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Cile prace

Cilem teoretické Casti prace je prehled znalosti o ischemicko-reperfuznim poskozeni
a mozném zapojeni kvercetinu do regulace jedné ze signalnich drah, kterou spousti apelin
jako pfirozeny kardioprotektivni efektor.

Cilem experimentalni ¢asti prace je posoudit vliv polyfenolu kvercetinu na signalni
drahy ERK a AKT v porovnani s pfirozenym aktivatorem apelinem-13. Zasadni metodou
pro vypracovani je sledovani in vitro aktivacnich/deaktivacnich mechanismt

(imunodetekce fosforylovanych proteintt) s vyuzitim bunécnych kultur.



1 UVOD

Ischemicko-reperfuzni poskozeni fadime mezi nejcastéjsi choroby po celém svété
a pro svou zavaznost se stalo cilem mnoha vyzkumui. V organismu dochazi k ischemické
fazi vlivem ob&hové zastavy, ktera vede k zastaveni cirkulace krve tkani a naslednému
nedostateCnému prokysli¢eni neboli hypoxii. Tento stav, neni-li krevni obéh obnoven,
muze vést k fatalnimu poskozeni mozkové i srdecni tkan€. Po obnoveni srdecniho obéhu
nastava faze reperfuze, kdy dochazi v odumfelé ¢i poskozené tkani k vyplavovani
akumulovanych metabolitd do krevniho fecisteé, coz vede kindukci zanétlivych
mechanismi a nepfiznivych oxidativnich procesi. To ma za nasledek poskozeni
srdecnich 1 jinych bunek, jako jsou napfiklad fibroblasty, imunitni buriky, buriky endotelu

apod.

Kvercetin fadime mezi Siroce rozsifené biologicky aktivni flavonoidni slouceniny.
Chemickou strukturou jej fadime mezi flavonoly a v pfirodé jej 1ze nalézt v fadé druha
ovoce i zeleniny i v jejich derivatech, jako je napfiklad vino a med. Je také soucasti rostlin
s prokazanymi 1é¢ivymi ucinky, naptiklad v jinanu dvoulalo€ném zndmém jako Ginkgo
biloba ¢i v tiezalce teCkované (Mitchell et al., 2007). Jeho ucinky na lidské zdravi jsou
zkoumany jiz fadu let, stal se proto vyznamnym dopliikem stravy, podavanym nejcastéji
ve formé tablet. Piiznivé ucinky kvercetinu spo€ivaji zejména ve vychytavani volnych
kyslikovych radikalt ¢i ve snizovani rizika trombozy a alergickych reakci. Inhibuje také
syntézu enzymu podilejicich se na vzniku zanéta (Kim et al., 1998). Bylo téz prokazano

snizeni apoptdzy v kvercetinem oSetfenych kardiomyocytech (Chen et al., 2013).

Vliv kvercetinu na srde¢ni tkan vSak jesté neni plné prozkouman, stejné¢ jako signalni
drahy, které v burice muze ovliviiovat. V bakalarské praci se proto vénuji porovnani jeho
ucinkti se signalni drahou apelinu-13, coz je endogenni peptid s prokazanymi
kardioprotektivnimi ucCinky. Apelin-13 vstupuje do buiky pfes transmembranovy
apelinovy receptor, coz vede k aktivaci apelinergniho systému. Jednou ze signalnich drah
apelinu-13 je draha Gai vedouci ke spusténi mitogenni signalni drahy kinas ERK a protein
kinasy B (Chapman et al., 2014; Masri et al., 2006). V ramci experimentalni ¢asti jsou
proto sledovany ucinky kvercetinu na fosforylaci kinas ERK1/2 a AKT v porovnani

s apelinem-13. Jako in vitro model slouzi potkani kardiomyocyty H9c2.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Ischemicko-reperfuzni poskozeni srdce

Ischemické poskozeni srdce (Obr. 1) fadime mezi nejCastéjsi priCiny umrti po celém
svete. Je zodpovédné za piiblizn€ vice jak jednu tfetinu umrti u osob starSich 35 let
(Abella & Becker, 2002) a ve Spojenych statech k nému dochazi téméf u poloviny muzi
a jedné tretiny zen (Lloyd-Jones et al., 1999). Nejbéznéjsi formou ischemickych
onemocnéni je infarkt myokardu, coz je akutni stav zpusobeny nekrozou v ¢asti srdecniho
svalu v dusledku nedostateCného prutoku krve (Goldstein et al., 2000; Gunata &
Parlakpinar, 2021).

Je znamo, Ze k ischemii dochazi v disledku nekolika patofyziologickych mechanismi
béhem obéhové zastavy. Béhem ischemie dochazi ke snizeni ¢i uplnému zastaveni
pritoku krve do tkan€, coz vede k jejimu nedostatenému prokysliceni (hypoxii) a mize
byt nasledovano 1 srde¢ni zastavou. K zachrané zivota je v této situaci nezbytna akutni
resuscitace k obnoveni krevni cirkulace. Ischemie vSak béhem ob&hové zastavy
zpusobuje celou fadu obtizi, jez postihnou cely organismus a mohou vyvolat az fatalni
poskozeni, nazyvané , postresuscitacni nemoc* nebo téz ,post cardiac arrest syndrome™
(PCAS), jez muze mit za nasledek poSkozeni mozkové i srdecni tkané a jinych organa

(Kang, 2019). Na miru poskozeni ma velky vliv stav organismu a délka trvani ischemie.

Bunécéna smrt

Zastava krevni
cirkulace

L Resuscitace

Obnova krevni
cirkulace

Zanétlive
mechanismy v
tkanich

— <_ Akumulace
" metabolitl

Neadekvatni zasobeni tkani

Snizeny srdecni vydej

kyslikem

Obr. 1 Schéma prabéhu ischemicko-reperfuzniho poskozeni (vytvoreno v programu MS
Word)



Pojem reperfuze zahrnuje reakci organismu na obnoveni krevni cirkulace. Obnoventi
prutoku krve béhem ischemie sice muze zabranit nevratnému poskozeni bunek vlivem
nedostatecného okysliceni, samotna reperfuze vSak muze vést kjesteé zavazn€jsSimu
poskozeni (Nolan et al., 2008). V odumfelé tkani dochazi po obnové obéhu k vyplavovani
akumulovanych skodlivych metaboliti do krevniho feCisté, coz vede ke spusténi
zanétlivych mechanismt. To ma za nasledek poSkozeni kardiomyocytd, ale ovliviiuje
i dalsi bunky jako jsou fibroblasty, imunitni buriky, butiky endotelu a hladké svaloviny.
Tyto procesy nebyvaji tkanove specifické a patofyziologické pochody béhem
ischemicko-reperfuzniho poskozeni mohou byt v riznych tkanich do jisté miry podobné.
Jednou z nejcitlivéjSich tkani pro ischemicko-reperfuzni poskozeni je vSak mozek, kde
dochazi k akumulaci Skodlivych neurotransmiterti a vzniku edému, a také srdecni tkan
(Carden & Granger, 2000; Ostadal, 2009). Oxidacni procesy, k nimz dochéazi béhem
reperfuze srdeCni tkan€, navic snizuji tvorbu oxidu dusnatého (NO) poskozenim
intracelularnich signalnich drah a mitochondrialnich port. Timto jsou limitovany
kardioprotektivni u¢inky NO zprostifedkované indukovatelnou izoformou L-
arginin, NADPH:kyslikové oxidoreduktasy (syntasa oxidu dusnatého, NOS, EC
1.14.13.39), ktera je na zaklad€ mnoha studii povazovana za vyznamny protein podilejici

se na ochrané tkani béhem ischemicko-reperfuzniho poskozeni (Jones & Bolli, 2006).

2.1.1 Dysfunkce myokardu
Srdecni svalovina, zvana téz jako myokard, je jednou ze srdeCnich vrstev, které se
nachazeji mezi epikardem a endokardem. Pro spravné fungovani tohoto svalu je nezbytné
dostate¢né krevni zasobeni tkané, zajiSténé véncitymi tepnami obklopujicimi srdce.
Vlivem nedostatecného zasobeni srdecni svaloviny kyslikem ¢i metabolity mize dojit
k vyraznému poskozeni, jez mize mit za nasledek rlizna zanétliva i nezanétliva
onemocnéni myokardu, srdeCni arytmii, ¢i v nejhorSim piipadé i1 smrt. Obvykle
v podobnych ptipadech dochézi nejprve k srdecni zastavé, ktera uvede télo do vyrazného
Sokového stavu, kdy je zastaven piivod kysliku a metabolickych substrati. Ke zlepSeni
stavu organismu a obnoveni krevniho obéhu je proto nezbytna resuscitace. Minutovy
srdecni vydej vSak i po resuscitaci zastava stale vyrazné nizsi, nez je pro béznou funkci
myokardu potfeba a pokracuje proto neadekvatni zasobeni tkani kyslikem

(Laver et al. 2004), coz vede k dalSimu srdecnimu poskozeni.

Vlivem srde¢ni zastavy dochazi k vyskytu ischemickych chorob srde¢nich (ICHS).

Tyto choroby maji mnoho forem, fadime zde jak ischemicko-reperfuzni poskozeni, tak
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i infarkt myokardu (Haluzikova a Jaburkova, 2021). K vyskytu infarktu dochazi
v disledku  dlouhodobého nedostateného zasobeni srde¢ni svaloviny  krvi
(Vojacek et al. 2013). Zavaznost tohoto onemocnéni je velmi vysoka, vlivem nedokrveni
srdecniho svalu byva pacient ohrozen na zivoté. Krevni recirkulaci je poté nutno obnovit
do dvou hodin od prvnich potizi, po del§im ¢asovém intervalu jiz dochazi k nekroze tkané
a zavaznym komplikacim. Cesk4 republika je ve svétovych ZebfiGcich vyskytu akutniho
infarktu myokardu na prvnich mistech. Roéné se tmrtnost pohybuje v fadu tisict (Simek,

2015).

Jednou z méné zavaznych poruch srdecni svaloviny je bezpochyby srdecni arytmie
neboli porucha srde¢niho rytmu. Tato porucha s velmi ¢astym vyskytem je obvykle bez
vyrazngjsich ptiznaki, v jistych pfipadech vSak muze piinést fadu obtizi. K vyskytu
poruch srde¢niho rytmu muize dojit i nasledkem srdecni zastavy a nedostatecného
zasobeni tkani kyslikem. To poté vede i k poskozeni srdecnich bunék a spusténi zanétlivé
reakce, ¢imz se navysi rizika infekce ¢i organového selhani. Vyrazné ohrozeni mohou byt

pacienti po prodélani infarktu myokardu. (Gunata a Parlakpinar, 2021)

2.1.2 Experimentalni metody studia ischemicko-reperfuzniho

poskozeni
Vzhledem k vysoké umrtnosti a zavaznosti je ischemicko-reperfuzni poskozeni srdce
pfedmétem mnoha védeckych vyzkumu s cilem rozvijet postupy a metody, jez snizi
mortalitu i rizikovost tohoto stavu. V experimentalnich studiich jsou jako zivé modely
pro snadny chov, nizkou cenu a rychlé mnozeni €asto vyuzivani hlodavci. Hlodavci jsou
také nejCastéj§imi modely v oblasti molekularni biologie a genetiky, ktera je zaméfena
na studium funkce srdecni tkané€ pii manipulaci s genomem. Kvuli rozdilu v tepové
frekvenci a velikosti srdce v§ak mohou byt ziskané poznatky obtizn€ aplikovany na jiné
savce €1 Cloveka. Mezi vétsi modely fadime zejména psy, primaty a prasata. Pro studium
in vitro jsou také vyuzivany jako modelovy systém bunécné kultury, které nam umoziuji

hodnotit bunécné odpoveédi na pouzita farmakologicka Cinidla.

Ke studiu ischemicko-reperfuzniho poskozeni byla vyvinuta fada in vivo metod, jako
je napiiklad omraceni (Bolli, 1990), hibernace a kondicionovani myokardu
(Kloner et al., 1998). Velmi vyuzivanou a zkoumanou je pro své piiznivé ucinky metoda
kondiciovani srdce, jez byla objevena vroce 1986 (Murry et al., 1986) a spociva

ve vystaveni organismu kratkym cyklim ischemie a reperfuze vedouci k ochrané



myokardu pfi srdecni piihodé (Lotz et al., 2021; Roth et al., 2021). Mezi dal§i metody
patii ex vivo metody, kdy je srdce vyjmuto z organismu, napt. Langendorffova metoda,
vyvinuta koncem 19. stoleti a stale vyuzivana (Bell et al., 2011; Skrzypiec-Spring et al.,
2007), ¢i tzv. ,running heart model“, ktery zachovava priutok perfuzatu béznym

zpusobem cirkulace, ¢imz napodobuje experimentalni metody in vivo (Neely et al., 1973).

2.1.2.1 HL-1 bunéc¢na linie

Ke studiu struktury a funkce srde¢niho svalu in vitro se vyuzivd mnoho modelovych
bun&enych linii. Radime zde bun&énou linii HL-1, izolovanou nejéastéji z embryonalnich
¢i neonatalnich potkanich kardiomyocytd (White et al., 2004). HL-1 je proliferujici
bunécna linie srdecni svaloviny, ktera zajiStuje srdecni stah, a zachovava morfologickeé,
biochemické a elektrofyziologické vlastnosti kardiomyocytd (Claycomb et al., 1998).
Na zakladé svych vlastnosti je tato linie uzitecna i jako modelovy systém studia mnoha
patofyziologickych stavi organismu, napfiklad hyperglykémie ¢i hypoxie. Zarover je
také uziteCnym nastrojem pro studium bunéCnych signalnich drah a receptorti
v kardiomyocytech. Kardiomyocyty reaguji na ruzné stresové podnéty produkci
peptidového hormonu adrenomedullinu, jenz se podili na prevenci rozvoje patologickych
stavii a srdecniho selhani, a zaroven zvysuje toleranci bunék vici oxidacnimu stresu
¢i hypoxickému poskozeni, ¢imz ma pozitivni vliv na rdzna kardiovaskularni
onemocnéni. V reakci na hypoxii indukuje bunééna linie HL-1 zvy§enou produkci faktoru
HIF-1, coz vede ke zvySené expresi genu pro adrenomedullin. Buitkky HL-1 exprimuyji
také adrenergni receptory, jez reaguji na fadu bunécnych podnétd (McWhinney et al.,
2000). Bylo téz prokazano, ze tato bunécna linie mize byt uzitecna ke studiu efektu
opioida na srdecni tkan, nebot’ exprimuje 6-opioidni receptory, jejichz stimulace muze
mit prospéSny ucinek béhem ischemicko-reperfuzniho poskozeni (McPherson & Yao,

2001).

Bunécna linie HL-1 byla charakterizovana pouzitim riznych mikroskopickych,
imunohistochemickych a farmakologickych metod. Na zakladé studii bylo usouzeno, ze
ve své struktufe obsahuje vysoce organizované sarkomery, jez jsou nezbytné pro
zprostredkovani kontrakce. Analyza jejich genové exprese poukéazala na to, ze projevuji
podobny model genové exprese, jako dospelé kardiomyocyty. Bunky také spontanné
depolarizuji a exprimuji iontové kanaly pro generovani akCnich potenciald, jez jsou

charakteristické pro primarni kardiomyocyty. Ke dlouhodobé&jsi kultivaci nad 72 hodin



vyzaduje bunécna linie HL-1 fibronektin-Zelatinovy substrat a specialni ristové médium.

(White et al., 2004)

2.1.2.2 H9¢2 bunécna linie

HO9c2 burky jsou permanentni bunécnou linii, kterd byla odvozena mnohonasobnym
pasazovanim embryonalnich bunék z BD1X potkani srde¢ni tkdné€ v roce 1970 (Kimes &
Brandt, 1976). Bunécna linie H9¢2 nachazi diky svym morfologickym vlastnostem
pfipominajicim nezralé embryonalni kardiomyocyty bohaté vyuziti v in vitro vyzkumu
mechanisma srdecnich chorob, reakci srdec¢ni tkané na chemické slouceniny a také

k hodnoceni toxickych ucinka protinadorovych 1é¢iv.

Embryonalni kardiomyocyty H9¢2 dobfte proliferuji pfi in vitro kultivaci za teploty
37 °C v inkubatoru, mohou vSak byt kultivovany pouze po omezeny pocet pasazi.
Starnuti bunék mize mit vliv na opakovatelnost vysledka studie. Pii studiu vlivu
toxickych ¢inidel na bunécnou linii H9¢2 v zavislosti na po¢tu bunécnych pasazi bylo
prokdzano, ze vys§i mnozstvi pasazi vede ke zvysSené citlivosti bun€k na stresové
podminky a tim i rdznorodym vysledkim a naro¢néjsi opakovatelnosti experimentu

pfi pouziti buné€k s rozdilnou trovni pasazi (Witek et al., 2016).

2.2 Kyslikova homeostaza
Kyslikova homeostaza ma velky vyznam pro udrzeni zdkladnich zivotnich funkci. Buiky
pottebuji nepfetrzity pfijem kysliku po celou dobu svého zivota. Lidské télo je schopno
udrzet zasoby kysliku, ne vSak po dobu delsi nez pét minut. Tyto zasoby jsou z velké Casti
ve formé kysliku navazaného na hemoglobin v krevnim ob&hu a volné v dychaci
soustave, zlomek je pak navazan na myoglobin ve svalech. Primamé je poté kyslik

spotfebovan aerobnim metabolismem mitochondrii.

V prabéhu ischemie nebo nasledné reperfuze dochazi dasledkem zmén zasobeni tkani
kyslikem k metabolickym zménam, jez vedou k pfechodu z aerobni na anaerobni
glykolyzu. Disledkem snizené produkce adenosintrifosfatu (ATP) dojde k jeho syntéze
ze dvou molekul ADP, coz vede ke vzniku ATP a AMP. AMP je odstraiiovano pieménou
na hypoxantin, ktery vSak v srdecni tkani nelze odbourat, proto se zde hromadi a mize
vést k naslednému poskozeni. Dochazi také k poklesu energetickych zdroju, tim je
snizena funk¢nost bunécnych procest zavislych na ATP, coz vede k akumulaci vody,
sodnych a vapenatych iontd v bunce. Zaroven je také hypoxantin produkovany

katabolismem v nukleotidech béhem ischemie pfeménovan na reaktivni formy kysliku
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(ROS), jez maji za nasledek poskozeni béhem reperfuze (Liu & Yenari, 2007). Lidské
srdeCni bunky maji stejné jako buiky jinych savci endogenni enzymy, jez zachycuji
volné kyslikové radikaly. Radikaly vzniklé béhem ischemicko-reperfuzniho poskozeni
vSak nemohou byt témito enzymy adekvatné odstranény. Tento oxidativni stres pak
snizuje aktivitu Na/K ATPasy a Ca>* ATPasy a zaroveti zpisobuje peroxidaci lipidd, coz
ma negativni vliv na bunénou integritu (Gunata & Parlakpinar, 2021; Maltepe &

Saugstad, 2009).

2.2.1 Hypoxie
Termin hypoxie oznacuje stav nedostatku kysliku ve tkanich. K tomu mize dochazet
zamezenim piivodu kysliku cilovym buiikdm a pfi poruchéach krevniho obéhu. Jedna se
pfitom o bézny patofyziologicky znak srdecnich chorob vcetné cukrovky. Zdravy
organismus reaguje na tento stav n€kolika mechanismy, jez maji za cil tento nedostatek
kompenzovat napf. zvySenim poctu erytrocytii nebo vyssi plicni ventilaci. Tyto odpovédi
jsou v organismu zprostfedkovany bunécnymi signaliza¢nimi drahami a jejich
komponenty, jako napiiklad MAPKK-aktivovanymi ATP:protein fosfotransferasami
(extracelularni signalem regulované kinasy, ERK, EC 2.7.11.24) nebo nespecifickou
ATP:protein fosfotransferasou (protein kinasa B, PKB, AKT, EC 2.7.11.1) (Miura et al.,
2010). Obé skupiny kinas reguluji expresi transkripéniho faktoru HIF-1a, jenz vyvolava
procesy vedouci k ochrané bunék (Tekin et al., 2010). Po vycCerpani téchto mechanismu
dochézi postupné ke smrti bunék a posléze i celého organismu (Karimova & Pinsky,
2001). Privod kysliku je v takovych situacich regulovan dle citlivosti tkani na kyslikovy
deficit — méné narocnym tkanim jako je kaze Ci svaly je pfivod kysliku omezen
a preferovana bude tkan mozkova, ktera reaguje na kyslikovy deficit ztratou védomi jiz

po nékolika malo sekundach (Kapounkova 2013).

2.2.2 Ochrana kardiomyocytu pii hypoxii
V reakci na hypoxii kardiomyocyty aktivuji mechanismy, které jim umoziiuji tolerovat
stav nizkého mnozstvi kysliku. Tato reakce je zprostfedkovana ERK a PKB. Aktivace
vede ke zvySené expresi faktoru HIF-1, ktery podporuje procesy k ochrané bunky —
indukuje glykolytickou drahu ke zvySeni produkce ATP a snizuje mnozstvi toxickych
reaktivnich forem kysliku, coz mé za nasledek snizenou indukci bunééné smrti (Semenza,

1998; Shahzad et al., 2013).



2.2.2.1 Role MAP kinas

Proteinové kinasy hraji velkou roli v regulac¢nich drahach organismu a ucastni se velkého
mnozstvi bunéénych pochodt (Hunter, 2000). Mitogenem aktivované (MAP) kinasy se
nachazi pouze v eukaryotech. Vyskytuji se u vSech zvitat, hub i rostlin a mtizeme je nalézt
také vradé jednobunéCnych eukaryot. Skladaji se z cytoplasmatickych protein
serinovych/threoninovych kinas, které se podileji na transdukci signdlu z povrchu

do vnittku buriky (Manning et al., 2002).

MAP kinasy katalyzuji fosforylaci mnoha proteinii vcetné transkripénich faktor(,
fosfatas a dalsich funkCnich proteind. V zakladni formé nejsou katalyticky aktivni,
k jejich aktivaci je zapotiebi nékolikastupniova fosforylaéni kaskada, kdy dochazi
k prenosu POs> skupiny z predchozi kinasy na aktivaéni misto nasledujici. Aktivacni
misto zpravidla obsahuje charakteristicky T-x-Y (threonin—x—tyrosin) motiv tii
aminokyselin a k aktivaci je nutna fosforylace jak threoninovych, tak i tyrosinovych
zbytk. MAP kinasy je mozné také inaktivovat, a to prostiednictvim MAP kinasovych
fosfatas (MKPs). Tyto enzymy jsou schopny hydrolyzovat fosfat jak z fosfotyrosinovych,
tak i fosfothreoninovych zbytku.

U savcl mizeme nalézt skupinu extracelularnich signalem regulovanych kinas, dale
skupinu p38 kinas a c-Jun N-terminalnich kinas, které jsou taktéz znamé jako stresem

aktivované proteinové kinasy neboli SAPK (Roskoski, 2012).

2.2.2.2 ERK1/2 kinasa

Extracelularni signalem regulovana kinasa je skupina enzymu fadici se do rodiny
mitogenem aktivovanych proteinovych kinas. Signalni draha ERK1/2 je pravdépodobné

jednim z nejlépe charakterizovanych MAPK systému.

ERKI1 a ERK2 kinasy jsou aktivovany skrze Ras/Raf/MEK fosforyla¢ni kaskadu, ktera
je soucasti mnoha bunécnych procest, jako je bunécna adheze, migrace, diferenciace,
proliferace, transkripce, metabolismus i pfeziti buiiky v ohrozujicich situacich (Wortzel
& Seger, 2011). Aktivace heterotrimerniho G proteinu Ras pomoci tyrosinkinasového
receptoru vede k aktivaci kinasy Raf, ktera aktivuje MEK. MEK fosforyluje ERK1
a ERK2 v misté threoninu 202/185 a tyrosinu 204/187 a tim dochazi k jejich aktivaci.
Tento proces je vSak reverzibilni. Defosforylace ERK1/2 je fizena tyrosin ¢i threonin-

specifickymi fosfatasami, ¢i fosfatasami specifickymi pro oba tyto proteiny.



Raf kinasa i skupina MEK proteinii maji vyraznou substratovou specificitu na rozdil
od ERKI1/2, jez katalyzuji fadu cytoplazmatickych i jadernych substrati vcetné
regulacnich molekul a transkripénich faktora. Pfi katalyze vsSak preferuji fosforylaci

substrata obsahujicich Pro-X-Ser/Thr-Pro sekvence.

Je znamo nékolik ERK izoenzymi, nejvice studovany jsou vsak formy ERK1 a ERK2.
Obé tyto kinasy maji z 84 % identickou sekvenci. Stejné jako zbytek skupiny téchto kinas
obsahuji unikéatni N- a C- terminalni konce, jez zajistuji signalni specificitu. Lidska forma
ERK1 se sklada z 360 aminokyselinovych zbytk,, u ERK2 je to 379. VSechny znamé
bunécné stimulanty drahy ERK1/2 vedou k paralelni aktivaci obou kinas a i jejich funkce

jsou velmi podobné (Lloyd, 2006).

ERK1/2 patfi mezi komponenty bunécné signalizace, jez odpovida i na nizké mnozstvi
kysliku v organismu. Pfi hypoxii dochazi k fosforylaci cytosolickych ERK1/2 pomoci
MEKI1, coz vede k jejich aktivaci. Jsou pfitom pfemistény z cytosolu do bunécného jadra,
kde spolu s protein kinasou B reguluji expresi transkripéniho faktoru HIF-1a (Semenza,
2001). Tento faktor zprostiedkovava zakladni reakce savcl na snizené mnozstvi kysliku
a v pfipadé ohrozeni vyvolava procesy vedouci k ochrané buriky (Semenza, 1998). Jeho
pusobenim dochazi ke zvySeni intracelularnich hladin ATP a snizeni reaktivnich forem

kysliku, coz vede k redukci bunécné smrti (Minet et al., 2000; Roskoski, 2012).

2.2.2.3 Protein kinasa B

Protein kinasa B (AKT, PKB) je souhrnny nazev pro skupinu tfi serin-threoninovych
kinas, kterou muzeme nalézt v genomu kazdého eukaryotického organismu a ma
nezastupitelné misto vfadé bunéfnych procest jako je proliferace, metabolismus
sacharida ¢i syntéza proteint. Popsana byla poprvé v roce 1987 Stephenem Staalem
pfi studiu transformujicich virt, kdy poukazal na jeji roli v onkogenezi. Ovliviuje
regulaci mnoha bunécnych procesu, naptiklad bunéény rist, signalizaci ptes inzulinové

receptory ruastovych faktord u savcu ¢i nadorovou transformaci.

AKT tadime do skupiny AGC kinas, do niz spada vice nez 60 kinas lidského genomu
a dale se klasifikuje do 14 podskupin — PDK1, AKT/PKB, SGK, PKA, PKG, PKC,
PKN/PRK, RSK, NDR, MAST, YANK, DMPK, GRK a SGK494. AGC kinasy se také
nachazi v fadé€ jinych eukaryot, nevyjimaje puvodce lidskych infek¢nich chorob a diky
své struktufe a uloze v organismu jsou cilem fady vyzkumu. Klicem k regulaci téchto

kinas je tzv. PIF-kapsa, ktera slouzi jako dokovaci misto pro substraty PDK1 a podili se
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také na fosforylaci a alosterické regulaci N- terminalnich domén kinas PKC a PKN/PRK.
Hlavni kinasou je PDK1, ktera je zodpovédna za fosforylaci aktivaéniho mista, ¢imz se

podili na aktivaci 23 kinas vCetné AKT (Leroux et al., 2018).

U cloveka se AKT vyskytuje ve tiech izoformach, které jsou produkty tii riznych gent
(AKT1, AKT2, AKT3). Jejich sekvencni struktura je téméf identickd, jsou vSak rozdilné
svou tkanové-specifickou expresi 1 funkci. AKT1 je vysoce exprimovand ve vSech
organech, zatimco vyskyt AKT?2 je typicky pfedevs§im pro inzulin senzitivni tkdn€, mezi
které patii tukova tkan, kosterni svalstvo a jatra. K expresi AKT3 nejvice dochazi

ve varlatech a mozku (Roskoski, 2012; Souralova, 2018).

2.2.2.4 Adenin-nukleotid translokasa
Adenin-nukleotid translokasa (ANT) je nejCast€ji se vyskytujici skupina proteint
ve vnitini mitochondrialni membrané. Usnadiiuje vyménu ADP z intermembranového
prostoru do matrice a ATP z mitochondrialni matrice do intermembranového prostoru
(Klingenberg, 2008). ANT také hraje vyznamnou roli v preziti butiky ovlivnénim
permeability mitochondrialnich pord, coz bylo potvrzeno v roce 2021 pii studiu

molekularnich mechanismt mitochondrialni permeability pomoci genetické manipulace

s F-ATP syntasou (Carrer et al., 2021).

ANT1 vznikéd predev§im v srdci, kosternim svalstvu a v mozku. Mutace a snizena
exprese této translokasy jsou spojeny se zavaznymi chorobami srde¢niho svalu. Jeji
nadmérna exprese naopak stav zlepsuje a snizuje indukci apoptozy. Zaroven usnadiiuje
vyménu ADP a ATP pifes mitochondridlni membranu, ¢imz udrzuje aktivitu dychaciho
fetézce. To ma také vliv na dulezité signalni kinasy (ERK1/2 a AKT) chranici bunky
beéhem hypoxie. Nadmérna exprese zvysila miru preziti hypoxickych kardiomyocytt, coz
souvisi se stabilizaci potencialu mitochondridlni membrany, potlaenim aktivity

kaspasy 3 a snizenim fragmentace DNA.

ANT?2 se nachazi predevsim v organech schopnych regenerace jako jsou jatra, slezina
¢i ledviny, mohou vSak vznikat 1 v organech primame¢ tvoficich ANT1. (Winter et al.,

2016)

2.2.2.5 Hypoxii inducibilni faktor 1
Hypoxii inducibilni faktor 1 (HIF-1) je transkrip¢ni faktor kli€ovy pro regulaci odpovédi

organismu na nedostateCné zasobeni tkani kyslikem. Jedna se o heterodimerni protein
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skladajici se ze dvou podjednotek — kyslikem regulované podjednotky HIF-1a (¢i jejich
paralogl HIF-2a a HIF-30) a podjednotky HIF-1f, zvanou téz jaderny translokator
aryluhlovodikového receptoru (ARNT). Béhem normoxie je cytosolicka podjednotka
HIF-1o degradovand ubiquitin-proteasomovou cestou, coz je zprostiedkovano
degradacni doménou zavislou na kysliku (ODDD), béhem hypoxie je vSak jeji degradace
inhibovana (Salceda & Caro, 1997). Protein je translokovan do jadra, kde dochazi
k dimerizaci s jadernym proteinem HIF-1f, ¢imz dojde ke vzniku kompletniho HIF-1
faktoru. HIF-1 se nasledné vaze na cis-elementy reagujici na hypoxii (HRE), které se

nachazeji v promotorech nebo zesilovacich (Minet et al., 2000).

2.1 Polyfenoly

Polyfenoly jsou riznorodou skupinou vice nez 8 000 chemickych sloucenin obsazenych
zejména v ovoci, zelening, obilovinach i jejich derivatech (napt. Cokolada, dzusy, olivovy
olej, vino, ¢aj). Jedna se o produkty sekundarniho metabolismu rostlin a mohou vychazet
z acetatové Ci Sikimatové syntetické drahy. Vzhledem ke svému velkému potencialu
v potravinafstvi i v medicin€ jsou nyni polyfenoly predmétem fady studii. Obecné jsou
polyfenoly klasifikovany na zéklad€ strukturnich vlastnosti naflavonoidni a

neflavonoidni slouceniny (Obr. 2).

Flavon

[ .
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o ®
0]

Antokyanidin

m Flavonol
o o ‘s
Flavan-2-ol

Obr. 2 Priklady chemickych struktur flavonoidnich slouéenin (vytvofeno v programu
ChemSketch)
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Flavonoidni polyfenoly jsou slozeny ze dvou aromatickych kruht, jez jsou vazany
tfemi atomy uhliku a tvofi heterocyklicky kruh s kyslikem. Jsou vyznamnou soucasti

lidské potravy a vykazuji fadu ptiznivych ucinkti na organismus, napf. jako antioxidanty.

Radime zde napiiklad flavonoly (kvercetin, kaempferol), jejichz biosyntéza je
stimulovana dopadem svétla na rostlinna pletiva, a flavanony, které se vyskytuji zejména
v citrusovych plodech. Na zaklad¢ in vivo i in vitro studii bylo prokazano, ze flavonoidy
z Cervenych hrozni mohou mit pfiznivy vliv na stfevni bakterie a traveni (Magrone et al.,
2020). Jedna se o vyznamna pfirodni barviva, antokyany a antokyanidiny, se Sirokou
barevnou skalou od modré pies fialovou az po Cervenou. Pokud svou strukturou
polyfenoly nespadaji do skupiny flavonoidd, fadime je mezi neflavonoidni latky. Muze
se jednat o jednoduché fenoly ¢i benzochinony, jez se uplatiiuji zejména v potravinarstvi
jako produkty Cinnosti metabolismu mikroorganismu ¢i jako silice a vonné latky. Dale
do této skupiny spada tada fenolovych kyselin, napt. kyselina benzoova a skoficova.
Spektrum vyuziti té€chto kyselin je obrovske, sviij ucel nachazi zejména v potravinarstvi.
Sodna sul kyseliny benzoové je hojné vyuzivana jako protiplisiiovy konzervant kyselych

potravin (Krebs et al., 1983).

Vyznam polyfenolil v rostlinach spociva zejména v ochrané pred nepfiznivymi vlivy
prostredi jako je UV zafeni, vysoké teploty apod. Studie v oblasti Sttredomoii prokazala,
ze olivy a hrozny zvySily produkci polyfenolt pfi obran€ vuci stresovym podminkam
(Servili et al., 2004). Byl prokazan také jejich antioxidacni a protizanétlivy ucinek, mohou
mit pfiznivy vliv na 1écbu Alzheimerovy choroby, rakoviny, aterosklerézy apod., jsou
proto soucdsti mnoha kosmetickych, farmaceutickych 1 medicinalnich aplikaci

(Panche et al. 2016). Ve vyZzivé se s nimi mizeme setkat v podobé dopliku stravy.

2.1.1 Kardioprotektivni ucinky polyfenola
Na zaklade studii tykajicich se pozitivnich ucinki polyfenolt na lidsky organismus
se pfedmétem zkoumani staly také jejich kardioprotektivni ucinky. Polyfenoly,
predevsim flavonoly a antokyaniny, jsou dilezitou slozkou hroznové §tavy, z niz se poté
ziskava vino. Bylo prokazano, ze mirna konzumace alkoholickych napoji a zejména
cerveného vina brzdi vyvoj aterosklerdzy a podili se na prevenci a ochrané pti ischemické
chorobé srdecni. Béhem studie zabyvajici se absorpci antokyaninil z potravy krys bylo
zjisténo, ze pii dlouhodobém pfijmu antokynaninii doslo k signifikantnimu vzestupu

mnozstvi celkového 1 oxidovaného glutationu v srde¢ni tkani, coz naznacuje, ze
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dlouhodoby zisk polyfenolt z potravy by mohl zvySovat antioxida¢ni potencial srde¢nich
bunék. To by mohlo vést k ochrané srde¢niho svalu pfi ischemicko-reperfuznim
poskozeni (Toufektsian et al. 2008; Taborsky et al. 2010). Na zaklad¢ dalsich studii bylo
zjisténo, ze polyfenoly omezuji vstiebavani cholesterolu, coz vedlo ke snizeni obsahu
cholesterolu v krevni plazmé (Zern & Fernandez, 2005). Pfi vyzkumu vlivu lidskych
polyfenolovych metaboliti na potkani neonatalni kardiomyocyty a diferencované
kardiomyoblasty pii simulaci bunécné smrti isoproterenolem bylo zjisténo, ze jiz
dvouhodinové inkubace zvratila Skodlivy ucinek isoproterenolu a byl pozorovan také
nizsi vyskyt superoxidovych anionti, coz vedlo k niz§imu bunécnému stresu (Dias-
Pedroso et al., 2019). Lze tedy predpokladat, ze polyfenoly mohou mit na srdecni sval
fadu pfiznivych ucinkt, jez mohou vést i k ochrané pii ischemicko-reperfuznim

poskozeni.

2.1.2 Kvercetin

Kvercetin je latka rostlinného ptivodu fadici se mezi flavonoidni polyfenoly, konkrétné
flavonoly. Vyskytuje se v fade druhli ovoce i zeleniny a naslednych derivati jako je vino,
med a zeleny i Cerny Caj a pro své piiznivé zdravotni ucinky jej mizeme nalézt v fade
dopliikd stravy. Je soucasti mnoha rostlin s prokazanymi lécivymi ucinky, napfiklad
v jinanu dvoulaloéném znamém jako Ginkgo biloba ¢i v trezalce teckované (Hypericum
perforatum). Obsah tohoto flavonolu v rostlinach se mize lisit také zpisobem péstovani.
Na zéaklad¢ desetileté studie bylo prokézano, ze obsah kvercetinu v rajcatech pestovanych
pfirozenych zpusobem byl o 79 % vySsi nez u raj¢at péstovanych za umélych podminek
(Mitchell et al., 2007). Nejvyssi obsah kvercetinu v potraviné byl prokazan u syrové
kapary (234 mg/100 g), nejniz§i u caje (2 mg/100g). V rostlinach zastava funkci
ptirozeného polarniho inhibitoru auxinu (Fischer et al., 1997). Jeho nazev byl poprvé
pouzit vroce 1857 a je odvozen od slova quercetum (dubovy les) podle dubu rodu

Quercus (Y. Lietal., 2016).

Z hlediska nomenklatury sejedna o 3, 3', 4', 5, 7-pentahydroxyflavon (Obr. 3). Radime
jej mezi aglykony a v ¢istém stavu ma vzhled zlutého jehlickovitého krystalu. Jeho
rozpustnost ve vodé je velmi nizka, zvySuje se vSak s rostouci teplotou. Zcela rozpustny
je pak v alkoholu a lipidech. Glykosilaci na nékteré z -OH skupin vznika kvercetinovy
glykosid, jehoz vlastnosti jako je rozpustnost, absorpce i in vivo UCinky se oproti

kvercetinovému aglykonu li§i (Hollman et al., 1999).
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Obr. 3 Chemicka struktura kvercetinu (vytvofeno v programu ChemSketch)

Uroveti vstfebavani kvercetinu se maze lisit na zakladé pfipojeného cukru, glykosidy
mohou byt 1épe absorbovany nez rutinosidy. Ke vstfebani nejcastéji dochazi v hornim
segmentu tenkého stfeva. Nasledné dochazi k pfeméné na kyselinu fenolovou a dalsi
metabolity stfevnimi bakteriemi a enzymy sliznice. Metabolity jsou poté absorbovany,
transformovany a vylucovany. Hlavnim vylucovacim organem kvercetinu jsou ledviny

(Graefe et al., 1999).

U kvercetinu a jeho metabolitii bylo pozorovano Siroké spektrum pftiznivych ucinkt
jak na zvifecich, tak i lidskych modelech. Kvercetin vychytava v organismu volné
kyslikové i hydroxylové radikéaly. Zabranuje riziku tromboézy potlatenim vzniku krevni
srazeniny v cévach a tlumi alergické ucCinky ¢i reakce na bodnuti hmyzem. Byly
pozorovany téz imunosupresivni ucinky na funkci dendritickych bunék (Huang et al.,
2010). Jiné studie prokazaly inhibicni ucinky vici lipopolysacharidem (LPS) indukované
produkci tumor nekrotizujiciho faktoru o, (TNF-a) v makrofazich i vii¢i oxidim dusiku,
které mohou spolecné s TNF-a ve vysSich koncentracich pii chronickém i akutnim zanétu
pusobit negativné na organismus (K & Ghosh, 1999). V gliovych buinkach muze
inhibovat LPS indukovanou hladinu mRNA TNF-a a interleukinu, coz vede ke snizeni
apoptotické smrti bunek (Bureau et al., 2008). Inhibuje také syntézu enzymu podilejicich
se na vzniku zanétd (Kim et al., 1998). Preinkubace kardiomyocytii s kvercetinem
a hydroxytyrosolem prokazala, ze kvercetin mize mit vliv na MAPK kaskadu a ERK1/2,
nebot’ dochazi k nasledné inhibici fosforylace, coz muze vést k ochrannému ucinku pfi
srdeCni hypertrofii. Byl analyzovan také ucCinek kvercetinu na potkani buiiky H9c2
vystavené peroxidu vodiku, kdy bylo zji§téno, ze buiky oSetfené kvercetinem mély vyssi

enzymatickou odpovéd na stresové podnéty, kvercetin také snizil hladinu
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(572,872,117,147)-ikosa-5,8,11,14-tetraenoat,vodik-donorové:kyslikové oxidoreduktasy
(cyklooxygenasa, COX, EC 1.14.99.1) a inhiboval produkci reaktivnich forem kysliku.
Bylo téz prokéazano, ze kvercetin v oSetfenych kardiomyocytech snizil apoptoézu (Chen et
al., 2013). Pfi vyzkumu vlivu kvercetinu na xantinoxidasovou toxicitu u bunék H9¢2 bylo
prokazano, Ze inkubace kardiomyocytd s kvercetinem (0,1-10 ug-ml !, 24 h) vyrazné
inhibovala produkci ROS. Zaznamenana byla také inhibice fosforylace MAPK a ERK1/2
(Ozbek et al., 2015).

Navzdory tad¢ piiznivych ucinka kvercetinu vSak stale vyvstavaji otazky ohledné jeho
bezpecné suplementace a ucincich na téhotné ¢i kojici zeny a dospivajici. Jeho
suplementace muze interferovat s uCinky 1ékii zménou jejich plsobeni Ci snizenim
ucinku. Studie na zvifatech prokazala, ze mize také podpofit vznik nadorti zejména
u estrogen-dependentni rakoviny a nefrotoxicky efekt u poSkozené ledviny

(Andres et al., 2018).

2.2 Apelin

Apelin fadime mezi skupinu endogennich peptidi, které jsou u lidi kédovany genem
APLN, umisténym na chromozomu Xq 25-26. Tento gen kdduje pre-proprotein, neboli
proteinovy prekurzor o 77 aminokyselinach, ktery obsahuje v N-terminalni oblasti
signalni peptid bohaty na hydrofobni aminokyseliny (Tatemoto et al., 1998). Mezi
hovézimi, lidskymi, krysimi a mySimi prekurzory preproapelinu byla pozorovana 76—

95% homologie (Medhurst et al. 2003).

Poté, co dojde k translokaci pre-proapelinu do endoplazmatického retikula, se odstépi
signalni peptid a zbyly protein mize tvorit nékolik fragmentl, jez mizeme rozdélit na
zaklad€ délky sekvence. VSechny apelinové izoformy sdili stejnych 12 C-terminalnich
zbytki (RPRLSHKGPMPF), jez zajistuji biologickou aktivitu. Kratsi sekvence,
napiiklad apelin-13 i pyroglutamat-apelin-13 (pyr-apelin-13), jsou u¢innymi regulatory
kardiovaskularnich funkci v lidskych tkanich, zatimco delsi peptidy, naptiklad apelin-36,
maji vliv na inhibici infekce virem lidské imunodeficience (HIV), kdy dochazi k blokaci

koreceptoru HIV APJ (Kleinz & Davenport, 2005).

Apelin aktivuje transmembranovy receptor sprazeny s G proteinem (APJ). Apelin
i apelinovy receptor jsou §iroce distribuovany v téle. Exprese apelinu byla pozorovana
v centralni nervové soustave, srdci, kosternim svalu 1 v tukové tkani. Bylo zji§téno, ze

apelin ovliviluyje 1é€bu mnoha nenadorovych onemocnéni, vCetné onemocnéni
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reproduk¢niho systému u zen i muzt (Kurowska et al., 2018). U rakoviny naopak miize
stimulovat tvorbu nadori a byt tedy vyuzit jako marker nadorovych onemocnéni
(Antushevich & Wojcik, 2018). Na zakladé experimentalnich studii bylo také zjisténo, ze
se apelin podili na regulaci lipolyzy, krevniho tlaku, kontrole homeostazy tekutin
i metabolismu glukozy. Byl také testovan vliv apelinu a jeho deficience u mutantnich
myS$i. U apelin-knockout mysi byly pozorovany srde¢ni abnormality a poruchy srdec¢ni
kontraktility. Studie prokazala, ze tento endogenni peptid je zadsadni pro udrzeni srde¢ni
kontraktility pfi nahlém zhorSeni stavu organismu ¢i starnuti. Bylo téz prokéazano, ze
koncentrace apelinu jsou u lidi 1 zvitat pfi chronickém kardiovaskularnim onemocnéni

trvale snizeny (Kuba et al., 2007).

2.2.1 Apelinovy receptor
Apelinovy receptor byl objeven v roce 1993 (O’Dowd et al., 1993) a fadime jej mezi
receptory sprazené s G proteinem, zkracené GPCR. Tyto receptory mohou byt aktivovany
fadou molekul (polypetidové hormony, biogenni aminy, ionty apod.) a skladaji se ze
sedmi membran-pfemost'ujicich domén. Nekteré zté€chto receptori nemaji znamé

endogenni ligandy, ligandem apelinového receptoru je apelin (Tatemoto et al., 1998).

Exprese apelinového receptoru stejné jako apelinu zahrnuje cely organismus. APJ je
vysoce exprimovan Vv nervovém systému (zejména osa hypotalamus-hypofyza-
nadledviny), srdci, slinivce bfisni 1 v jinych organech. Gen kodujici apelinovy receptor
nazyvame zkratkou APLNR. APLNR gen koéduje proteinovou sekvenci 380 aminokyselin
a nachazi se na chromozomu 11q12 (O’Dowd et al., 1993). Homologie mezi lidskym a

mySim APJ je pfitom 92% (Devic et al., 1999).

Zprostiedkovani signalu apelinergniho systému probiha dvéma cestami (Obr. 4). Jedna
cesta probiha reakci spfazenou s G proteinem, signalnimi drahami vedoucimi pres Gai,

Gog a Gaus.

Go; se Uucastni aktivace ATP:1-fosfatidyl-1D-myo-inositol 3-fosfotransferasy
(fosfatidylinositol 3-kinasa, PI3K, EC 2.7.1.137), vedouci k aktivaci protein kinasy B a
podili se na aktivaci diacylglycerol-dependentni ATP:protein fosfotransferasy (protein
kinasa C, PKC, EC 2.7.11.13), ¢imz spousti mitogenni signalni drahu kinasy ERK; muaze
také inhibovat aktivaci cAMP dependentni ATP:protein fosfotransferasy (protein kinasa
A, PKA, EC 2.7.11.11) inhibici enzymu ATP difosfat-lyasy (adenylat cyklasa, AC, EC
4.6.1.1) za vzniku cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), ktery plsobi jako
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vnitrobunéény druhy posel v fadé signalnich drah (Chapman et al., 2014; Masri et al.,

2006).

Goagq aktivuje 1-fosfatidyl-1D-myo-inositol-4,5-bisfosfat inositoltrisfosfohydrolasu
(fosfoinositid fosfolipasa C, PLCB, EC 3.1.4.11), ktera indukuje produkci diacylglycerolu
(DAG) a inositol 1,4,5-trifosfatu (IP3) a usnadiiuje aktivaci PKC kaskady a uvoliiovani
intracelularnich vapenatych iontd, coz vede k uvolnéni kalmodulinu a naslednym
vasodilataénim ucinkim prostiednictvim aktivace syntasy oxidu dusnatého. Tento ucinek
muze byt u indukovan také u endotelialni NOS aktivaci AKT prostfednictvim Gai

(Fleming & Busse, 2003).

Gous, je signalni cestou v endotelidlnich buinikach vedouci k fosforylaci a
cytoplazmatické translokaci histon amidohydrolas (histon deacetylas, HDAC, EC
3.5.1.98) anasledné aktivact myocytového zesilovaciho faktoru 2 (MEF2), ktery indukuje
expresi genu MEF2 Krippel-faktoru 2 (KLF2), ktery pisobi jako pfirozena ochrana

-----

2013).

Druhou cestou je stimulace APJ apelinem vedouci k fosforylaci prostfednictvim
receptorové ATP:fosfotransferasy sprazené s G proteinem (receptorova kinasa sprazena
s G-proteinem, GRK, EC 2.7.11.16), ¢imz se mohou aktivovat signalni drahy nezavislé

na G proteinu (Loot & Fleming, 2013; Tian et al., 2020).

Apelinovy receptor |
\J U\

Endotelialni bunky

AC

n(

cAMP

Signalni drahy
nezavislé na G
proteinu

KLF2

Obr. 4 Schéma signalni drahy apelinu (vytvofeno v programu MS Word)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni
Chlazena centrifuga Mikro 22 (Hettich Zentrifugen, Némecko)
Chlazena centrifuga Rotina 380R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)
Centrifuga Minispin (Ependorf, Némecko)
Laboratorni kyvacka Duomax 1030 (Heidolph, Némecko)
Odsavagka Aspiration Station (Gilson Safe, Svycarsko)
Zafizeni pro piipravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, CR)
Mikroskop CK40-F200 (Olympus Optical, Japonsko)
Laminarni box Clean Air (Schoeller Instruments, CR)
Pocitaci komurka Biirker (Marienfield, Némecko)
Inkubator MCO-17AIC (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko)
Vodni lazen GRANT OLS200 (Grant, Anglie)

Souprava na SDS-PAGE/Western blotting Trans-Blot® TURBO TM Transfer System
(BioRad, USA)

Spektrometr Infinite M200 Pro (Tecan, Rakousko)
3.2 Material

3.2.1 Biologicky material
Pro provedeni vSech experimentd byly pouzity buriky bunécné linie H9¢2 z potkanich
kardiomyoblasti (ECACC, cislo 88092904 Rat BDIX heart myoblast). Buriky byly
uchovavany v inkubatoru pfi optimalnich podminkach (37 °C, atmosféra s 5 % CO>
v prostoru nasyceném vodnimi parami) pfi zachovani sterilniho prostfedi. Buriky
ve smési FBS a DMSO byly nejprve rychle rozmrazeny a nasledné pieneseny do falkony
$9 ml media. Nasledné byly centrifugovany (178 g, 3 minuty, pokojova teplota).
Po centrifugaci byl supernatant vylit do odpadu a pelet rozpipetovan v Cerstvém médiu.

Buriky byly poté preneseny do kultivacni lahve a inkubovany.

Pfi dalsi praci byly vintervalu 48-72 hodin pravidelné pasazovany, vzdy
po dosazeni ~90% konfluence. Pfi pasazovani bylo nejprve odlito staré médium, buiky
byly 2x omyty sterilnim roztokem PBS (137 mmol-1! NaCl; 2,68 mmol-1! KCI;
8,96 mmol-1"! Na;HPO4-12 H0; 1,47 mol-I"' KH,POu4, fedéno 10x) a naslednd byly
podrobeny trypsinizaci 0,25% roztokem trypsinu po dobu nékolika minut pro oddéleni

od povrchu lahve. Trypsinizace byla vzdy zkontrolovana mikroskopem a nasledné bylo
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pfidano sérové médium pro inhibici u¢inku trypsinu. Buriky byly poté centrifugovany
(178 g, 3 minuty, pokojova teplota) ve falkoné pro oddéleni od média obsahujiciho
trypsin. Po centrifugaci byl supernatant odlit do odpadni lahve a vznikly pelet
rozpipetovan v Cerstvém médiu. Cast bunék byla poté oddélena do Eppendorfovy
zkumavky pro pocitani s trypanovou modii na Burkerové komurce. Po spocitani bunék
byla odpovidajici cast média s buikami pfenesena do nové kultivacni lahve a doplnéna

Cerstvym médiem.

3.2.2 Kultivacni médium
Pro kultivaci buné¢né linie H9¢2 bylo pouzito sterilni Dulbeccem modifikované Eaglovo
medium (vyrobeno firmou Sigma Aldrich). Kultivaéni médium obsahovalo glukosu
o obsahu 4500 mg-1"!, L-glutamin, NaHCOs a bylo do né&j pfidano 10% fetalni hovézi
sérum, penicilin, streptomycin a neesencialni aminokyseliny. Médium bylo uchovavano

pti teploté 2-8°C.

3.2.3 Protilatky
Produkty firmy Cell Signaling Technology (USA):
Specifické primarni protilatky
Kralici protilatky: GAPDH, Anti-APJ receptor, p42/44 MAPK (ERK1/2), Akt, fosfo-
Akt (Thr308)
Mysi protilatky: fosfo-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204)

Specifické sekundarni protilatky:
Kozi proti-mysi IgG-HRP
Kozi proti-krali¢i IgG-HRP

3.3 Metody

3.3.1 Stanoveni cytotoxicity kvercetinu
Pro intoxikaci byly buiiky nejprve vysety na 96-jamkovou desticku o poctu 25 000 bunek
na jamku. Nasledné bylo pfidano 200 pl média na jamku a takto byly buiky kultivovany
v inkubatoru pii 37 °C a 5 % COz po dobu jednoho dne. Druhy den byly na buiky
naneseny rizné koncentrace roztoku kvercetinu (1, 2, 5, 10, 25, 50 um01~1'1), DMSO jako
kontroly a Triton TX-100 pro rozpus§téni bunék. Nachystané desticky s koncentracni
fadou kvercetinu byly ponechany ke kultivaci v inkubatoru po dobu jednoho dne.

Nasledné byla stanovena cytotoxicita pomoci MTT testu ¢i neutralni Cerveng.
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3.3.1.1 Neutralni Cerven
Stanoveni cytotoxicity pomoci neutralni Cervené je metoda zalozena na principu pohlceni
barviva 3-amin-7-dimethylamin-2-methylphenazin hydrochloridu (Obr. 5) pouze zivymi
bunkami. Barvivo je slabé bazické a koncentruje se uvnitf lysozoma na zakladé pasivni
diftze skrze plazmatickou membranu az ke kyselému prostiedi lysozomui. Vysledek
je detekovan spektrofotometricky a intenzita zbarveni by méla byt pfimo umérna poctu
zivotaschopnych bunék. Pfi praktickém provadéni metody je nutné dbat na dodrzeni

podminek teploty a inkubacni doby, nebot’ by mohlo dojit k vysrazeni barviva.

Pro stanoveni cytotoxicity pomoci neutralni ¢ervené bylo z destiCek nejprve odsato
médium a nasledné byl pfidan roztok neutralni cervené v PBS o objemu 40 pl na jamku.
Desticky byly nasledné inkubovany pii 37 °C a 5 % CO2 v inkubatoru po dobu jedné
hodiny. Po inkubaci bylo odsito médium a buinky byly promyty 200 ul smési
formaldehydu s CaCl,. Tato smés byla odsata a bylo pfidano 200 pl extrakéniho roztoku
(1% kyselina octova v methanolu). Desticka se poté nechala michat 20 minut na tfepacce

a nasledné byla zméfena absorbance pii A = 540 nm.

CH,

|
N N NH,

H,C” X

HCI
P
N CHj

Obr. 5 Chemicka struktura neutralni cervené (vytvoreno v programu ChemSketch)
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3.3.1.2 MTT test

MTT test je kolorimetrickd analyza ur¢ena k hodnoceni bunééné metabolické aktivity,
proliferace a zivotnosti. Principem MTT testu je redukce 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromidu (Obr. 6) mitochondrialnimi dehydrogenasami
metabolicky aktivnich bun€k na formazanové barvivo. Absorbance je méfena

spektrofotometricky pii A = 540 nm.

Buriky byly po kultivaci s kvercetinem oplachnuty roztokem PBS a nasledné na né byl
nanesen 0,1% roztok MTT v kultivaénim DMEM médiu. Bunky byly nasledné
kultivovany 1,5 hod v inkubatoru pii 37 °C a5 % COaz. Po kultivaci byl roztok odsat a
byl aplikovan roztok DMSO s 1 % NHs. Desticka byla ponechana 5 minut pii pokojové

teploté a nasledné byla zméfena absorbance.

H3C
H,C
N N 3 N
s 5
N NH
H3C S \ +_ \
N'=N = He” S N

mitochondrialni dehydrogenasy

Br N
/
N/

Obr. 6 Redukce MTT na formazanové barvivo (vytvofeno v programu ChemSketch)
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3.3.2 Stanoveniucinku kvercetinu na uroven exprese apelinového

receptoru
Pro stanoveni ucinku koncentrace kvercetinu na aroven exprese apelinového receptoru
byly buiky na 6-jamkové destice inkubovany s koncentracni fadou kvercetinu
o hodnotach 1, 2, 5, 10 a 25 pumol-1"! a kontrolnim vzorkem 0,1% DMSO po dobu
24 hodin. Nasledné bylo se vzorky pracovano podle postupu uvedeném v bodech 3.3.4 —

3.39.

3.3.3 Zhodnoceni fosforylace kinas v zavislosti na case
Pro zhodnoceni fosforylace kinas byly buiiky vysety na 6-jamkové desticky a kultivovany
s roztokem 10 |,lm01~1'1 kvercetinu po dobu 0, 5, 10, 15, 30 a 60 minut a kontrolnim
vzorkem 0,1% DMSO pro kazdy cas. Pro vyhodnoceni byl pifidan také vzorek apelinu-
13 o koncentraci 200 nmol-1"! v ase 5 minut. Po inkubaci byl na buiiky nanesen roztok
inhibitort fosfatas (roztok NaF a Na3VOas v PBS o koncentraci 1 mmol-1""). Nasledné

bylo se vzorky pracovano podle postupu uvedeném v bodech 3.3.4 — 3.3.9.

3.3.4 Lyza bunék

Bunky na 6-jamkové desticce byly nejprve zbaveny média a nasledné dvakrat promyty
1 ml PBS o teploté 4 °C. Poté byly pfeneseny v 500 ul PBS do Eppendorfovy zkumavky
pro centrifugaci (1 960 g, 5 minut, 4 °C). Po centrifugaci byl odebran supernatant a
k peletu byl pfidan lyzacni pufr HUVEC (20 mmol-I' TRIS, 5 mmol-1! EGTA,
150 mmol-1"! NaCl, 20 mmol-1™! glycerol fosfat, 1 mmol-1"! NaF, 1 mmol-1"' Na3VOu,
Triton X-100 1%, Tween-20 0,1%, 1x tableta inhibitor proteaz Complete v 50 ml)
o objemu 75 pl na jamku. Vzorky slyza¢nim pufrem byly inkubovany 30 minut pfi
pokojové teploté a béhem inkubace 3x promichany na vortexu. Po uplynuti této doby byly
bunky propipetovany. Nasledné¢ byla provedena centrifugace (20 780 g, 13 minut, 4 °C)
a byl odebran supernatant do &istych zkumavek. Cast ziskaného lyzatu byla pouzita pro
nasledné stanoveni koncentrace proteinu pomoci kyseliny bicinchoninové, zbyly lyzat

byl pred pouzitim zamrazen pii 80 °C.

Pro metodu western blot byly vzorky smichany s 5x vzorkovym pufrem (25 mmol-1'!
Tris-Cl, 4% SDS, 20% glycerol, 200 mmol-1"!' dithiotreitol, 0,02% bromfenolova modf,
pH= 6,8) v poméru 1:4 (10 ul pufru:40 ul lyzatu) a povareny pii teploté 95 °C po dobu

5 minut. Nasledn€ byly zchlazeny na ledu a kratce centrifugovany. Takto pfipravené
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vzorky byly zamrazeny do -20 °C. Pro aplikaci na gel byly vzorky rozmrazeny a 5 minut

inkubovany pii 45 °C v termobloku.

3.3.5 Stanoveni koncentrace proteinu pomoci Kyseliny

bicinchoninové
Metodu BCA tadime mezi nepfimé metody stanoveni proteint a je zalozena na redukéni
reakci Cu®* iontfl. Ionty Cu®* reaguji s proteiny za vzniku komplexu a dochazi k jejich
redukci na Cu*, na které se podili peptidova vazba. Kyselina bicinchoninova obsazena

v BCA working reagent tvoii s Cu* ionty v alkalickém prostfedi modro-fialovy komplex.

Pro provedeni metody bylo zapotiebi piipravit kalibracni roztoky hovéziho sérového
albuminu (BSA) rozpusténého v PBS o koncentracich 0; 0,125; 0,25; 0,5 a 1 mg~ml'1.
Druhym potfebnym roztokem byla smés BCA working reagent A a B (50:1;
200 pl/jamka). Vzorky byly naneseny na 96-jamkovou desticku v tripletu (10 pl). Idealni
teplotou pro reakci je 37 °C, vzorky byly proto inkubovany 30 minut pfi dané teploté
za neustalého tfepani. Nasledné byly ochlazeny na pokojovou teplotu a byla zmétfena
absorbance pii A = 562 nm. Ziskané hodnoty absorbance byly porovnany s kalibraénimi
roztoky hovéziho sérového albuminu. Z t€chto hodnot byla vytvorena kalibraéni kiivka

a byly vypocteny koncentrace proteint ve vzorcich lyzatu.

3.3.6 SDS-PAGE elektroforéza
Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti SDS (SDS-PAGE) je metoda

urCena k separaci proteinti na zakladé molekulové hmotnosti. Pfi pfipravé byly vzorky
proteinu nejprve denaturovany vysokou teplotou (viz. 3.3.4 Lyza bunék), coz zajistilo
redukci disulfidickych vazeb p-merkaptoetanolem a jejich obaleni dodecylsulfatem
sodnym (SDS), ktery udéluje proteinim zaporny naboj. Zaporn€ nabité proteiny poté

migruji gelem smérem ke kladné anod€ na zakladé molekulové hmotnosti.

Vzorky byly v pfedem uréeném objemu nésledné s pomoci nastavce naneseny na gel
o tloustce 1,5 mm a 10% koncentraci. Ke vzorkim byl pfidam také Zebficek
s definovanymi markery pro urCeni molekulové hmotnosti separovanych proteint.
Elektroforéza sjednim gelem probihala nejprve za konstantniho proudu 15 mA,
po priniku ze zasobniho gelu (stacking gel) do déliciho gelu (running gel) byl proud
zvySen na 30 mA a takto ponechan az do uplné separace proteini. Po ukonceni

elektroforézy byl z gelu odstranén pomoci Spachtle stacking gel a byl vyznacen rozek
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pro rozpoznani vzorktu. Nasledné byl gel prenesen do transferového pufru a inkubovan

~5 minut na houpacce k promyti.

3.3.7 Western blot

Pro provedeni pfenosu separovanych proteint z elektroforézy na membranu byla pouzita
metoda Western blot. Polyvinyliden fluoridova (PVDF) membrana byla pfipravena
nejprve kratkou rehydrataci v methanolu (5 sekund) a nasledné promyta destilovanou
vodou. Pfed pouzitim byla jesté po dobu 5 minut inkubovana v transferovém pufru.
Nasledné byl vytvoren sandwich skladajici se z molitanu, filtru, PVDF membrany, gelu,
filtru a molitanu. U membrany byl ustfizen rozek podle gelu pro rozpoznani a pti skladani
byly opatrné vytlacovany bubliny smérem od stfedu ke stranam. Vytvoreny sandwich byl
vlozen do blotovaci kazety a nasledné do pfistroje. Transfer byl provadén na program
Standart — Mini gel o konstantnim proudu 1 A po dobu 30 minut. Po dokonceni pfenosu
byla membrana vyjmuta a vlozena do vani¢ky s TBS/T na 2 x 5 minut. Na membranu byl
nasledné nanesen roztok Ponceau S (0,1% Ponceau S, 5% kyselina octova) na 5 minut
pro vybarveni pfenesenych proteint. Pro nasledujici ukony byla pouzita pouze potiebna
cast membrany podle vyobrazeného zebiicku, zbytek byl ustfizen. Membrana byla poté

nékolikrat promyta ddH20 na houpacce.

3.3.8 Imunodetekce
Prvnim krokem detekce bylo zablokovani membrany 5% roztokem odtu¢néného mléka
v TBS/T (100 mmol-1"! Tris; 0,9% NaCl; pH = 7,5; fedéno 10x a pfidano 0,1% Tween-
20). Tento krok byl proveden pro prevenci nespecifické vazby protilatky k povrchu
membrany. Membrana byla takto promyvana po dobu 1,5 hodiny pfi pokojové teplote.
Poté byla na desticce s parafilmem nalozena do celkového roztoku 5% mléka s primarni
protilatkou pfi teplote¢ 4 °C pfes noc. Primarni protilatka byla fedéna ve standartnim
poméru 1:1 000 5% roztokem mléka v TBS/T. Druhy den byla membrana promyta
3x 10 minut v TBS/T a poté nalozena do celkového roztoku sekundarni protilatky
v 5% mléce s TBS/T v poméru 1:5 000. Takto byla znovu promyvéana po dobu 1,5 hodiny
pii pokojové teploté a nasledné 3x promyta v TBS/T pro zablokovani nespecifickych

vazeb.

Pro samotnou detekci v temné komote bylo pfipraveno detekéni Cinidlo skladajici
se ze dvou roztokid smichanych v poméru 1:1. Membrany byly vlozeny do folie a bylo na

né naneseno pipetou detekcni ¢inidlo. Folie byla pielozena a rozetfenim byly vytlaceny
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bubliny. Nasledné byla folie s membranami vlozena do kazety. V temné komote byl
vytazen film, ktery byl nasledné pfilozen na membranu a exponovan v uzaviené kazeté
po dobu az 2 minut. Poté byl film pinzetou vytazen a pfenesen do vyvojky po dobu 30 s.
Poté byl chvili promyvan v ddH>O a vlozen do ustalovace na 3 minuty. Nasledné byl

vytazen a usuSen na filtracnim papife. Membrany byly promyty ddH2O a ususSeny.

3.3.9 Zpracovani dat

Pro vyhodnoceni byly filmy naskenovany na skeneru CanoScan 5600F a néasledné

vyhodnoceny v programu ImageJ a MS Excel.

25



4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Stanoveni cytotoxicity kvercetinu

4.1.1 Neutralni Cerven
Graf ¢. 1 znazoriuje vysledky stanoveni cytotoxicity kvercetinu na buné¢nou linii H9¢2
pomoci neutralni Cervené, pfiCemz hodnota 100 % je vztazena na kontrolni vzorek.
Experiment byl proveden ve tfech opakovanich. Na grafu 1ze sledovat mirny nartist bun¢k
oproti kontrolnimu vzorku u hodnot koncentrace 1-10 pmol-1"!. Cytotoxické uinky bylo
mozné pozorovat az u koncentrace 25 pmol 1! a vyssi, kdy doslo k pozorovatelné inhibici
rastu. Velmi podobné vysledky byly dosazeny pfi testovani toxicity kvercetinu s vyuzitim
neutralni ¢ervené na bunécnych liniich ze stfevniho epitelu prasete IPEC-J2 (Vergauwen
et al., 2016) a mysich fibroblastd NIH3T3 (Bonechi et al., 2018). Pro dalsi experimenty
se jevila jako vhodna koncentrace 10 pmol 1", protoze se jednalo o nejvyssi koncentraci

bez toxického ucinku. Vysledky jsou ovéreny jesté alternativni metodou MTT.
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Graf ¢. 1 Stanoveni cytotoxicity kvercetinu o koncentracich v rozmezi 0-50 umol-1" na
bunécnou linii H9¢2 pomoci neutralni ¢ervené
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4.1.2 MTT test

Graf ¢. 2 znazorfiuje stanoveni cytotoxicity koncentracni fady kvercetinu na bunécnou
linii H9¢2 pomoci MTT testu, jenz byl proveden ve tfech méfenich. Hodnota 100 % je
vztazena na kontrolni vzorek. Lze pozorovat, ze u koncentraci v rozmezi 1-10 pmol-1"!
nedoslo kovlivnéni bunééného ristu kvercetinem. Pfi navySeni koncentrace
na 25 pmol-1"! a vy$8i doslo k pozorovatelné inhibici ristu. Na zakladé t&chto vysledki
bylo mozné usoudit, ze koncentrace kvercetinu 25 umol-1"! a vy$s§i vykazuje na rist bunék
toxické ucinky, pfiCemz toxicita narusta se zvySujici se koncentraci. Opét byly velmi
podobné vysledky dosazeny dal§imi vyzkumnymi tymy, které testovaly kvercetin
na bunécné linii HepG2 (Leng et al., 2018) a na linii H9¢2 (Zhang et al., 2022). Druha
jmenovana publikace vysla tiskem v dobé€ zpracovavani této prace a stala se potvrzenim
ziskanych vysledka. Stoji vSak za pripominku, ze Zhang a kolektiv nepozorovali toxicky
ucinek kvercetinu ani pii vysSich koncentracich. Je vSak mozné, Ze jejich experimenty
byly provadény na burikach H9c2 v jiné pasazi, coz mize zpusobovat vyssi odolnost,
neboli odlisné metabolické schopnosti. Na zakladé vysledkd s neutralni Cerveni
a po potvrzeni MTT testem byla pro nasledujici experimenty zvolena koncentrace

kvercetinu 10 pmol 17,
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Graf ¢. 2 Stanoveni cytotoxicity kvercetinu o koncentracich v rozmezi 0-50 umol-1"' na
bunéénou linii H9¢2 pomoci MTT testu



4.2 Stanoveni uclinku koncentrace kvercetinu na uroven exprese
apelinového receptoru

Na grafu €. 3 1ze pozorovat vyhodnoceni ucinkti koncentracni fady kvercetinu v rozmezi
1-25 umol-1"! na uroveti exprese apelinového receptoru. Experiment byl proveden
ve dvou opakovanich. Lze pozorovat, ze exprese apelinového receptoru nebyla vzhledem
ke kontrolnimu vzorku ovlivnéna nartstajici koncentraci kvercetinu. Kvercetin ziejmeé
neovliviiuyje at uz syntézu nebo degradaci apelinového receptoru, protoze prfitomnost
receptoru v burikach je stabilni po dobu 24 hodin. V dostupné literature nejsou zadna data
o vlivu kvercetinu na apelinovy receptor, respektive se touto problematikou nikdo

nezabyval.

Vzhledem ktomu, ze dalsi experimenty byly provadény v ¢asovych intervalech do
60 minut, jakykoli vliv kvercetinu pravdépodobné nebude souviset s Urovni exprese

apelinového receptoru.
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Graf'¢. 3 Stanoveni ucinku koncentrace kvercetinu na troven exprese apelinového receptoru,
exprese porovnana s ucinky DMSO jako kontroly
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4.3 Zhodnoceni fosforylace kinas v zavislosti na ¢ase

4.3.1 ERK1/2

Graf €. 4 znazoriuje vyhodnoceni fosforylace kinasy ERK 1/2 v zavislosti na case
vzhledem k DMSO jako kontrole. Lze usoudit, ze v paté a desaté minuté doslo vlivem
kvercetinu k pozorovatelné stimulaci fosforylace vyjadrené jako pomér fosforylované
ERK vuci celkové ERK v porovnani s vlivem rozpoustédla (Obr. 7). Po delsi inkubaci
bylo mozné pozorovat pokles fosforylace. Vysledky naznacuji, ze by kvercetin mohl
v burikach ovliviiovat signalni drédhu jejiz soucasti je ERK1/2. Fosforylace byla také
porovnana s apelinem-13, ktery tuto signalni drahu spousti. Pozorovany tcinek apelinu
vS$ak byl prekvapiveé velmi nizky, coz neodpovida vysledkiim publikovanym v diplomové
préaci Barbory Opletalové (2021). Vzhledem k tomuto vysledku byl proveden ovérovaci
experiment, jehoz vysledky jsou uvedeny v grafu €. 5 a na Obr. 8. Tento experiment vSak
potvrdil, Ze ucCinek apelinu muze byt velmi silné ovlivnén poétem pasazi, tj. ,,stafim*
pouzitych bunék, protoze pouzité buiiky HO9c2 zifejmé nebyly zcela identické tém
pouzitym dfive. Data publikovana v ¢lanku F. Li et al. (2021) ukazuji spiSe inhibicni

ucinek kvercetinu na fosforylaci ERK1/2 vyvolanou v buiikach H9¢2 jinymi efektory.
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Obr. 7 Reprezentativni blot stanoveni fosforylované (nahofe) a celkové (dole) ERK1/2
v zavislosti na Case v porovnani s apelinem-13; CTR=kontrolni vzoreck DMSO
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Graf ¢. 4 Zhodnoceni fosforylace ERK1/2 v zavislosti na ¢ase vzhledem k DMSO,
porovnano s apelinem-13 v ¢ase 5 min.
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apelin-13 S.CTIR 5 MIN
Obr. 8 Reprezentativni blot stanoveni fosforylované (nahote) a celkové (dole) ERK1/2 v Case
5 minut v porovnani s apelinem-13; CTR=kontrolni vzoreck DMSO
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Graf ¢. 5 Porovnani exprese apelinu-13 a kvercetinu v ¢ase 5 min. vzhledem k DMSO
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4.3.2 AKT

Graf €. 6 znazoriuje vyhodnoceni fosforylace kinasy AKT v zavislosti na ¢ase vzhledem
k DMSO jako kontrole. Fosforylace byla téz porovnana s apelinem-13, jenz byl
vyhodnocen v paté minuté (Obr. 9). Na zakladeé vysledkd lze usoudit, ze vlivem
kvercetinu nedoslo ke stimulaci signalni drahy AKT oproti apelinu-13, ktery prokazuje
dle ocekavani vyraznou stimulaci, nebot’ tuto signalni drahu ovliviiyje. Publikovana data
ukazuji silny inhibi¢ni vliv na fosforylaci AKT v buiikdch HG-3 (Cervellera et al., 2021).
S odvolanim na zavéry ¢lanku Zholobenko et al. (2017) kde je tucinek kvercetinu
pfisuzovan jeho vlivu na signalni drahy az uvnitf buriky, nikoli pfes receptory pfitomné
v cytoplasmatické membrané, 1ze usoudit, ze kvercetin pravdépodobné ovliviiuje jinou

signalni drahu nez tu, ktera spojuje apelinovy receptor s AKT.
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Obr. 9 Reprezentativni blot stanoveni fosforylované (nahofe) a celkové (dole) AKT
v zavislosti na Case v porovnani s apelinem-13; CTR=kontrolni vzoreck DMSO
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Graf ¢. 6 Zhodnoceni fosforylace AKT v zavislosti na ¢ase vzhledem k DMSQO, porovnano
s apelinem-13 v ¢ase 5 min.
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5 ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo posoudit vliv polyfenolu kvercetinu na fosforylaci (aktivaci)
kinas ERK a AKT v porovnani s pfirozenym aktivatorem apelinem-13. Nejprve byla
vyhodnocena cytotoxicita kvercetinu pomoci testu s neutralni cerveni a MTT, kdy se
podafilo Uspésné vyhodnotit, ze koncentrace kvercetinu 1-10 pmol-1"! nema na rist
bunécné linie H9¢c2 inhibicni vliv. Cytotoxické ucinky se projevily az u koncentrace
25 umol-1"" a vy$3i. V nasledujicich experimentech se proto pracovalo s koncentraci
kvercetinu 10 pmol 17,

V nasledujici ¢asti byl stanoven ucinek koncentra¢ni fady kvercetinu v rozmezi 1—
25 umol-1"! na urovei exprese apelinového receptoru, kdy bylo zjisténo, ze kvercetin
pravdépodobné expresi apelinového receptoru neovliviiuje, nebot’ byl receptor stabilni
po celou dobu inkubace s kvercetinem.

Nasledné byla vyhodnocena fosforylace kinasy ERK1/2 v zavislosti na case. Dle
ziskanych vysledkti bylo mozné usoudit, ze v paté a desaté minuté doslo vlivem
kvercetinu k pozorovatelné stimulaci fosforylace vyjadrené jako pomér fosforylované
ERK vuci celkové ERK v porovnani s vlivem rozpoustédla, pti¢emz po delsi inkubaci
bylo mozné pozorovat pokles fosforylace. Tyto vysledky naznacuji, ze by kvercetin mohl
v bunkéch ovliviiovat signalni drahu kinasy ERK1/2. Fosforylace byla také porovnana
s apelinem-13, jenz tuto signalni drahu spousti. Pozorovany ucinek apelinu vsak byl
prekvapiveé velmi nizky, coZ neodpovida vysledkiim publikovanym v diplomové praci
Barbory Opletalové (2021). Vzhledem ktomuto vysledku byl proveden ovéfovaci
experiment, ktery predchozi vysledky potvrdil. Uginek apelinu mtZe byt nejspise velmi
siln€ ovlivnén poctem pasazi neboli ,,stafim“ pouzitych bunék.

V posledni Casti byla vyhodnocena fosforylace kinasy AKT v zavislosti na case.
Fosforylace byla také porovnana s apelinem-13, jenz byl vyhodnocen v paté minuté. Dle
vysledka bylo mozné usoudit, ze vlivem kvercetinu nedoslo ke stimulaci signalni drahy
AKT oproti apelinu-13, ktery prokazuje dle ocekavani vyraznou stimulaci, nebot’ tuto
signalni drahu ovliviiuje, coz bylo potvrzeno publikaci Cervellera et al. (2021). Vzhledem
k ziskanym poznatkim a porovnani s publikovanymi daty lze usoudit, ze kvercetin
pravdépodobné ovliviiuje jinou signalni drahu nez tu, ktera spojuje apelinovy receptor
s AKT. Ziskané vysledky nevylucuji moznost kardioprotektivnich ucinki kvercetinu,

pouze ukazuji, ze kvercetin ziejme neplisobi pres apelinovy receptor.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AC
AKT
ANT
APJ
ARNT
cAMP
DAG
DMEM
DMSO
ERK1/2
GAPDH
GRK
HDAC
HIF-1
HIV
HRE
HUVEC
IgG — HRP
IP3
ISCH
KLF2
LPS
MAPK
MEF2
MKPs
NOS
ODDD
PCAS
PI3K
PKA
PKB

adenylat cyklasa

protein kinasa B

adenin-nukleotid translokasa

apelinovy receptor

translokator aryluhlovodikového receptoru
cyklicky adenosinmonofosfat
diacylglycerol

Dulbeccem modifikované Eaglovo medium
dimethylsulfoxid

extracelularni signalem regulovana kinasa
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
kinasy sptazené s G proteinem
histondeacetylasy tfidy II

hypoxii inducibilni faktor 1

vir lidské imunodeficience

elementy reagujici na hypoxii

lidské endotelialni buriky pupecnikové zily
protilatka navazana na kienovou peroxidasu
inositol 1,4,5-trifosfat

ischemické choroby srde¢ni
Kriippel-faktor 2

lipopolysacharid

mitogenem aktivované proteinové kinasy
myocytovy zesilovaci faktor 2

MAP kinasové fosfatasy

syntasa oxidu dusnatého

degradacni doména zéavisla na kysliku
postresuscitaéni nemoc

fosfatidylinositid 3-kinasa

protein kinasa A

protein kinasa B

40



PKC protein kinasa C

PLCPB fosfolipasa C
ROS reaktivni formy kysliku
TNF-a tumor nekrotizujici faktor o
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