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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo studium zmén ve vybranych systémech, ke kterym dochazi u
bunécéné linie kardiomyoblasti HIc2 po vystaveni snizené hlading kysliku na 2 % po dobu 24
hodin. Sledovany byly zmény v kompartmentalizaci vybranych c¢lenti B-Adrenergniho
signalniho systému. Byl zjistén narust vexpresi B:AR i PB2AR. VIiv hypoxie na
kompartmentalizaci receptort byl vSak prokazan pouze u P2AR, které byly po hypoxii
nalezeny nejen v raftovych frakcich membran, ale i v neraftovych. ZvySeni exprese po
pusobeni hypoxie bylo detekovano také u AC, lokalizované v membranovych raftech. Dal§im
cilem bylo sledovani apoptotickych markert, aby se zjistilo, zda ndmi zvolené hypoxické
podminky vyvolavaji apoptdzu nebo aktivuji naopak anti-apoptotické signalni drahy. Nartst
oproti normoxickym bunikdm byl zjistén jak u pro-apoptotického proteinu Bax, tak i u
proteinu Bcl-2 zabranujicimu apoptoze. Porovnanim jejich pomért vsak vyslo najevo, ze vEtsi
pfevahu ma pro-apoptoticky protein Bax. Stejné tak exprese dalSiho apoptotického markeru
kaspazy 3 byla siln¢ zvySena u hypoxickych bunck. Dale bylo zkoumano, zda se hypoxii
aktivuji moZzné protektivni kinazové drahy. Exprese kindaz Akt 1 ERK se po hypoxii zvySovala,
avsak jejich aktivace fosforylaci prok4zana nebyla. Hladiny fosforylované Akt kindzy byly
dokonce nizsi nez u normoxickych bunck. Vliv hypoxie na celkovou viabilitu bun¢€k byl také
pozorovatelny. Dochazelo k mirnému sniZeni viability buné€k a také k signifikantnimu zvyseni

apoptdzy. Také byla potvrzena zvysend tvorba ROS pomoci fluorescencni sondy H2DCFDA.

Klic¢ova slova: Srde¢ni bunky; B-adrenergni receptory; adenylylcyklaza; cytoprotekce;
reaktivni formy kysliku; hypoxie



ABSTRACT

The aim of this thesis was to study the changes that occur in cell line H9c2 after exposure
to an oxygen level reduced to 2 % for 24 hours. We monitored changes in compartmentation
of chosen members of pB-adrenergic signaling system. We found an increase in expression of
B1AR and B2AR. Only B2AR showed change in compartmentation after hypoxia, as they
relocate from membrane rafts to non-rafts fractions of membrane. AC also showed an
increase of expression and was located in membrane rafts. The next aim of this work was to
monitore apoptotic markers to determine whether there are activated pro-apoptotic or anti-
apoptotic signals under chosen conditions of hypoxia. There was an increase in expression of
both pro-apoptotic protein Bax and anti-apoptotic protein Bcl-2. We compare ratios of Bcl-2
to Bax and we found that there is a bigger increase in protein Bax expression. Another
apoptotic marker, caspase 3, was tested and we also found that there was an increase in
expression of caspase 3 in cells after hypoxia. Furthermore, we studied possible activation of
kinase signaling pathways that may contribute to protective effects of hypoxia. Expression of
Akt and ERK kinases was increased after hypoxia, but we did not confirm activation by
phosphorylation of these kinases. Levels of phosphorylated Akt kinase were even lower in
hypoxic cells than in normoxic cells. We could also find perceptible impact of hypoxia on
viability of the cells. There was a slight reduction of viability of cells and also significant
increase in apoptosis. We also found an increase in ROS production using fluorescent dye
H.DCFDA.

Key words: Heart cells, B-adrenergic receptors, adenylyl cyclase, cytoprotection, reactive

oxygen species, hypoxia
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SEZNAM ZKRATEK

AAS Roztok antibiotik a antimykotik
ABB Annexin vazajici pufr

AC Adenylylcyklaza

ADP Adeonsindifosfat

AR Adrenergni receptor

ATP Adenosintrifosfat

BCA Kyselina bicinchoninova
BSA Hovézi sérovy albumin
cAMP Cyklicky adenosinmonofosfat
dATP Deoxyadenosintrifosfat

DHE Dihydroethidium

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's medium

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova
EGF Epidermalni ristovy faktor

ER Endoplazmatické retikulum

ERK Extracelularnim signalem fizenda kin4za
ETC Elektron transportni fetézec

FBS Fetalni bovinni sérum

GDP Guanosindifosfat

GPCR Receptory sprazené s G proteiny
GRK Kindza receptort spfazenych s G proteiny

GTP Guanosintrifosfat



H.DCFDA 2', 7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat

HIF

JNK

MAPK

MEK

MRNA

NADH

NGF

PBS

PDGFR

PH

PI3K

PIP2

PIP3

PKA

PKC

PLC

PNS

ROS

SAPK

SDS

™

TNF

TOR

Hypoxia inducible factor

c-Jun N-terminalni kindza
Mitogenem aktivovana proteinkindza
Kindza mitogenem aktivované kinazy
Mediatorova ribonukleova kyselina
Nikotinamidadenindinukleotid
Nervovy rustovy faktor

Fosfatovy pufr

Platelet-derived growth factor receptor
Pleckstrin homology doména
Fosfatidylinositol-3 kinaza
Fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat
Fosfatidylinositol 3,4,5-trisfosfat
Proteinkinidza A

Proteinkindza C

Fosfolipaza C

Postnukledrni supernatant

Reaktivni formy kysliku

Stresem aktivované proteinkinazy
Dodecylsiran sodny
Transmembranovy usek

Tumor necrosis factor

Target of rapamycin (kinéza)



1 UvoD

V soucasné dobé& se srde¢ni choroby fadi mezi nejcastéjsi pfi¢iny tmrti V rozvinuté
zapadni civilizaci a je proto dulezité vénovat pozornost hledani ucinnych protektivnich
mechanismi. Hypoxie miize za urcitych podminek posilovat odolnost srdce vUci
ischemickému poskozeni i dalsim stresorim. Ackoliv existuje jiz fada in vitro a in vivo studii,
stdle nejsou dobie rozlustény udalosti, ke kterym po pasobeni hypoxie v buiice dochazi a
stejn¢ tak neni dobie odliSena hranice, kdy jest¢ hypoxie pusobi protektivné a kdy jiz dochazi
k poskozovani bunék. Bylo zjisténo, ze hypoxie ovliviiuje také B-adrenergni signalni systém,
ktery je jeden z hlavnich regulatori srde¢ni kontraktility a poruchy v jeho funkci vedou

k vaznému srde¢nimu poskozeni.

Cilem této prace bylo zjistit, jak nami zvolené podminky hypoxie pusobi na srde¢ni
buiiky v in vitro podminkach. Kromé¢ vlivu na Zivotnost bunék a miru apoptdzy jsme sledovali
také B-adrenergni signalni systém a aktivaci kindz, které by mohly pfispivat k hypoxii
navozené zvySené odolnosti. Zajimalo nas také, jak bude hypoxie indukovat tvorbu

kyslikatych radikald, které mohou v butice zastavat fadu riiznych signalnich funkeci.



2 LITERARNIi PREHLED

2.1 DEFINICE A VYSKYT HYPOXIE:

Hypoxie je definovéana jako snizeny piistup kysliku ke tkdnim. Jednou z jejich pficin
muze byt nizky parcialni tlak kysliku ve vzduchu, jako tomu je ve vysokych nadmoiskych
vyskach, coz se projevuje jako akutni horska nemoc. Mezi dalsi pfi¢iny hypoxie patii
nedostatek kysliku v krvi (hypoxemie). Ten ovliviiuje celé télo a muze byt zpusoben
napfiklad chudokrevnosti, poskozenim hemoglobinu aj. Naproti tomu pifi mistni
nedokrevnosti (ischemii) nedochazi k prokrveni daného organu nebo ¢asti organu a tkan tak
trpi kromé nedostatku kysliku také nedostatkem zivin. Pfi ischemii dochazi k mnohem

Vv

déle, nez se obnovi syntéza ATP.

Dulezitou roli vucinku na organismus hraje také délka plsobeni hypoxie. Jina
odpovéd’ se rozviji pti chronickém plsobeni a jind pfi kratkém stimulu. Pro vyzkum se také

vyuzivé intermitentni psobeni, tedy kratsi stimulus, ktery se periodicky opakuje.

S hypoxii se lidské télo setkavd pomérné Casto. Vyskytuje se v téle i za fyziologickych
podminek a je dokonce nezbytna naptiklad pro spravny vyvoj savéiho embrya (Dunwoodie,
2009). Chronicky nedostatek kysliku je vSak spojovan predevSim s patologickymi stavy. Je
soucasti mnoha onemocnéni (aterosklerdza, artritida, nddorovd onemocnéni, srdecni choroby

a dalsi), zhorSuje jejich symptomy a podili se na jejich rozvoji.

2.2 UCINKY HYPOXIE

Utinek hypoxie na jednotlivé buiiky je i u riiznych typti bunék podobny: ubyva ATP,
buiiky pfechdzi na anaerobni metabolismus, s ¢imZ souvisi zvySena spotieba glukozy a vyssi
produkce laktatu (Neely and Morgan, 1974). Kvili nedostatku kysliku se Vv bunice také
zhorSuje produkce energie, protoze je snizena efektivita dychaciho fetézce, a tak vznika
V buiice vétsi mnozstvi kyslikovych radikali (ROS), které vede k dalSimu poskozovani buiiky

a ptipadné az k apoptoze ¢i nekrdze.

Pusobeni mirné hypoxie vsak muize také zvySovat resistenci bunék proti riznym
typim stresu vCetné nasledného pusobeni oxidativniho stresu. Nejvice je tento fenomén
prozkouman u srdce, protoze oxidativni stres je velmi podstatnou slozkou ischemickych

srdeCnich onemocnéni. To, Ze mirnd hypoxie plsobi na srdce protektivné, je patrné i
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cey

Z klinickych studii, zkoumajicich populace zijici ve vyssich nadmotskych vyskach, u kterych
je umrtnost v souvislosti s kardiovaskularnimi chorobami minimalni (Mortimer et al., 1977).
Nicméné mirna hypoxie zvysSuje odolnost vici naslednému stresu i u ostatnich typi bunék

(Kast et al., 2015; Lee et al., 2006).

2.3 OXIDATIVNI STRES
Oxidativni stres je v organismu projev nerovnovahy mezi produkci kyslikatych

radikala a schopnosti jejich ucinné detoxifikace nebo oprav naslednych poskozeni.

2.3.1 Volné radikaly

Volnymi radikély jsou nazyvany takové molekuly, které ve svém valencnim orbitalu
obsahuji pouze jeden samostatny, neparovy, elektron. Neparovy elektron je na rozdil od
parovych elektroni mnohem reaktivnéjsi, ale jednotlivé radikdlové molekuly se ve své
reaktivitd velmi lisi. Skodlivost volnych radikald je déna pravé jejich vysokou reaktivitou.
Volné radikaly napadaji sousedni molekuly, odeberou jim nebo ptidavaji elektron a z ptivodni
molekuly se tak stane radikal, ktery napada dalsi sousedni molekulu. Timto zpiisobem

dochazi k fetézové reakci a ndslednému zdvaznému poskozovani bunécnych struktur.

2.3.2 Kyslikaté radikaly

Jako vedlejsi produkty aerobniho metabolismu vznikaji v organismech reaktivni formy
kysliku (ROS). Jsou to meziprodukty redukce molekularniho kysliku na vodu a v Zivo¢isnych
bunkach jsou generovany piedevsim v mitochondriich v elektron transportnim fetézci (ETC) a
oxidativni fosforylaci. Tyto molekuly mohou byt pfi¢inou mnoha skodlivych procesi, podilet
se na rozvoji fady onemocnéni a také jsou vyznamnou soucasti procesu starnuti (Beckman
and Ames, 1998). Zaroven vSak maji ROS také dilezitou roli v bunécné signalizaci,
v regulaci apoptézy a také jsou Vimunitnich bunkdch produkovany enzymem NADH

oxidazou a vyuzivany Vv boji proti bakteriim (Lambeth, 2004).



Kyslik je diky struktufe svého elektronového obalu nachylny ke tvorbé radikalovych
forem. Postupnou redukci kysliku na vodu pfidanim ¢tyf elektronti vznikaji nasledujici ROS:

superoxidovy radikal O2™, peroxid vodiku H20., hydroxylovy radikal HO- (Obr. 1).
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Obrazek 1: Reaktivni formy kysliku, ¢ervené — neparovy elektron

Upraveno podle:
https://qph.ec.quoracdn.net/main-qimg-0c664276e7adb221b1a96e739a82131c-
c?convert_to_webp=true

NejreaktivnéjSim kyslikatym radikdlem v buiikach je hydroxylovy radikal HO-. Ten
mize vzniknout v mitochondrii diky pitomnosti redukovanych ptechodnych kovi (Fe?"),
které jsou obsazeny v proteinech ECT jako kofaktory. HO- vznika bud’ Fe?'- zavislou
Fentonovou reakci (reakce 3) nebo Haber-Weissovym mechanismem, ktery je Fe?*

katalyzovan (reakce 4).

Za fyziologickych podminek, kdy jsou mitochondrie pln¢ funkéni, obcas unikaji
elektrony prochazejici ETC a redukuji kyslik na O2™. Odhaduje se, Ze piiblizné¢ 1 — 2%
prochazejicich elektroni unikne z ETC a da vznik Oz (Boveris, 1977). K tomuto tniku
dochazi hlavné na komplexu | a v Q-cyklu na komplexu Il (Barja, 1999; St-Pierre et al.,
2002). Za patofyziologickych podminek se vS§ak muize zhorsit efektivita ETC a elektrony pak

mohou unikat také z dalSich komplexd.

Kromé mitochondrii jsou dalSimi zdroji ROS také ER (enzym Cytochrom P-450),

peroxisomy a v mensi mife mohou ROS vznikat také v jadte (Thannickal and Fanburg, 2000).

Protoze kyslikaté radikaly v bunce neustdle vznikaji, je potifeba se jich také ucinné
zbavovat, aby nedochdzelo k jejich nahromadéni a néslednému poskozovani bunécnych
struktur. Dva Oz jsou konvertovany na peroxid vodiku H2O, (reakce 1) mitochondrialni

manganovou superoxiddismutdzou (MnSOD). H202 mtze byt enzymaticky déale pieménén
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kataldzou na vodu a kyslik, nebo mtze byt H>O> degradovan pomoci glutathion peroxidazy

(reakce 2).

2 -0; +2H* -» H,0, + 0, 1)
H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG )
H,0, + Fe?* - Fe3* + HO™ + HO - (3)
H,0,+-0; - 0, +HO™ + HO - ()]

Kromé enzymil se builka muze branit proti ROS také pomoci dalSich molekul
s antioxidacnimi vlastnostmi. Jsou jimi napfiklad rGzné vitaminy jako kyselina askorbova

nebo a-tokoferol.

2.3.3 ROS pii hypoxii

Pfi hypoxii je pfisun kysliku do srdce nedostate¢ny pro oxidativni fosforylaci, proteiny
ETC tak zistavaji ve vysoce redukovaném stavu a v mitochondriich dochézi ke zvysSené
tvorbé ROS (Chandel et al., 1998; Duranteau et al., 1998). Ke zvyseni produkce -O2” dochazi
béhem hypoxie na komplexu Il (Guzy et al., 2005) a také na komplexu Il (Paddenberg et al.,
2003). Komplex Il se za normoxie na tvorbé ROS nepodili, ale pfi hypoxii dochazi ke zméné
sméru proudéni elektrontt na komplexu II, ktery tak funguje jako fumarat reduktaza a

produkuje ROS (Hégerhill, 1997).

H,O O,
mezimembranowy \ / .
prostor Cgmn o onc
2 2

Complex IV

matrix MnS00

Obrazek 2: Tvorba ROS v elektron transportnim retézci
Upraveno podle Turrens (2003)
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2.3.4 ROS a apoptéza

Néekteré receptory z rodiny TNF/NGF (tumor necrosis factor/nerve growth factor),
kam se fadi naptiklad Fas receptor, dokazi po aktivaci navodit bunéfnou smrt pies
mechanismus zavisly na kaspazach (Wallach et al., 2003). Vtomto procesu jsou

pravdépodobné zapojeny také ROS z mitochondrie (Schulze-Osthoff et al., 1992).

Uloha mitochondrie b&hem apoptozy je velmi dtleZita (Obr. 3). Pomoci proteinu Bax
dochazi k vytvotfeni péru v mitochondridlni membrané, kudy do cytosolu unika cytochrom c.
Aktivace proteinu Bcl-2 nebo Bcl-XL zabraniuje tvorbé poru a tak pusobi antiapoptoticky.
Kdyz se vSak por vytvori, unikly cytochrom ¢ v cytosolu interaguje s proteinem Apafl (za
ptritomnosti dATP) a spole¢né tvoii tzv. apoptozom, ktery aktivuje prokaspazy (Hu et al.,
1998; Zou et al., 1999), coz ma za nasledek aktivaci iniciatorovych a efektorovych kaspaz a
nasledny sled udélosti vedoucich k apoptéze. ROS zde pravdépodobné piispivaji k tvorbé
péru v mitochondridlni membrané¢ oxidaci membranovych struktur a naruSenim

membranového potencialu (Zamzami et al., 1995).

L J
e
. ﬁéc
[ ]
® kaspaza
(paf-38

kasp-9

Obrizek 3: Uloha mitochondrie v navozeni apoptozy.

Upraveno podle:
https://www.researchgate.net/figure/24188667_figl_Figure-1-Main-regulators-of-the-
mitochondrial-apoptotic-pathway-in-C-elegans [accessed Aug 12, 2016]

Kromé samotného navozeni apoptdzy se ROS tucastni také v indukci gent pro Fas

ligand a Fas receptor (Bauer et al., 1998).

Na druhou stranu, ROS indukované ptes TNF se mohou v nékterych typech bunck
ucastnit aktivace také antiapoptotické signalni drahy (Morgan and Liu, 2011).
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2.3.5 ROS a signalni funkce

U srdecnich bunc¢k dochéazi pisobenim hypoxie ke snizovani kontraktility, které
nesouvisi s nedostatkem ATP nebo zasobami fosfokreatinu (Silverman et al., 1997). Tato
schopnost odpovidat na hladinu kysliku v urcitém fyziologickém rozmezi vyzaduje existenci
bunéného senzoru Oz napojeného na signalni drdhu. Popsano je nékolik moznych
mechanismu, které na zaklad¢ lokalnich hladin O, pravdépodobné aktivuji funk¢ni a adaptivni

odpovedi.

Velké cast reakci odpovidajicich na vystaveni hypoxii je zajiStovéana transkripcnim
faktorem HIF (hypoxia inducible factor), ktery je regulovan stabilitou svoji o podjednotky. Ta
je v pfitomnosti kysliku hydroxylovana a nasledné¢ degradovana v proteasomu (Yu et al.,
2001). HIF-specifické hydroxylazy jsou piimo zavislé na pfitomnosti kysliku (McNeill et al.,
2002), a tak by mohly byt povazovany za bunééné senzory Os.

Dalsi bunécné senzory O2 se nachdzeji v mitochondrii. Popsana byla naptiklad tloha
komplexu Il (Paddenberg et al., 2003), 111 (Guzy et al., 2005) a IV (Duranteau et al., 1998).
Mitochondrie reguluje odpovédi na hypoxii pomoci ROS. ROS se tucastni stabilizace
transkripéniho faktoru HIF (Chandel et al., 2000), ale také aktivace dalSich dulezitych
signalnich drah. Aktivuji napfiklad mitogenem aktivované proteinkinazy ERK-2 (Guyton et
al., 1996), INKs/SAPKs (Laderoute and Webster, 1997) nebo proteinkinazu p38 (Kulisz et
al., 2002) (Obr. 4).

Mitogenem aktivované kinazy (MAPK) jsou rodina kindz, které hraji dilezitou roli
Vv pfenosu extracelularnich stimulti do buiiky pomoci nékolika po sobé jdoucich fosforylaci.
MAP kin4zova draha je aktivovana fadou extracelularnich ale i intracelularnich stimuld a

jednim z nich jsou i ROS (Kwon et al., 2006).
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Ristové faktory, cytokiny, oxidativni stres
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Obrdazek 4: Aktivace MAPK drah — kindzova kaskada, upraveno podle Son et al. (2011)

MAPK/ERK signalni drdhu aktivuje tyrozinkindzovy receptor po navazani ligandu
(ristového faktoru). Receptor aktivuje Ras-GTPazu, ktera aktivuje Raf kinazu. Raf
fosforyluje MAP/ERK kinazu (MEK) a ta fosforyluje ERK. Receptor se ale mize aktivovat
nejen po navazani ligandu, ale také jako reakce na ROS (Nakashima et al., 2005). Bylo
zjisténo, ze oxidativni stres indukuje aktivaci EGF receptoru pomoci fosforylace receptoru,

ktera je zavisla na piitomnosti H.O2 (Meves et al., 2001).

2.4 ADRENERGNI SYSTEM V SRDCI

Srdecni kontraktilita je fizena nékolika systémy. Mezi n¢€ patii skupina receptort, které
jsou sprazené se stimula¢nim Gs proteinem a aktivuji AC (BAR, serotoninové a histaminové
receptory), dalsi skupinou jsou receptory, které inhibuji AC pomoci Gi proteinu (muskarinové
a adenosinové receptory) a posledni skupinou jsou receptory sptazené s proteinem Gg/11,
jehoz o podjednotka aktivuje PLC a PKC (aAR, endotelinové a angiotensinové receptory)
(Brodde et al., 2006).
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B-Adrenergni systém v srdci patii k hlavnim regulatorim srde¢ni kontraktility (Obr. 5).
Noradrenalin se vaze na adrenergni receptory, které¢ zménou konformace aktivuji sptazeny G
protein. Od toho se oddéli Ga podjednotka, kterda muze aktivovat (nebo inhibovat — podle
druhu G proteinu) adenylylcyklazu. Aktivovana AC tak zac¢ne produkovat druhého posla,
cAMP, ktery se vaze na PKA a tim umozni odsStépeni regulacni podjednotky PKA od
katalytické podjednotky. Katalytickd podjednotka se tak aktivuje a mize fosforylovat cilové
proteiny ucastnici se kontrakce myokardu. Pomoci BAR jsou vSak aktivovany také nékteré

dalsi dulezité signalizacni drahy.

+

Gs protein

GTP GDP
L-typ vapnikovych kanald
Ryanodinoveé reveptory
P Fosfolamban
Troponin

Obrazek 5: f-Adrenergni signalni systém; NE = noradrenalin, AC = adenylylcyklaza, PKA = proteinkindza A
Upraveno podle Salazar et al. (2007) a https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/73/Activatoin-
Adenylate_cyclase-outlined.svg

—_—
ATP

i

2.4.1 B-Adrenergni receptory

2.4.1.1 Struktura a klasifikace AR

Adrenergni receptory patii do obrovské skupiny membranovych receptorti, které jsou
sprazené s G proteiny (GPCR). Dnes je znamo témét 800 lidskych proteinti spadajicich do
rodiny GPCR (Jassal et al., 2010). Struktura je u vSech GPCR velmi podobna. Receptory jsou
tvofeny N-koncem na extracelularni strané, C-koncem na intraceluldrni strané¢ a 7
hydrofobnimi transmembranovymi useky, které jsou spojeny tfemi extracelularnimi a tfemi
cytosolickymi  smyckami (Hargrave et al.,, 1983). Nejvice se GPCR shoduji
Vv transmembranovych usecich, naopak nejvétsi odliSnosti jsou u C- a N-konct a cytosolické
smycky mezi TM5 a TM6. Nejvariabilngjsi je vSak N-konec, ktery je hlavni strukturou pro
rozpoznani ligandu receptorem (Kobilka, 2007).
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AR jsou rozdéleny do dvou podskupin a a B. Ac¢koliv jsou v srdci zastoupeny oba typy
AR, podil BAR na fizeni kontraktility srde¢niho svalu je vyssi nez aAR. U oAR jsou
rozliSovany podskupiny aiAR a 02AR, z nichz obé zahrnuji jesté 3 podtypy (Piascik and
Perez, 2001). U BAR rozliSujeme 3 podskupiny BiAR, B2AR a BsAR. V srdci se nachazeji
vSechny tfi typy PAR, ale hlavni podil na regulaci kontraktility maji BiAR a P2A. Ve
zdravém lidském srdci prevazuji B1AR, které tvori ptiblizné 80% z celkového mnozstvi BAR

v srdci (Bristow et al., 1986).

B1AR i B2AR jsou sptazeny s Gs proteinem, ale B2AR mize byt navic spiazen také
s proteinem Gi, ktery inhibuje adenylylcykldzu a muize napomdhat antiapoptotickému
pasobeni na bunku (Communal et al., 1999; Xiao et al., 1995). Dale byva 2AR efektivnéji
spfazen s G proteinem nez B1AR (Levy et al., 1993). Stimulace B2AR mize vést k aktivaci
MAPK/ERK a PI3K/Akt signalnich drah (Chesley et al., 2000).

2.4.1.2 Lokalizace receptorii na membrdiné, kaveoly

Zda se, ze pro specifickou signalizaci riznych typti GPCR hraje vyznamnou roli
organizace receptord, G proteini i efektori nebo regulacnich proteini do odd€lenych
mikrodomén na membrané jako jsou lipidové rafty. Lipidové rafty jsou tiseky membréany se
zvySenym podilem cholesterolu a sfingolipiii, ¢asto jsou obohaceny také o riizné strukturni
proteiny jako kaveoliny nebo flotiliny, které udrzuji signalni komplexy pohromad¢ (Galbiati
et al., 2001). Krom¢ strukturni funkce vsak kaveoliny mohou mit také regulacni funkci a

inhibovat nékteré ze signalnich molekul, napiiklad PI3K (Zundel et al., 2000).

Jednim z mechanismi, ktery by mohl vysvétlit rozdilné signalizani procesy, ke
kterym dochazi po aktivaci B1AR a B2AR, je kompartmentalizace receptori do bunéénych
mikrodomén. B2AR jsou totiZ v neaktivovaném stavu umistény v kaveolach a po aktivaci se
pfesouvaji z kaveol, zatimco Pi1AR se vyskytuji spiSe v nekaveolarnich usecich a ani po
aktivaci ligandem se jejich lokalizace pfilis neméni (Rybin et al., 2000; Xiang et al., 2002).
Stejné jako PB2AR jsou v kaveolach koncentrovany také nékteré izoformy AC (5,6), Gia,
regulaéni podjednotka PKA (Rybin et al., 2000) a GRK2 (Carman et al., 1999).

2.4.1.3 Dimerizace GPCR

Dnes existuje jiz znatné mnozstvi dikazi o oligomerizaci GPCR. Molekularni
organizace GPCR do monomerl, dimer nebo oligomert ovliviluje funkéni selektivitu
receptoru, spfazeni s G proteiny a lokalizaci receptoru a je tak ve farmakologii novym a

vyznamnym faktorem (Ferré et al., 2014). | BAR se mohou vyskytovat v homodimerech a ve
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tvorbé téchto dimert jsou pravdépodobné zapojeny hydrofobni transmembranové domény
(Hebert et al., 1996). U jinych GPCR vsak muze tvorba dimert probihat odlisSnym zptsobem,
naptiklad pomoci disulfidickych mustkt u glutamatového receptoru (Tsuji et al., 2000).

GPCR netvoti pouze homodimery, ale také heterodimery. Mohou to byt naptiklad
heterodimery dvou blizce ptibuznych podtypt GABAg receptoru (Kuner, 1999), ale
dimerizovat mohou také vzdalenéji piibuzné typy receptort. B1AR muze tvofit heterodimery
s B2AR. Diky témto heterodimerim se v burikach sniZovala internalizace B2AR po stimulaci
agonistou a také se snizila aktivace ERK1/2 MAPK signalni drahy (Lavoie et al., 2002).
Tvorba heterodimerti predstavuje novy regulacni mechanismus, ktery dodava receptorim

nové funkéni vlastnosti.

2.4.2 G proteiny

G proteiny jsou proteiny vazajici GTP, které se uplatiuji v bunécné signalizaci.
Existuji malé monomerni G proteiny, které se ucastni signalizace hlavné uvniti buniky a maji
fadu dulezitych regulacnich funkci, a heterotrimerni G proteiny, které pomahaji v ptenosu

signalu z extracelularniho prosttedi dovnitf buiky.

2.4.2.1 Struktura a Klasifikace G proteinii

Skladaji se z nejvétsi Go podjednotky, ktera ma GTPazovou aktivitu, a ze dvou
mensich podjednotek G a Gy. Ga podjednotka piijima signal od receptoru a na zéklad¢ toho
ovlivituje efektorovy enzym. Sklada se z GTPazové domény a helikdlni domény. GTPazova
doména zajiStuje navazani a Stépeni nukleotidi a také navazani na GPy, receptor i1 dalsi
proteiny. Mimo jiné obsahuje tii smycky (switch I, IT a III), u kterych se méni strukturni

konformace v zavislosti na tom, jestli je navazané GTP nebo GDP (Mixon et al., 1995).

Podjednotky GB a Gy vytvaii heterodimericky komplex Gy, ktery upeviuje cely
protein k membrané pomoci lipidické modifikace jako je prenylace (Wedegaertner et al.,
1995), ale také se mize iCastnit signalizace a aktivovat nebo inhibovat rizné cilové proteiny
(Bayewitch et al., 1998; Huang et al., 1995). GPBy tak naptiklad mohou pozitivné nebo
negativné regulovat funkci AC (Bayewitch et al., 1998; Tang and Gilman, 1991).

Dvacet identifikovanych Go podjednotek bylo na zakladé podobnosti v primarni
struktufe rozdéleno do ¢tyt velkych rodin as, ai, aq a a12/13 (a podle nich je pak urceno i

rozdéleni G proteint Gi, Gs, Gq, G12/13) (Strathmann and Simon, 1991).
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2.4.2.2 Aktivace G proteinu

Po navazani agonisty na receptor zméni receptor konformaci a diky tésnému sptazeni
aktivuje G protein. Na inaktivni Ga podjednotce G proteinu je uvolnéno GDP, na jeho misto
se mize navazat GTP a Ga podjednotka se aktivuje. Aktivovana Ga podjednotka se oddéli od
komplexu GBy a mize ovliviiovat cilové proteiny. Po néjaké dobé ale Ga svoji GTPazovou

aktivitou hydrolyzuje navazané GTP, ¢imz se inaktivuje a s navazanym GDP se Ga vraci zpét

k GBy.

2.4.3 Adenylylcyklaza

Adenylylcykldza (AC) je enzym uplatiyjici se v regulacnich mechanismech téméf u
vSech bunék. Katalyzuje odstépeni pyrofosfatu z ATP, ¢imz vznikne 3°,5'-cAMP, ktery
Vbuiice zastava dilezitou roli druhého posla. Struktura AC je tvofena dvéma
transmembranovymi doménami, znichz kazd4d se skldda z Sesti hydrofobnich helixi, a
cytoplazmatickou doménou, tvorenou dvéma homolognimi laloky, které vytvaii vazebné a

katalytické misto pro nukleotidy.

Identifikovano bylo celkem 10 genl kodujicich AC. 9 ztéchto genii dava vznik
membranoveé vazanym izoformam AC a jeden koduje solubilni AC, jejiz struktura a funkce je
ziejm¢ odlisna od ostatnich izoforem (Chen et al., 2000). VétSina izoforem je tkanoveé
specifickych a 1i§i se také zpisobem regulace. VSechny izoformy jsou aktivovany o
podjednotkou Gs proteinu a forskolinem a inhibovany jsou P-site inhibitory. Podle dalsich
regulacnich vlastnosti jsou izoformy AC rozd€lovany do ¢ty skupin. Skupina 1 zahrnuje
izoformy AC I, AC Il a AC VIII a je stimulovana navic komplexem CaM/Ca?*. Do skupiny 2
jsou zatazeny izoformy AC II, AC IV a AC VII, které jsou aktivovany PKC. Do skupiny 3 se
fadi izoformy AC V a VI, které jsou inhibovany jiz velmi malymi koncentracemi Ca?".
Skupina 4 zahrnuje jedinou izoformu AC IX, kterd na rozdil od ostatnich neni stimulovana

forskolinem a inhibovana je kalcineurinem (Hanoune and Defer, 2001; Pavan et al., 2009).

AC Va AC VI jsou hlavnimi srde¢nimi izoformami. AC V se nachazi predevsim
v srde¢nich sinich, zatimco AC VI je lokalizovana v komorach i sinich (Wang and Brown,
2004).

2.5 VLIV HYPOXIE NA BAR
Vliv hypoxie na pocet BAR je pon€kud nejasny. Podle in vivo studii se zvifaty se

pocet BAR po chronické nebo intermitentni hypoxii snizuje (Bernstein et al., 1990; Guan et
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al., 2010; Voelkel et al., 1981). Regulace BAR vV zivych zvifatech muze byt ovlivnéna
zvySenou hladinou katecholaminli spiSe nez samotnou hypoxii. Bylo vSak prokézano, Ze
hypoxie piasobi také vlastnimi G¢inky na [ adrenergni drahu (Leon-Velarde et al., 2001).
Nekteré in vitro studie, kde je vliv sympatiku vyloucen, také popisuji ubytek receptort po
pusobeni hypoxie (Marsh and Sweeney, 1989), ¢i tbytek receptorti na plazmatické membrané
a soucasny nardst AR v cytosolické frakci (Rocha-Singh et al., 1991). Podle Bernsteinovy
studie se mnozstvi AR na plazmatické membrané v levé komoie po dvou tydnech hypoxie

snizuje, ale jejich pocet v cytosolické frakci se neméni (Bernstein et al., 1992).

Jiné studie vsak popisuji naopak nartst hladin mRNA B1AR u izolovanych srde¢nich
myocytll a u izolovaného perfundovaného srdce (Ihl-Vahl et al., 1995; Li et al., 1996) a
v n¢kterych dalSich studiich nebyly pozorovany Zzadné zmény v poctu BAR po pusobeni
hypoxie (Germack et al., 2002; Hrbasova et al., 2003).

Na regulaci BAR muaze mit vliv také jejich lokalizace — li$i se mezi levou a pravou
komorou (Kacimi et al., 1992). Prava komora totiz po pusobeni dlouhodobé hypoxie

hypertrofuje (McGuire and Bradford, 1999), zatimco leva zdstava vétsinou nehypertrofovana.

2.6 VLIV HYPOXIE NA G PROTEINY

Snizeni odpovédi na B adrenergni signalizaci nemusi byt ddno pouze zménami v BAR,
ale hypoxie zfejmé¢ indukuje zmény také u dalSich ¢lent signalni kaskady. Byl tak naptiklad
pozorovan narust Gia podjednotky po pétidennim puisobeni hypoxie (Mardon et al., 1998) a
zvyseni exprese Gio. po né€kolikadenni intermitentni hypoxii (Guan et al., 2010). U jinych
studii v8ak zadnou signifikantni zménu v mnozstvi proteinu Gjoo nepozorovali, i kdyz

mnozstvi mRNA Gia V pravé komote bylo zvySené (Kacimi et al., 1995; Pei et al., 2000).

Po chronické hypoxii byla vlevé i1 pravé komotfe naméfena snizend funkce Gs
proteinu, avS§ak mnozstvi Gs proteinu v hypoxickém srdci ztistalo nezménéno (Kacimi et al.,
1995). Po porovnani dvou odlisnych sestiihovych variant Gs proteinu byl pozorovan ubytek
Gsa-S, biologicky aktivni, membranové vazané izoformy Gsa proteinu (Pei et al., 2000) a

zvyseni cytosolického proteinu Gsa-L (Hrbasova et al., 2003).

2.7 VLIVHYPOXIENA AC
Pti adaptaci potkant na chronickou hypoxii se také snizuje aktivita srdecni AC, zvIasté

u pravé komory (Hrbasova et al., 2003; Kacimi et al., 1992). U neonatalnich potkanich
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myocytd vystavenych téidenni hypoxii vSak zména v aktivité AC pozorovana nebyla (Li et al.,

1996).

2.8 NAVOZENi CYTOPROTEKCE HYPOXI{
Hypoxie aktivuje fadu rtiznych signalnich drah, které reguluji bunéénou proliferaci,
diferenciaci a preziti nebo smrt. Bylo tak navrzeno n¢kolik mechanismd, které by se mohly

podilet na zvySeni odolnosti bun¢k proti stresu po plisobeni hypoxie.

2.8.1 PI3K/Akt draha

Signalni draha PI3K/Akt je jednou znejlépe charakterizovanych signalnich drah,
ovliviyjicich ptezivani builky u eukaryot. Jeji aktivace extracelularnimi stimuly vede
k expresi gent, jejichz tikolem je zajistit preziti buniky. PI3K signalizace je zodpovédna také
za vznik srde¢ni hypertrofie, diky aktivaci tyrozinkinazovym receptorem (Crackower et al.,
2002).

2.8.1.1 Struktura a klasifikace PI3K

PI3K je membranov¢ vazana proteinkinaza. Jsou popsany celkem tii téidy PI3K, které
jsou rozdéleny na zaklad¢ jejich struktury a substratové specificity. Katalytické podjednotky
vSech typt PI3K maji homologni ¢ast, ktera se sklada z katalytické domény HR1 (homolog
region), HR2 a C2 domény (Walker et al., 1999).

Kinazy tfidy I jsou heterodimery a dé€li se na podtfidy IA, které jsou aktivovany
receptorovymi tyrozinkinazami, a kindzy podtiidy IB, které jsou aktivovany receptory
spfazenymi s G proteiny (Sasaki et al., 2000). Také protein Ras miize aktivovat nékteré PI3K
tiidy I (Pacold et al., 2000). VSechny kinazy typu I jsou v srdci exprimovany. Kinazy t¥idy II
se nevyskytuji voln¢ v cytosolu, ale byly lokalizovany pfevdzné pobliz plazmatické
membrany (Prior and Clague, 1999). PI3K ttidy III jsou homologni s kvasinkovym proteinem
Vps34p, ktery se Gcastni tfidéni a dopravy proteint (Volinia et al., 1995). Tyto PI3K jsou
pravdépodobné zodpovédné za hlavni ¢ast PI3P produkovaného v buiikach a spiSe nez pfii

signalizaci se uplatiiuji prave pii transportu proteind.

2.8.1.2 Mechanismus ochrany pied apoptozou

Na rozdil od vétSiny kindz nefosforyluje PI3K jenom proteiny, ale inositolfosfolipidy.
Fosfatidylinositol je lipid, ktery mize byt reverzibilné fosforylovan na riznych ¢éastech své
inositolové hlavicky a tak mize vzniknout fada riiznych fosfoinositidi. Nejdulezitéjsi je vznik

fosfatidylinositol-3-fosfatu (PIP3) z fosfatidylinositol-2-fosfatu (PIP2). Pfi normalnim stavu je
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PIP3 v membrané pomérné malo a jeho mnozstvi stoupa pouze pii signalizaci. Na PIP3 se pak
vazi intracelularni proteiny pies specifickou interakéni doménu Pleckstrin homology domain
(PH).

Velmi dilezitym proteinem s PH doménou schopnou vézat se na PIP3 a hlavnim
efektorem PI3K tfidy I je Akt kindza (zndma také jako proteinkindza B). Akt je kinaza
skladajici se z N-koncové PH domény, centralni serin/threonin-kinazové domény a C-
koncové regula¢ni domény. Po aktivaci Akt fosforyluje riizné proteiny v cytosolu i v jadie
(Obr. 6). Tyto cilové proteiny vétSinou mivaji apoptotické G¢inky a fosforylace téchto
proteini vede k jejich inaktivaci, ¢imz se zvySuje pifezivani builky. Jednim z takovych
proteini je protein Bad, ktery v aktivnim (nefosforylovaném) stavu navozuje apoptozu
pomoci proteinu Bax. Diky fosforylaci Akt kindzou vznikne vazebné misto pro scaffold

protein 14-3-3, ktery fosforylovany Bad protein sekvestruje.

Kromé toho podporuje PI3K/Akt draha také bunécny rist a to pomoci komplexniho
systému serin-threoninovych kinaz TOR, které aktivuji p70S6K, a tim indukuji syntézu

proteint.
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Obrazek 6: Akt kindzova signalizace, upraveno podle http://www.sfb773.de/images/pic_c5.png
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2.8.1.3 PI3K/Akt pii hypoxii

Pfi hypoxii u rakovinnych plicnich bunék je tato draha aktivovana (Lee et al., 2006) a
adaptace na hypoxii se ucastni pravdépodobné fosforylaci HIFla, ¢imz zvySuje jeho
transkripcni aktivitu. Aktivace PI3K/Akt drdhy po hypoxii byla prokézana napiiklad také u
ledvinnych epitelialnich bunék (Andreucci et al., 2003; Kwon et al.,, 2006) nebo u
endotelialnich progenitorovych bunék (Zhao et al., 2016). Vyzkum na bunkach hladkého
svalu v8ak aktivaci této drahy nepotvrdil (Loberg et al., 2002). Zda se proto, Ze ucinek

hypoxie na tuto drahu je tkanové specificky.

2.8.1.4 Aktivace PI3K/Akt drahy
PI3K signalizace je vysoce regulovana a k nejvyssi aktivaci dochdzi béhem ptrechodu

z embryonalniho do neonatalniho obdobi. Nejnizs§i aktivitu ma v dospélosti (Tseng et al.,

2005).

PI3K/Akt draha je aktivovana ristovymi faktory a nékterymi cytokiny. Mimo to ale
zvySuje PI3K svoji aktivitu také po stimulaci B2AR (Chesley et al., 2000). V srdci byla in vivo
pozorovana aktivace PI3K a ticastni se ji f2AR pies Gai, ale v jeji aktivaci jsou zapojeny také
dalsi molekuly: podjednotka Gy, Src tyrozinkinaza a PDGFR (Yano et al., 2007). Stejna
stimulace vSak v jinych tkanich nezvySovala aktivitu PI3K (Zhang et al., 2011).

Podjednotka GPy G proteinu pfimo pusobi na katalytické podjednotky dvou rtznych
izoforem PI3K (PI3Ky a PI3Kp), a regula¢ni podjednotky kinaz tak nejsou potieba ptimo pro
aktivaci pomoci GPCR, nicméné regula¢ni podjednotka p101 PI3Ky urcuje preferenci kinazy
k substratu PI-4,5-P,. (Maier et al., 1999). Aktivace PI3Ky zfejm¢ hraje dulezitou roli
v procesu desenzitizace a internalizace BAR. PI3K totiz interaguje s GRK-2 (G protein-
coupled receptor kinase 2) (Naga Prasad et al., 2001) a zablokovanim této interakce dojde

k inhibici internalizace fosforylovaného receptoru (Naga Prasad et al., 2005).

2.8.2 Signalni draha MAPK/ERK

Dalsi signalni drahou, ktera by potencialné mohla piispivat k cytoprotekci po pusobeni
hypoxie, je jiz vySe zminovana signalni draiha MAPK/ERK. Po 12 hodinové hypoxii bylo
Vv rakovinnych plicnich butikach detekovano zvySené mnozstvi ERK. A pomoci inhibice této
drahy byl také prokazan jeji antiapoptoticky ucinek (Lee et al., 2006). Zvyseni ERK bylo
pozorovano také v renalnich epitelidlnich buiikach po pisobeni hypoxie/reoxygenace, avSak

samotna hypoxie jeji aktivaci naopak snizovala (Kwon et al., 2006).
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3 CILE DIPLOMOVE PRACE

1. Charakterizace zmén v distribuci BAR a AC v membranovych mikrodoménach
piipravenych z H2¢2 bunék po piisobeni hypoxie

2. Sledovani vlivu hypoxie na viabilitu a redoxni stav H2c2 bunék

3. Sledovani vlivu hypoxie na aktivaci vybranych signalnich drah tc¢astnicich se
cytoprotekce v H9¢2 bunkach
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4 MATERIAL A METODY

4.1 BUNKY

Pouzita byla bunécna linie potkanich embryonélnich kardiomyoblasti H9c2. Bunky
byly péstovany pii 37°C a 5 % CO2 v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
od firmy Sigma-Aldrich obsahujici 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS). K buitkam bylo
piidavano 10 pl roztoku antibiotik a antimykotik (AAS, Sigma-Aldrich) do 10 ml média.
Béhem pasazovani byl k bunkdm pfidan roztok trypsin — EDTA fedény s PBS v poméru 1:2.

Bunky byly na 24 h vkladany do hypoxického inkubatoru s nastavenou hladinou
kysliku na 2 %. Alespon hodinu pied vloZzenim do hypoxie bylo k buiikdm ptidano 10 ml
média s obsahem 1% FBS a 10 pul roztoku AAS. Po vyjmuti z inkubatoru byly kultivaéni
lahve uzavieny pevnym vickem, aby nedochazelo k okysli¢ovani, a bunky byly co nejrychleji
sklizeny. Kontrolni skupina bun€k byla 24 h ponechana s médiem s 1 % FBS v inkubatoru

s normalni hladinou kysliku.

4.2 SKLIZENi A HOMOGENIZACE BUNEK

4.2.1 Roztoky

TMES 20 mM Tris (pH 7,4)
3 mM MgCI2

1 mM EDTA

250 mM sachardza

PBS 80 g NaCl

2 g KClI

14,4 g Na2HPOq4

2,4 g KH2PO4

H20 dopInéno do 1000 ml
pH 7,4

4.2.2 Pracovni postup:

Bunky byly Skrabkou seskrabany z flasek za pfitomnosti vychlazeného PBS a sto¢eny
na centrifuze po dobu 10 minut rychlosti 1 800 rpm a teploté 4°C. Pelet byl resuspendovan
pufrem TMES a k nému byl pfidan inhibitor protedz (Complete Protease Inhibitor Cocktail),
aby se zabranilo nezadoucimu rozstépeni proteinl, a inhibitory fosfatdz (Phosphatase

Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich), aby nedochazelo k defosforylaci proteind. Buiky byly
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homogenizovany pomoci injek¢ni jehly a stiika¢ky, homogenat byl opét stocen na centrifuze
rychlosti 1800 rpm pii 4°C po dobu 10 minut. Vznikly supernatant (post-nuklearni
supernatant, PNS) se odsal a byl zamrazen v tekutém dusiku a uloZen do -80°C v mrazéku pro

pozdé¢jsi analyzy.

4.3 |1ZOLACE MEMBRANOVYCH RAFTU

4.3.1 Roztoky

20 mM Tris (0,48 g)

3 mM MgCI2 (0,12 g)

1 mM EDTA (0,06 g)
H>0 dopInéno do 200 ml

TME

4.3.2 Pracovni postup:

Postup pro izolaci membranovych rafti byl upraven podle metody Macdonald and
Pike, 2005. Vzorek PNS byl nafedén na objem 1 ml a koncentraci 3 pg/ul a poté na ledu
sonikovan 3 x 20s piiintenzité¢ 20 %. Tento material byl napipetovan do centrifuga¢ni
zkumavky a smichan s 2 ml 60% OptiPrepu, takze vysledna koncentrace OptiPrepu byla 40%.
Nasledné byl tento vzorek prevrstven 2 ml 30% OptiPrepu a 1,5 ml 5% OptiPrepu nafedéného
v TME pufru. Po 2 hodinach centrifugace pti 30 600 rpm (160 000 g) a teploté 4°C byl
gradient shora rozebran na pét 1-ml frakci (Obr. 7).

> &1
1,5 ml
&9 Membranové
rafty
30% .
5 ml c.3
c.4 Vétiinova
membranova
20% ¢. 5 faze
3ml

Obrazek 7: Schematické ndzornéni hustotniho gradientu OptiPrepu v centrifugacni zkumavce. V1evo: hustotni
gradient OptiPrepu pred centrifugaci, vpravo: oznaceni jednotlivych frakci po centrifugaci
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Piedpokladana lokalizace membranovych rafti je ve frakci Cislo 2. Jako vzorky
obsahujici vétSinovou membranovou fazi byly pouzity frakce Cislo 4 a 5. Pro potvrzeni
uspésné izolace membranovych rafti byly ve vSech frakcich detekovany markery

membranovych rafti pomoci elektroforézy a Western blotingu.

4.4 STANOVENI PROTEINU — METODA BCA

4.4.1 Roztoky

Cinidlo A 8 g monohydratu uhli¢itanu sodného
1,6 g vinanu sodného

H>0O doplnéno do 100 ml

pH 11,25

Cinidlo B 3g bicinch_oninové kyseliny (BCA)
H20 doplnit do 100 mi
Ginidlo C 0,5 g pentahydratu siranu méd’natého

H>0 doplnit do 10 ml

, 1 dil ¢inidla C, 25 dilu ¢inidla B, 26 dilu ¢inidla A
Pracovni roztok

4.4.2 Pracovni postup

Vzorky byly natedény destilovanou vodou v poméru 1 : 99. Do mikrotitra¢ni desticky
byly naneseny standardy (bovinni serumalbumin, BSA) podle tabulky 1, podle kterych pak
byla sestavena kalibra¢ni kiivka, a vzorky v triplikatech. Do kazdé jamky bylo pfidano 100 pl
pracovniho roztoku a desticka se nechala 30 minut inkubovat pii 60°C. Poté byly vzorky
zméteny na spektrofotometru Synergy HT pii vlnové délce 562 nm. Data byla vyhodnocena

pomoci programu Gen 5.

Tabulka 1: Nandseni standardii BSA

ug BSA 0] 0,2] 0,5 1 1,5 2,5 4 6| 10| 15| 20| 30| 50
BSA[O,1pg/u] || - | 2| 5|20 15|25|40|60|200| - | - | - | -
BSA [1pg/l] (W] - - - - - - - - - 11520 ]| 30| 50
H,O 1001 98 [ 95 | 90 [ 85 | 75 | 60 | 40 - 8 (8 | 70 | 50
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45 SDS-PAGE ELEKTROFOREZA

45.1 Roztoky

18,17 g Tris-HCI

Pufr 1
H>0 doplnéno do 100 ml
pH 8,8

Pufr 2 6,059 Trls-_HCI
H20 doplnit do 100 ml
pH 6,8

30% akrylamid

30 g akrylamidu
0,8 g N,N"-methylenbisakrylamidu
H20 doplnéno do 1 000 ml

Running pufr, 10x konc.

30,3 g Tris-HCI

141,1 g glycinu

10 g dodecylsiranu sodného (SDS)
H20 doplnéno do 1 000 ml

Laemmliho vzorkovy pufr, 4x

konc.

2,4 ml 1M Tris-HCI (pH 6,8)
1 ml glycerolu

0,8 g SDS

0,8 g dithiothreitolu (DTT)

1 mg bromfenolové modii
H20 doplnéno do 10 mli

45.2 Priprava vzorki

Vzorky byly nafedény vzorkovym Laemmliho pufrem v poméru 3 : 1 na vyslednou

koncentraci 4 ng/ul. Poté byly vzorky povareny pii 100°C po dobu 2 minut.

4.5.3 Pracovni postup

Podle velikosti detekovanych proteinti byly ptipraveny 10% nebo 15% délici gely (Tab.
2). Ty byly pfevrstveny malym mnozstvim buthanolu a ponechany asi 45 minut polymerovat.
Poté byl buthanol slit a jeho zbytky byly smyty vodou. Zbyld voda byla vysusena filtraénim
papirem. Na delici gel byl pfidan 4% zaostfovaci gel (Tab. 2) a do n¢j vlozen rozdélovaci

hiebinek, ktery v gelu vytvofil jamky pro naneseni vzorkl. Délici gel byl nechan asi 20 minut

polymerovat.
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Tabulka 2: Slozeni SDS-polyakrylamidovych gelil

10% délici gel 15% délici gel 4% zaostfovaci gel
H20 8 mi 4,7 mi 6 ml
Pufr1 5ml 5ml -
Pufr 2 - - 2,5ml
30% Ac-Bis 6,7 ml 10 ml 1,3ml
10% SDS 200 pl 200 pl 100 pl
10% APS 90 ul 90 pul 90 pul
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul

Do jamek v takto pfipravenych gelech se nanaSely vzorky a molekularni standardy.

Elektroforéza probihala 1 hodinu pti konstantnim napéti 200 V.

4.6 WESTERN BLOTING A IMUNODETEKCE

4.6.1 Roztoky

Blotovaci pufr

159 Tris
72 g glycinu
1 000 ml methanolu

H20 doplnéno do 5 000 ml

TBS puft, 10x koncentrovany

84,15 g NaCl

11,63 g Tris

H20 doplnéno na 960 ml
pH 8

Blokovaci pufr

2,5 g suSeného mléka
50 ml TBS pufru
50 pl Tweenu

Redici pufr

0,5 g suSeného mléka
50 ml TBS pufru
50 ul Tweenu

Promyvaci pufr

1000 ml TBS pufru
3 ml Tweenu
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4.6.2 Pracovni postup

Proteiny z gelti byly po elektroforéze pienaseny na nitrocelul6zovou membranu pomoci
metody Western bloting. Blotovani probihalo 1 hodinu pfi napéti 100 V. Pro kontrolu
nanasky byly nitrocelulézové membrany po blotovani obarveny Ponceau barvivem. Po
oskenovani obarvené membrany bylo barvivo opét vymyto vodou a membrany byly vlozeny
do blokovaciho pufru piiblizn€ na 20 minut. Do fediciho pufru byly pfidany primarni
protilatky (fedény byly dle tabulky 3) a do nich pak byly vlozeny membrany. Inkubace

Vv primarnich protilatkach probihala pifes noc pfti teploté 4°C.

Po vyjmuti zprimarnich protilaitek byly membrany omyvédny 3 x 10 minut
V promyvacim pufru. Mezitim byly piipraveny sekundarni protilatky nafedéné 40 000x (Anti-
R) nebo 20 000x (Anti-mouse) v fedicim pufru. V sekundarnich protilatkach se membrany
nechaly inkubovat 1 hodinu a potom byly opét promyvany 3 x 10 minut v promyvacim pufru.
Na zavér byl k membranam ptidan substrat pro kfenovou peroxidazu a potom se membrany
nechaly ve tm¢ exponovat rizn¢ dlouhou dobu na film, ktery byl potom vyvolan. Filmy byly

oskenovany a data byla vyhodnocena v programu ImageJ.

Tabulka 3: Seznam pouzitych protildatek

Primarni protilatky
Sekundarni
protilatka oznaCeni |fedéni |protilatka
AC 5/6 sc-590 500x Anti-R
Akt sc-8312 | 2 000x Anti-R
p-Akt D9E* 3 000x Anti-R
Bax sc-526 2 000x Anti-R
Bcl-2 sc-492 2 000x Anti-R
B1-AR sc-568 1 000x Anti-R
B2-AR sc-569 1 000x Anti-R
Caveolinl sc-894 |10000x| Anti-R
CD71 sc-9099 | 1000x Anti-R
ERK 1/2 137F5* | 10 000x Anti-R
p-ERK 1/2 197G2* | 1000x Anti-R
Integrin 1 sc-8978 | 2 000x Anti-R
. Anti-mouse
Kaspaza-3 SC-7272 2 000x Sc-2380

sc = Santa Cruz Biotechnology, * = Cell Signaling Technology; Anti-R = anti-rabbit 1gG horseradish
peroxidase-linked (GE Healthcare, UK)
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4.7 PRUTOKOVA CYTOMETRIE (FACS)

4.7.1 Roztoky

PBS 80 g NaCl

2 g KClI

14,4 g Na2HPOg4

2,4 g KH2PO4

H20 dopInéno do 1000 ml
pH 7,4

4.7.2 Pracovni postup

Pro metodu pritokové cytometrie byly builky péstovany v Sestijamkovych destickéch.
M¢édium bylo odsato z jamek a uschovano z kazdé jamky zvIast. Do jamek bylo pfidano asi
400 pl roztoku trypsin — EDTA (v poméru 1:2), ktery na bunky ptsobil 5 minut pii teploté
37°C. Poté bylo buitkam ptidano 500 pl PBS a vSe bylo smichano médiem z odpovidajici
jamky. Vzorky byly toeny 3 minuty na centrifuze rychlosti 1000 rpm pfi teploté 4°C. Pelet
byl resuspendovan v 200 pl PBS a buiiky byly pfiblizné spocitany pomoci mikroskopu.
Potom byly vzorky prefiltrovany na 96 jamkovou desticku tak, aby kazdy obsahoval kolem
150 000 bun¢k. Desti¢ka byla stocena na centrifuze rychlosti 1250 rpm, 3 minuty pfi teploté
4°C. K bunéénému peletu bylo pfidano 100 pl Annexin vazajiciho pufru (ABB) a 1 pl
Annexinu V Dy647. Po 20 minutové inkubaci ve tm¢ byla desticka opét tocena na centrifuze
po dobu 3 minut rychlosti 1250 rpm pii 4°C. K bun&nému peletu bylo ptidano 150 ul ABB,
15 ul barviva Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) a vzorky byly méfeny na pratokovém
cytometru.
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4.8 DETEKCE ROS POMOCI FLUORESCENCNICH BARVIV

4.8.1 Roztoky

DHE 10 mM zasobni roztok 32 mg DHE
10 ml DMSO

H2DCFDA 10 mM zasobni roztok 48,7 mg H.DCFDA
10 ml DMSO

80 g NaCl

2 gKClI

14,4 g Na2HPOg4

2,4 g KH2PO4

H20 dopInéno do 1000 ml

pH 7,4

PBS

4.8.2 Pracovni postup

Zasobni roztoky DHE a H.DCFDA byly natedény s PBS na 1 mM pracovni roztoky.
Pro detekovani kyslikatych radikald (ROS) byly builky péstovany v Sestijamkovych
kultivaénich destickach. Po puisobeni hypoxie bylo k bunkam do média piidano fluorescenéni
barvivo dihydroethidium ve finalni koncentraci v jamce 20 uM nebo H>DCFDA ve finalni
koncentraci v jamce 10 uM. Inkubace probihala ve tmé pii 37°C. Po 30 minutach byly buiky
dvakrat proplachnuty PBS a s1 ml PBS pozorovany pod fluorescen¢nim mikroskopem.
Kultury normoxickych 1 hypoxickych bunék byly fotografovany vzdy pfi stejném nastaveni

mikroskopu a parametrti LCD kamery, aby byla zajiSténa srovnatelnost ziskanych vysledk.

4.9 ANALYZA DAT
Naméfena data byla vyhodnocena v programu GrapPad Prism 6 a vyjadfena jako pramér
+ smérodatna odchylka ze tfi nezavislych experiment. K urceni statistické vyznamnosti byla

pouzita analyza pomoci neparového Studentova t-testu. Statisticka vyznamnost byla uréena na

hladiné p < 0,05 - 0,001.
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5 VYSLEDKY

5.1 OVERENi USPESNE IZOLACE MEMBRANOVYCH RAFTU

Po izolaci membranovych rafti byly ve vzorcich pomoci elektroforézy a Western
blotingu detekovany markery membranovych rafti (kaveolin 1) a neraftovych frakci
membran (CD71). Protein CD71 (transferinovy receptor) nebyl viibec detekovan v prvni ani
druhé frakci odebrané z gradientu OptiPrepu. V malém mnozstvi byl detekovan az ve treti
frakci a jeho mnoZstvi se ve Ctvrté a paté frakci dale zvySovalo (Obr. 8). Raftovy marker

kaveolin 1 byl v prvni frakci pfitomny jen v malé mife nebo vibec. Nejsilnéjsi signal byl

detekovan u druhé frakce a dale se jeho mnozstvi snizovalo (Obr. 9).

n

12345PN51112345PNS]
Normoxie Hypoxie

~ 95kDa

L

Obrazek 8: Reprezentativni imunoblot ukazujici distribuci proteinu CD71 mezi membranovymi frakcemi u H9c2
bunék vystavenych normoxickym a hypoxickym podminkdam

- -
1 2 3 45 PNS 1 2 3 4 5 PNS
Normoxie Hypoxie

Obrazek 9: Reprezentativni imunoblot ukazujict distribuci proteinu kaveolinu 1 mezi membranovymi frakcemi u
H9c2 bunék vystavenych normoxickym a hypoxickym podminkam

- 22kDa

L

Membranové rafty by mély byt podle ptedpokladu ptitomny ve vzorcich z druhé
frakce. Podle toho, ze v této frakci bylo detekovano nejvysSi mnozstvi raftového markeru
kaveolinu 1 a naopak zadné mnozstvi markeru pro neraftové frakce membran proteinu CD71,

Ize tici, Ze izolace membranovych raftl byla uspésna.
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5.2 FOTOGRAFIE BUNEK
Bunky H9c2 byly vyfotografovany v plastovych kultivaénich lahvich pomoci

invertovaného mikroskopu vybaveného LCD kamerou.

Obrazek 11: Buitky HOC2 po 24h piisobeni hypoxie (2
% 0O,)

Snimky byly potizeny pied a po vystaveni bunék hypoxii 2 % O.. Na fotografiich je
patrné mirné sniZeni denzity bunék po ptisobeni hypoxie (Obr. 10 a 11).
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5.3 VYZKUM VLIVU HYPOXIE NA VIABILITU BUNEK POMOCI PRUTOKOVE
CYTOMETRIE

U bunééné linie H9c2 byl pomoci pritokové cytometrie s pouzitim barviv
Annexinu V Dy647 a Hoechstu 33258 méfen vliv hypoxie 2 % Oz po dobu 24 hodin na

viabilitu bun€k a miru apoptdzy a nekrdzy.

P2 [B7] P2 [BS]
P2 85,74% Events:17035 _ P2 92,11% Events:17924
1 D2,71% > 13,4 ] D3,13%

1043 1043i
< 1 S ]
S S 4
1033 1033

2 B7,61% 1 A61,27% B 12,47%

LA B AL LA LA R A AL ) v LA B LA ) . T prrrrong LA B A B A A | v LR R LA |

0 103 104 105 0 103 104 105

B1-A B1-A

Graf 1: Reprezentativni vysledek z priitokové cytometrie. Vievo normoxické buiiky, vpravo bunky po 24h
pusobeni hypoxie 2% Oa. B1-A = buniky obarvené Annexinem, VI1-A = bunky obarvené Hoechstovym barvivem;
Pole A = zivé bunky, pole B = buiiky ve fazi ¢asné apoptozy, pole C = bunky ve fazi pozdni apoptozy, pole D =
nekrotické buriky
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Graf 2: Grafické znazorneni viivu 24h hypoxie 2% O na viabilitu a miru apoptozy bunék vystavenych
normoxickym (N) a hypoxickym (H) podminkam

Oproti kontrolni skupiné se po plsobeni hypoxie lehce sniZila viabilita bun¢k (Graf 1,
pole A; Graf 2). Statistickd vyznamnost rozdilu vSak byla zamitnuta (p = 0,14). Pocet
apoptotickych bunék v ¢asné fazi apoptozy (Graf 1, pole B; Graf 2) se u bun¢k vystavenych
hypoxii zvedl (*p < 0,05). Také pocet bun€k v pozdni fazi apoptozy (Graf 1, pole C; Graf 2)

se zvysil, ale statistickd vyznamnost rozdilu byla zamitnuta (p = 0,08).
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5.4 DETEKCE VYBRANYCH PROTEINU POMOCi ELEKTROFOREZY A WESTERN
BLOTINGU
5.4.1 Apoptotické markery
Pomoci elektroforézy a Western blotingu byly v PNS buné¢k linie H9c2 vystavenych
hypoxii a v PNS normoxickych, kontrolnich, bun€k detekovany hladiny apoptotickych

markerQ: protein Bel-2, Bax a kaspazy 3.

54.1.1 Bcl-2/Bax

Ve vzorcich z bunék vystavenych hypoxii byly detekovany signifikantné vyssi hladiny
obou proteint Bcl-2 (***p < 0,001) i Bax (***p < 0,001) oproti normoxickym bunikam (Obr.
12 a 13). Pomér proteinti Bel-2/Bax byl u vzorkt pfipravenych z hypoxickych bunék nizsi nez
u normoxickych bunék a dochazelo tedy k vyssi produkei pro-apoptotického proteinu Bax u

hypoxickych bunck (Tab. 4).

- w8 e s —26kDa
l | 1 |

Obrazek 13: Reprezentativni imunoblot ukazujici expresi proteinu Bcl-2 ve
vzorcich HI¢c2 bunék vystavenych normoxickym (N) a hypoxickym (H) podminkam

- W e W, —23kDa

Obrazek 12: Reprezentativni imunoblot ukazujici expresi proteinu Bax ve vzorcich
H9c2 bunék vystavenych normoxickym (N) a hypoxickym (H) podminkam

Tabulka 4: Pomeér exprese proteinii Bel-2/Bax

Normoxie Hypoxie

Pomér Bcel-2/Bax 0,9 0,71
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5.4.1.2 Kaspaza 3
Ve vzorcich zhypoxickych bunék bylo detekovano zvySené mnozstvi proteinu
kaspazy 3 oproti vzorkim z normoxickych bunck (Obr. 14, Graf 3). ZvySeni bylo

vyhodnoceno jako signifikantni na hladin€ vyznamnosti ***p < 0,001.

—32 kDa

N H N H

Obrazek 14: Reprezentativni imunoblot ukazujici expresi proteinu kaspdza 3 ve vzorcich
H9c¢2 bunék vystavenych normoxickym (N) a hypoxickym (H) podminkam

Kaspaza 3
*&k&

250007

20000 9

150004

100004

50004

Arbitrarni jednotky

< >

Graf 3: Grafické zndzornéni exprese Kaspazy 3 ve vzorcich bunék vystavenych
normoxickym (N) a hypoxickym (H) podminkdm
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542 PARaAC

Pomoci elektroforézy a Western blotingu byly detekovany hladiny proteini Bi1AR,
B2AR a AC V/VI ve vzorcich izolovanych membranovych rafti a v neraftovych frakcich

membran z bunék bunécné linie H9c2 vystavenych 2 % O a z bunék normoxickych.

5421 pPI1AR

B1AR byly ve vzorcich z hypoxickych i normoxickych bunék detekovany predevsim v
neraftovych ¢astech membran (Obr. 15). V membranovych raftech byl signal B1AR jen
minimdlni, vétSinou neméfitelny. Pocet Pi1AR VvV membranovych raftech ve vzorcich
Z hypoxickych bun¢k byl signifikantné¢ zvySeny na hladin€ vyznamnosti **p = 0,001 oproti

vzorklim z normoxickych bunék (Graf 4).

—65 kDa
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Obrdzek 15: Reprezentativni imunoblot ukazujici expresi B1AR a jejich distribuci mezi jednotlivymi
membranovymi frakcemi; Nn = Normoxie neraftova frakce, Nr = Normoxie raftova frakce, N = Normoxie PNS,
Hn = Hypoxie neraftova frakce, Hr = Hypoxie raftova frakce, H = Hypoxie PNS
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Graf 4: Grafické zndzornéni exprese f1AR v nerafiovych frakcich membran; H = hypoxie, N = normoxie
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5422 B2AR

B2AR byly detekovany u normoxickych bun€k ptedev§im v raftovych doméndch.
V neraftovych ¢astech membrany nebyly u normoxickych bun¢k detekovany témér zadné
B2AR. U vzorkl z hypoxickych bunék byly B2AR detekovany jak v raftovych tak neraftovych
¢astech membrany (Obr. 16, Graf 5).

—85 kDa

—56 kDa

Obrdzek 16: Reprezentativni imunoblot ukazujici expresi [2AR a jejich distribuci mezi jednotlivymi
membranovymi frakcemi; H= Hypoxie PNS, Hr = Hypoxie raftova frakce, Hn = Hypoxie neraftova frakce, N =
Normoxie PNS, Nr = Normoxie raftova frakce, Nn = Normoxie neraftova frakce
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Graf 5: Grafické zndazornéni distribuce f24AR v membrdnovych doméndch; Hn = Hypoxie neraftovad frakce, Hr =
Hypoxie raftova frakce, Nn = Normoxie neraftova frakce, Nr = Normoxie raftova frakce
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5423 ACV/VI

AC V/VI se nepodatilo dobfe detekovat. V neraftovych frakcich membrany nebyla u
normoxickych bunék detekovéana viibec. Z dostupnych vysledkl je patrné, ze mnozstvi AC
VIV1 je vraftovych frakcich membrany u hypoxickych bun¢k vyssi nez u normoxickych
(Obr. 17). Rovnéz celkové mnozstvi AC V/VI v PNS se zda byt zvySeno u bunék vystavenych
hypoxii.

—132 kDa

H Hr Hn N Nr  Nn

Obrdzek 17: Reprezentativni imunoblot ukazujici expresi AC V/VI a jejich distribuci mezi jednotlivymi
membranovymi frakcemi; H= Hypoxie PNS, Hr = Hypoxie raftova frakce, Hn = Hypoxie neraftova frakce, N =
Normoxie PNS, Nr = Normoxie raftova frakce, Nn = Normoxie neraftovd frakce

5.4.3 Kinazy
V PNS bunék linie H9c2 vystavenych hypoxii a v PNS normoxickych bunék byly
pomoci elektroforézy a Western blotingu detekovany hladiny kinaz Akt a ERK1/2 a jejich

fosforylovanych forem.

5.4.3.1 Akt, p-Akt

Hladiny Akt kinazy byly ve vzorcich zhypoxickych bunck zvySené oproti
normoxickym bunkdm (**p < 0,01) (Obr. 18). Naproti tomu hladiny fosforylované Akt
kinazy byly u hypoxickych bunék nizs§i nez u normoxickych (***p < 0,001) (Obr. 19). Pomér
Akt/p-Akt byl signifikantné vyssi u vzorkl z hypoxickych bunék (***p < 0,001) (Tab. 5).

——— - * - —60 kDa
N H N H

Obrazek 18: Reprezentativni imunoblot ukazujici expresi proteinu Akt ve vzorcich H9¢2 bunék vystavenych
normoxickym (N) a hypoxickym (H) podminkam
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- W —60 kDa
N H N H

Obrazek 19: Reprezentativni imunoblot ukazujici expresi proteinu p-Akt ve vzorcich HIC2 bunék vystavenych
normoxickym (N) a hypoxickym (H) podminkdam

Tabulka 5: Pomery exprese proteini Akt/p-Akt

Normoxie Hypoxie

Akt/p-Akt 0,75 2,85

5432 ERK1/2, p-ERK 1/2

Hladiny kinazy ERK 1/2 byly signifikantné vyssi u vzorkl z hypoxickych bunék nez u
vzorki z normoxickych bun¢k (***p < 0,001) (Obr. 20). Hladiny p-ERK 1/2 nevykazovaly
mezi hypoxickymi a normoxickymi buiikami signifikantni rozdil (Obr. 21). Pomér ERK/p-
ERK byl signifikantné vyssi u vzorkt z hypoxickych bunék (***p < 0,001) (Tab. 6).

= - = ‘—44kDa
N H N H

Obrdzek 20: Reprezentativni imunoblot ukazujici expresi proteinu ERK 1/2 ve vzorcich HIC2 bunék vystavenych
normoxickym (N) a hypoxickym (H) podminkam
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Obrazek 21: Reprezentativni imunoblot ukazujici expresi proteinu p-ERK 1/2 ve vzorcich H9¢c2 bunék
vystavenych normoxickym (N) a hypoxickym (H) podminkam

Tabulka 6: Pomeér mezi expresi proteiniz ERK/p-ERK

Normoxie Hypoxie

ERK/p-ERK 0,46 1,12
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5.5 DETEKCE ROS — POMOCI FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE
V buiikach bunééné linie H9c2 byla po 24h pasobeni hypoxie (2 % O2) a u
normoxickych bunék pozorovédna tvorba ROS pomoci fluorescen¢nich sond DHE a

H2DCFDA.

5.5.1 Barveni fluorescen¢ni sondou H2DCFDA

Fluorescen¢ni sonda 2',7'-dichlorodihydrofluorescein  (H2DCFDA) diacetat je
pouzivana pro hlavné detekci H202. V redukovaném stavu vstoupi do buriky, kde je diky ROS
oxidovana, za¢ne vydavat fluorescenci a jiz neprochazi pies membranu. Tato sonda byla

vyuzita pro detekci H202 v buiikdch H9c2 vystavenych hypoxii a v buiikdch normoxickych.

Obrazek 22: Normoxické burky Obrazek 23: Buiiky po vystaveni hypoxii 2 % O,, 24 h

Fluorescence bunék vystavenych na 24 h hypoxii po obarveni fluorescenéni sondou

H2DCFDA byla zfeteln€ vyssi nez u normoxickych bunék (Obr. 22 a 23).
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5.5.2 Barveni fluorescen¢ni sondou DHE
Fluorescen¢ni sonda dihydroethidium (DHE) je v bunice oxidovana superoxidovym
radikdlem O™ a poté reaguje s DNA a obarvi jadro. DHE jsme vyuzili pro detekci tvorby O2™

v normoxickych buiikach a v bunkach vystavenych hypoxii.

Obrazek 24: Normoxické buriky Obrazek 25: Buriky po vystaveni hypoxii 2 % Oz 24 h

Po obarveni bunc¢k fluorescencni sondou DHE se nepodafilo detekovat Zadné
vyznamng&j$i rozdily mezi buitkami ovlivnénymi 24h hypoxii a buikami normoxickymi (Obr.

24 a 25).
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6 DISKUZE

Cilem této prace bylo sledovat vliv 24h hypoxie (2 % O2) na nékolik buné¢nych systému
U bunécné linie kardiomyoblasti H9c2. Sledovana byla exprese markerti apoptozy Bcl-2, Bax
a kaspazy 3, exprese a zména v distribuci vybranych ¢lenti adrenergni signalizace (P1 a B2
adrenergnich receptorii a adenylylcyklazy typu V a VI) a zmény v expresi a fosforylaci
kinazovych signalnich drah PI3K/Akt a MAPK/ERK, které by se mohly podilet na
potencialnich pfiznivych G¢incich navozenych hypoxii. V ramci této prace byl dale sledovan
vliv hypoxie na viabilitu bun¢k a indukci apoptdzy a nekrdézy pomoci pritokové cytometrie.
Zajimala nas také tvorba Kyslikatych radikaltt po pasobeni hypoxie, ktera byla sledovana

pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.

Hladiny proteinii Bel-2 1 Bax byly po piisobeni hypoxie podle naSich vysledkt z Western
blotingu signifikantné zvySeny. Oba proteiny ptisobi proti sobé, zatimco Bcl-2 brani nastupu
apoptozy (Brunelle and Letai, 2009), Bax jejimu spusténi napomaha. Zda se tedy, ze hypoxii
jsou aktivovany jak mechanismy pro-apoptotické, tak i mechanismy zabranujici apoptdze. Po
porovnani pomeéri Bcel-2/Bax u hypoxickych a normoxickych buné€k bylo zjisténo, Ze u
hypoxickych bun€k dochézi k vétsimu zvyseni exprese proteinu Bax, a tak u nich prevladaji
spise pro-apoptotické signaly. ZvySeni pro-apoptotického proteinu Bax po pusobeni hypoxie
bylo pozorovano také vin vivo studii z roku 2006 (Mishra et al., 2006). ZvySena pro-
apoptoticka signalizace byla potvrzena také pii sledovani exprese kaspazy 3. Kaspaza 3 je
fazich apoptdzy. V buinikach po 24h hypoxii bylo naméfeno signifikantni zvyseni jeji exprese,

coz je také v souladu s dal§imi studiemi (Khurana et al., 2002).

Pomoci metod elektroforézy a Western blotingu byla dale pozorovana distribuce BAR
mezi membranovymi frakcemi v hypoxickych a normoxickych bunikach. B1AR se podle udaji
Vv literatufe vyskytuji prevazné v neraftovych frakcich membran (Rybin et al., 2000). Podle
naSich vysledkti nebyly PiAR Vv neraftovych frakcich membran normoxickych ani
hypoxickych bun¢k detekovany. V raftovych frakcich se B1AR vyskytovaly a u hypoxickych
bun¢k bylo navic detekovano signifikantni navySeni hladin BiAR oproti normoxickym

bunkam.

B2AR se vyskytuji naopak spiSe v membranovych raftech a po aktivaci se jejich

lokalizace mtize ménit (Rybin et al., 2000). Také v naSich pokusech byly u normoxickych
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bun¢k B2AR detekovany pouze v membranovych raftech. To se vSak zménilo u hypoxickych
bun¢k, kde byly B2AR detekovany nejen v raftovych frakcich, ale v men$i mife také ve

frakcich neraftovych.

Podle nasich vysledkii se po pusobeni 24h hypoxie zvySuje celkové mnozstvi B1AR i
pusobeni hypoxie dochazet naopak k ubytku receptori (Leon-Velarde et al., 2001). Existuji
vSak i studie popisujici zvySeni hustoty BAR (Li et al., 1996). Vliv hypoxie na distribuci BAR
mezi membranovymi frakcemi se projevil pouze u B2AR, kde se Cast receptori presouvala do
neraftovych ¢asti membran, zatimco u B1AR nebyla pozorovana zadna zména v distribuci

receptord.

Také u AC byly sledovany zmény v distribuci mezi membranovymi frakcemi pomoci
elektroforézy a Western blotingu. Detekce AC se vsak pfili§ nezdafila, coz mohlo byt
zpusobeno naptiklad malou vytéznosti bun€k H9c2 a vyslednou nizkou koncentraci proteinu
ve vzorcich. Nicmén¢ podle ziskanych vysledkli se zd4, ze AC je lokalizovana ptfevazné
v raftovych frakcich membran. Po pasobeni hypoxie se mnozstvi AC v raftovych frakcich
membran mirné zvysilo. U vzorkd PNS bylo zvySeni exprese AC u hypoxickych bun¢k jeste
zetelngjsi. Podle literatury mize byt AC lokalizovana v membranovych raftech i mimo né
(Rybin et al., 2000). Je tedy otazka, jestli nase vysledky, poukazujici na lokalizaci pouze
Vv raftovych frakcich, jsou dény nizkou koncentraci proteini ve vzorcich. OdliSnost naSich
vysledki mize také souviset s pouzitou metodikou pro piipravu lipidickych raftd. Existuji
rizné¢ druhy membranovych mikrodomén a vlastnosti téchto Gtvari zavisi na zptsobu jejich

izolace (Pike, 2009). V tomto ohledu by bylo dobré uskutec¢nit dalsi experimenty.

Pomoci elektroforézy a Western blotingu byla u PNS zbun€k hypoxickych a
normoxickych sledovana také exprese kinazy Akt. Po 24h plsobeni hypoxie dochazelo ke
zvySeni exprese Akt kindzy. Pro aktivaci signalni drahy je potieba fosforylace Akt kinazy, coz
se vSak vnaSich pokusech nepodafilo prokazat. Hladiny fosforylované Akt kinazy byly
mnohem niz$i oproti normoxickym bunkam a také pomér Akt/p-Akt naznacuje vyssi aktivaci

(fosforylaci) u normoxickych buné¢k.

Podle nasich vysledkii byla exprese kinazy ERK po vystaveni hypoxii vyrazné zvysena,
zatimco hladiny fosforylované ERK byly témét shodné u hypoxickych i normoxickych bunék.

Pomér ERK/p-ERK byl opét vyssi u normoxickych bunék.
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Podobné vysledky byly ziskany i ve studii z roku 2006 (Kwon et al., 2006), ve které se
fosforylace kinaz Akt a ERK po pisobeni hypoxie snizovala. Existuje vSak i fada praci, podle
kterych hypoxie zvySovala fosforylaci Akt kinazy (Alvarez-Tejado et al., 2001; Chen et al.,
2001) i kinazy ERK (Minet et al., 2000; Osorio-Fuentealba et al., 2009). Vysledky dalsi studie
(Beitner-Johnson et al., 2001), zkoumajici vliv 6h hypoxie o riznych hladinach kysliku, v§ak
poukazuji na to, ze pfi niz§i mife hypoxie se sice fosforylace Akt kinazy zvedd, ale nejvyssi
hodnoty p-Akt byly naméfeny u 5 % O2 a pifi dal§im snizeni, na 1 % O, se jiz mira
fosforylace zacala opét snizovat. Podobné také vysledky dalsi studie (Lo et al., 2001) ukazuji,
ze pti kratkém pulsobeni hypoxie dochdzi k docasné fosforylaci ERK, ale s prodlouzenim
doby hypoxie hladiny p-ERK opét klesaji. Zda se tedy, ze pfi mirn&j$im nebo kratS§im
pusobeni hypoxie mize dochazet k fosforylaci ERK a Akt kinazy, ale v naSich podminkach,
kdy hypoxie o koncentraci kysliku 2% na buiiky plisobila 24 hodin, k aktivaci cytoprotektivni
drahy PI3K/Akt a MAPK/ERK jiz nedochazi.

Vliv hypoxie na viabilitu bun¢k byl pozorovatelny jiz ze snimkd z mikroskopu, kde je
patrné mirné sniZzeni denzity bunck. Lehké sniZeni viability bunck bylo potvrzeno také
pomoci prutokového cytometru, i kdyZz vysledek nevySel statisticky signifikantné. Pomoci
prutokové cytometrie byl zjistén také nartst bunék v casné i pozdni fazi apoptdzy, Cemuz
odpovidaji 1 vysledky z Western blotingu, kde byly detekovany zvySené hladiny

apoptotickych markerti. Nekrozu vSak hypoxie u bun¢k nevyvolavala.

Fluorescencni sonda HDCFDA mize ve svém redukovaném stavu prochdzet
membranou do bunky. Tam je diky zvysenému mnozstvi ROS (ptedev§im H202, v mensi mite
i nékteré dalsi ROS) oxidovana a pfeménéna na fluorescenéni DCF. Po obarveni touto sondou
vykazovaly hypoxické buiiky mnohem vyssi miru fluorescence ve srovnani s normoxickymi
buiikami, coz potvrzuje zvySeni tvorby ROS vlivem hypoxie pozorované v celé fad¢ studii

(Chandel et al., 1998; Duranteau et al., 1998; Wilhelm et al., 1999).

Fluorescen¢ni sonda DHE je pouzivana k detekci O.-. DHE ma v cytosolu modrou
fluorescenci a po oxidaci reaguje s bunécnou DNA a zméni barvu, takze obarvi ¢ervené jadra.
Na naSich snimcich po obarveni fluorescenéni sondou DHE se neprojevuje zddny znatelny
rozdil v produkci Oz mezi hypoxickymi a normoxickymi buiikami. Vzhledem Kk tomu, ze
tvorba ROS byla dobie znatelna u fluorescencni sondy H:DCFDA, je nepravdépodobné, ze by
k produkci Oz nedochazelo. Oz vznikly v matrix mitochondrie je ve stejném kompartmentu
také eliminovan a jen Cast O se dostava do cytosolu (Han et al., 2001), a proto se mozna
nepodafilo fluorescen¢ni sondou DHE detekovat zadné zvyseni tvorby O2™ po hypoxii.
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7 ZAVER

Vysledky této prace ukazuji, Ze vystaveni koncentraci kysliku 2 % po dobu 24 hodin
pusobi zna¢né zmény v bunécné signalizaci H9c2 kardiomyoblasti. Snizuje se viabilita bun¢k
a bunky podstupuji apoptoézu, coz bylo potvrzeno nejen pomoci prutokové cytometrie, ale
také pomoci Western blotingu detekci apoptotickych markerti. Bylo prokdzano, ze se po

hypoxii znacn¢ zvySuje exprese pro-apoptotickych proteinii kaspazy 3 a Bax.

U B-adrenergniho systému dochazi ke zvyseni exprese PAR 1 AC a dochazi k piesunu
B2AR z membranovych rafti do neraftovych c¢asti membran. Aktivace protektivnich
kin4dzovych signalnich drah nebyla potvrzena. Exprese kindzy Akt a ERK byla sice navySena,
ale hladiny jejich fosforylovanych forem byly u ERK stejné u hypoxickych i normoxickych
bun¢k a hladiny p-Akt byly detekovany dokonce nizs§i u bun¢k vestavenych hypoxii ve

srovnani s normoxickymi bufikami.

Ze ziskanych vysledkli vyplyvé, Ze hypoxické podminky 2 % O Sice nevyvoldvaji u
bun¢k okamzitou smrt, avSak delSi plisobeni bunikdm neprospivd a neprojevuji se u nich
protektivni mechanismy, ale naopak prevladaji signalni procesy navozujici apoptézu. V nami
zvolenych hypoxickych podminkach se sice cytoprotekce nepotvrdila, avsak i tak poslouzi
tato prace jako zaklad dalSich experimenti, které mohou pomoci K rozlusténi slozitych

adaptacnich mechanismti na molekularni urovni, které v buitkach hypoxie vyvolava.
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