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ABSTRAKT

Akutni chladova expozice zvysuje riziko nadhlych srde¢nich ptihod, podobné expozice stalému
svétlu negativné plsobi na kardiovaskuldrni systém. Nicméné individalni pisobeni téchto
faktorti a vliv jejich kombinace na kardiomyocyty neni dosud znam. Préace se zabyva vlivem 3
denni chladové expozice a stalého svétla na expresi -adrenergnich receptorti a spiazenych G-
proteinii ve spojitosti s apoptotickymi signaly v levé komoie srdce potkana kmene Wistar.
V ramci této prace byly stanoveny apoptotické proteiny BAX, BCL2, kaspaza 8 a vyznamné
komponenety B-adrenergni signalizace — -adrenergni receptory 1, B2, G-proteiny, Gos, Gii2
a Gis. Relativni exprese proteinii byla analyzovana pomoci metody Western blot. Vysledky
potvrzuji detrimentélni vliv chladové i svételné expozice. Avsak synergicky Gc€inek téchto dvou

stresort ukazuje piekvapivé vysledky.

Klicova slova: chlad, svétlo, [-adrenergni signalizace, apoptoza, oxidativni stres, vapnik,

mitochondrie, kardiomyocyt



ABSTRACT

Acute cold exposure increases the risk of sudden cardiac events, similarly exposure to
constant light negatively affects the cardiovascular system. However, the individual effects of
these factors and the effect of their combination on cardiomyocytes are not yet known. The
thesis deals with the influence of a 3 day cold exposure and constant light on the expression of
B-adrenergic receptors and associated G-proteins in association with apoptotic signals in the
left ventricle of the Wistar rat heart. In this work apoptotic proteins BAX, BCL2, caspase 8
and important components of B-adrenergic signalization - B1, B2, G-proteins, Gas, Gil/2 and
Gi3 were determined. The relative expression of the proteins was analyzed by Western
blotting. The results confirm the detrimental effect of cold and light exposure. However, the

synergistic effect of these two stressors shows surprising results.

Key words: cold, light, f-adrenergic signalization, apoptosis, oxidative stress, calcium,

mitochondria, cardiomyocyte



Seznam zKkratek

AC adenylatcyklaza

AIF apoptozou indukovany faktor

Apaf-1 apoptotic protease activating factor-1

ARC cytoprotektivni represor apoptdzy s kaspazovou regresni
doménou

BAD BCL2-associated agonist of cell death

BAK BCL2-antagonist/killer

BAX BCL2-associated X protein

BCL2 B-cell lymphoma 2

BCL-X1 B-cell lymphoma - extra large

BID BH3 interacting domain death agonist

BIM Bcl-2-like protein 11

BMF Bcl-2-modifying factor

BSA hovézi sérovy albumin

CaMKII kalmodulin dependentni kinaza II
cAMP cyklicky adenosin monofosfat

CARD caspase recruitment domains

CASP8 kaspaza 8

CREB cAMP response element-binding protein

ERK extracellular regulated kinase

FADD fas-associated protein with death domain
FAO fatty acids B-oxidation

FAO fatty acids B-oxidation

GDP guanosyldifosfat

GPCRs G protein coupled receptors

GTP guanosyltrifosfat

Gai G-protein alpha inhibi¢ni

Gas G-protein alpha stimula¢ni

ICER inducible cAMP early repressor

IP3 inositoltrifostat

mPTP mitochondrialni por ptechodné propustnosti



NAC
NADPH
PGC-la

PI3K
PKA
PKB
PMCA
PPARa
PUMA
RNS
ROS
RyR
SDS-
PAGE
SERCA
SOD
TNFR
TRADD

N-acetylcystein
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha
fosfatidylinositol-3-kindza

protein kinaza A

protein kinaza B

Ca2+ pumpa na sarkoplamatické membrané
peroxisome proliferator-activated receptor alpha
p53 upregulated modulator of apoptosis

reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
ryanidinovy receptor

elektroforézou v polyakrylovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis)

Ca2+ ATPazova pumpa

superoxid dismutaza
tumor necrosis factor receptor

tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH
domain protein
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1. UVOD

Kardiovaskularni poruchy jsou v soucasné dobé neustale se rozSifujicimi civilizacnimi
chorobami. Tento fakt je Casto ptisuzovan vlivu nadmérné stresové zatéze moderni doby. Cilem
vyzkumu je porozumeét podstaté cetnych kardiovaskularnich onemocnéni podminénych
nadmérnym stresem. Stresova zaté¢z mize byt zptisobena neadekvatni teplotou okoli, narusenim
cirkadiannich rytma, hypoxii, hypoglykemii a mnoha dal$imi faktory. Tato prace je zamétena
na stresovou zatéz zpusobenou akutnim chladem a stalym svétlem. Po vystaveni organismu
akutnimu chladu dojde k aktivaci termoregula¢nich mechanisma, které jsou spusStény pies
signdlni dréhy adrenergniho systému. Tyto mechanismy maji samoziejmé vliv na
kardiovaskularni systém a vedou ke zvySeni tepové frekvence a zvySené rezistenci perifernich
cév, které nasledné vedou ke zvyseni krevniho tlaku. Pii dlouhodobé expozici nepfimétenému
chladu muze dojit k srdecni hypertrofii a pfetizeni srdce, které mulze vyustit v bunécné
poskozeni az k apoptéze samotného kardiomyocytu. Vyznamnym stresovym faktorem je i
expozice stalému svétlu, nebot’ dochazi k naruseni cirkadiannich rytmt. Timto efektem mohou
byt postizeni lidé pracujici na smény nebo s obdobnym nepravidelnym rytmem spanku a bdéni.
NarusSeni cirkadidnnich rytm mtze vést k desynchronizaci vegetativniho nervového systému.
Porozuméni vlivu stresu na signdlni drahy kardiomyocytu je velice dileZzité pro vyvoj dalSich

terapeutickych mechanismi a vyvarovani se stresovych faktori ptisobicich na srdce.



2. VLIVAKUTNiHO CHLADU NA ORGANISMUS

Teplokrevni zivocichové maji schopnost udrzovat stalou télesnou teplotu (+/- 2°C) a oddélovat
tak teplotu téla od teploty okoli. K udrzeni stalé télesné teploty nalezi slozité regulacni
mechanismy, které jsou fizeny z hypotalamu (Kanosue et al., 2010). Receptory pro vnimani
tepla a chladu jsou umistény na volnych nervovych zakoncenich na periferii 1 uvnitf téla.
V piipad€ vystaveni organismu chladu dochazi k aktivaci sympatického nervového systému,
ktery aktivuje akutni odpovéd’ organismu. Tato odpoveéd’ na jedné strané brani ztratam tepla a
na druhé strané stimuluje jeho produkci. Stimulace sympatiku zapficini periferni
vazokonstrikci, vzpiimeni ochlupeni, zvysSeni krevniho tlaku a zrychleni srde¢niho tepu.
Motoricky nervovy systém spusti svalovy tfes, ¢imz zvySuje tvorbu tepla. Dal$im
mechanismem je aktivace hypothalamo-pitudrné-adrenalni osy (HPA osa), (Djordjevci, Cvijic,
& Davidovic, 2003). Stimulace HPA osy stimuluje tvorbu glukokortikoidl, které mobilizuji
metabolismus a tvorbu tepla (Moriscot, et al., 1993). Dale je zvySena tvorba arginin-
vazopresinu, ktery brani ztrdtdm vody a vzrGstd 1 thyroidni hormon, ktery reguluje
metabolismus. Nemlzeme opomenout ani zvySeni aktivity renin-angiotenzin-aldosteron
systému (Cassis, 1993). Tato draha podporuje vazokonstrikci cév, uvolnéni katecholaminti jak
z dfen¢ nadledvin tak z nervovych zakonceni a brani ztratdm vody. Béhem aklimace na chlad
dochazi samoziejmé i1 k potlaceni nckterych faktori. Takovym faktorem se naptiklad jevi
imunitni systém, ktery je potlaen vlivem zvySené aktivity HPA osy, RAAS a katecholaminti
(Guo-zhu et al., 2016). Vedle toho mlze dojit k poklesu motility zaludku a jeho vyprazdnovani
(Koo, Ogle, & Cho, 1985). Chlad je tedy stresor, ktery vyvolava vysoce komplexni odpoveéd’
organismu. Kazdy organismus je na chlad rizné citlivy a adaptivni mechanismy se mohou i u
savcl lisit. To zda bude dlouhodobé vystaveni chladu ptlisobit detrimentalné nebo zvysi
odolnost jedince, zavisi na teploté a délce trvani expozice. Nicmén¢ akutni vystaveni chladu se

u neadaptovanych jedinct vZdy projevuje jako vyznamny stresor.

2.1 Vliv akutniho chladu na srdce

Rada studii doklad4, Ze vliv extrémniho chladu ma negativni dopad na kardiovaskularni
soustavu 1 v piipad¢ kratkodobé a nahlé expozice, ke které bézné¢ dochazi v zimnich mésicich
pii piechodu z tepl€ho prostfedi do zimy. Statisticky bylo potvrzeno, Ze béhem zimniho obdobi
dochazi cCastéji k akutnimu infarktu myokardu (Sheth et al., 1999), vzniku atridlni fibrilace

(Frost et al., 2018) a vyskytu srdecni hypertenze (Hirai et al., 2015). Danska studie poukazuje
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na zvySeni rizika vzniku atridlni fibrilace v zimnim obdobi az o 20 % (Frost et al., 2018).
Nékteré studie poukazuji na zvySenou hladinu rizikovych markeri jako je cholesterol (Whaley
et al., 1987), C-reaktivni protein, al-antichymotripsyn a fibrinogen pravé v tomto obdobi
(Woodhouse et al., 1994)

Vlivem periferni vazokonstrikce a zvysSené aktivity sympatiku dochazi ke zvyseni krevniho
tlaku. Existuji studie, které pifimo potvrdily zvySenou koncentraci noradrenalinu ve
vezikuldrnich vaccich v nervovych zakoncenich u potkanli umisténych v mistnosti o teploté
3°C (Brodde et al., 1976). Nasledné¢ zvysSeny krevni objem krve kolujici v télnim jadie
samoziejm¢ pusobi i1 na srdce, které je tak objemové pretézovano (Brennan et al., 1982).
Zvyseny objem krve télniho jadra je kompenzovan zvySenou diurézou (Sun et al., 2003;
Diplomova prace Marvanova). K objemovému pretizeni jsou vice nachylni muzi, starsi
generace a pacienti se srde¢ni hypertenzi (Sheth et al., 1999). Bylo prokdzano, Zze béhem
chladové expozice dochazi ke zvySené aktivité B-adrenergnich receptoril, konkrétné f1 a B2
(Jansky et al., 2008). Oba receptory mohou pusobit stimulacnim smérem, urychluji
metabolismus a dochazi tak k vyssi produkei tepla. Data naznacuji, ze pii stimulaci agonistou
B1 a B2 receptoru dochazi ke zrychleni metabolismu u neadaptovanych jedincti i ke zvySeni
srde¢niho tepu. Naopak u otuzilych jedinct stimulaci B1 (Dobutamin) a 2 (Bricanyl) receptorti
ke zrychleni metabolismu nedochézi. Studie se dale zabyva rychlosti srde¢niho tepu, kdy
stimulaci 2 dochézi k pozitivné chronotropnimu uc¢inku u otuzilych i neotuzilych jedinct, ale
u otuzilcl je nartst tepové frekvence podstatné mensi. Stimulace Bl neméla na srdecni
frekvenci vliv u obou skupin. Efekt je mirné potlacen u otuZileti, kdy k pozitivni chronotropii
dochazi pouze z '~ proti neotuzilym jedinciim. Podavani agonisty Bl vedlo ke zvySeni
systolického krevniho tlaku, ktery byl vice zvySen u neotuzilych jedincii, zatimco stimulace 32
neméla na zménu systolického tlaku vliv. B-adrenergni receptory téZ ovliviuji periferni
vazokonstrikei. Pfi podavani agonisty obou receptort byla sniZena teplota kiiZze na prstech, ktera
vede ke zvySeni krevniho tlaku aniz by doslo ke zrychleni srde¢niho tepu. Tento fakt naznacuje,
ze muze dojit k periferni vazokonstrikci a zapojeni tak B1 i B2 receptorti v hladké svaloving cév
na periferii (Jansky et al., 2008). ZvySena aktivita sympatiku a objemové pietizeni mize vést
ke zvySenému vzniku ateroskler6zy, ruptury aterosklerotickych plati a tim i castéjSimu vzniku
infarktu myokardu. Tendence ke zvySeni krevniho tlaku potvrzuji studie, které zminéné faktory
m¢éfily na potkannim modelu. Potkani vykazovali zvySeni systolického i diastolického tlaku pti
teploté 6°C, které byli vystaveni po dobu 4 tydnti (Fregly et al, 1989). Nutno podotknout, ze
potkani byli chovani individualné a bez podestylky, aby bylo zabranéno vzdjemnému zahiivani,

vlhkost vzduchu se neudava. U téchto potkanti byly téz poskozeny rendlni funkce. Dalsi studie
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poukazuje na ulohu a2-adrenergnich receptorti ve zménach hemodynamiky (Lin et al. 2017).
V tomto experimentu byl jedné skupiné¢ potkani podédvan Yohimibin (antagonista o2-
adrenergniho receptoru). Poté byli potkani umisténi do klece s vodou o teploté 4°C a vyskou
hladiny 2 cm po dobu 10 min. Nésledné byly vyjmuti, osuseni a na 20 min umisténi do
standardnich kleci. Poté byly opét na 10 min umisténi do kleci s vodou. Cely cyklus se opakoval
3-krat. B¢hem pokusu byl telemetricky monitorovan srdecni tlak, tep a vaskuldrni oscilace.
Vysledky byly porovnany s kontrolni skupinou a naznacuji, ze sympaticka aktivace
postsynaptickych o2-adrenoceptori zplusobuje vazokonstrikci a zesileni myogennich
vaskularnich oscilaci, coz mize zase zvysit pratok krve, aby se zabranilo poskozeni tkani pfti

stresujicim chlazeni.

2.2 Vliv cirkadiannich rytmi na srdce

Srdce, stejné jako dalsi organy, vykazuje svij vlastni cirkadianni rytmus. Tento rytmus je fizen
centralnimi hodinami umisténymi v suprachiasmatickém jadru anteriorni ¢asti hypothalamu
(Campos et al., 2014). Hlavnim humoralnim reguldtorem cirkadiannich rytmi je melatonin.
Nejvyssi vylev melatoninu je v no€nich hodinach a béhem dne klesa (Fracp et al., 2001). Jeho
vliv na srde¢ni Cinnost byl a stale je rozsahle studovan. Protektivni vliv melatoninu na srde¢ni
¢innost ukazuji studie zeyjména v roli antioxidantu (Zhu et al., 2015). Nicméng, je vSeobecné
znamo, ze béhem spankové faze dochdzi k poklesu srde¢niho tlaku i tepu (Yamasaki et al.,
1998), coZz miiZze a nemusi byt pfimy Gc¢inek. Stejné, jako dalsi studie, které dokladaji pozitivné
chronotropni, bathmotropni 1 inotropni efekt natupijici v dopolednich hodinach (Hu et al., 2004,
(Stergiou et al., 2002)

Kardiomyocyty i pacemerkerové buiky jsou pod kontrolou vlastnich hodinovych geni,
které ovliviiuji vySe zmin€nou chronotropii, inotropii i tonicitu (Young et al., 2001). V souladu
s timto rytmem je i vylev katecholamind, ktery ma téz svij cirkadianni rytmus. Byl prokazan
uzky vztah mezi melatoninem a adrenergnim 1 cholinergnim sytémem. Vylev katecholaminti
stoupa v dopolednich hodin4ch po probuzeni, odpoledne klesd a poté zane opét stoupat ve
vecernich hodindch (Scho et al., 1997). V této souvislosti jde tedy uvazovat o zvySené
pravdépodobnosti vyskytu ichemickych srde¢nich piihod nebo zvysené arymtogenzi, ke kterym
muze dochazet Castéji v dopolednich hodinadch (Kono et al., 1996). Dal$Sim humoralnim
regulatorem vykazujici sviyj cirkadianni rytmus je vylev kortizolu. Jeho vylev ma nejvyssi peak
v rannich hodinéach, kdy béhem dne postupné klesa (Debono et al., 2009). O kortizolu je dobie

znamo, 7e podporuje srdecni Cinnost. Projev nedostatku kortizolu se nazyva Adisonova

12



choroba, kterd je mimo jiné specificka snizenim kontraktility srde¢nich papildrnich svali
(Lefer, 1968).. Bylo zjisténo, ze pod kontrolou hodinovych genli jsou samoziejmée i iontové
kandly (K kanal, Ca?" kandl), konexiny mezibun&nych spojii a dalii signdlni komponenty,
které téz vykazuji rytmicitu ve své funkci (Yamashita et al., 2003, Pfeffer et al., 2009, Young,
2018).

Vliv cirkadianniho rytmu byl téz studovan na arovni mitochondrii. Stejné jako bunécny
cyklus a jiné organely, tak 1 mitochondrie jsou pod vlivem cirkadiannich rytmu. Bylo zjisténo,
ze svoji rytmicitu vykazuji transkripéni faktory PPARa a PGC-1a (Oishi et al., 2005) a pfi
naruseni jejich rytmicky, dochazi k defektliim mitochondrialni struktury i funkce. PGC-1la je
hlavnim reguldtorem mitochondridlni biogeneze (Schreiber et al., 2004). Zména exprese
transkripcnich faktorti vede k dysregulaci fady gent kddujicich mitochondridlni enzymy FAO
(fatty acids B-oxidation), které reguluji metabolismus mastnych kyselin (Sack et al., 1996).

Bylo zjisténo, Ze v ptipadé mutace nékteré¢ho z hodinovych genti mize dojit k naruSeni
srde¢niho rytmu a da se predpokladat, ze naruseni denniho rytmu svétla miize mit t€z negativni
dopad na srde¢ni funkce. Mutace hodinovych gent byly studovany na mys$im modelu, kdy
behem aktivni ¢asti dne dochdzelo k poklesu rychlosti srde¢niho tepu proti kontrolni skuping
(Bray et al., 2018). Déle 1ze ptedpokléadat, Ze asynchronni plisobeni svétla na suprachiasmatické
jadro v hypothalamu, mtze desynchronizovat i rytmus v buikdch na periferii. Efekt
desynchronizace stalym svétlem byl studovan na lidech pracujicich na smény. Ugastnikiim této
studie byl méfen krevni tlak po dobu 24 h. Studie prokazala zvySeni systolického 1 diastolického
tlaku u pracovnikt no¢nich smén béhem spankové faze (Yamasaki et al., 1998), coZ mliZze mit
negativni dopad na kardiovaskularni systém. Snizeni tlaku béhem spankové faze je povazovéana
za velmi dulezité pro spravnou funkci srdce a dostatecnym spankem ve vhodnou dobu miizeme
ptedejit srde¢nim onemocnénim (Verdecchia et al., 1989). Je znamo, Ze naruseni cirkadiannich
rytmi mize zpusobit poSkozeni bun¢k (Martino et al., 2007). Pokud je spankové faze narusena,
muze dochazet ke zvySeni tlaku, kontraktilni dysfunkci a k apoptdze (Sole et al., 2009).
Japonska studie ukazuje, ze kratkodobou svételnou stimulaci ve vecernich hodinach dochazi ke
zvySené stimulaci autonomniho nervového systému (Sakakibara et al., 2000). Tento fakt
potvrzuje efekt svétla na autonomni nervovy systém a tak i vylev katecholaminii a jejich
cirkadianni zavislost na kardiovaskularni systém. Dalsi studie se zabyva spankovou deprivaci,
kdy byly potkani spankové deprivovani po dobu 72 hodin. Béhem experimentu byl potkaniim
kontinualn¢ méfen krevni tlaka a srde¢ni tep, kdy doslo k signifikantnimu zvySeni obou faktora
proti nedeprimované skupin€ (Yang et al., 2018). Je tedy zifejmé, Ze efekt spankové deprivace

pfispiva k narudni cirkadidnnich rytma a zatéZuje srdce.

13



3. B-ADRENERGNI SIGNALIZACE V KARDIOMYOCYTU

Vldkna sympatiku ovliviiuji srde¢ni ¢innost pfes P-adrenergni receptory. Tato signalizacni
draha (viz obrazek 1) mé v kardiomyocytech pozitivné chronotropni, inotropni, dromotropni i
bathmotropni Uc¢inek. B-adrenergni receptory jsou spiazené s G-proteinovou signalizaci. Jako
ligandy se na receptory vazi katecholaminy, které¢ vedle toho, Ze podléhaji cirkadiannim
rytmim, tak je jejich vylev stimulovan specifickym i nespecifickym stresem. V srdecni
svaloving se vyskytuji 3 typy receptori — 1, B2 a B3. Nejvice zastoupeny je Bl — 70%, dale je
ptitomny B2 —27% a B3 — 3%.

Adrenergni receptor typu 1 ma v kardiomyocytu stimulacni Gi€inek. Nejcastéji interaguje
s Ga stimula¢ni podjednotkou (Gas) a zvysuje tak srde¢ni ¢innost pres tvorbu cyklického AMP
a naslednou aktivaci protein kinazy A (PKA) (Gollasch et al., 1993). Distribuce receptoru byla
pozorovana rovnomérné po obvodu cytoplazmatické membrany (Wencker et al., 2003). Jiné
studie naznaCuji vyS$si expresi v kaveolach vzhledem ke krat§i vzdalenosti pro aktivaci AC
(Papers, 2001). Béhem srde¢niho selhani dochazi k nizsi expresi téchto receptorti (Kiuchi et al.,
1993).

Podobné, pii navazani ligandu na B2-adrenergni receptor dochazi opét k aktivaci Gas,
avSak muze zde dojit 1 k aktivaci Ga inhibi¢ni podjednotky (Goi). Pokud dojde k aktivaci
stimula¢ni podjednotky, dochéazi k tvorbé cAMP s vyssi efektivitou proti vazbé na Bl1-
adrenergni receptor (Papers, 2001). U zdravého srdce je spiSe aktivovana Gai podjednotka,
kterd ma tlumivy u¢inek na kontraktilitu, avSak u selhavajiciho srdce dochazi spisSe k aktivaci
Gos (Heinroth-hoffmann et al., 2006). Béhem srde¢niho selhani téz dochazi k redistribuci
receptord, které za¢nou byt distribuovany vice v sti T-tubulti (Dick et al 2010). Reakéni
kaskéada je zminéna niZe.

Adrenergni receptor typu B3 muze aktivovat Ga stimulacni i1 inhibi¢ni podjednotku. Na
rozdil od ptedeslych dvou receptorti neni k jeho aktivaci nutnd fosforylace (Lefkowitzt, 1993).
Tento receptor je nejvice exprimovan v tukové tkani (Papers, 2001). B€hem srde¢niho selhani
muze dojit ke zvySeni exprese B3 receptoru. In vitro studie naznacuji negativni chronotropni i
negativné inotropni efekt, dochazi zde totiz k aktivaci Ga inhibi¢ni podjednotky (Mannarino et
al., 2008). In vivo studie naopak poukazuji na pozitivné chronotropni i pozitivné inotropni

efekt, pravdépodobné tedy mize dochazet téz k aktivaci Ga stimulaéni podjednotky (Gauthier
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et al. 1996). Pii overexpresi B3 receptoru u mysi byla zjisténa zvysSend srdecni kontraktilita
(Lindemann et al., 1983, Kohout et al., 2001). Pfesné&jsi funkci tohoto receptoru je potieba vice

prozkoumat jak v in vitro, tak v in vivo podminkéach.

3.1 G-proteinova signalizace

Rada vyznamnych bundénych receptori je spiaZzena s heterotrimernimi G-proteiny, v srdci jsou
vyznamné adrenergni a cholinergni drahy. K aktivaci malych G-proteinovych molekul dochazi
aktivaci membranovych receptort, které jsou praveé s témito G-proteiny sprazeny — GPCRs (G
protein coupled receptors). Signaliza¢ni drahy vedou naptiklad k aktivaci adenylat cyklazy,
fosfolipazy C, aktivaci druhych posli a fadé dalSich bunécnych drah (Hippe et al., 2013).
V lidské populaci je vice nez 800 druhit membranovych receptort spirazenych s G-proteiny,
jedné se tak o nejvétsi podrodinu receptori. VSechny tyto receptory se skladaji ze sedmi
transmembranovych o-helixd. Hlavni role receptorti spocivad v rozpoznani extraceluldrnich
ligandd jako jsou hormony, neurotransmitery, proteiny, lipidy a dalsi molekuly a nésledné
pfeneseni signalu na intracelularni uroven. Vazba extracelularniho ligandu probihd na N-
koncové doméné (Bjarnadottir et al., 2006). Po vazbé ligandu dochézi na intracelularni strané
k vazb¢ trimerniho G-proteinu. Slovo G protein je odvozeno od jejich GTPazové aktivity.
Samotny G-protein se skldda z podjednotky a, B a y. Pii aktivaci G proteinu dojde k disociaci
podjednotky a od podjednotky Py, kterd dale interaguje s efektorovymi molekulami (Yano et
al., 2017).

3.1.1 Podjednotka Ga

Receptory mohou vézat predev§im 4 hlavni typy podjednotky a. Vazba konkrétniho typu
podjednotky se odviji od bunééného typu a jeho genové exprese. Pravé vazba katalytické
podjednotky a s receptorem je kritickd pro transdukci signalu. Pii aktivaci receptoru sprazené¢ho
s G-proteinem dochdzi na této podjednotce k vymeéné GDP za GTP a naslednému rozde¢leni
podjednotky a od komplexu By (Frank et al., 2003). Podjednotka a se tak mtiZe spojit s dalSimi
efektorovymi molekulami. Hlavnim typem o podjednotky je Gos (stimulacni). Jedna se o
stimulac¢ni podjednotku, ktera vede k aktivaci dalSich efektorovych molekul. V ptipadé f-
adrenergni signalizace tak dochézi k aktivaci AC (Yano et al., 2017). Naopak pii vazbé Gai
vede k inhibici signdlni drahy (Eredm et al., 2010). Pfi aktivaci Gai podjednotky nemusi
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dochazet k disociaci od komplexu By. Cely komplex Gofy inhibi¢ni mlze existovat jako

heterotrimer nezavisle na jeho aktivaci (Frank et al., 2003).

3.1.2 Podjednotka Gy

Podjednotka B ma strukturu B-barelu obsahujici motiv o 40 aminokyselinach, ktery je typicky
aminokyselinami aspartat a tryptorfan na konci motivu. Tento B-barel se sklada ze sedmi
skladanych listt, které interaguji s podjednotkou y (Sondek et al., 1996). Podjednotka y se
sklada ze dvou a-helixti (Milligan et al., 2006). Exprese podjednotek Py je zavisla na mnozstvi
a aktivité podjednotky a (Eredm et al., 2010). Samotna podjednotka By, mize vykazovat svou
vlastni aktivitu. Nekteré studie uvadéji, ze mulze aktivovat K" kanal v kardiomyocytu

(Logothetis et al.,, 1987) nebo se tcastnit na downregulaci efektorovych proteint (Clapham et

al.,, 1993).

3.2 Role G proteinii v kardiomyocytech

3.2.1 Gao stimulaéni

Po navazani katecholaminu na f1-adrenergni receptor se aktivuje Ga stimulaéni podjednotka,
ktera aktivuje adenylatcyklazu (AC) za tvorby cyklického AMP (cAMP) (Streit et al., 2016).
cAMP nasledné aktivuje proteinkinazu A (PKA).

3.2.2 Role PKA v kardiomyocytu

Cilovou kindzou sympatiku je pfevazné proteinkiniza aktivovand cAMP neboli PKA. Tato
kindza ma v srdci nékolik cild, které vedou k pozitivné chronotropnim, dromotropnim a
bathomotropnim u¢inklim. V principu urychluji aktivaci kontrakce 1 jeji relaxaci, zasahuji tedy
do dynamiky Ca®" iontil v srdci. Katalytické podjednotky PKA fosforyluji vapnikovy kanal L-
typu, diky niz dochézi k otevieni kanélu a efluxu Ca®" z extraceluldrniho prostoru (Gollasch et
al., 1993). Dale dochazi k fosforylaci ryanodinového receptoru a tak ke zvySeni vylevu Ca®"
ze sarkoplazmatického retikula (Manni et al., 2008). Pti vylevu vapniku dochéazi k odblokovani

komplexu troponinu s myosinem interakci Ca®" s troponinem C a tak k aktivaci ATP na
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myosinovych hlavach a jejich kontrakci. MnoZstvi uvolnéného Ca’** ze sarkoplazmatického
retikula se zdd byt konstantni a fosforylace RyR ovlivituje pouze jeho kinetiku. Celkova
cytosolova koncentrace Ca’" je vs$ak regulovdna vtokem Ca®" z extracelularniho prostoru
(Lindegger et al., 2005). Béhem svalové relaxace dochazi ke snizeni vapniku v cytoplaymé
étyfmi mechanismy. Majoritni ¢ast Ca* je pumpovana ATP pumpou na sarkoplazmatickém
retikulu (SERCA). Pii aktivaci adrenergni stimulaéni drahy a nasledné fosforylaci
fosfolambanu dochazi ke zvySené kapacité tohoto pfenosu (Lindemann et al., 1983) Stimulace
muZe téZ probihat na rovni regulace Ca’’ ionty prostiednictvim kalmodulin dependentni
kinazy 11 (CaMKII). Dal$im mechanismem je aktivace Na/Ca?" vyméniku (Weber et al., 2002)
a aktivace Ca®>" pumpy (PMCA) na plazmatické membrané. Nezanedbatelna je aktivace Ca®"
uniporteru na mitochondridlni membrané (Bassani et al., 1994). Vedle toho pii nadmérné
stimulaci f1-adrenergniho receptoru muze dojit k fosforylaci cAMP response element-binding
proteinu (CREB), ktery ma tlohu v regulaci transkripce a jeho stimulaci mize dojit k srde¢ni
hypertrofii (Watson et al., 2007). Tento transkripéni faktor zaroven indukuje expresi ,,inducible
cAMP carly repressoru” (ICER), ktery potlacuje aktivaci antitapoptotického regula¢niho
proteinu BCL2 (Tomita et al., 2003) a zasahuje tedy do fizeni apoptotickych procesu.

3.2.3 Go inhibié¢ni

Podjednotka Gao; plsobi antagonisticky s Gas. Pfi aktivaci inhibi¢ni podjednotky je snizena
aktivace Ca’" kandlu L-typu, tim je sniZen vtok Ca** a dochézi tak ke sniZeni kontrakce.
Podjednotka mize byt aktivovana B2 receptorem. Jeho stimulaci se zvySuje aktivace Giz 1 Gi3
(Xiao etal., 1999). Ga,; téz reguluje PI3K (Fosfatidylinositol-3-kinazu) a aktivuje tak Akt/PKB,
kterd tUzce souvisi s metabolismem glukézy, ma antiapoptotické ucinky a stimuluje
»fyziologickou® srde¢ni hypertrofii. Konkrétné Gaiz stimuluje aktivaci ERK 2 (extracellular
signal-regulated kinases), ktery stimuluje bunéény rtst a dochazi tak k srdecni hypertrofii. Gai2
a Gai3 maji vSak odlisny vliv na regulaci kandlu L-typu. Gaix pravdépodobné snizuje proud
timto kanalem, zatimco Gois proud naopak zvysuje (Dizayee et al., 2011). Tuto skutecnost jiz
naznacuje Foerster et al., 2003, kdy zjistil, Ze u srde¢niho selhani dochazi k vyssi expresi Gaiz.
Existuji studie, které tvrdi, Ze Goiz plsobi negativné chronotropné i negativné inotropné -

snizuje vtok Ca?" L kanalem (Zuberi et al., 2010).
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Obrazek 1: B-adrenergni signalizace — [-Aderenerni receptory 1 a 2 s kaskadou svych
efektorovych molekul (upraveno podle Saucerman a McCulloch, 2006)

Vysvetlivky: pI-AR = p-adrenergni receptor 1, f2-AR = p-adrenergni receptor 2, Gs =
stimulacni G-protein, Gi = inhibicni G-protein, PI3 = inositol-tri-fosfat, AC = adenylatcyklaza,
CaMKII = kalmodulin dependentni kindza 1I, cAMP = cyklicky adenosin monofosfat, ERK =
extracelularni signadl regulacni kinaza, Akt = protein kinaza B, PKA = protein kindaza A, RyR
= Ryanidinovy receptor, Tni = troponin I, PLB = fosfolipaza B, Ica = proud vapniku, CREB =
cAMP response element-binding protein, ICER = inducible cAmP early repressor
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4. APOPTOZAYV SRDCI

Srde¢ni tkan ma vysoce oxidativni metabolismus a proto patii mezi nejcitlivéjsi tkdné na
nedostatek kysliku. ZvySeny stres stimuluje adrenergni a kortikoidni systém, coz mtize vést pii
chronické stimulaci k pfetizeni srde¢niho svalu. Na bunécné urovni mtze dojit k zahajeni
degrada¢nich mechanismi Ca®" pietizenim, ROS, hypoxii nebo hypoglykemii.

Tyto mechanismy vedouci k smrti bun¢k doprovéazi fadu onemocnéni jako je infarkt
myokardu, ischemicka choroba srde¢ni nebo srde¢ni selhani (Wencker et al., 2003). Spole¢nym
faktorem vSech téchto onemocnéni je poskozeni energetické homeostazy kardiomoycytil.
Apoptodza je piirozeny déj, ktery vede k bunééné smrti definovanymi mechanismy. Je spusténa
Jiz béhem embryonalniho vyvoje, kdy tak napomaha diferenciaci tkani (Kerr, Wyllie, & Currie,
1972) . Narozdil od nekrozy vyzaduje proces apoptozy energii ve form¢ ATP (Li et al., 1997).

K bunecnému poskozeni muze dojit fadou vlivli jako je oxidativni stres, hypoxické
poskozeni, radioaktivnim zafeni nebo naruSenim cirkadidnnich rytmt. Béhem procesu
apoptdzy dochazi v buiice k morfologickym zménam, které za¢inaji bobtnanim mitochondrii.
Dale dochazi ke kondenzaci chromatinu a rozpadu DNA 1 plazmatické membrany (Kerr et al.,
1972).

K apoptoéze mize dojit dvéma hlavnimi mechanismy - vnéj$im, kdy builka dostava signal
pomoci ligandu z vnéjSiho prostfedi a vnitinim, kdy buinka dava signal sama sob&. V ptipadé
vngj$i cesty (viz obrdzek 2) dochazi k aktivaci receptoru na plazmatické membrané (Banner et
al., 1993). Timto receptorem muze byt TNFR (Tumor necrosis factor receptor) nebo Fas
receptor. Aktivace receptoru je spusténa navazanim ligandu, kterym mize byt makrofagem
uvolnény cytokin a dojde tak k aktivaci asociované adaptorové domény TRADD v ptipadé
TNFR a FADD v ptipad¢ Fas receptoru (Antwerp et al., 1996). Ve vétsiné pripadi se zda, Ze
muze byt téz kaspaza 10 (Sprick et al., 2002). FADD doména piisobi na kaspazu 8 jako
stabilizacni leSeni, kterd se zdroven sama rozstépi (Muzio et al., 1998). Aktivni kaspaza 8
aktivuje dalsi efektorové kaspazy. Dochazi zde piedeviim k aktivaci kaspazy 3. Casto je
aktivovéana i1 kaspdza 9, ta vS§ak muze byt inhibovana proteiny z BCL2 rodiny. Déale dochézi
k aktivaci kaspaz 2, 6 nebo 7 (Kreutz et al., 2012, Hirata et al., 1998, Slee et al., 1999).

Kaspazy jsou rodinou proteaz, které $té€pi proteiny za aspartatovymi rezidui (Kaufmann et
al., 1993). Jsou exprimované v neaktivni form¢ jako prokaspazy ve formé dimeru. Pfi jejich

aktivaci dochazi k rozstépeni prokaspazy do jeji aktivni formy. Do této rodiny patii 2 podrodiny
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za tvorby apoptiotickych télisek (Hawkins et al., 2000). Apoptotiicka téliska jsou nasledné
fagocytovana makrofagy (Wajant, 2002).

Fas ligand

Fas complex

FADD

Caspase 8

DMase @

Gase 3

Obrazek 2: Vnéjsi cesta apoptozy — aktivace Fas receptoru a ndsledna kaskada aktivaci dalsich
proteinii (Wajant, 2002)

Béhem aktivace vnéjsi cesty apoptdzy miZze byt stimulovdna i vnifni cesta apoptozy —
(mitochondrialni). Kaspaza 8 miize aktivovat kaspazu 9, kterd stimuluje uvolnéni cytochromu
C. Tento mechanismus miiZe byt zahdjen i sam o sobé jako stresova odpovéd na Ca®" pietizent,
hypoxii (Soares et al., 2005), hypoglykemii (Cardoso et al., 2013) nebo oxidativni stres.

Pii poruseni energetické homeostdzy mitochondrie dojde k otevieni mPT péru
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(mitochondrial permeability transition pore) ktery propoji obé mitochondrialni membrany.
Touto zvySenou propustnosti membrany dojde ke zkratu proudu oxidacni fosforylace.
Mitochondrie se snazi vyrovnat osmoticky tlak a dojde tak k jejich bobtnani (swellingu) (Sesso
et al. 2012). Mimo jiné dojde k uvolnéni signalni molekuly pro spusténi vnitini cesty apoptdzy
- cytochromu C z intermembranového prostoru do cytosolu (Gonzélez et al., 2010). O tom, zda
dojde k apoptdze ¢i nekréze rozhoduje koncentrace ATP. Pokud je zahajena apoptodza vnitini
cestou (viz obrazek 3), tak je na cytochrom C navazan dokovaci protein Apaf-1 a zméni tak
jeho konformaci. Touto vazbou vznikne apoptozom, ktery spusti aktivaci kaspaz. Na
apoptozom se navaze kaspaza 9 svou death doménou CARD. Tato vazba vede k rozstépeni
samotné kaspazy a tak k jeji aktivaci. Aktivni kaspaza-9 pak $tépi a aktivuje dalsi kaspazy (2;
3; 6; 7). Na aktivacni kaspazu 9 mohou puisobit jeji regulacni efektorové kaspazy, jako je tomu
u kaspazy 3, ktera piisobi na kaspazu 9 pozitivni zpétnou vazbou. Na konci této aktivacni
kaskady kaspéaza 6 aktivuje kaspazu 8 a 10 (Slee et al., 1999), které nastartuji sledem reakci
fragmentaci DNA (Li et al., 1997), RNA a dal$ich proteind.

efektorove
. kaspazy

Obrazek 3: Vnitini (mitochondrialni) cesta apoptozy (upraveno podle Estaquier, 2012)



4.1 Regulace apoptozy

Vnitini cesta apoptdza je regulovana proteiny z Bcl2 rodiny. Geny proteinit Bel2 rodiny byli
poprvé identifikovany ve folikularnich lymfomovych B-buiikach (Zavala et al., 1985). Mezi
Cleny této proteinové rodiny spadaji proapoptotické i antiapoptotické proteiny.

Mezi proapototické proteiny patii globularni protein BAX a BAK obsahujici 9 a-helixt
(Suzuki et al. , 2000, Moldoveanu et al., 2006). Molekularni velikost BAXu je 21 kDa a BAKu
23 kDa. BAK je lokalizovan na vné&j$i mitochondridlni membrané, zatimco BAX je volné
v cytosolu (Griffiths et al., 1999, Wolter et al., 1997). Pii aktivaci apoptdzy se BAX translokuje
z cytosolu na vnéjsi mitochondrialni membranu a spolu s BAK ptes své BH3 domény vytvoii
oligomer (George et al., 2007). B€hem oligomerizace dochazi ke konformaéni zmén¢ a inserci
a-helixu 5 a 6 jsou do vné&j$i mitochondridlni membrany tvotfeny pory (Muchmore et al., 1996).
Vytvotfenim poru dojde k uvolnéni cytochromu C.

Druhou skupinou této rodiny jsou antiapoptotické proteiny integrované na vnéjsi
mitochondridlni membrané. Mimo to se mohou vyskytovat na membrané endoplazmatického
retikula nebo na jaderné membrané (Borner et al., 1994). Mezi né patii BCL-2, BCL-X, MCL-
1 a BCL-W. Tyto proteiny obsahuji 4 BH(1-4) domény (Kvansakul et al., 2008).

BCL2 protein se sklada z 8 a-helixti a jeho molekularni velikost je 26 kDa. Jeho tlohou je
vyvazovani proapoptotickych proteinli a zabranovani tak jejich oligomerizaci. DalSim anti-
apoptotickym mechanismem je zabranéni aktivité kaspaz (Bruey et al., 2007). BCL2 tézZ snizuje
pravdépodobnost uvoliovani cytochromu C prostiednictvim mPTP vazbou na vnéjsi
mitochondridlni membranu, a brani tak ztrat¢ membranového potencidlu (Yang et al., 2012)

Dal$im vyznamnym antiapoptotickym proteinem je BCL-xI. Tento protein ma podobny
vyznam jako BCL2 — zabranuje aktivité kaspdz (Bruey et al., 2007) a uvolnéni cytochromu C.

Posledni skupinou BCL2 rodiny jsou BH3 only proteiny, kam patii BIM, PUMA, BID,
BAD, BMF a NOXA. Tyto proteiny obsahuji homologni tsek v BH3 doméné
s proapoptotickymi proteiny. BH3 only proteiny jsou aktivovany béhem stresové signalizace.
Zaroven mohou inhibovat antiapoptiotcké proteiny této rodiny a usnadnit tak proces apoptdzy
(Uren et al., 2007).

DalSim dualezitym regulacni proteinem je Akt (PKB). Akt je na IP3 zéavisla kinaza, ktera
muze inhibovat apoptézu nékolika mechanismy. Akt mize fosforylovat regulaéni protein BAD
(Datta et al., 1997), pifimo kaspazu 9 (Cardone et al., 2012) nebo fosforylaci FKHRLI
transkripniho faktoru a tim zablokovani transkripce Fas receptoru. VSechny zminéné déje

vedou k zablokovani apopto6zy.
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5. SRDECNI POSKOZENI

5.1 Apoptoza kardiomyocytu

V kardiomyocytech byly prokazany ob¢ cesty apoptdzy — vnitini i vn€jsi. Vzhledem k tomu, ze
kardiomyocyty maji vysoce oxidativni metabolismus a obsahuji tak velké mnozstvi
mitochondrii, vnitini cesta apoptdzy je mnohem castéjsi.

Tlakové pretizeni vyvolavajici srdecni hypertenzi aktivuje TNF a FAS receptory, které
mohou stimulovat vnéjsi apoptotickou drahu (Ferrari et al., 1995). Existuji klinické studie, které
zkoumaly inhibitory TNF-a. Pfi chronickém srde¢nim selhanim se provadély klinické studie s
pouzitim sloucenin, které posSkozuji cirkulujici TNF-a. V téchto studiich je pouzit Etanercept,
ktery vaze a neutralizuje cirkulujici TNF-a. Zatimco malé pilotni studie vykazuji povzbudivé
vysledky (Balakumar et al., 2006, Bozkurt et al., 2002), rozsahlejsi studie teorii naopak
vyvraceji (Chung et al., 2003).

Dalsi studie se zabyvaji kaspdzami. Nekteré ukazuji, ze exprese kaspaz se sniZuje
s narustajicim vékem. V dospélém srdci je jejich exprese velmi nizka (Bahi et al., 2006).
Novodoba studie uvadi, ze apoptdéza mize byt indukovéna v srdci bez aktivace kaspaz
pravdépodobné prostfednictvim faktoru indukujiciho apoptozu (AIF). Obé cesty apoptdzy
mohou byt potlaceny cytoprotektivnim represorem apoptdzy s kaspadzovou regresni doménou
(ARC) (Bae et al., 2010). ARC inhibuje vnéjs$i cestu apoptdzy interakci s kaspazou 8 a dalSimi
komponenty smrti jako je FADD. Inhibice vnitini cesty je zablokovanim BAX (Gustafsson et
al., 2004). AIF je ukotveny svym N-koncem do vnitini mitochondridlni membrany a svym C-
koncem ¢ni do intermembranového prostoru. Tento faktor je dilezitou soucasti 1. komplexu
oxida¢ni fosforylace. Pokud dojde ke spusSténi apoptozy, AIF je rozstépen a uvolnén do
cytosolu, odkud je translokovén do jadra kde napomaha kondenzaci chromatinu a fragmentaci
jé&dra (Daugas et al., 2000). Zaroven je hladina AIF dileZzita pro srde¢ni funkci a jeho inaktivace
je pozorovéana u dilatovanych kardiomyocyti (Joza et al., 2001). Daugas et al., 2000 vSak
prokazuje zvySenou hladina AIF pfi ischemicko/reperfuznim poSkozeni.. Dal§im apoptotickym
proteinem v kardiomyocytu je endonukledza G. Jeji lokalizace je v intermembranovém
prostoru mitochondrie. Pfi aktivaci apoptozy je translokovéana do jadra, kde $t€pi DNA. Jeji
uloha byla prokézana v buiikach postizenych ischemicko-reperfiznim poskozeni (Bahi et al.,

2006). Propojeni vné&jsi cesty apoptodzy s vnitini miize byt v kardiomyocytu pies kaspazu 8.
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Kaspazou 8 je rozstépen regulacni protein BID, ktery se svym C-koncem translokuje na vnéjsi

mitochondridlni membranu, kde pravdépodobné aktivuje vnitini cestu.

5.2 Vapnikové pretiZeni

Uloha vapniku v Zivém organisu je velmi dileZitd. Jednd se o signalni molekulu v mnoha
bunécnych pochodech. Intracelularni koncentrace vapniku je na velmi nizkych hodnotach, ktera
je ptisné regulovana. Zména intracelularni koncentrace Ca?* vyvolava bunéénou odpovéd jako
je kontrakce svalového vldkna, bunétny transport, otevieni iontovych kanall, aktivace
signalnich drah a mnoha dalich. Pokud dojde k nadmémému zvyseni vtoku vapniku ptes CaZ*
kanaly na plazmatické membrané z extracelularniho prostoru nebo pies Ca’" kanaly na
sarkoplazmatického retikula, mize dojit k bunéénému poskozeni. Na zvySenou koncentraci
vapniku jsou vysoce citlivé mitochondrie. Jeho nasledkem miize dojit k naruseni oxidacni
fosforylace a tim k tvorbé kyslikovych radikalt. Vlivem oxidativniho stresu a vapnikového

pfetizeni mize dojit k otevieni vySe zminéného mPT poru (Hunter et al., 1979).

5.3 Oxidativni stres

Hlavnim energetickym zdrojem bunck jsou mitochondrie. Nejvice energie je ziskavano
oxidativni fosforylaci, béhem které dochézi k tvorbé ATP. Pokud je bunika pod vlivem stresu
napiiklad z Ca®" pietizeni, hypoxie (Soares et al., 2005) nebo hypoglykemie (Cardoso et al.,
2013) mize dochézet k tvorbé kyslikovych radikald. Tyto radikaly vznikaji nedokonalou
oxidaci kysliku a mohou buitkku poskozovat. Navic mohou reagovat s oxidem dusnatym za
vzniku jesté vice buniku ohroZujiciho peroxinitritu. ZvySenou koncentraci kyslikovych radikalt
muze dojit k otevieni mPT poru, vyliti cytochromu C a spusténi tak apoptdzy. Na obranu miiZze
mitochondrie pouzit nékolik mechanismti. Radikaly mohou byt oxidovany bud’ neenzymaticky
vytaminem A, C, E a glutathionem nebo enzymaticky superoxid dismutazou (SOD), katalazou
a glutathion peroxiddzou. SOD oxiduje volné radikaly na kyslik a peroxid vodiku (McCord et
al., 1969), kataldza dale redukuje peroxid vodiku na vodu a kyslik. BEhem oxidativniho stresu
je zvySena aktivace ERK, ktera pomaha buiice piezit (Xia et al., 1995). Oxidativni stres je
soucasti fady onemocnéni jako je aterosklerdza, diabetes, pulmonarni fibréoza nebo

neurodegenerativni onemocnéni.
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5.4 N-acetylcystein
Tato latka patii mezi bézn¢ uzivané 1é¢ivo ze skupiny expektorancii (viz obrazek 4). V praxi se
pouziva pti 1é€be chronické obstrukéni plicni nemoci, nefropatiich a HIV. Jeho vyznam kromé
mukolytickych U¢inki spo¢ivd v antioxidacnich ucincich. N-acetylcystein je prekurzorem
glutathionu, ktery je znamé antioxidacni ¢inidlo v zivém organismu (Carlsten et al.,2018).
Glutathion je zodpovédny za udrzovani oxidativni rovnovéhy v buinice. Je schopny piimo
oxidovat reaktivni formy kysliku nebo katalyzou pomoci glutathion peroxidazy ptres NADH.
Ptiznivé ucinky N-acetylcysteinu v kardiologii byly potvrzeny v nékolika studiich. Pii
pouziti N-acetylcyteinu v kombinaci s nitroglycerinem doslo méné ¢asto k infarktu myokardu
(Horowitz et al., 1988). Dalsi studie uvadéji piiznivy ucéinek tohoto antioxidantu b&hem

ischemicko-reperfuzniho poskozeni (Orhan et al., 2006).

Obrazek 4: Molekula N-acetylcysteinu
(https://www.remediahomeopathy.com/img/upload/arzneibild gross/n-
acetylcystein. 10709.jpg)
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6. CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo stanovit markery apotézy a vybrané proteiny B-adrenergni
signalizace v levé komoie potkanii vystavenych akutnimu chladu (3 dny) a stdlému svétlu (3

dny).
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7. MATERIAL A METODY

7.1 Laboratorni zviirata a jejich expozice
K pokusu byli pouziti laboratorni potkani samci kmene Wistar (300 az 350g, n=6). Experiment

zahrnoval 4 skupiny:

e potkani vystaveni 12 hodin svétlu a 12 hodin tmé pfi pokojové teploté 25°C po dobu

tf dnii - kontrolni skupina (K)
e potkani vystaveni 72 hodin svétlu pii pokojové teploté 25°C (LL)
e potkani vystaveni 12 hodin svétlu a 12 hodin tmé pfi teploté 6°C £1°C (C-LD)
e potkani vystaveni 72 hodin svétlu pfi teploté 6°C +1°C (CH-LL)

Druh4 ¢ast experimentu zahrnovala dalsi ¢tyti skupiny potkant, kde kazdé skupina potkani
byla vystavena stejnym podminkam jako vyse zminéné s rozdilem, Ze kazdému potkanovi byl
béhem expozice intraperitonedlné¢ podavan antioxidant N-acetylcystein (10 mg/100 g 1 x

denng).

7.2  Odbér myokardu a jeho zpracovani

Po tfi denni adaptaci byla potkaniim odebrana srdce v hluboké anestezii (10 mg/100 g), (viz
ptiloha tabulka ¢. 1). Nasledné byl potkan otevien pfes hrudni oblast, byla odebrana srde¢ni
tkan a rozstfihana na levou a pravou komoru a septum. Vzorky levych komor byly zabaleny do

alobalu a zamrazeny v tekutém dusiku.

7.3 Mitochondrialni bobtnani

Mitochondrialni bobtnani bylo provedeno podle (Drahota et al., 2012). Metoda je zaloZzena na
principu poklesu absorbance (A= 520 nm) mitochondrii titrované roztokem CaCl,. Levéa komora
srdce potkana byla homogenizovana teflonovym homogenizatorem pii teploté 0 °C/na ledu jako
roztok 10% homogenatu smichaného s 0,25 M sachar6zy, 10 mM Tris-HCI, 2 mM EGTA a 0,5
mg/L. hovéziho sérového albuminu (BSA) pii pH = 7.2. Nasledné byla tkan centrifugovana
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(800 RPM, 10 min). Po centrifugaci byl pelet dvakrat promyt v pufru Tris-sacharoza (bez
EGTA a BSA, pH = 7.2) a poté opét centrifugovan (8 000 RPM, 10 min, 4 °C). Nov¢ usazeny
pelet byl resuspendovan v 500 pL téhoz pufru. Koncentrace bilkovin byla stanovena dle
Bradfordovy metody (viz nize). Metoda méieni mitochondrialniho bobtnédni je zalozena na
zéklad¢ poklesu absorbance pii 520 nm méieného ve spektrofotometru Shimadzu UV-1601 pti
pokojové teploté. Do médium pro mitochondrie (viz pfiloha tabulka ¢. 2) byly pfidany
mitochondrie (zhruba 0,4 mg/1 ml) tak, aby bylo dosazeno absorbance o hodnoté kolem 1.
Mitochondrie byly v médiu inkubovany zhruba 1 minutu a poté bylo piidano 200 uM CaCl..
SniZeni absorbance bylo sledovdno kontinudlné po dobu 5 min v 0,1 s intervalech. Z 3 000
ziskanych hodnot kazdého vzorku byla vyhodnocena kiivka poklesu absorbance mitochondrii
a tim zhodnoceni mitochondrialniho bobtnani (z niz maximalni mira bobtndni odpovida

nejprudsimu poklesu A v intervalu 10 sekund).

7.4 lzolace hrubé membranové frakce

Izolace hrubych membran byla provedena podle (Novotny et al., 1999) Postup byl nasleduyjici.
Zmrazena tkan levé komory srdce (LV) potkana byla zvdzena na analytickych vahach.
Nasledné byla tato tkan vhozena do porcelanové misky s tekutym dusikem, kde byla rozdrcena
pomoci tlou¢ku a ptfevedena do predvazenych zkumavek se % ocekavaného vysledného
objemu roztoku TMES v poméru 5 ul TMES/1 mg tkané, tj. 20% homogenat. Poté byla tkan
intenzivné homogenizovdna ve sklenéném homogenizatoru po dobu 1 min. Nasledn¢ byl
homogenat centrifugovan (2 100 RPM, 10 min, 4°C, Hettich ¢islo 1610). Po centrifugaci byl
supernatant odebran do Cisté zkumavky a byl uchovan na ledu. Pelet byl nasledné
resuspendovan ve sklenéném homogenizatoru 1 min v roztoku TMES (5 pl TMES /1 mg tkan¢)
a nasledné centrifugovan (2100 RPM 10 min, 4°C). Vznikly supernatant byl slit s ptedchozim
supernatantem a preveden do centrifugacnich zkumavek (Beckmann). Na pfesné vyvazeni
zkumavek byl pouzit roztok TMES. Takto ptipraven¢ zkumavky byly centrifugovany (23 500
RPM, 30 min, 4°C, rotor Ti 50.2, centrifuga Beckman). Cytosololova ¢ast (supernatant) byla
odebrana do zkumavek a hrub4d membranova frakce (pelet) byl resuspendovan v roztoku TME
v poméru 1:1,5 (viz ptiloha tabulka ¢. 1). VSechny vzorky membrénové frakce se nasledné
sonifikovaly (Bandelin) a byly rozpipetovany po 200 ul do ptedem oznacenych

mikrozkumavek eppendorf.
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7.5 Stanoveni proteini

Proteiny byly stanoveny dle Bradfordovy metody. Byla pouzita 96 jamkova desticka a
pfipravena kalibra¢ni kiivka z hovéziho sérového albuminu (BSA) dle nésledujici koncentra¢ni
fady pfipravené v deoinizované vod¢ (0,025 ug/ul; 0,05 pg/ul; 0,1 pg/ul; 0,2 png/ul; 0,4 ng/ul;
0,6 pg/ul; 0,8 pg/ul; 1 ul/pg).

Do prvnich Sesti jamek bylo napipetovano vzdy 10 pl vody a kalibrac¢ni kiivka byla
napipetovana z kazdé koncentrace po 10 ul v tripletech. Kazdy vzorek cytosolové nebo
membranové frakce byl vzdy 30x nafedén v H,O a napipetovan opét v tripletu po 10 pl.
Nakonec bylo do vSech jamek ptidano 250 ul Bradfordova cinidla a byla desticka 10 minut
inkubovéna pii pokojové teploté. Nasledné byly proteiny zméfeny programem Gen 51.08.
Zmeétena koncentrace byla zpétné prepocitana na koncentrace vzorka (30x vyssi, nez zméiena
koncentrace) a zaevidovany do tabulky v excelu. Vzorky byly pro naslednou analyzu uchovany

v mrazicim boxu -80°C.

7.6 SDS-PAGE elektorforéza
Vzorky byly rozfedény na koncentraci 2 ng/ul roztoky SLB, DTT a TME (viz ptiloha tabulka

[@]3

. 3). Na separaci proteinti byl pouzit polyakrylamidovy 12% separacni gel (viz ptiloha tabulka
¢. 4) a 5% zaosttovaci gel (viz ptiloha tabulka €. 4). Po sestaveni aparatury pro elektroforézu a
zaliti gelll vnitinim elektrodovym pufrem (viz ptiloha tabulka €. 5), byly do gelu naneseny
vzorky. Pro jednotlivd méfeni proteint byly pouZity zvlast’ vzorky cytosolové a membranové
frakce. Vzorky byly naneseny do gelu v mnozstvi 20 pg v 10 pl v ptipadé cytosolové frakce a
15 pg v 7,5 pg v ptipadé membranove dle uréeného potadi (viz priloha tabulka €. 6). Jako
kontrolni vzorek byla pouzita smés vzorkl pfipravenych smichanim vzork z kontrolni skupiny
potkan®i. Hmotnost sledovanych proteint byla identifikovana pomoci molekulového markeru
Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad). Nasledn¢ byly gely umistény do nadoby pro
elektroforézu a zality vn¢j$Sim elektrodovym pufrem (viz ptiloha tabulka €. 5). Elektroforéza
probihala zpravidla za podminek konstantniho napéti 100 V prvnich 45 min a nasledné pti 150

V dalsich 45 min a konstantniho proudu 700 mA pfti pokojové teplote.

7.7 Western Blotting
Po dokonceni elektroforézy a vyjmuti gell z aparatury byly gely inkubovany v pufru Towbin

(viz ptiloha tabulka €. 7), 15 min. Nésledné byla sestavena aparatura pro western blotting (viz
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obrazek ¢. 6). Pro blotovani byly pouzity nitrocelul6zové membrany. Blotting probihal za

podminek konstantniho napéti 100 V a proudu mezi 250 a 350 mA 60 min pfi teploté 4°C.

polstarek
filracni papir
membrana
e M ™ filtracni papir

L A A

="~ T polstarek

Obrazek 5: Schéma sestaveni blotovaci kazety.

7.8 Imunodetekce

Po dokonceni western blottingu byly membrany inkubovéany v promyvacim roztoku TTBS (viz
pfiloha, tabulka ¢. 8) 15 min. Proteiny na membrané byly poté zablokovany zpravidla 5 %
nizkotu¢nym suSenym mlékem rozpusténym v TTBS 1 h pfi pokojové teploté. U protilatky
BAX byl pouZit pouze 3% blok. Poté byly membrany promyty opét v TTBS 15 min. Nasledné
byla primarni protilatka (viz ptiloha, tabulka €. 9) inkubovana ptes noc pti 4°C. Druhy den byly
membrany promyty v TTBS 3 x 15 min a poté byla aplikovana sekundarni protilatka Anti-
Rabbit IgG NA934V (viz ptiloha tabulka €. 9). Nakonec byly membrany osuSeny filtracnim
papirem a bylo na n€ naneseno 400 pul chemiluminiscen¢ni detekéni smési (Thermo Scientific).
Proteiny na membrané byly detekovany pfiitrojem LAS-4000 (Genetica, FujiFilm) a

denzitometricky vyhodnoceny programem Quantity One (BioRad).

7.9 Statistické vyhodnoceni
Namétené hodnoty byly statisticky vyhodnoceny programem GraphPad Prism 7. Ke
statistickému zhodnoceni byl pouZzit One-way ANOVA multiple comparisons test, hodnoty

vyjadieny v % kontroly (kontrola 100%), hladina vyznamnosti p<0.05, n=3, n=5 a n=6.
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8. VYSLEDKY

1) Mitochondrialni bobtnani

Mitochondrialni bobtnéni testuje citlivost izolovanych mitochondriii k pretizeni Ca®* ionty.
Meéiili jsme rychlost bobtnéni, kterd je vyjadiena jako zména absorbance za min na proteinu
vzorku. Zjistili jsme signifikatné vyssi rychlost bobnédni po tfech dnech na stdlem svétle u
skupiny LL o 187% a velmi podobn¢ po tiech dnech chladu u skupiny C-LD o 184% ve
srovnani s kontrolni skupinou K (viz graf 1). Naopak u u kombinace obou stresoru u skupiny

C-LL doslo k navratu ke kontrolni skupiné.
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Graf 1: Mitochondrialni bobtndni stanovené v levé komore srdce pri koncentraci 200 uM
CaCl> u potkanu vystavenych bud’ staléemu svétlu (LL) nebo stalenému chladu (C-LD) nebo
kombinaci obou stresorii (C-LL) po dobu tri dnu. Vysledky byly statisticky hodnoceny vzhledem
ke s kontrole (K).* p<0,05. Chybové usecky predstavuji + SD, n= 3
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2) Efekt 3 denni chladové expozice a osvétleni na expresi apoptotickych proteiniu

Na zakladé detrimentalnich vysledkd bobtnani jsme stanovili expresi apoptotickych proteint
BAX, BCL2 a kaspazy 8. K méfeni byla pouzita SDS-PAGE elektroforéza a Western Blotting.
Graf ukazujici tendenci k apoptoze, tedy graf poméru exprese BAX/BCL2, nevykazuje
signifikantni odchylky (viz graf 2). Exprese proteinu BAX je signifikantn¢ zvySena u skupiny
LL a skupiny C-LD proti kontrolnim skupinam (viz graf 3). U skupiny LL je zvySeni o 132%
a u skupiny C-LD o 79%. Déle byl méfen antiapoptoticky protein BCL2 (viz graf 4). Jeho
signifikantni zvySeni se projevilo u skupiny LL a to o 78%. Podobné jako protein BAX
vykazuje kaspaza 8 signifikantni zvySeni u skupiny LL, které je 0 92% (viz graf 5). U ostatnich
skupin nejsou odchylky signifikantni.
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Graf 2: Pomeér exprese apoptotického proteinu BAX a antiapoptotického proteinu BCL2
stanovené v levé komore srdce byly stanoveny u potkanii vystavenych bud’ stalemu sveétlu (LL)
nebo stalenému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou stresorii (C-LL) po dobu t7i dnii. Hodnoty
Jsou vyjadreny v procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové usecky predstavuji + SD,
n=>J.
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Graf 3: Exprese apoptotického proteinu BAX stanovena v levé komore srdce u potkanii
vystavenych bud’ stalemu svetlu (LL) nebo stalenému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou
stresorti (C-LL) po dobu ti dnii. Hodnoty jsou vyjadreny v procentech kontroly (K = 100%). *
p <0,05, chybové usecky predstavuji £ SD, n = 6.
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Graf 4: Exprese antiapoptotickeho BCL2 stanovend v levé komore srdce u potkanii vystavenych
bud’ stalému svetlu (LL) nebo stalenému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou stresoru (C-LL)

po dobu tri dnii. Hodnoty jsou vyjddreny v procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové
usecky predstavuji = SD, n = 6.
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Kaspaza 8
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Graf'5: Exprese iniciacni kaspazy 8 stanovena v levé komore srdce u potkanu vystavenych bud’
stalému svétlu (LL) nebo stalému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou stresorii (C-LL) po dobu
/i dnu. Hodnoty jsou vyjadieny v procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové usecky
predstavuji + SD, n = 6.
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3) Efekt 3 denni chladové expozice a osvétleni na f-adrenergni signalizaci

Dale byly stanoveny hladiny -adrenergnich receptort B1 a B2 a G-proteinti v hrubé membranové
frakci. Je zajimavé, ze oba B1 a B2 jsou signifikantné snizeny u skupiny LL o 22% (viz graf 6)
a 0 25% (viz graf 7) v uvedeném potadi. Exprese stimulacniho G-proteinu Gas je signifikantné
snizena u skupiny C-LD o 26% (viz graf 8), zatimco Gii2 a Gi3 podjednotky jsou sniZeny u
vSech exponovanych skupin téméf identicky, kdy u skupiny LL hodnoty poklesly o 44%, u
skupiny C-LD 0 47% a u skupiny C-LL dokonce o 68% (viz graf 9 a 10).
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Graf 6: Exprese adrenergniho receptoru P1 byla stnovena v levé komore srdce u potkanii
vystavenych bud’ stalému svétlu (LL) nebo staléemu chladu (C-LD) nebo kombinaci obou

stresoru (C-LL) po dobu tri dnii. Hodnoty jsou vyjadieny v procentech kontroly (K = 100%). *
p <0,05, chybové usecky predstavuji = SD, n = 6.
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Graf 7: Exprese adrenergniho receptoru 2 byla stnovena v levé komore srdce u potkani
vystavenych bud’ stalému svétlu (LL) nebo staléemu chladu (C-LD) nebo kombinaci obou
stresorti (C-LL) po dobu tri dnii.. Hodnoty jsou vyjadreny v procentech kontroly (K = 100%,).
*p <0,05, chybové usecky predstavuji + SD, n = 6.
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Graf 8: Exprese stimulacni podjednotky Gas byla stnovena v levé komore u potkanu
vystavenych bud’ stalému svétlu (LL) nebo stilenému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou
stresoru (C-LL) po dobu tri dnii. Hodnoty jsou vyjadieny v procentech kontroly (K = 100%). *
p <0,05, chybové usecky predstavuji = SD, n = 6.
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Graf'9: Exprese inhibicni podjednotky Gi1.. byla stnovena v levé komore u potkanii vystavenych
bud’ staléemu svetlu (LL) nebo staléemu chladu (C-LD) nebo kombinaci obou stresorii (C-LL) po
dobu tri dnit. Hodnoty jsou vyjadreny v procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové
usecky predstavuji £ SD, n = 6.
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Graf 10: Exprese inhibicni podjednotky Gis byla stanovena v levé komore u potkanii
vystavenych bud’ staléemu sveétlu (LL) nebo staléemu chladu (C-LD) nebo kombinaci obou
stresorti (C-LL) po dobu tii dnii. Hodnoty jsou vyjadreny v procentech kontroly (K = 100%). *
p <0,05, chybové usecky predstavuji £ SD, n = 6.
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4) Efekt 3 denni chladové expozice a stalému osvétleni po podani N-acetylcysteinu na
apoptotické makrery
Po podani N-Acetylcysteinu zptisobilo nesignifikantni avSak neptehlédnutelny vykyv hodnot
poméru hladin proteitt BAX/BCL2 proti intaktni skupiné ve sméu k proapoptotickym
tendencim (Graf 11). Tento vykyv a soucasné¢ velky rozptyl hodnot byl dén pfevazné zménami
v expesi BAX (Graf 12), zatimco u BCL2 byly hodnoty velmi konzistnenti. Ani u chladové
exponovanych zvifat a zvifat vystavenych stdlému svétlu pfi podavani N-acetylcysteinu
nedoslo k signikantim zméndm vzhledem k velkému rozptylu namétenych hodnot. Naproti
tomu kombinace obou stresortl pii podavni N-acetylcysteinu vedla k navratu hodnot na troven
intaktni skupiny a namétené hodnoty nabyly zpét velmi konzistentni rozlozeni. Hladiny
proteinil BAX a kaspazy 8 vyznamn¢ vzrostly u skupiny stalého svétla LL - 0 120% a 64 % v
uvedeném poradi (Graf 13 a 14). Po expozici samotnému chladu ziistaly téz hodnoty BAX
vyznamné zvyseny C-LD o 91% (viz graf 12) a N-acetylcystein tedy neprokazal zadny vliv.
Nicméné nelze opomneout, ze podani N-acetylcysteinu znané€ zvysilo rozptyl hodnot u intaktni
skupiny a u skupin, které byly exponované jednomu stresoru. Je zajimavé, Ze antiapoptoticky

protein BCL2 je signifikantné zvysen pouze u skupiny C-LL az o 73% (viz graf 13).
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Graf 11: Pomér exprese apoptotického proteinu BAX a antiapoptotického proteinu BCL2. K =
kontrolni skupina, NAC-LL = osvétlend skupina ovlivnénda N-acetylcysteinem, C-LD =
chladova skupina ovlivnéna N-acetylcysteinem, C-LL = chladova a osvétlena skupina
ovlivnéna N-acetylcysteinem. Hodnoty jsou vyjadieny v procentech kontroly (K = 100%). * p
<0,05, chybové usecky predstavuji + SD, n = 6.
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Graf 12: Exprese apoptotického proteinu BAX. K = kontrolni skupina, NAC-LL = osvétlend
skupina ovlivnend N-acetylcysteinem, C-LD = chladova skupina ovlivnéna N-acetylcysteinem,
C-LL = chladova a osvétlena skupina ovlivnénd N-acetylcysteinem. Hodnoty jsou vyjadreny v
procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové usecky predstavuji + SD, n = 6.
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Graf 13: Exprese apoptotického proteinu BAX. K = kontrolni skupina, NAC-LL = osvétlend
skupina ovlivnéna N-acetylcysteinem, C-LD = chladova skupina ovlivnéna N-acetylcysteinem,
C-LL = chladova a osvétlena skupina ovlivnénd N-acetylcysteinem. Hodnoty jsou vyjadreny v
procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové usecky predstavuji + SD, n = 6.
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Graf 14: Exprese iniciacni kaspazy 8.. K = kontrolni skupina, NAC-LL = osvétlend skupina
ovlivnéna N-acetylcysteinem, C-LD = chladova skupina ovlivnénd N-acetylcysteinem, C-LL =
chladova a osvetlena skupina ovlivnéna N-acetylcysteinem. Hodnoty jsou vyjadreny v
procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové usecky predstavuji + SD, n = 6.
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9. DISKUZE

Tato prace méla za cil stanovit miru apoptoézy a B-adrenergni signalizaci u skupin potkant
ovlivnénych stresovymi faktory — akutnim chladem (3 dny) a stdlym svétlem (3 dny). Potkani
tvofili celkem 4 experimentalni skupiny z nichz jednu kontrolni (K) a zbylé 3 vystavené
svételnému a chladovému stresu (LL, C-LD a C-LL). Nejprve bylo nasi laboratofi zméteno
mitochondridlni bobtnani. Jak je jiz uvedeno v kapitole o apoptoze, zvysSend citlivost
mitochondrii k pfetizeni vapnikem zvysuje pravdépodobnost aktivace apoptdzy a tak degradaci
kardiomyocytt (Lisa et al., 2001). Zjistili jsme, Ze nejvyssi rychlost mitochondridlniho bobtnani
je u skupiny potkanl vystavenych stdlému svétlu nebo akutnimu chladu. Graf bobtnani
naznacuje podobnost vlivu téchto stresovych faktorti na citlivost mitochondrii k pfetiZzeni
vapnikem coz muze vést k snizeni prahu aktivace apoptdzy v kardiomyocytu (graf 1).
Zajimavost tohoto vysledku vsak spoc¢iva v poklesu bobtnani u skupiny potkani vystavenych
obéma stresovym faktorim zaroven. Zde vidime pokles hodnot, které se podobaji hodnotdm
kontrolni skupiny. Jsou znamé Skodlivé G¢inky akutni chladové expozice na srde¢ni funkci,
které mohou vést k srde¢nim onemocnénim jako je ischemicka choroba srde¢ni (Sheth et al.
1999), ateroskleréza (Lin et al.2017) a srdecni hypertenze (Hirai et al., 2015). Soucasné je
znamo, ze naruSeni cirkadiannich rytmli ma detrimentalni u¢inek na kardiomyocyty vedouci u
lidi k obdobnym typiim onemocnéni - srde¢ni hypertenze (Yamasaki et al., 1998), srdecni
selhani (Martino et al., 2007). V nasi studii byl vSak prokdzan synergicky efekt kombinace
stalého svétla a stalého chladu na potkanech, ktery vedl k potlaceni individualnich
detrimentalnich G¢inku chladu a svétla. Na zakladé prekvapivého zjisténi jsme se dale zabyvali
al., 2012) a antiapoptotického proteinu BCL2 (Bruey et al., 2007).

Pti méfeni exprese apoptotického proteinu BAX doslo k nejvysSimu zvySeni u skupiny
potkantll vystavenych pouze stalému svétlu a to o 132%. V souladu s timto trendem je zvySena
k naruSeni cirkadidnnich rytma a tim k desynchronizaci melatoninu. O melatoninu je dobte
znamo, Ze potlacuje proapoptoticky BAX a zvySuje antiapoptoticky BCL2, takze ma silné
antiapoptotické ucinky (Zhao et al., 2016). V ramci naSeho méfeni exprese BCL2 proteinu
doslo opét k signifikantnimu zvySeni u skupiny LL a to o 78%. Z tohoto pohledu by se mohlo

zdat, ze 3 dny stalého svétla upln€ nepotlacuji produkei melatoninu, ale desynchronizuji jeho
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pusobeni, a tak na trovni srdce dochdzi ke kompenzacni odpovédi na zvySeni BAX a tim 1
zvySeni BCL2, o ¢emz vypovida i graf poméru BAX/BCL2. Tento homeostaticky mechanismus
v literatufe neni popsan. Tii denni chladova expozice jesté signifikantné zvySuje BAX, ale
pouze o0 79% a na trovni BCL2 uz nedochézi k signifikantnimu zvySeni, pouze je zde tendence.
Zvysena exprese proapoptotického proteinu BAXu béhem chladové expozice je jiz dobie
znama z predeslych studii, kde byla exprese métfena na mySim modelu. V této studii byly mysi
pravidelné umistovany na 4 h denné do mistnosti o teploté¢ -20°C po dobu jednoho a dvou
tydnti. Vysledky studie ukazuji signifikatni zySeni BAXu po jednom i po dvou tydnech (Cong
et al., 2018). Nas vysledek je tedy v souladu s touto studii, avSak je mozné, Ze k aktivaci
apoptézy presto nedochazi, protoze exprese CASP8 odpovida kontrolni skuping.
Nesignifikantné¢ zvySeny apoptoticky ucinek opét ukazuje graf poméru BAX/BCL2. Je nutno
podotknout, Ze potkani byli chovdni po 2 v podestlanych klecich. Zde tedy mohlo dojit
k vzajemnému zahtivani mezi potkany a potlaceni tak Skodlivych ucinkl chladové expozice.
Stresové nejvice zatizenou skupinou nasi studie byly potkani vystaveni chladu i svétlu.
V piipad¢ proapoptotického BAX i antiapoptotického BCL2 je exprese obou proteint
srovnatelnd s kontrolni skupinou. Tento vysledek ukazuje, Ze tendence ke zvySeni
apoptotického Uc¢inku obou stresort neni zahdjena. V literatufe synergicky efekt kombinace
chladové a svételné expozice neni popsan. Prekvapivy fakt je v souladu s grafem bobtnani, kde
tento vysledek koresponduje s vysledkem mitochondridlniho bobtnani, ktery dale naznacuje
potlaeni detrimentdlnich vlivli synergickou kombinaci obou stresovych faktort a tak sniZeni
prahu apoptotického u¢inku.

Déle jsme se zabyvali studiem B-adrenergni signalizace. Pomoci metody Western blot byla
zmétena relativni exprese receptori Bl a 2. Zjistili jsme, ze Bl je signifikantné snizen u
skupiny LL 0 22% a 2 o0 25%. Dale byla regulace métena na urovni G-proteinii. Zde dochézi
k signifikantnimu snizeni obou métenych inhibi¢nich podjednotek. V piipad¢ exprese Gii je
snizeni u skupiny LL o 44% (viz graf 9) a u Gi3 0 47% (viz graf 10). Méfena byla i1 stimulacni
podjednotka, zde vSak nedochazi k signifikantni odchylce (viz graf 8). Zde tedy pravdépodobné
dochazi ke kompenzacnimu efektu snizené exprese B-adrenergnich receptorti snizenim exprese
inhibi¢nich podjednotek. Studiem uGc¢inku melatoninu na B-adrenergni signalizaci se zabyva
velmi malo praci. Polska studie se zabyva u¢inkem melatoninu na krevni tlak (Rechcinski et
al., 2006) . Do experimentu byli zahrnuti pacienti s ischemickou chorobou srde¢ni a srdecni
hypertenzi béhem spanku. Pacientim bylo poddvano 5 mg melatoninu pfed spanim. Efekt
melatoninu mél zplisobit snizeni krevniho tlaku béhem spankové faze. Vysledky této studie

jsou v8ak rozporuplné. Ke snizeni krevniho tlaku béhem spankové faze po podani melatoninu
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doslo u 1/3 pacient, ke zvySeni doslo u 23% pacientii. AvSak existuje fada studii, které se
zabyvaji naruSenim cirkadidnnich rytm a jejich negativniho dopadu na srdecni funkce
(Martino et al., 2007). Znami zmétfenych vysledki by se dalo usuzovat, Zze narusenim
cirkadiannich rytma doslo ke zvysSené aktivité B-adrenergni signalizace snizenim exprese G-
inhibi¢nich podjednotek. Dale byla métena B-adrenergni signalizace u chladové exponovanych
potkanli. Na urovni receptori nedoslo k signifikantnim zménam. Na trovni G-proteinové
signalizace doslo k signifikantnimu snizeni Gos (26%) i obou inhibi¢nich podjednotek — Gii2
(47%) a Gi3 (46%). O extrémni chladové expozici je dobie zndmo, Ze ma detrimentalni ucinky
na srde¢ni funkci. Studie se nejcastéji zabyvaji vlivem extrémniho chladu na lidské srdce. Je
potvrzeno, Zze v zimnim obdobi dochazi ke zvysené sekreci katecholaminti (Brodde et al., 1976),
zvySeného cholesterolu (Whaley et al., 1987) a dochézi ke zvySené frekvenci infarktu myokardu
(Sheth et al., 1999). Dalsi studie na lidech ukazuje, ze béhem chladové expozice dochazi
k modulaci az desenzitizaci f1 a 2 adrenergniho receptoru (Jansky et al., 2008). Vliv akutniho
chladu na B-adrenergni signalizaci byl studovan i na potkanim modelu. Na mySim transgennim
modelu byl zkouman knockout 1 receptoru v hnéd¢ tukové tkani. V piipad¢€, ze byly mysi
vystaveny chladu (mistnost 4°C po dobu 3h) doSlo k hypotermii. Z této studie vyplyva, Ze
stimulaci B1 dochazi k produkci tepla. Ackoliv u naSeho modelu ke zvySené expresi -
adrenergnich receptorii nedoslo, doslo ke snizené expresi inhibi¢nich podjednotek a tim ke
sniZzeni inhibice celé¢ drahy. Zde je opét nutno pripomenout, Ze byli potkani v podestlanych
klecich po dvou, takZe chladova expozice nemusela mit na potkany extrémni dopad. Nejvice
zatizenou skupinou byla opét skupina exponovand stalému chladu a svétlu. Tato skupina
vykazovala opét snizenou expresi G-proteinovych inhibi¢nich podjednotek (Gii2 0 68% a Giz
téz o 68%). Aktivacni podjednotka ani exprese receptorti nejsou od kontrolni skupiny
odchyleny. Zde pravdépodobné dochazi opét ke kompenzac¢nimu vlivu chladové expozice na
sniZzeni poctu B-adrenergnich receptorli, a tak vyS$8i moZnosti tvorby tepla. K tomuto jesté
piispiva svételna expozice, kterad stimuluje aktivitu sympatiku v piipad¢€ jasného denniho svétla
(Scho et al., 1997).

Posledni ¢ast experimentu zahrnovala 4 experimentdlni skupiny vystavené stejnym
podminkam jako piedeslé skupiny s tim rozdilem, Ze byl potkanlim podavéan antioxidant N-
acetylcystein. Antioxidant byl aplikovan intraperitonealné jednou denné rano vzdy ve stejnou
hodinu. Odbér srdce se konal v dob¢, kdy méla byt podana dalsi davka antioxidantu. Po podéani
N-acetylcysteinu vSak opét doslo k signifikantnimu zvySeni proapoptotického proteinu BAX u
skupiny LL o 120% podobné jako u LL bez NAC. Tudiz NAC nezabranil zvySené expresi BAX
u svétlem exponované skupiny. Vysledek potvrzuje 1 zvySend exprese CASP8 (64%). BCL2
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neni signifikantné zvysen, je zde pouze jeho tendence. Sklon k apoptdze vSak neni signifikantni
o ¢emz vypovida pomér BAX/BCL2. U skupiny chladové exponovanych potkand, kterym byl
zaroven podavan N-acetylcystein doslo k signifikantnimu zvySeni pouze proapoptotického
BAX (o 120%), cozZ opé&t koresponduje s vysledkem relativni exprese BAX bez antioxidantu
(79%), dokonce tato hodnota byla ptfekrocena. Na urovni kaspazy mirné zvySeni uz neni
signifikantni. Exprese BCL2 se neli$i od kontrolni skupiny stejné jako u skupiny potkant,
kterym N-acetylcystein nebyl podavan. Vysledny graf apoptozy (graf 11) vSak signifikantni
zvyseni nepotvrzuje. Hypoteticky nejvice zatizend skupina vystavena obéma stresorim a
zarovenn ovlivnéna N-Acetylcysteinem ukazuje prekvapiveé signifikantni zménu v expresi
proteinu BCL2 a to navyseni o 73%. U stejné skupiny bez N-acetylcysteinu jeho exprese
zvySena neni. Naproti tomu, kontrolni skupina po podani N-acetylcysteinu vykazuje
nesignifikantni narast exprese BAX. O N-acetylcysteinu je dobfe znam jeho antioxida¢ni efekt,
ktery je realizovan pies glutathionovy systém (Carlsten et al., 2018). Pokud je zabranéno tvorbé
RNS a ROS méla by byt snizena i aktivace apoptotického uc¢inku. Dalsi studie mluvi o
antiapoptotickém efektu N-acetylcysteinu na kardiomyocytarnich buiikach ziskanych ze srdce
potkana, kdy doslo k sniZzené expresi BAXu a zvySené expresi BCL2 u bunék vystavenych
hypoxickému prostiedi (Zhang et al., 2009). Na druhé stran€ je zndmo, Ze mirny oxidativni
stres stimuluje kardioprotektivni G¢inky a podani N-acetylcysteinu snizilo protektivni efekt
hypoxie (Balkové et al. , 2011). Nicméné podani N-acetylcysteinu snizuje riziko vzniku srde¢ni
hypertrofie a ischemicko-reperfizniho poskozeni (Su et al., 2016). Benefi¢ni ucinek N-
acetylcysteinu se v nasi studii piekvapivé nepotvrdil, coZ nanznacuje, Ze patrné na tomto
modelu neni zhorSené bobtndni mitochondrii spojeno s oxidativnim stresem, ale s jinymi

mechanismem.
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10. ZAVER

Potkani byly vystaveni dvéma stresorim trvalému svétlu po tii dny a chladu (6°C + 1°C) a
kombinaci téchto faktord. Na zdéklad¢ zajimavého zjiSténi, Ze citlivost mitochondrii se
prohlubuje piisobenim jednotlivych stresort a jejich kombinace tento detrimentalni ucinek rusi,
jsme se rozhodli stanovit markery apoptdzy a miru aktivace adrenergniho systému. Vysledky
ukdzaly vaznamny narist exprese proteinu BAX a BCL2 po 3 dnech stalé¢ho svétla a staly chlad
zvysil pouze BCL2. Je zde patrna snaha antiapoptotického BCL2 apoptoze zabranit u expozice
stalému svétlu. Nicméné pomér BAX/BCL2 nedosahl signifikance ani v jedné skupiné. Je
dilezité zdaraznit, ze aktivacni kaspdza 8 byla vyznamné zvySena u skupiny stalého svétla.
Efekt chladu byl pravdépodobné zmirnén chovanim potkant ve dvojicich a podestylkou, coz
umoznilo zahtivani. Synergicky efekt stalého svétla a chladu vedl opét ke zmirnéni

detrimentéalnich ucink, stejné jako u mitochondrialniho bobtnéni.

Na urovni 3-adrenergni signalizace doslo k mirnému potlaceni exprese receptori u skupiny
vystavené stdlému svétlu. Zde vSak dochdzi k potlaceni inhibi¢nich podjednotek u vSech skupin
vystavenych stresu, coz nasvédcuje o kompenzaci mozného utlumu. Ve druhé ¢asti prace jsme
vyvratily hypotézu, kdy jsme ptedpokladali, ze detrimentalni efekt akutniho chladu a stalého
svétla souvisi s oxidativnim stresem, nebot’ podani N-Acetyl cysteinu nevyvolalo podstatné
zmeny.

Tato prace pfinesla zcela nové a originalni vysledky, které oteviely mnoho dalSich otdzek
tykajicich se ptisobeni dvou stresorti na srdce potkana a lohy oxidativniho stresu v téchto

procesech.
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12. PRILOHY

Tabulka 1 — roztoky pro usmrceni potkana a homogenizaci tkané

Roztoky Chemikalie MnoZstvi
roztok Thiopentalu Thiopental lg
fyziologicky roztok (0,9 % NaCl) |10 ml
Homogenizaéni pufr
TMES Trizma Base 20 mM
MgCl12 3 mM
cOMPLETE 50x nafedény
PhosphoSTOP 1 tableta/10 ml
pufr TME Trizma Base 20 mM
MgCI2 3mM
cOMPLETE 50x natedény
PhosphoSTOP 1 tableta/10 ml
pufr TMES Sachar6za do roztoku TME 250 mM
Tabulka 2 — roztok pro mitochondrialni bobtnani
Roztoky Chemikalie MnoZstvi
Médium pro
mitochondrialni bobtnani |sachar6za 125 mM
KCl 65 mM
HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid) 10 mM
sukcinat 5mM
K3PO4 1 mM
pH 7,2
Tabulka 3 - Fedeéni vzorku pro elektroforézu
Roztoky Chemikalie MnoZstvi
fedéni vzorki pro SDS- DTT (1,4-dithiothreitol) 50 mM
PAGE elektorforézu SLB (Sample Laemmli Buffer) [4x nafedéno
TME doplnéni do findlniho
objemu
Tabulka 4 - Fedeéni gelu pro elektroforézu
Roztoky Chemikalie MnoZstvi
12% polyakrylamidovy H20 5,8 ml
délici gel Akrylamid 8 ml
(mnoZstvi pro 4 gely) Tris C (pH = 8,9) 5ml
SDS (dodecylsiran sodny) 0,2 ml
APS (amonium persulfat) 1 ml
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5% polyakrylamidovy H20 5,24 ml
zaostiovaci gel Akrylamid 1,67 ml
Tris D (pH = 6,9) 2,5 ml
SDS (dodecylsiran sodny) 0,1 ml
APS (amonium persulfat) 0,5 ml
Tris C Trizma Base 182 ¢g
TEMED
(Tetramethylethylenediamine) (345 ul
upravit pH na 8,9, doplnit
MQH20 do 100 ml
Tris D Trizma Base 3,025 g
TEMED
(Tetramethylethylenediamine) (345 ul
upravit pH na 6,9, doplnit
MQH20 do 50 ml
APS Amonium Persulfat (APS) 90 mg
H20 5ml
Tabulka 5 - redeni elektrodovych pufrii pro elektroforézu
Roztoky Chemikalie MnoZstvi
vnitini elektrodovy pufr
(koncentrovany) Trizma Base 303¢g
Glycin 144 ¢
SDS (dodecylsiran sodny) 10g
doplnit mQ H20 do 1 1
vnitini elektrodovy pufr  |100 ml koncentrovaného pufru,
(fedény) doplnit mQ H20 do 11
maximalné 4 x pouzity vnitini
vnéjsi elektrodovy pufr elektrodovy pufr
Tabulka 6 - poradi nanasenych vzorkii do gelu
Poradi vzorkinanasenych na gel
K | KILL | CHILD CHILL
Poradi vzorki s N-Acetylcysteinem
K | NAC K6LD | NAC K6LL |  NAC CH6LL | NAC CH6LD
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Tabulka 7 - Fedeéni blotovaciho pufru

Roztoky Chemikalie MnoZstvi

Towbin pufr Trizma Base 3,03 ¢g
Glycin 144 ¢
rozpustit v mQ H20 500 ml
Methanol 200 ml
doplnit mQ H20 do 1 1

Tabulka 8 - redeéni promyvaciho roztoku

Roztoky Chemikalie MnoZstvi

TBS (Tris buffered saline) |[Trizma Base 12,1 ¢g
NaCl 146,2 g
rozpustit v mQ H20 ve 4 1
uprava pH na 7,5
doplnit mQ H20 do 5 1

TTBS TBS 11
Tween 20 0,5 ml

Tabulka 9 - Aplikace primarnich a sekundarnich imunodetekcnich protilatek

primarni katalogové molekulova sekundarni

rotilatka cislo hmotnost Fedéni L)rotilétka redéni
anti BAX ab32503 21 kDa 1:1 000 [Rabit IgG NA934V |1:6 600
Bcl2 SAB 4500003 |26 kDa 1:1 000 |Rabit [gG NA934V [1:10 000
anti-Caspase 8 ab25901 20 kDa 1:500 Rabit IgG NA934V [1:10 000
Gs * 45 kDa 1:4 000 [Rabit IgG NA934V |1:10 000
Gi /s * 40 kDa 1:3 000 |Rabit [gG NA934V [1:10 000
Gi 3 * 43 kDa 1:2 000 [Rabit IgG NA934V |1:10 000

Protilatky oznacené * vyrobené nekomercné
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