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Kardiovaskularni choroby jsou jednou z hlavnich pfi¢in mortality a morbidity
V rozvinutych zemich svéta. Proto se fada experimentdlnich a klinickych studii zabyva
otazkou jak zvysit toleranci myokardu k ischemicko/reperfiznimu (I/R) poskozeni a najit
mechanizmus jak stimulovat drahy endogenni protekce. Ukazuje se celd fada moznosti, jak
zvySené odolnosti myokardu dosahnout.  Jednou znich je tzv. preconditioning a
postconditioning, coz jsou kratké epizody ischemie aplikované pied, nebo po vlastnim
ischemickém ataku Y. ZvySenou odolnost lze také navodit t&lesnym cvidenim,
farmakologicky a v neposledni fad¢ adaptaci na chronickou hypoxii. Vyhodou je, Ze
protektivni uc¢inek adaptace na chronickou hypoxii pfetrvava mnohem del$i dobu ve srovnani
s preconditioningem .

Protektivni Gc¢inek chronické hypoxie byl pozorovan jiz v poloviné 20. stoleti u lidi
zijicich ve vysoké nadmotské vysce. V této populaci byl pozorovan mnohem nizsi vyskyt
infarktu myokardu (1M) @) V experimentu se navozuji podminky simulujici vysokou
nadmotiskou vysSku v barokomote. Adaptovani potkani maji po I/R menSi infarktové
lozisko @, nizsi podet a zavaznost IR arytmif ® a lepsi navrat kontraktilnich funkei ©. Ve
srovnani s preconditioningem, kde protekce pretrvava kratkodobé, adaptace na chronickou
hypoxii ma dlouhodoby ucinek () Piesto, ze se zabyva protektivnim t¢inkem adaptace na
chronickou hypoxii fada studii, jeho Uplny mechanizmus nebyl dosud zcela objasnén.
Ptredpoklada se, ze zde hraji roli signadlni drédhy, ve kterych jsou zapojené mitochondridlni
ATP-dependentni draslikové kanaly (mitoKarp) ®%, reaktivni formy kysliku (ROS) @9,

proteinkinaza C (PKC) ®*'? a dalsi proteinkinazy ®2.

Pfi adaptaci na chronickou hypoxii dochazi k remodelaci jak proteinového @9 tak
lipidového profilu myokardu @) Tato remodelace se tyka i membran srde¢nich bunék a jejich
organel. Vzhledem k vysoké energetické potieb¢, srde¢ni sval ma ve svych bufikach velké

mnozstvi membranovych struktur. Kromé proteind jsou jejich hlavni strukturalni



komponentou lipidy, které tvoii prostfedi pro funkci membranovych kanald, receptorit a na
membranu vazanych enzymi. Hlavni slozkou membranovych lipidl jsou fosfolipidy, které
maji nejen strukturdlni funkci, ale jsou zaroven zdrojem lipidovych signalnich molekul
podilejicich se na regulaci celé tfady procesi v srde¢nich buiikach (metabolizmus, rust,
diferenciace apod.) . Slozeni membréanovych lipidi vyrazng ovliviiuje fluiditu membrén, a
také funkci na membranu vazanych proteint. Zvlaste¢ dulezité je slozeni lipidd membran,
které jsou vystaveny akutni ischemii. Béhem akutni ischemie dochézi k aktivaci fosfolipaz a
akumulaci produktd hydrolyzy lipidi jako je volna kyselina arachidonova (AA) a
lyzofosfolipidy. Zvysena hladina lyzofosfolipidi je spojovana s rozvojem Zivot ohrozujicich
komorovych arytmii *"*®. Volné n-6 a n-3 mastné kyseliny (MK) jsou vyuzivany jako
substrat k syntéze signalnich molekul jako jsou eikozanoidy a dokozanoidy. Tyto lipidové
signalni molekuly maji zna¢ny vliv napt. na agregaci desticek a pratok koronarnimi arteriemd,

v ; - s SRR CE o (1
ucastni se také imunitnich a zanétlivych procesii (16)

Zmény ve fosfolipidovém slozeni membran pak vedou ke zménam jejich integrity
membran a K ireverzibilnimu poskozeni tkané zvlast¢ béhem reperfize myokardu. Z tohoto
hlediska remodelace membran po adaptaci miize pfispivat k protektivnimu G¢inku chronické
hypoxie. Adaptace na intermitentni vyskovou hypoxii (IHA) hypoxii vyrazné méni zastoupeni
MK ve fosfolipidech (PL), a to zejména zastoupeni jednotlivych tfid polynenasycenych
mastnych kyselin (PUFA). Ukazali jsme, ze dochazi ke snizeni poméru n-6/n-3 PUFA a

e . (19,2
zvyseni indexu nenasycenosti %29,

Tolerance myokardu k I/R poSkozeni se zvySuje se zvySujicim se podilem PUFA
S dlouhym fetézcem ve PL a to zejména PUFA ftady n-3. ProtoZe kapacita myocytli pro
de novo syntézu MK je velmi nizka, ziskavaji bufiky srde¢niho svalu vétsinu MK z krevniho
feCisté, proto lze zastoupeni MK ve PL srdecniho svalu vyrazné ovlivnit dietou o rizném

zastoupeni MK. Rada experimentalnich a klinickych studii se zabyva vlivem lipidové diety na



kardiovaskularni onemocnéni. Mononesycené MK (MUFA) a PUFA v diet¢ maji obvykle
ptiznivy vliv na funkci myokardu na rozdil od nasycenych mastnych kyselin (SFA) (21, 22),
Ob¢ tiidy PUFA (n-3 i n-6) chrani myokard pied I/R poskozenim, ale n-3 tfida je povazovana
za vice uginnou ®. N-3 PUFA v dieté snizuji mnozstvi a zavaznost komorovych arytmii

, . . . . . (24,25
vyvolanych ischemii a naslednou reperfizi (24, 29)

, redukuje bunécné poskozeni @) velikost
IM @7 a zlep3uji navrat kontraktilnich funkei po ischemii ®®. Na druhou stranu jsou PUFA
zvlasté n-3 PUFA v disledku pfitomnosti vétstho poctu dvojnych vazeb nachylné
k peroxidacim ®®. Produktem t&chto reakei jsou napf. konjugované dieny . K jejich vzniku

v disledku oxidativniho stresu dochazi dokonce i za pitomnosti G&innych antioxidantii ©2.

Cil
Rigordzni prace se sklada ze souboru 4 publikaci. Cilem studii bylo sledovat zmény ve
slozeni lipidt a jejich mastnych kyselin v myokardu a plazmé potkanti adaptovanych na IHA

hypoxii a vliv diety s riznym slozenim MK, zaroven sledovat produkci ROS, antioxidacni

kapacitu a expresi PKC.

Experimentalnich modeli k navozeni chronické hypoxie je cela fada. V nasi studii
jsme pouzili model IHA hypoxie. Pro experiment jsme zvolili dosp€lé samce potkana kmene
Wistar, které jsme adaptovali v hypobarické komoie postupné az na nadmotskou vysku 7000
m po dobu 8 hodin denné, 5 dni v tydnu. Celkem byli potkani vystaveni 25 expozicim.
Infarkt myokardu byl vyvolan okluzi korondrni arterie na anestezovaném ventilovaném
zviteti. Béhem ischemie a nasledné reperfuze byly zaznamenavany komorové arytmie.
Velikost infarktu myokardu byla urCovana histochemicky pomoci tetrazoliovych soli.

Tkanové lipidy byly extrahovany modifikovanou metodou podle Folche 32) lipidy séra byly



izolovany smési chloroform-methanol-voda. Jednotlivé lipidové druhy byly separovany
jednorozmérnou chromatografii na tenké vrstvé (TLC), fosfolipidové druhy byly separovany
dvourozmérnou TLC. Stanoveni koncentrace PL druhti bylo provedeno spektrofotometricky

jako mnozstvi fosforu ©¥. Analyza metylesteri MK byla provedena plynovou chromatografii

3% Hladina konjugovanych dienti byla stanovena spektrofotometricky ©*. Ke stanoveni
aktivity katalazy byla pouZita modifikovana metoda podle Aebiho ©® stanoveni glutathion
@7

peroxidazy (GPX) bylo provedeno metodou podle Paglia a Valentine “*/, stanoveni superoxid
dismutazy (SOD) modifikovanou nitroblue tetrazoliovou metodou 38 Stanoveni koncentrace
glutathionu (GSH) a glutathiondisulfidu (GSSG) bylo provedeno metodou podle Griffitha ©°.

Stanoveni hladiny lipofuscinovych barviv (LFP), indikatoru oxidativniho stresu, bylo

provedeno po extrakci homogenitu z tkané levé komory (LV) pomoci UV spektrofotometrie

(40)

Exprese PKC 6 a ¢ byla stanovena v membranové a cytosolické frakci z homogenitu
LV myokardu, které byly pfipraveny diferencialni centrifugaci. Exprese byla sledovana

metodou Western blotting s naslednou imunodetekci a pocitacovou denzitometrii.

1. Studie

Jezkova J, Novakova O, Kolar F, Tvrzicka E, Neckar J, Novak F. Chronic hypoxia
alters fatty acid composition of phospholipids in right and left ventricular myocardium.

Mol Cell Biochem, 2002, 232, 49-56.

Tématem této prace bylo sledovani zmén v koncentraci membranovych fosfolipidi a
zastoupeni jejich MK v pravé komote (RV) a LV myokardu potkana adaptovaného na IHA
hypoxii. Zejména prava komora vlivem adaptace na IHA hypoxii vyrazné hypertrofuje.

Adaptace na IHA hypoxii snizila koncentraci diphosphatidylglycerolu (DPG) o 17% v RV



myokardu a 0 12% v LV v porovnani s normoxickymi kotrolami. DPG (kardiolipin) je
dilezitou soucasti vnitini mitochondridlni membrany, snizeni jeho koncentrace miize byt
zpisobeno zménami na urovni mitochondridlni membrany nebo snizenim koncentrace
mitochondrii. Adaptace dale zplsobila vyrazné snizeni podilu n-6 PUFA, zejména kyseliny
linolové (18:2n-6, LA), které bylo kompenzovano zvySenim podilu protektivnich n-3 PUFA,
hlavné pak kyselinou dokosahexaenovou (22:6n-3, DHA). Tyto zmény jsme pozorovali
v obou majoritnich PL druzich — fosfatidylcholinu (PC), fosfatidylethanolaminu (PE), dale
také v DPG a fosfatidylinositolu. Mnozstvi AA se nezménilo v celkovych PL, ale v PC se jeji
podil zvysil v obou komorach o 22% a naopak v PE doslo k 20% poklesu jejitho mnozstvi.
Chronicka hypoxie vyrazné¢ zvysila index nenasycenosti MK (Ul) v PC a PE v obou
komorach. V DPG doslo vlivem hypoxie k vzestupu podilu MUFA a poklesu podilu LA.
V RV myokardu, na rozdil od LV se zvysil podil SFA v PC a fosfatidylinositolu. Zastoupeni

MK ve fosfatidylserinu nebylo hypoxii ovlivnéno.

Na zavér této studie lze fict, Ze adaptace na IHA vyvolala pouze malé¢ zmény
v koncentraci jednotlivych PL druhd, ale vyrazné ovlivnila zastoupeni mastnych kyselin v
jednotlivych PL druzich. Obdobné zmény jsme pozorovali jak v RV, tak hypertrofii méné
ovlivnéné LV myokardu. Tyto zmény, zvlasté pak vyrazné snizeni poméru n-6/n-3 PUFA a

zvySeni Ul mohou ptispivat k protekci myokardu k I/R poskozeni.

2. studie

Kolar F, Jezkova J, Balkova P, Breh J, Neckar J, Novak F, Novakova O, Tomasova H,
Srbova M, Ost'adal B, Wilhelm J, Herget J. Role of oxidative stress in PKC-delta
upregulation and cardioprotection induced by chronic intermittent hypoxia. Am J

Physiol Heart Circ Physiol, 2007, 292, H224-H230.



Studie byla koncipovana tak, aby ovéfila pfedpoklad, ze zvySeny oxidacni stres béhem
adaptace na chronickou hypoxii hraje roli ve zlepseni tolerance myokardu k akutnimu I/R
poskozeni. Jak bylo jiz zminéno, mechanizmus dlouhodobé kardioprotekce neni dosud zcela
objasnén, zda se ale, ze kli¢ovou roli zde hraji mitoK-ATP kanaly a PKC. Ze studii na jiném
modelu kardioprotekce - preconditioningu Ize usuzovat, ze spojeni mezi aktivaci PKC a
otevienim mitoKATP zprosttedkovavaji pravé ROS, které se vytvareji béhem aktivacni faze
riznych forem protekce “*?. V experimentu byl pouzit antioxidant N-acetylcystein (NAC),
ktery ptisobi dvojim zplsobem, sam interaguje s volnymi kyslikovymi radikaly a zaroven je

prekurzorem L-cysteinu a glutathionu.

Potkani kmene Wistar byly adaptovani na IHA hypoxii podle protokolu popsaného
vySe. Poloviné zvitat byl dlouhodobé vzdy pied hypoxickou expozici aplikovan antioxidant

NAC.

Adaptace na IHA hypoxii obdobné jako v ptedchozich studiich vedla ke zmenseni
velikosti nekrotického loZiska po ischemii na 28% ohrozené oblasti ve srovnani s 57% u
kontroly. Podavani NAC u zvitat adaptovanych na IHA hypoxii zvysilo velikost infarktu na
41% a signifikantné tak eliminovalo protektivni u¢inek vyvolany adaptaci. NAC také u
skupiny adaptovanych zvitat ovlivnil oba sledované markery oxidativniho stresu ve tkani:
zvysil pomér redukovaného/oxidovanému glutationu (GSH/GSSG) a snizil deposita
lipofuscinu. Chronicka hypoxie zvysila expresi PKC & v partikularni frakei, NAC toto zvySeni
eliminoval. Tyto vysledky ukéazaly na vyznam ROS v indukci kardioprotekce a na t¢ast PKC

0 v tomto mechanizmu.

Aktivity antioxida¢nich enzymti SOD, katalazy a glutathionperoxidazy neovlivnila ani

hypoxie ani NAC.



V této studii jsme ukézali, ze oxidativni stres vznikajici pfi adaptaci na IHA hypoxii
hraje vyznamnou roli v rozvoji jejiho kardioprotektivniho ucinku. Podavéni antioxidantu

NAC zabranilo vzniku protektivniho fenotypu.

V dalsich dvou studiich jsme se zabyvali sledovanim zmén vyvolanych podavanim
diety sriznym zastoupenim MK na kardioprotektivni G¢inek adaptace myokardu na THA
hypoxii. Dospéli samci potkana kmene Wistar byli po dobu 10 tydnt krmeni standardni
dietou obohacenou 0 10% sadla (SFA dieta), rybiho tuku (n-3 dieta) nebo kukufi¢ného oleje
(n-6 dieta). Po 4 tydnech podavani diety byla polovina zvifat z kazdé skupiny adaptovana na
IHA hypoxii podle modelu popsaného vyse. Druha polovina byla chovana v normoxickych

podminkach.

3. studie

Hlavackova M, Neckar J, Jezkova J, Balkova P, Staiikkova B, Novakova O, Kolar F,
Novak F. Dietary polyunsaturated fatty acids alter myocardial protein kinase C
expression and affect cardioprotection induced by chronic hypoxia. Exp Biol Med,

2007,232, 823-832.

V této praci jsme si polozili otazku, zda slozeni MK v diet¢ ovlivni projevy

kardioprotektivniho t¢inku IHA hypoxie, zejména expresi PKC 6 a «.

IHA hypoxie snizila pomér n-6/n-3 PUFA o 23% ve vSech skupinach nezavisle na
podavané dieté. Nejsilnéjsi antiarytmicky efekt vykazovala n-3 dieta. Kombinace n-3 diety a
adaptace na IHA hypoxii vedla k téméf uplnému vymizeni arytmii béhem 3h reperfuze. Mensi
antiarytmicky vliv jsme pozorovali také u zvifat krmenych n-6 dietou. U normoxickych LV

jsme pozorovali vyrazné zmenseni infarktu myokardu pouze u n-6 diety, n-3 dieta rozsah



nekrotického loziska zvétsila ve srovnani s n-6 dietou. Chronicka hypoxie vedla ke zmenseni
velikosti IM u n-3 diety (0 20%) a po SFA dieté (0 23%). Naopak u skupiny s n-6 dietou jiz
po adaptaci na IHA hypoxii ke zmenseni infarktového loziska nedoslo. IHA hypoxie vedla ke
zvyseni exprese PKC & v membranové frakci u SFA a n-3 dietni skupiny, ale neovlivnila jeji
expresi U n-6 skupiny zvifat. Z regresni analyzy exprese PKC v membranové frakci a velikosti

IM je patrna tésnd negativni korelace mezi témito dvéma veli¢inami.

Vysledky ukazuji, Zze slozeni MK v membranovych fosfolipidech vyrazné ovliviiuje
endogenni protekci vedouci ke zmenseni nekrotického loziska a pocet a zdvaznost arytmii po

adaptaci na IHA hypoxii zahrnujici také zmény v expresi a bunééné distribuci PKC 6.

4. studie

Balkova P, Jezkova J, Hlavackova M, Neckar J, Staiikkova B, KolarF F, Novak F,
Novakova O.Dietary polyunsaturated fatty acids and adaptation to chronic hypoxia

alter acyl composition of serum and heart lipids. Br J Nutr, 2009, 102, 1297-1307.

Tato studie byla zamétena na sledovani vlivu lipidové diety o rizném zastoupeni MK
a IHA hypoxie na zmény v zastoupeni MK v lipidech séra a srdce potkana. Zaroven jsme

sledovali hladinu konjugovanych dienti a aktivitu antioxida¢nich enzymu.

K nejvyznamnéj$§im zméndm V zavislosti na diet¢ dochazi v zastoupeni jednotlivych
tiid PUFA. Pomér n-6/n-3 PUFA se v sérovych triacylgylcerolech (TAG), PL,
cholesterolesterech (CE) a srde¢nich TAG, PL a diacylglycerolech snizuje v zavislosti na
podavané dieté v potfadi n-6 dieta > SFA dieta > n-3 dieta. V lipidech LV srde¢niho svalu u
zvitat krmenych n-3 dietou byly kyselina arachidonova (20:4n-6) a LA (18:2n-6) nahrazeny

kys. eikosapentaenovou (22:5n-3, EPA) a DHA (22:6n-3). Majoritni kyselinou sérovych CE u



SFA a n-6 skupiny zvifat je AA, u zvifat n-3 skupiny byla polovina jejiho mnozstvi nahrazena
EPA. U skupiny zvitat s n-3 dietou se v LV objevila zvySena hladina konjugovanych diend,
ziejmé zplsobend piitomnosti PUFA s dlouhym fetézcem, které jsou nachylné k peroxidacim.
IHA hypoxie jesté zvysila podil n-3 PUFA v sérovych i srde¢nich lipidech. IHA hypoxie také

zvysila aktivitu katalazy uzvirat s SFA a n-3 dietou.

Ukazuje se, Ze oba kardioprotektivni zasahy, jak podavani diety s PUFA tak i adaptace
na IHA hypoxii vyznamné moduluji zastoupeni MK v lipidech séra a srdecniho svalu, tyto

zmény se odrazi také v hladiné konjugovanych dient a aktivité katalazy.

Shrnuti

e Adaptace na IHA hypoxii snizuje koncentraci DPG (kardiolipin) vLV i RV
myokardu.

e Adaptace na IHA hypoxii méni zastoupeni PUFA v lipidech myokardu ve prospéch
kardioprotektivni n-3 PUFA.

e V mechanizmu endogenni protekce indukované IHA hypoxii hraji jako signalni
molekuly vyznamnou roli ROS a PKC 5.

e ZvySeni podilu n-3 PUFA dietou ma vyrazny antiarytmicky efekt.

e V zavislosti na podavané dieté¢ jsme pozorovali negativni korelaci mezi velikosti IM a

mnozstvim PKC 6 jak u normoxické, tak u hypoxické levé komory myokardu.

Zavér
Nase vysledky naznacuji, ze K protektivnimu t¢inku adaptace na IHA hypoxii mize

piispivat sniZzeni podilu acrobniho ve prospéch anaerobniho metabolismu a zvyseni podilu

protektivnich n-3 PUFA Vv sérovych a membranovych fosfolipidech. Potvrdili jsme, ze



Vv protektivnim mechanizmu se jako dilezité signalni molekuly uplatiiuji ROS a PKC 6. Dieta
s riznym zastoupenim MK ovliviiuje velikost IM mechanizmem, ve kterém hraje vyznamnou

roli také PKC 3. Dieta obohacend rybim olejem ma jednoznacné¢ nejvétsi antiarytmicky efekt.

Podil autorky na prezentovanych studiich

Mym hlavnim tkolem v pfedkladanych studiich byla analyza koncentrace
fosfolipidovych druhti v levé a pravé komote myokardu potkana a stanoveni zastoupeni MK
Vv jednotlivych lipidovych tfidach v séru a myokardu potkana. Déle jsem se podilela na
zavedeni metodiky méfeni aktivity antioxidacnich enzymu v srdecni tkdni a provadéla jejich
jednotliva métfeni. Podilela jsem se na méfeni exprese PKC v homogenatu a v bunéénych
frakcich z myokardu potkana. Zavadéla jsem na pracovisti experimentalni model podavani

diet s riznym zastoupenim MK a pfipravovala jsem jednotlivé diety.
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