi PKCS v jednotlivych bunéénych frakcich (nuklearné-cytoskeletarni,
mitochondrialni a mikrosomalni) (Neckar 2005), i v celkové partikularni frakci
av homogenatu (Kolar 2007). Zvysenou expresi PKC6 v partikularni frakci pozorovali
i Ding a spol. na podobném modelu intermitentni hypoxie (5000 m, 6 hod/den) (Ding
2004). Zaroven bylo zjisténo, ze mnozstvi PKCS v partikularni frakci negativné koreluje
s velikosti infarktu myokardu (Hlavackova 2007). Nové jsme ukazali, Ze roste i fosforylace
PKCd na Ser643 a pomoci imunofluorescen¢ni analyzy zjistili, Ze IHH vede k translokaci
PKC$ na mitochondrialni a sarkolemalni membrany (Hlavackova 2010, ptiloha B), coz je
povazovano za znaky aktivace enzymu.

Zapojeni PKC6 v mechanismu kardioprotekce bylo zkoumano pomoci inhibitoru
PKC) rottlerinu. Jiz diive jsme zjistili, Ze rottlerin ¢astecné rusi sniZenou velikost infarktu
myokardu pozorovanou po adaptaci na IHH (Neckai 2005). Soucasna studie ukazala,
ze rottlerin potlacil i translokaci PKCS na sarkolemalni a mitochondrialni membrany
(Hlavackova 2010, priloha B). Zaroven bylo zjisténo, ze po adaptaci na IHH dochazi
ke zvysené tvorbé nitrotyrosinu (Hlavackova 2010, ptiloha B). To je v souladu s nasimi
pfedchozimi studiemi, které ukazaly, ze adaptace na IHH vede ke zvySené tvorbé ROS
(Kolaf 2007). Podani antioxidantu N-acetylcysteinu zrusilo narust PKCS v homogenatu
a partikuldrni frakci a zaroven 1 kardioprotektivni G€inky hypoxie (Kolat 2007). Je znamo,
ze PKCH podléha redoxni regulaci (Konishi 2001); zda se tedy, Ze exprese PKC9 je stejné

jako kardioprotekce zavisla na urcité hladiné oxida¢niho stresu (Kolat 2007).
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Vysledky analyz ukazuji, ze pro kardioprotekci vyvolanou IHH ma PKCd kli¢ovou
roli. Zapojeni PKCd potvrdily i nékteré studie na ischemickém (Mayr 2004) ¢i
farmakologickém preconditioningu (Fryer 2001). Pfesto je tloha PKCd v kardioprotekci
kontroverzni: nékteré studie ukazuji jeji pozitivni, jiné negativni vliv na IR poskozeni.
Podstatnou roli ve vysledném ucinku hraje pravdépodobné nacasovani aktivace enzymu.
Bylo zjisténo, Ze aktivace PKCo b&hem reperfuze aktivuje apoptosu (Murriel 2004) a je
Skodliva (Inagaki 2003), zatimco aktivace PKCd pted ischemii vede k protekci (Inagaki
2005).

Mechanismt, pomoci kterych by PKCS mohla piispivat ke kardioprotekci, je cela
fada. PKCS je zapojena v regulaci energetického metabolismu. Ovliviiuje napt. funkci
pyruvatdehydrogenasy (Acin-Perez 2010), F;FoATPasy (Nguyen 2008) a uplatiiuje se
béhem piepnuti z aerobniho na anaerobni metabolismus, pozorovaného po adaptaci
na hypoxii (Bass 1989). Ma vliv také na &innost Na*/Ca®* vyméniku (Bouwman 2006).
Dalsim dtlezitym cilem PKCS jsou proteiny spojené s autofagii a apoptosou, na které jsme
se v této praci soustiedili. Zapojeni PKC6 do regulace apoptosy a autofagie v souvislosti

s kardioprotekei je blize popsano v samostatnych kapitolach (viz dale).

IHH sniZuje mnoZstvi celkové PKCe, zvySuje ale zastoupeni fosforylované (aktivni)
vici celkové PKCe.

Adaptace na IHH snizila mnoZstvi PKCe v homogenatu a partikuldrni frakci, coz je
v souladu s na$i predchozi studii (Kolat 2007), a neovlivnila mnozstvi PKCe mRNA.
Pokles PKCe pozorovali i Li a spol. u dospélych potomkti samic potkani, které byly béhem
biezosti vystaveny hypoxii (10,5% O, 15. az 21. den gestace) (Li 2004a). Nové jsme
ukazali, ze IHH neovlivnila mnozstvi fosforylované PKCe (Ser729). Doslo vsak K nartstu
poméru fosforylova vs. celkova PKCe v homogenatu a cytosolu. V partikularni frakci byla
patrnd tendence k nardstu, kterda vSak z divodu vyssi odchylky nedosahla statistické
vyznamnosti. Zda se tedy, Ze po adaptaci na IHH je v srdci zvySené zastoupeni
fosforylované, tedy aktivni PKCe. Nartst fosforylace PKCe pozorovali i Raffie a spol.
U neonatalnich kralikd po adaptaci na CNH (10% O,, 10 dni) (Raffie 2002). V souladu
s naSimi vysledky je i studie Wanga a spol., kde byl po adaptaci na IHH (PO,=11,2 kPa, 4
hod/den, 4 tydny) zjistén zvyseny pomér fosforylované vs. celkové PKCe (Wang 2011).

Ulohu PKCe ve zvysené odolnosti viiéi IR poskozeni vyvolané IHH jsme zkoumali

také na izolovanych kardiomyocytech pomoci inhibitoru KP-1633 specifického pro PKCe.
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Inhibitor KP-1633 poskytla firma KAI Pharmaceuticals Inc. Ziskané vysledky ukazaly, ze
podani KP-1633 neovlivnilo kardioprotektivni ucinek hypoxie na izolovanych
kardiomoycytech, pozorovany jako narust viability (Hlava¢kova nepublikovana data).
Piestoze byla potvrzena uloha PKCe v kardioprotekci vyvolané riznymi formami
2007), stejn¢ tak jako soucasnych, naznacuji, Ze v mechanismu kardioprotekce vyvolané

adaptaci na IHH nehraje PKCe kli¢ovou roli.

IHH aktivuje celkovou i fosforylovanou PKCa.

Adaptace na IHH zvysila mnozstvi celkové i fosforylované PKCa, neovlivnila vSak
mnozstvi PKCa mRNA. Aktivaci PKCa pozorovala na jednotlivych bunéénych frakcich
po IHH také Lacinova (Lacinova 2002). Pfestoze jsou v souvislosti se signalnimi drahami
kardioprotekce nejcastéji zminovany isoformy & a &, své uplatnéni by zde mohla mit
I isoforma a. PKCa hraje roli v rozvoji hypertrofie (Braz 2002), ale také fosforyluje fadu
proteinii potencialné zapojenych v signalnich drahach vedoucich k protekci. Jednim z nich
je cytosolicka PLAZ2a, jejiz fosforylace ma aktivacéni charakter (Li 2007). Bylo zjisténo, Ze
stimulace signalni drahy cytosolicka PLA2a/COX2/prostaglandin E2 by mohla prispivat
ke kardioprotekci vyvolané ITHH (Micova nepublikovana data, pfiloha C). Dalsim z cila
PKCa je napi. antiapoptoticky protein Bcl-2. PKCa zprostiedkovava jeho fosforylaci
na Ser70 (Ruvolo 1998), coz vede k jeho stabilizaci a aktivaci antiapoptotické funkce
(Deng 1998).

5.1.2 Vliv CNH na PKCé a PKCe
CNH sniZuje celkovou i fosforylovanou PKCd a zaroven zvySuje expresi PKCo
MRNA.

Adaptace na CNH snizila mnoZzstvi celkové PKCo v partikularni frakci a také
mnozstvi fosforylované PKCo v homogenatu a partikularni frakei, coz naznacuje deaktivaci
enzymu. Na druhou stranu vSak doSlo k nariistu exprese PKCo mRNA. Zda se proto, ze
za podminek CNH se zvySuje turnover/degradace PKC3d. Bylo zjisténo, Ze v nepfitomnosti
chronické stimulace maji isoformy PKC relativné kratky polocas zivota. Bé&hem
prodlouzené aktivace vSak dochazi k defosforylaci, ubiquitinylaci a degradaci PKC

navazané na membrany (Newton 2010). Pokles proteinového mnozstvi PKCd v této studii
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by tak mohl znamenat rychlejsi degradaci enzymu poté, co vykonal svou funkci. Zapojeni
PKC3 v signalnich drahach kardioprotekce vyvolané CNH proto nelze zcela vyloudit.
Pozorované zmeény proteinového mnozstvi PKCO maji zcela opacny trend nez
v piipadé IHH, kde je aktivace PKCd pro kardioprotekei klicova (Neckar 2005). Piestoze
zapojeni PKCJ potvrdily i nékteré studie na ischemickém (Mayr 2004) ¢i farmakologickém
preconditioningu (Fryer 2001), fada publikaci spojuje aktivaci PKCS spiSe s negativnim
pusobenim na IR, a to vétSinou v souvislosti s nadmérou produkci ROS a aktivaci

apoptotické bunécné smrti (Murriel 2004, Sivaraman 2009).

CNH aktivuje PKCe na urovni proteinu a mRNA. Specificky inhibitor PKCe KP-1633
potlacuje kardioprotektivni u¢inek CNH.

Adaptace na CNH zvysila mnozstvi PKCe v partikularni frakci a expresi PKCe
mRNA v homogenatu. Aplikace specifického inhibi¢niho peptidu pro PKCe KP-1633,
ktery brani asociaci PKCe se svym kotvicim proteinem RACK2 (Mackay 2001, Mochly-
Rosen 1995, Souroujon 1998) ukazala, ze KP-1633 zcela rusi zvySenou viabilitu
kardiomyocytd a pokles uvolnéni LDH béhem re-energizace, pozorovany po adaptaci
na CNH. Ziskané vysledky jsou v souladu s dal§imi studiemi, které poukazuji na zapojeni
PKCe do kardioprotekce vyvolané chronickou hypoxii. Wang a spol. adaptovali potkany
nalIHH (PO,=11,2 kPa, 4 hod/den, 4 tydny) a zjistili, Ze podani inhibitoru &V1-2
specifického pro PKCe rusi translokaci PKCe z cytosolu do partikularni frakce a take
zlepSeni obnovy srdeéni kontraktility pozorované u adaptovanych zvifat (Wang 2011).
Podani obecného inhibitoru PKC chelerytrinu potlacilo aktivaci PKCe a zruSilo snizeni
velikosti infarktu myokardu pozorované u mlad’at kraliki po adaptaci na CNH (10% O, 10
dnti) (Rafiee 2002). Xue a spol. adaptovali biezi potkany na kontinudlni hypoxii (10,5%
O,) a zjistili, Ze je u jejich potomkt v dospé€losti sniZzena hladina PKCe a jeji fosforylované
formy aze dochazi ke zvétSeni velikosti infarktu myokardu a zhorSeni postischemické
srde¢ni kontraktility (Xue 2009).

Byla navrzena fada mechanismi, kterymi by aktivace PKCe mohla vést ke zvySené
odolnosti myokardu k IR poskozeni. Cilem PKCe je napft. protein Bcl-2 zapojeny v regulaci
apoptosy a autofagie (Baines 2002). PKCe ovliviuje také funkci Cx43, ktery je zakladni
slozkou gap junctions, a tudiz i bunéénou komunikaci (Lampe 2000). Dalsim cilem PKCe
je ALDH2 spojena s metabolismem toxickych aldehydd (Chen 2008a). PKCe ovliviuje
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¢innost pyruvatdehydrogenasy zahrnuté v udrzovani energetické homeostazy (Gong 2012)
nebo kinasy glykogensyntazy 3, jejiz fosforylace vede ke snizenému otevirani MPTP
avyssi odolnosti vaci IR poskozeni (Juhaszova 2004, 2009) a jejiz =zapojeni
v kardioprotekci vyvolané chronickou hypoxii (PO,=11,2 kPa, 4 h/den, 4 tydny) popsali
Wang a spol. (Wang 2011).

Pozorovany narGst mnozstvi PKCe v partikuldrni frakci spoleéné se zrusenim
protektivniho uc¢inku CNH na kardiomyocyty po aplikaci specifického inhibitoru PKCe
KP-1633 podporuji ptedstavu, Zze se PKCe uplatituje v signadlnich drahach vedoucich
ke zvysené odolnosti myokardu vici IR poskozeni.

Prestoze adaptace na CNH stejné jako na IHH snizuje velikost infarktu (Neckar
2013), snizuje uvolnéni LDH a zvySuje viabilitu kardiomyocytil vystavenych simulované
IR (Borchert 2011, Neckat 2013), uc¢inky obou modelli na expresi PKC jsou protichiidné.
V kardiomyocytech vSak byla opakované popsana vzajemna regulace mezi PKCo a PKCe
(Mayr 2009, Rybin 2003, 2007), takze snizena funkce jedné isoformy se muze
kompenzovat zvysenou funkci druhé.

Vysledky ziskané na modelech IHH a CNH podporuji pfedstavu, Ze PKCo ¢i PKCe
(popt. ob€) jsou dulezitymi hrac¢i v mechanismu kardioprotekce vyvolané chronickou
hypoxii. Dal$im cilem mé prace proto bylo stanovit cilové proteiny téchto isoforem, a to
v souvislosti s apoptosou a autofagii, dynamikou mitochondrii, metabolismem sfingolipidu,

odstraniovanim toxickych aldehydd a komunikaci ptes gap junctions.

5.2 CIL 2: Analyza cilovych proteinti PKC$ a PKCg po adaptaci na |HH

5.2.1 Vliv IHH na apoptosu
IHH aktivuje proapoptotické a deaktivuje antiapoptotické proteiny rodiny Bcl-2.
Zaroven dochazi ke zvySeni mnoZstvi kaspasy 3, ale i jejiho inhibitoru XIAP. Pocet
Tunel-pozitivnich bunék v myokardu levé komory se po adaptaci na IHH snizuje.
Apoptosa predstavuje klicovy mechanimus ovlivnéni osudu buné€k a jeji nedostatek,
ale 1 nadmérna aktivace, Skodi. Apoptosa je definovand jako typ bunécéné smrti, a tudiz je
vniména pievazné v negativnim slova smyslu, mize vSak predstavovat i zpisob, jakym
organismus odstrafiuje poSkozené bunky. V regulaci apoptosy se vyznamné uplatiuji

proteiny rodiny Bcl-2, které jsou fosforylovany pomoci PKC, ¢imz je ovlivnéna jejich
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funkce. PKC vsak reguluje funkci i ostatnich proteinid zapojenych v apoptose, jako je
kaspasa 3 ¢i cytochrom c. Jednim zcili mé prace proto bylo stanovit miru apoptosy

po adaptaci na IHH. Ziskané vysledky jsou shrnuty na obr. 28.

Vliv IHH na apoptosu

1 zménapolHH |—— interpretace vysledku

Bad — — ™ — pro apoptosu v

Bax — — T™ — pro apoptosu v

Bcl-2  |— — NE — pro apoptosu v

Cytochrom c— — 4 — proti apoptose x

Apoptosa  [—]

kaspasa3 — — ™ — pro apoptosu v

XIAP | — ™ — proti apoptose x
pocet Tunel-

pozitivnich —— — N2 — proti apoptose x

bunék

Obr. 28: Vliv IHH na proteiny spojené s apoptosou.

Pomoci metody Western blot jsme analyzovali proteiny rodiny Bcl-2 (Bad, Bax
a Bcl-2). Ukazalo se, ze hypoxie zvySuje mnozstvi proapoptotickych proteinti Bad a Bax
a zaroven snizuje mnozstvi antiapoptotického proteinu Bel-2. Vyznamné klesly 1 poméry
Bcl-2/Bad a Bcl-2/Bax, které se bézné¢ pouzivaji ke kvantifikaci apoptosy, protoze jeji
aktivace/deaktivace je zavisla na rovnovaze mezi pro- a antiapoptotickymi ¢leny rodiny
Bcl-2. Narist Bad a pokles Bcl-2 po hypoxii (12% O,, 2 tydny) pozorovali i Lee a spol.
(Lee 2006). Stejn¢ tak Aliparasti a spol. zaznamenali na podobném modelu hypoxie (11%
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O, 2 tydny) zvySeni poméru Bax/Bcl-2 (Aliparasti 2015). Ziskané vysledky naznacuji,
ze dochézi k aktivaci apoptosy. Na druhou stranu je tfeba brat v tvahu, ze samotné zmény
VvV mnozstvi proteinii rodiny Bcl-2 nemusi dostatecné vypovidat o jejich aktivité, ktera je
regulovana napt. fosforylaci ¢i bunécnou lokalizaci (Elmore 2007). Fosforylaci proteina
rodiny Bcl-2 jsme se pokusili stanovit, ale z divodu nedostupnosti specifickych primarnich
protilatek se analyza nezdafila.

Pro stanoveni urovné apoptosy se standardné pouziva kombinace alespont dvou
metod, idedln¢ biochemické s mikroskopickou. Dalsim cilem mé prace proto byla analyza
mnozstvi apoptotickych bunék metodou Tunel. Vysledky ukézaly, ze po adaptaci na IHH se
v myokardu levé komory snizuje mnozstvi apoptotickych bunck. Snizeni apoptosy méteno
poctem Tunel-pozitivnich bunék po hypoxii (5000 m, 6 hod/den, 42 dnti) pozorovali i Dong
a spol. (Dong 2003). Na rozdil od levé komory jsme v pravé komote zaznamenali trend
nariistu poctu apoptotickych buné¢k, coz je v souladu s pozorovanim, ze za podminek THH
dochazi k hypertrofii myokardu pravé komory (Kolar 1989). V septu, které je
z morfologického hlediska na rozhrani mezi pravou a levou komorou, se pocet
apoptotickych bunék nezménil.

Protichtidné vysledky mezi analyzou proteini Bcl-2 a metodou Tunel jsou v rozporu
s ostatnimi studiemi (Dong 2003, Lee 2006). Nebyly ovSem provedeny na totozném
modelu hypoxie, takze vysledky nejsou zcela srovnatelné. Za tcelem objasnéni vlivu IHH
na apoptosu jsme se proto rozhodli stanovit dalsi markery apoptosy — uvolnéni cytochromu
¢ do cytosolu, aktivni kaspasu 3 a jeji inhibitor XIAP. Ukézalo se, ze po IHH dochazi
ke snizenému uvolnéni cytochromu ¢ do cytosolu, coz je znakem sniZzené apoptosy.
Analyza aktivni kaspasy 3 byla problematickd z divodu nedostatku specifickych
primarnich protilatek uréenych pro potkana. Vyzkouseli jsme dvé polyklonélni protilatky,
které vsak byly siln¢€ nespecifické a ukazovaly mnozstvi prouzki. Vzhledem k absenci
fungujici pozitivni kontroly ¢i inhibi¢niho peptidu jsme jednotlivé prouzky analyzovali
metodou HPLC-MS, ukazalo se vsak, Ze kaspase 3 neodpovida Zzadny z nich. Nakonec jsme
se priklonili k pouziti monoklonalni protilatky, ktera sice také nebyla zcela specificka,
nicmén¢ v molekulové hmotnosti odpovidajici aktivni kaspase 3 byl pouze jeden prouzek,
ktery vykazoval po IHH stejny trend jako ostatni prouzky, které by mohly odpovidat
riznym S$téptim kaspasy 3.

Zjistili jsme, Ze po adaptaci na IHH roste mnozstvi aktivni kaspasy 3, ktera je

povazovana za nejdulezitéjsi exekucni kaspasu. Bylo publikovano, Zze PKCo (ktera po IHH
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taktéz roste) kaspasu 3 aktivuje (Voss 2005). Zaroven se vSak ukazalo, ze po IHH dochazi
I K nardstu inhibitoru aktivni kaspasy 3 XIAP. Yuan a spol. ukazali, ze nartst exprese XIAP
vedouci ke snizeni aktivity kaspasy 3 je zprostiedkovan ERK (Yuan 2012), k jejiz aktivaci
(zvySené fosforylaci) dochazi za podminek IHH (Micova nepublikovana data, piiloha C).
Kasparova zaroven zjistila, ze adaptace na IHH vede i k nartstu exprese Birc2 mRNA
(z angl. baculoviral 1AP repeat-containing protein 2), genu koédujiciho protein cIAP1, ktery
je také inhibitorem kaspas (Kasparova nepublikovana data).

Ziskané vysledky naznacuji, Zze adaptace na IHH vede k aktivaci pocate¢ni faze
apoptosy v myokardu levé komory na urovni proteinti rodiny Bcl-2, v kone¢ném dusledku
vSak dochazi ke snizenému uvolnéni cytochromu ¢ do cytosolu, deaktivaci kaspasy 3
aniz§imu poc¢tu Tunel-pozitivnich bunék, coz je znakem deaktivace apoptosy. Snizeni

apoptosy je v souladu s kardioprotektivnim ptisobenim IHH.

5.2.2 Vliv IHH na dynamiku mitochondrii
IHH neovliviiuje proteiny mitochondrialni fiize a Stépeni.

Ve své praci jsem vramci analyzy cilovych proteini PKC stanovila hladinu
proteinu Drp1 po adaptaci na IHH. Ukézalo se, Ze po hypoxii nedochédzi k Zddnym zménam
v jeho proteinovém mnozZstvi. Pfesto nemizeme vyloucit, ze IHH dynamiku mitochondrii
ovliviluje a je tieba dalSich podrobnéjSich analyz. Funkce Drpl je posttranslacné
regulovana sumoylaci, ubiquitinylaci, S-nitrosylaci a v neposledni fadé fosforylaci (Ong
2010b). Prave fosforylace Drpl by mohla byt za podminek IHH ovlivnéna, protoze Drpl je
jednim z cilovych proteini PKC3. Bylo zjisténo, Ze oxidacni stres vede v neuronech k jeho
fosforylaci na Ser579 pomoci PKC3, coz vede k jeho translokaci na mitochondrie a aktivaci
Stépeni mitochondrii. Peptidovy inhibitor PKCd dV1-1 naopak fragmentaci mitochondrii
snizuje (Qi 2011). Fosforylaci Drpl na Ser579 jsme se pokusili stanovit, ale byla netspésna
z divodu nedostatku fungujicich protilatek proti tomuto fosforylacnimu mistu.

Zaroven neni mozné vyloucit, ze je Drpl fosforylovan i na jinych mistech nez je
Ser579. Bylo zjisténo, ze Drpl muze byt fosforylovan napt. pomoci PKA na Ser656. Tato
fosforylace vSak vede k deaktivaci mitochondrialniho $tépeni (Chang 2007).

Dynamika mitochondrii je ovlivnéna rovnovdhou mezi proteiny podporujicimi
bunééné Stépeni 1 fuzi. Po adaptaci na [HH jsme proto stanovili i Mfnl a Mfn2, které nejsou
cilovymi proteiny PKC, ale hraji dulezitou roli v regulaci flize mitochondrii. Zaroven bylo

zjisténo, ze Mfn2 je nezavisle na své funkci v mitochondridlni fuzi zapojen v apoptotické
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smrti neonatalnich kardiomyocyti vyvolané oxida¢nim stresem (Shen 2007). Ukazalo se
vsak, ze adaptace na IHH neovliviiuje mnozstvi Mfnl, ani Mfn2.

Optimalni rovnovaha mezi mitochondrialni fizi a Stépenim je nezbytna pro
spravnou funkci myokardu a jeji poruSeni muze vést k bunécné smrti a snizené odolnosti
vici IR poskozeni. Bylo zjisténo, ze inhibice mitochondridlniho Stépeni nebo naopak
aktivace mitochondrialni fize vede u bunééné linie atridlnich kardiomyocytd HL-1
k elongaci mitochondrii a niz§i buné&tné smrti po simulované IR (Ong 2010a).
Fragmentované¢ mitochondrie byvaji naopak znakem aktivace apoptotické bunécné smrti
(Ong 2010b). Studie Onga a spol. ukézala, ze farmakologickd inhibice proteinu
mitochondrialni fuze Drpl chrdni mysi srdce pfed simulovanym IR poskozenim diky
inhibici otevirdni MPTP a sniZeni velikosti infarktu myokardu (Ong 2010a). Zaroven bylo
zjisténo, ze zvySend exprese dominantné negativni formy Drpl DrplK38A (inhibovana
GTPasova aktivita) chrani bunky pied uvolnénim cytochromu c a apoptotickou bunéénou
smrti (Frank 2001).

5.2.3 Vliv IHH na autofagii
IHH aktivuje autofagické proteiny.

Autofagie s apoptosou Uzce souvisi a fada proteini uplatiiujicich se v regulaci
apoptosy ma svou roli i v autofagii. Dal$im cilem mé prace proto bylo stanovit po adaptaci
na IHH proteiny zapojené v mechanismu autofagie. Ziskané vysledky jsou shrnuty na obr.
29.

Adaptace na IHH neovlivnila mnozstvi Beclinu 1. Klesl vsak protein Bcl-2, ktery se
na Beclin 1 véaze, a deaktivuje tak jeho proautofagickou funkci. Mohlo tak dojit ke snizeni
mnozstvi Beclinu 1 navazaného na Bcl-2, tj. ke zvySeni volného Beclinu 1 schopného
aktivovat autofagii. Zaroven pravdépodobné dochazi ke zvysené disociaci komplexu Bcl-
2/Beclin 1. THH totiz aktivuje PKC9, ktera ptes JNK1 zprostiedkovava fosforylaci Bcl-2
na Ser70 v komplexu Beclin 1/Bcl-2, ktera vede k jeho disociaci (Chen 2008b).

Ukazali jsme, ze hypoxie zvySuje mnozstvi proteinti BNIP3 a LC3-B. Bylo zjisténo,
ze zvySena exprese BNIP3 vede k autofagii a ze pusobi protektivné, protoze snizuje
produkci ROS (Zhang 2008). Zaroven také zabranuje interakci mezi Bcl-2 a Beclinem-1,
a aktivuje tak autofagii (Belot 2009). Narust BNIP3 po chronické hypoxii (12% O,
16hod/den, 4 a 8 tydni) pozorovali i Lee a spol. (Lee 2007).
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Adaptace na IHH vedla k nardstu markeru autofagosomti LC3-B. Nartst LC3-B
po hypoxii na modelu spankové apnoe pozorovali i Maeda a spol. (Maeda 2013).

IHH nevedla k zméndm Parkinu, zapojeného do aktivace mitofagie, coz je v souladu
s naSim pozorovanim, ze IHH neovliviiuje dynamiku mitochondrii.

Bylo zjisténo, ze autofagie je podobné¢ jako apoptosa aktivovana riznymi
bunécnymi stresovymi faktory jako jsou ROS (Scherz-Shouval 2007) ¢&i zvySena
koncentrace Ca®* v cytosolu (Hoyer-Hansen 2007). K jeji aktivaci tak dochazi napf. béhem
IR nebo pii srde¢nim selhani (Nishida 2009). Zda se vsak, Ze aktivace autofagie v téchto
ptipadech nemusi nutné znamenat odsouzeni k bunééné smrti, ale ze by se mohlo jednat o
mechanismus vedouci k opravé kardiomyocyti. Kontrolovana degradace bunéénych
komponent ptedstavuje dilezity zdroj ATP (Matsui 2008), jehoz hladina za podminek
snizené dostupnosti kysliku rychle klesa. Zaroven jsou pomoci autofagie selektivné
odstranény poskozené mitochondrie (Kim 2007), ¢&imz se zabrani uvolnéni
proapoptotickych faktorti jako je cytochrom ¢ (Hamacher-Brady 2007). Bylo zjisténo, Ze
podani inhibitoru autofagie Tat-Atg5 (K130R) vede k vymizeni kardioprotekce (Huang
2010).

Ziskané vysledky naznacuji, ze za podminek IHH dochazi k aktivaci autofagie,
ktera by mohla pfedstavovat jeden z mechanismu zvysené tolerance hypoxickych srdci vuci

IR poskozeni.

Vliv IHH na autofagii

zména po IHH interpretace vysledku
BNIP3 ™ pro autofagii v
Beclin 1 - - -
Autofagie
LC3-B ™ pro autofagii v
Parkin - - -

Obr. 29: Vliv IHH na proteiny spojené s autofagii.
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5.2.4 Vliv IHH na dalsi cilové proteiny PKC — SPHK1, SPHK2, ALDH2 a Cx43

5.2.4.1 Vliv IHH na SPHK1, SPHK?2
IHH sniZuje mnoZstvi SPHKI1.

Adaptace na IHH snizila mnozstvi SPHK1 a neovlivnila mnozstvi SPHK2. SPHK
jsou enzymy zodpovédné za tvorbu S1P. Bylo zjisténo, Ze pomér S1P a ceramidu ovliviiuje
bunééné preziti a jeho zvySeni pisobi proti apoptose (Cuvillier 1996). Jin a spol. ukazali,
ze ischemicky preconditioning zvysuje tvorbu S1P a ze inhibitor SPHK rusi kardioprotekci
vyvolanou ischemickym preconditioningem (Jin 2004).

SPHKI1 je obecné vnimana jako protektivni. Bylo zjisténo, Ze jeji aktivace zvySuje
obsah S1P a nasledn¢ bunécnou viabilitu diky aktivaci drahy bunééného pieziti PI3K/AKkt,
zvySené expresi Bcl-2, snizenému uvolnéni cytochromu c¢ a deaktivaci kaspas (Taha 2006).
Deaktivace SPHK1 zvysila syntézu ceramidu a vedla k apoptose (Taha 2006). Nami
pozorovany pokles SPHKI je v rozporu s t€émito studiemi, na druhou stranu funkce SPHK1
mohla byt vyvazena SPHK?2.

SPHK?2 byla az donedavna povazovana za proapoptotickou (Maceyka 2005). Tento
pohled byl vSak vyvracen studiemi na izolovanych mySich srdcich s deleci genu
pro SPHK2, kde se ukazalo, Ze SPHK2 je nezbytnd pro vyvolani ischemického pre-
I postconditioningu (Vessey 2011, 2013). Ke shodnym vysledkim dosli i Gomez a spol.
(Gomez 2011). Zaroven bylo zjisténo, ze geneticka delece obou isoforem SPHK vede ke
smrti (Mizugishi 2005), zatimco mysi postradajici pouze SPHK1 ¢i SPHK2 nevykazuji
zadné znamky naruseného vyvoje (Allende 2004, Michaud 2006).

PrestoZze adaptace na IHH snizila mnoZstvi SPHK1, neovlivnila mnozstvi SPHK2,

a tudiz nedoslo k negativnim projevim tohoto poklesu.

5.2.4.2 Vliv IHH na ALDH2
IHH sniZuje mnoZstvi ALDH2.

Adaptace na IHH vedla ke sniZzeni mnozstvi ALDH2. Tento vysledek je v rozporu
S ptedstavou o kardioprotektivnim plisobeni ALDH?2. Bylo zji$téno, Ze ALDH2 odstraiiuje
4-HNE, ktery se v bunkéach hromadi béhem srde¢ni ischemie, a chrani tak srdce ptred IR
poskozenim. Podani inhibitoru ALDH2 cyanamidu vedlo ke zvysSeni rozsahu infarktu
myokardu (Chen 2008a). Zaroven se ukazalo, ze ALDH2 metabolizuje nitroglycerin

na ucinny vazodilatitor NO (Chen 2008a) a uplatiiuje se také v regulaci autofagie (Ma
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2011). Zapojeni ALDH2 v protekci naznacuje i negativni korelace nalezena mezi aktivitou
ALDH2 a srde¢nim poskozenim (Chen 2008a).

Naproti tomu se ukazalo, ze koncentrace 4-HNE ovliviiuje aktivitu PKC, ktera je
pro kardioprotekci klicova. Zatimco nizka koncentrace (0,1 uM) 4-HNE deaktivovala
PKC3, vyssi koncentrace (1-10 uM) vedla k jeji aktivaci (Poli 2008). Zda se proto, Ze urcita
hladina aldehyd mtze fungovat jako druhy posel a mize vyvolavat antioxida¢ni obrannou
odpovéd’ aktivovanou stresem, podobné jako je tomu v piipadé ROS (Poli 2008). Zaroven
bylo zjisténo, ze ALDH2 je fosforylovana pomoci PKCe a ze tato fosforylace vede
k narustu katalytické aktivity ALDH2 (Chen 2008a, Churchill 2009). U zvifat s deleci
PKCe vedla pfima aktivace ALDH2 ke stejné miie ochrany pfed IR posSkozenim jako
farmakologicky preconditioning etanolem u kontrolnich zvitat (Budas 2010). Pokles PKCe
a ALDH2 pozorovany po IHH by mohl prostiednictvim 4-HNE hrat roli v aktivaci PKCS,
ktera je pro kardioprotekci u tohoto typu hypoxie nezbytna.

Na zmény mnozstvi ALDH2 ma také podstatny vliv konkrétni model chronické
hypoxie. Bylo zjisténo, ze adaptace na CNH, kterda puasobi stejné¢ jako IHH
kardioprotektivné, hladinu ALDH2 neovliviiuje (Chytilova 2015).

5.2.4.3 Vliv IHH na Cx43
IHH zvysuje celkovy i fosforylovany Cx43.

DalSim z analyzovanych cilovych proteint PKC byl Cx43. Ukazalo se,
Ze po adaptaci na IHH dochazi k narlstu jeho celkové i fosforylované formy (Ser368).
Waza a spol. na modelu akutni hypoxie (1% O, 12 hod) ukazali zvySenou fosforylaci Cx43
na Ser262, ktera ma na Cx43 obdobny vliv jako fosforylace na Ser368 (Waza 2014).
Na ischemickém (Miura 2004, Srisakuldee 2009) a hypoxickém preconditioningu
(Jeyaraman 2012) byl zjistén pozitivni G¢inek fosforylace Cx43 na srde¢ni funkci. Byla
popsana také pozitivni korelace mezi defosforylovanym Cx43 a poklesem srde¢ni funkce
(Beardslee 2000).

Fosforylace na Ser368 (popt. Ser262) zprostiedkovana PKCe vede ke snizené
komunikaci ptes gap junctions (Ek-Vitorin 2006, Lampe 2000). Pfestoze napt. u infarktu
myokardu zhorSuje snizena komunikace pfes gap junctions vedeni elektrickych impulza
azvySuje tak riziko vyskytu arytmii (Dhein 2006), za urcitych podminek pilisobi
protektivné. Uzavieni gap junctions muze branit Sifeni Skodlivych metaboliti (H20-,

superoxidovy anion) a také pietiZzeni Ca®*, ke kterym bézné¢ dochdzi beéhem IR. Snizi se tak
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poskozeni okolnich bunék, bunky jsou chranény pted tzv. polibkem smrti (Andrade-
Rozental 2000). Za patofyziologickych podminek mohou naopak gap junctions S$ifit
bunééné poskozeni na sousedni dosud prezivajici bunky (Garcia-Dorado 2004).

Cx43 zaroven funguje nezavisle na své roli v bunéné komunikaci jako podstatna
slozka signalnich drah kardioprotekce. Bylo zjisténo, Ze kardioprotektivni ucinek
ischemického preconditioningu je potlacen na izolovanych kardiomyocytech mysi s deleci
genu pro Cx43 (Li 2004b, Rodriguez-Sinovas 2010). Ukazalo se, ze u ischemického
preconditioningu dochazi k translokaci Cx43 na mitochondrie (Boengler 2005), kde se
nachazeji cilové proteiny Cx43 uplatiiyjici se v kardioprotekci. Jednim z nich jsou patrné
mitoKartp kanaly (Rottlaender 2010). Waza a spol. ukazali, ze Cx43 fosforylovany pomoci
PKCe interaguje s podjednotkou Kir6.1 Katp kanalli a Ze tato interakce snizuje buné¢nou
smrt (Waza 2014). Signalni draha PKCe-Cx43- Kir6.1 Katp kanaly by tak mohla
predstavovat mechanismus, kterym hypoxie vede ke zvySené odolnosti srdci viéi IR
poskozeni. Zaroven bylo zjisténo, Ze mitochondridlni Cx43 ovliviiuje bunééné dychani
(Ruiz-Meana 2008) a také tvorbu ROS, jejichz ur¢itd hladina je pro kardioprotekci
nezbytna (Heinzel 2005).
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6 ZAVER

Cil 1: Analyza isoforem PKC po adaptaci na intermitentni hypobarickou (IHH)
a kontinualni normobarickou hypoxii (CNH)

Analyza isoforem PKC po adaptaci na dva rizné modely chronické hypoxie
potvrdila, Ze konkrétni model hypoxie mé na zmény v mnozstvi PKC podstatny vliv.
Ukézalo se, Ze adaptace na IHH vede k nartistu celkové 1 fosforylované PKCo a PKCa
ak poklesu PKCe. IHH piedstavuje vyrazné veEtsi zatéz nez CNH a je spojena
studie poukazujici na vyznam PKC$ v kardioprotekci vyvolané THH.

Adaptace na mirnéj$i model CNH vedla naopak k naristu PKCe v partikularni
frakci a narastu PKCe mRNA. Podani inhibi¢niho peptidu PKCe KP-1633 zrusilo
kardioprotekci a potvrdilo tak hypotézu, ze PKCe hraje u tohoto modelu hypoxie klicovou

roli.

Cil 2: Analyza cilovych proteinii PKCé a PKCg po adaptaci na IHH

Analyza cilovych proteini PKCS a PKCe po adaptaci na IHH ukazala, ze se zvysuji
proapoptotické a snizuji antiapoptotické proteiny rodiny Bcl-2, ale zaroven se snizuje pocet
apoptotickych bun¢k v myokardu levé komory. SniZend apoptosa je v souladu
s kardioprotektivnim pisobenim IHH. Zaroven jsme zjistili, Ze dochazi k aktivaci autofagie
pies BNIP3 a LC3-B. Zvysena autofagie by mohla piispivat ke kardioprotekci diky
rychlejSimu odstranovani poSkozenych organel. PrestoZe byla v mechanismu ischemického
preconditioningu popsana uloha fady cilovych proteini PKC spojenych s metabolismem
sfingolipidli, dynamikou mitochondrii ¢i odstranovanim toxickych aldehydd, zda se,

ze V mechanismu kardioprotekce vyvolané adaptaci na IHH se tyto proteiny neuplatiuyji.
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