UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Biologické aktivita 2,3-dehydrosilybinu

BAKALARSKA PRACE
Autor: Markéta Zakova
Studijni program: B1406 Biochemie
Studijni obor: Biochemie
Forma studia: Prezencni
Vedouci préce: Mgr. Zdenék Dostal, Ph.D.

Rok: 2022



Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné s vyznafenim vSech
pouzitych prament a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim bakalarské prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozdéjsich predpist. Byla jsem
seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona
¢. 121/2000 Sb., autorsky zdkon, ve znéni pozdé&jsich predpisii.

V OIOMOUCI ANE oo e
Podpis studenta



Podékovani
Réada bych podekovala vedoucimu prace Mgr. Zdeitkku Dostélovi, Ph.D. za odborné
vedeni, ochotu, pfipominky, ve$kery vénovany ¢as, pomoc a rady, které mi dal.

Déle bych podékovala Ing. Hané Pfichystalové, Ph.D., stejné jako ostatnim
z kolektivu Ustavu lékaiské chemie a biochemie, za vstiicny piistup, viestranné rady,
ochotu a ¢as pfi vypracovavani experimentalni ¢asti bakalarské prace. Zaroven bych
chtéla podékovat Mgr. Martiné Bancitové, Dr. za pomoc s provedenim experimentu
souvisejicim s posouzenim miry uvoliiovani oxidu dusnatého do média a MSc. Mariné
Ingremeau za izolaci pouzitych bunék.

V neposledni fad¢ bych chtéla podékovat Martiné Kadlackové a Richardu Masatovi

za psychickou podporu, trpélivost, rady a ochotu pomoci.



Bibliografické identifikace

Jméno a pfijmeni autora Markéta Zakova

Néazev préace Biologicka aktivita 2,3-dehydrosilybinu

Typ prace Bakalarska

Pracovisté Ustav lékai'ské chemie a biochemie Lékaiské

fakulty Univerzity Palackého, Olomouc

Vedouci prace Mgr. Zdengk Dostal, Ph.D.
Rok obhajoby prace 2022
Abstrakt

2,3-dehydrosilybin je pfirodni latka ze skupiny flavonolignant vykazujici velké mnozstvi
pozitivnich uc¢inki, obzvlaste¢ kardioprotekci. Nicméné jeho komplexni mechanismus
ucinku neni stale dostateéné popsan. Teoreticka ¢ast prace je vénovana oxida¢nimu stresu
a ucinkam 2,3-dehydrosilybinu a endogenniho peptidu apelinu-13 na srde¢ni tkar.
V experimentalni  ¢asti  prace bylo cilem posoudit, zda souvisi pusobeni
2,3-dehydrosilybinu s apelinovym receptorem. Hypotézy byly otestovany pomoci
experimentt s 2,3-dehydrosilybinem, apelinem-13 a jeho antagonistou ML221 na
primarnich  kulturdch endotelidlnich bunék lidské pupecnikové Zily. Soucasti
experimentalni ¢asti bylo stanoveni cytotoxicity 2,3-dehydrosilybinu a posouzeni miry
uvoliovani oxidu dusnatého do média, které bylo prokéazano pouze v ptipadé apelinu-13.
Dale byla provedena imunodetekce, kdy bylo zjisténo, ze 2,3-dehydrosilybin i apelin-13
maji vliv na fosforylaci proteinkinasy B a kinasy regulované extracelularnim signalem.

Klicova slova 2,3-dehydrosilybin, oxid dusnaty, western blot
Pocet stran 56
Pocet ptiloh 0

Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and surname  Markéta Zakova

Title Biological activity of 2,3-dehydrosilybin
Type of thesis Bachelor
Department Department of Medical Chemistry and

Biochemistry, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky university, Olomouc

Supervisor Mgr. Zdenék Dostal, Ph.D.
The year of presentation 2022
Abstract

2,3-dehydrosilybin is a natural compound, part of flavonolignan group, which shows
many positive effects, especially cardioprotection. However, its mechanism of action is
still insufficiently understood. The theoretical part of the study concerns with oxidative
stress and the effects of 2,3-dehydrosilybin and the endogenous peptide apelin-13 on
cardiac tissue. The aim of the experimental part of the study was to assess whether the
action of 2,3-dehydrosilybin is related to the apelin receptor. These hypotheses were
tested by experiments with 2,3-dehydrosilybin, apelin-13 and its antagonist ML221 on
primary cultures of human umbilical vein endothelial cells. The experimental part
included determination of 2,3-dehydrosilybin cytotoxicity and assess the release rate of
nitric oxide into the medium, which has been demonstrated only in the case of apelin-13.
Lastly, an immunodetection analysis showed that 2,3-dehydrosilybin and apelin-13

affect phosphorylation of protein kinase B and extracellular signal-regulated kinase.

Keywords 2,3-dehydrosilybin, nitric oxide, western blot
Number of pages 56
Number of appendices 0

Language Czech



OBSAH

1 Uvod 1
2 Soucasny stav FeSené problematiky 2
2.1 Infarkt myokardu 2
2.2 Ateroskleroza 2
2.2.1 Oxidacni stres v ateroskleroze 3
2.2.2 Antioxidacni systémy 5
2.3 Ischemicko-reperfuzni poskozeni 7
2.3.1 Patofyziologie ischemicko-reperfuzniho poskozeni 7
2.4 Silybin a 2,3-dehydrosilybin 8
24.1 Utinek 2,3-dehydrosilybinu na srdeé¢ni tkan 9
2411 Mechanismus kardioprotektivniho u¢inku DHS 9
2.5 Apelin-13 12
25.1 Utinek apelinu-13 na kardiovaskularni systém 12
25.1.1 Vliv apelinu-13 na angiogenezi 13
2.5.1.2 Vliv apelinu-13 na vasodilataci 14
2513 Apelin a inotropni G¢inek 15
2514 Apelin a oxidacni stres 16
2515 Apelin-13 a srde¢ni selhani 17
3 Experimentalni ¢ast 19
3.1 Material a pfistroje 19
3.11 Chemikalie 19
3.11.1 Roztoky 20
3.1.2 Ptistroje a pomucky 22
3.13 Biologicky material 23
3.2 Metody 23
3.21 Kultivace primarnich kultur lidskych endotelidlnich bun¢k pupeénikové zily23
3.2.2 MTT test 24
3.2.3 Stanoveni cytotoxicity pomoci neutralni ¢ervené 24
3.24 Imunodetekéni stanoveni proteinil 25
3.25 SDS-PAGE elektroforéza, Western blot a detekce 26
3.2.6 Stanoveni oxidu dusnatého 27
4 Vysledky a diskuse 28
4.1 Kultivace 28
4.2 Stanoveni cytotoxicity DHS 28
4.2.1 MTT test 28
4.2.2 Stanoveni cytotoxicity pomoci neutralni ¢ervené 29
4.3 Ovéfeni pfitomnosti apelinového receptoru 31
4.4 Evaluace vlivu jednotlivych latek na fosforylaci Akt a ERK1/2 31
4.4.1 Vliv 24hodinové inkubace s jednotlivymi latkami na fosforylaci kinas 32
4.4.2 Vliv kratkodobé inkubace s jednotlivymi latkami na fosforylaci kinas 33
4.5 Evaluace vlivu jednotlivych latek na miru uvolfiovani oxidu dusnatého do
meédia 35

5 Zavér 40



Literatura
Seznam pouzitych symbola a zkratek

42
46



CILE PRACE

V teoretické Casti bakalarské prace bude cilem zpracovat piehled soucasného poznani
0 t¢incich 2,3-dehydrosilybinu na srdeéni tkan. V praktické ¢asti bude cilem evaluovat
cytotoxicitu 2,3-dehydrosilybinu pomoci experimentu provadéného na primarnich
kulturach lidskych endotelialnich bunék pupecénikové zily (HUVEC) a zhodnotit vliv
2,3-dehydrosilybinu na miru uvoliiovani oxidu dusnatého (NO) do média a jeho
spojitost s apelinovym receptorem. Pomoci imunodetekce bude ovéfena piitomnost

apelinového receptoru v testovaném bunééném modelu.



1 UVOD

Akutni infarkt myokardu a srde¢ni selhani, které po infarktu Casto nasleduje, patii
mezi hlavni pti¢iny umrti a invalidity na celém svété (Ramachandra et al., 2020).

Infarkt myokardu muzeme definovat jako loziskové ischemické odumirani ¢asti
srde¢ni svaloviny. Béhem ischemie neni dana ¢ast srdce dostate¢né zasobena kyslikem
a dochazi k poklesu hladiny adenosintrifosfatu (ATP) a poskozeni mitochondrii,
ve kterych  se  po reperfuzi ve velké mife tvoii volné  kyslikové
radikdly (ROS) a zptisobuji v bufice  oxidativni  stres  (Polderman,  2009;
Widimsky et al., 2009). V posledni dobé jsou v mnoha studiich zkoumany pftirodni
latky rostlinného pavodu, které by mohly zabranit rozvoji srde¢ni dysfunkce vyvolané
oxidativnim stresem. Zajem o tyto latky plyne zejména z jejich dostupnosti, nizsi ceny
a mensi toxicity ve srovnani se syntetickymi léky (Razavi & Karimi, 2016).

Silybin je hlavni aktivni slozkou silymarinovych flavonoidii extrahovanych ze semen
ostropestice marianského (Silybum marianum). Mimo jiné je pouzivan Kk 1é¢bé
hepatitidy, jaterni cirhdzy ama antineoplastickou aktivitu
(Zholobenko & Modriansky, 2014).

2,3-dehydrosilybin  (DHS) je jeho oxidovanym derivatem, ktery piedstavuje
minoritni slozku silymarinu. Ve srovnani se silybinem vykazuje vyznamné vyssi
antioxidacni a protirakovinnou aktivitu. Bylo také zjisténo, ze ma pozitivni inotropni
ucinek  (zesiluje  svalové  kontrakce) v perfundovaném  srdci dospélého
potkana (Gabrielova et al., 2019). Jeho signalni draha ov§em neni zcela znama, proto se
experimentalni Cast této prace zamétuje na vliv DHS na fosforylaci ATP:protein
fosfotransferasy (proteinkinasa B, Akt, EC 2.7.11.1) a ATP:protein fosfotransferasy
(kinasa regulovana extracelularnim signalem, ERK1/2, EC 2.7.11.24) ve spojitosti
s apelinovym receptorem. Déle je v experimentalni ¢asti zkouman vliv DHS na
produkci oxidu dusnatého (NO) v porovnani s peptidovym hormonem apelinem-13.
U apelinu bylo diive prokazano, ze ma pozitivni ucinek na kontraktilitu a pozitivni

inotropni G¢inek na selh&vajici myokard (Koguchi et al., 2012).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Infarkt myokardu

Akutni infarkt myokardu a srde¢ni selhani, které po infarktu Casto nasleduje, patii
mezi hlavni pfi¢iny umrti a invalidity nacelém svété¢ (Ramachandraet al., 2020).
Z hlediska patofyziologie lze infarkt myokardu definovat jako loZiskové ischemickeé
odumirani ¢asti srde¢ni svaloviny, které vznika v disledku uzavieni ¢i nadmérného
zizeni levé nebo pravé véncité tepny. Koronarni okluze je v naprosté vétsing piipada
zpusobena koronarni aterosklerézou (Widimsky et al., 2009). Vyznamné omezeni nebo
uplna blokace prutoku krve do myokardu zamezi pfistupu kysliku a Zivin
ke kardiomyocytim. Tento stav je ozna¢ovan jako akutni ischemie myokardu a vede
ke smrti kardiomyocytd (Ramachandra et al., 2020).

Hlavnim cilem v 1é¢b¢ infarktu myokardu je snizit komplikace a mortalitu zvracenim
ischemie myokardu a omezenim velikosti infarktu (Rao & Viswanath, 2007).
2.2 Ateroskleroza
Aterosklerdza je chronické zanétlivé onemocnéni. Je charakteristicka akumulaci lipida
a zanétlivych bun¢k ve sténach stfednich a velkych tepen a je hlavni pfic¢inou vzniku
ischemické choroby srde¢ni a mozkové mrtvice (Malekmohammad et al., 2019).

Vzniku samotné aterosklerdzy piedchazi endotelidlni dysfunkce. Nasledné dochazi
k infiltrovani a akumulaci lipoproteint s nizkou hustotou (LDL) v subendotelialnim
prostoru. LDL jsou v patologickych stavech oxidovany za vzniku oxidovanych LDL
(ox-LDL). Modifikované lipoproteinové ¢astice a cytokiny zvysuji expresi buné¢nych
adheznich molekul na endotelialnich bunkach, coz vede ke shromazd’ovani leukocytt
(hlavné monocytl a T-lymfocytl) v subendotelidlnim prostoru. Nasledné tyto bunky
migruji do intimy. Monocyty se diferencuji na makrofagy, exprimuji scavenger
receptory a internalizuji modifikované lipoproteiny. V dusledku tohoto hromadéni jsou
makrofagy postupné pieménovany na pénové buiky ajejich pFitomnost v arterialni
sténé je charakteristicky znak, poukazujici na ¢asnou aterosklerotickou 1ézi. Do intimy
migrujici T-lymfocyty a zirné butiky uvolfiuji rizné cytokiny, které podporuji zanét
a tvorbu ROS. Na jejich tvorbé se podili i pénové buiiky. Ristové faktory, které jsou
uvolnény z téchto bunék spolu s ROS, stimuluji migraci bun¢k hladkého svalstva do
intimy a ukladani kolagenu, coz vede k rozvoji aterosklerotického platu. Zvysena tvorba
ROS také souvisi s indukci sekrece metaloproteinas (MMP, EC 3.4.24), které degraduji

vlaknitou sténu aterosklerotického platu a bazalni membranu, coz vede k fyzickému



naruSeni platu (Kattoor et al., 2017). Vznikla ruptura aterosklerotického platu mé za
nasledek piiblizné 76 % vSech fatalnich koronarnich tromb a ma vy$si prevalenci
u muzu (80 %) nez u Zen (60 %) (Falk, 2006).

Na rozvoji aterosklerozy se kromé oxida¢niho stresu podileji také hypertenze,
diabetes mellitus, inzulinova rezistence, obezita, stres, koufeni, genetické predispozice
a dalsi (Malekmohammad et al., 2019).

2.2.1 Oxidacni stres v ateroskleroze

ROS maji za fyziologickych podminek dulezitou signalizaéni roli. Jejich nadmérna
produkce vSak vede pfiprekro¢eni kapacity dostupnych antioxida¢nich obrannych
systémi k oxida¢nimu stresu, ktery ma kli¢ovou roli v progresi kardiovaskularniho
onemocnéni spojeného s aterosklerozou (Forstermann et al.,, 2017). Mezi hlavni
reaktivni formy volnych radikalti patti hydroxylovy, hydroperoxylovy a peroxylovy
radikdl, superoxidovy anion a oxid dusicity. Mezi reaktivni neradikalové Castice se pak
fadi peroxid vodiku, peroxydusitany a dusitany (Malekmohammad et al., 2019).

ROS jsou produkovany oxida¢nimi enzymy, a to zejména v makrofazich, bunkach
hladkého svalstva cév a endotelidlnich bunikach. K témto oxidacnim enzymim fadime
NAD(P)H:kyslik oxidoreduktasu (nikotinamidadenindinukleotidfosfatoxidasa,
EC 1.6.3), xanthin:kyslik oxidoreduktasu (xantinoxidasa, EC 1.17.3.2), mitochondrialni
enzymy, lipoxygenasy (EC 1.13.11), chlorid:peroxid vodiku oxidoreduktasu
(myeloperoxidasa, EC 1.11.2.2) arozpiazenou endotelialni NO syntasu (eNOS,
EC 1.14.13.39) (Malekmohammad et al., 2019).

Z pohledu ob&hové soustavy jsou hlavnim systémem generujicim ROS NADPH
oxidasy. Jednd se 0 membranové vazané komplexy, které jsou exprimovany
ve vaskularni tkani za téelem produkce ROS, posttranslaéniho zpracovani proteind,
bunéc¢né signalizace, regulace genové exprese a bunééné diferenciace. Jejich aktivace
ma zanasledek vznik superoxidového aniontu pienosem elektronu z NADPH na
molekulu kysliku (Bedard & Krause, 2007; Gracia et al., 2017; Kattoor et al., 2017).
Navic jsou zapojeny do vzajemné interakce mezi vySe zminénymi
prooxida¢nimi systémy. Napiiklad muaze rozpojit eNOS, aktivovat xanthinoxidasy
a spustit mitochondrialni produkci ROS (Foérstermann et al., 2017).

Systemem produkujicim superoxidové anionty na fyziologickych urovnich jsou

mitochondridlni  enzymy. V pfipadé  mitochondrialni  dysfunkce  ¢i selhani



antioxida¢nich mechanismid maji potencial stat se patologickymia mize dochazet
k nadmérné produkci ROS.

Xanthinoxidasy katalyzuji preménu hypoxantinu na xanthin a dale jeho oxidaci
na kyselinu modovou. Ucastni se katabolismu pteridint, purind a dalsich latek.
Nachazeji se kromé endotelidlnich bunék a plazmy také v aterosklerotickém platu,
ato ve zvyseném mnozstvi. Podili se na tvorbé superoxidovych aniontl a peroxidu
vodiku. Na souvislost aktivity xantinoxidasy s aterosklerozou ukazuje i fakt, ze
inhibitory xantinoxidas jsou schopné snizit rozvoj aterosklerdzy u mysiho modelu nebo
zmirnit endotelidlni dysfunkci u tézkych kufakt (Férstermann et al., 2017).

Lipoxygenasy patii mezi nehemové dioxygenasy mastnych kyselin, které jsou
vSudyptitomné v rostlindch a zvitatech. Katalyzujici pfeménu kyseliny arachidonové
na hydroperoxidy, které jsou dale redukovany na hydroxidy a leukotrieny. Ty jsou samy
0 sob& prozanétlivé a aktivuji makrofagy a pénové buiiky. Vedou také k uvoliovani
cytokint a  MMP. Se  samotnou aterogenezi  souvisi  zejména
arachidonat:kyslik 5-oxidoreduktasa (5-lipoxygenasa, EC 1.13.11.34)
a arachidonat:kyslik 15-oxidoreduktasa (12/15-lipoxygenasa, EC 1.13.11.33). Ob¢
indukuji aktivaci NADPH oxidas ve vaskularnich buiikach hladkého svalstva, coz ma
za nasledek oxidac¢ni stres ve vaskularnich tkanich. Patologicky vyznam 5-lipoxygenas
podporuje 1 fakt, Ze jejich inhibice zlepSuje zmény po  zanétu
pii reperfuzi (Kattoor et al., 2017; Liavonchanka & Feussner, 2006).

Myeloperoxidasa se nachazi hlavné¢ v neutrofilech, kde poskytuje ochranu
proti patogenim. V malé mife se nachazi také v monocytech a pfi reakci s peroxidem
vodiku vytvaii hypohalogenové kyseliny, jako je kyselina chlorna (HCIO) a kyselina
hypothiokyanova (HOSCN). Dysfunkce tohoto systému generuje ROS a vyvolava
oxida¢ni stres. HOSCN navic modifikuje LDL (respektive HDL) a zvySuje
katabolismus oxidu dusnatého, ¢imz spousti a zesiluje aterogenezi (Gracia et al., 2017).

Oxid dusnaty funguje jako intracelularni posel, ktery stimuluje rozpustnou
guanylatcyklasu (sGC, EC 4.6.1.2), atim uvolfuje hladké svaly v cévach. Je
konstitutivné tvoten Vv endotelu aktivaci eNOS. Diky tomu, Ze je NO nenabity a vysoce
rozpustny v hydrofobnim prostfedi, mize volné difundovat pies biologické membrany
a jeho prostorova distribuce v tkanich je velka (Rochette et al., 2013). Predpoklada se,
7ze signalizace souvisejici SNO je hlavni slozkou kardioprotekce proti
ischemicko-reperfuznimu poskozeni cilenému na mitochondrie. V kardiomyocytech

jsou exprimovany vSechny 3 isoenzymy NO syntasy (NOS) — neuronalni (nNOS,



NOS1), indukovand (iNOS, NOS2) a endotelialni (eNOS, NOS3)
(Gabrielova et al., 2019).

NO je dulezitou signalni molekulou pro regulaci Zivotnich funkci. V podminkach
oxida¢niho stresu v8ak reaguje se superoxidovymi anionty za vzniku vysoce reaktivniho
peroxynitritu (OONO™). Peroxynitrit interaguje s kofaktory eNOS, coz ma za nésledek
rozpiazeni redukce kysliku a syntézy NO. Rozptazena eNOS produkuje superoxidové
anionty misto NO a je tedy systémem generujicim ROS. Studie prokazaly inverzni
vztah  mezi dostupnosti  kofaktori  eNOS arozvojem endotelidlni  dysfunkce
(Rochette et al., 2013, Kattoor et al., 2017). Krom¢ ROS muze byt eNOS inhibovéana
také nedostatkem substratu, kterym je L-arginin, ¢&i nedostatkem kofaktoru
tetrahydrobiopterinu (BH4) (Zhou et al., 2016).

2.2.2 Antioxidacni systémy

Antioxidanty jsou molekuly, které jsou schopné zabrénit interakci ROS s buné¢nymi
biomolekulami a zabranuji tak zméné jejich  struktury nebo funkce
(Malekmohammad et al., 2019).

Mezi hlavni enzymatické antioxidaéni systémy v cévni sténé patii
superoxid:superoxid oxidoreduktasy  (superoxiddismutasa, SOD, EC 1.15.1.1),
glutathion:peroxid vodiku oxidoreduktasy (glutathionperoxidasa, GPx, EC 1.11.1.9),
peroxid vodiku:peroxid vodiku oxidoreduktasy (katalasa, EC 1.11.1.6) a paraoxonasy
(EC 3.1.8.1). Prikladem neenzymatickych antioxidantii mohou byt thioredoxiny, NO,
vitaminy jako kyselina askorbova (vitamin C), tokoferol (vitamin E) adalsi piimé
antioxidanty jako je glutathion (GSH) (Rochette et al., 2013).

SOD eliminuji superoxidové anionty, a to jejich pfeménou na peroxid vodiku, ktery
je dale degradovan glutathionperoxidasami a katalasami. Ac¢koli SOD muze snizovat
poskozeni zprostiedkovana superoxidovymi anionty, muze také paradoxné zvysit
oxidac¢ni stres, pokud neni v burice dostatek enzymu, které by metabolizovaly kone¢ny
produkt.

Katalasy se nachazeji v peroxisomech a preménuji peroxid vodiku na kyslik a vodu.
Zaroven bylo zjisténo, ze zmirnuji aterosklerozu u mysi s vysokym obsahem tuku v téle
(Yang et al., 2004).



Glutathion a glutathionperoxidasy tvoii hlavni antioxida¢ni obranny systém
v sav¢ich bunikach. GPx redukuji v ptitomnosti GSH peroxid vodiku na vodu a lipidove
hydroperoxidy na odpovidajici alkoholy. GSH je nasledné regenerovan pomoci
glutathion:NADP* oxidoreduktasy (glutathionreduktasa, EC 1.8.1.7). Bylo zjit&no,
ze nadmérna exprese GPX U mysi snizovala proaterogenni dé&je i peroxidaci lipida
(Wagner et al., 2009, Deponte, 2013, Forstermann et al., 2017).

Paraoxonasy jsou rodinou proteinti, které snizuji oxidacni stres, peroxidaci lipidi
a zmiriuji aterosklerézu na zvifecich modelech (Forstermann et al., 2017).

Thioredoxinovy  systétm  (Trx) je tvofen =z NADPH, thioredoxinu
a thioredoxin:NADP* oxidoreduktasy (thioredoxinreduktasa, EC 1.8.1.9). Antioxida¢ni
ucinek spociva v jeho disulfidreduktasové aktivite regulujici dithiol/disulfidovou
rovnovahu v proteinech (Lu & Holmgren, 2014).

Syntasy oxidu dusnatého hraji pfi ateroskleréze jak antioxidacni, tak prooxidacni
roli. eNOS je konstitutivné exprimovana v endotelialnich buikach. NO produkovany
aktivaci eNOS inhibuje oxidaci LDL, adhezi a migraci leukocytu (Kattoor et al., 2017).

Rovnice ptsobeni vybranych antioxida¢nich enzym jsou vyobrazeny na Obr. 1.
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Obr. 1:Rovnice pusobeni hlavnich antioxida¢nich enzymd.



2.3 Ischemicko-reperfuzni poskozeni
Ischemickda choroba srdecni se stala celosvétovym zdravotnim problémem, ktery
postihuje v§echny ekonomické skupiny spolec¢nosti (Rao & Viswanath, 2007).

Docasna okluze koronarni arterie zptisobuje ischemii myokardu. Zavaznost ischemie
zavisi nadélce jejiho trvani anerovnovdze mezipotiebou a zasobou Kkysliku.
(Guaricci et al., 2018).

Ischemicko-reperfuzni poskozeni je hlavnim patologickym faktorem prab¢hu
ischemické choroby srde¢ni. Reperfuze po ischemii myokardu je spojena s jeho
poskozenim a ma klinicky vyznam v situacich jako jsou infarkt myokardu, koronarni
angioplastika, koronarni revaskularizace a transplantace srdce
(Rao & Viswanath, 2007).
2.3.1 Patofyziologie ischemicko-reperfuzniho poskozeni
Béhem ischemie neni dana ¢ast srdce dostateéné zasobena kyslikem a dochazi k poklesu
hladiny ATP ataké kreatinfosfatu. Pfinedostatku kysliku zarovenn dochazi
k anaerobnimu ziskavani energie. Anaerobni glykolyza vede ke zvySeni hladiny
intracelularniho anorganického fosfatu, laktatu a vodikovych iontil, coz ma za nasledek
jak intracelularni, tak i extracelularni acidozu a piiliv vapenatych ionti do buiiky. Nizky
obsah ATP, buiice znemozZiuje odstranéni piebyte¢nych vapenatych iontid. Konkrétné je
tento problém zpiisoben selhanim sodno-draselné ATPasy (EC 7.2.2.13) a sodnych,
draselnych a vapnikovych kanald, coz je spojeno s dal§im pfilivem vapenatych iont do
buniky. Vépenaté ionty predstavuji dulezité signalni molekuly a jejich piebytek je
pravdépodobné spojen s aktivaci fady intracelularnich enzymii (proteas a kinas). Na
mitochondrialni membrané je standardné negativni potencial, ktery usnadiiuje transport
pozitivné nabitych vapenatych iontli do matrix mitochondrii. Ve vysledku je zpsobena
mitochondrialni dysfunkce narusenim elektrochemického potencialu a dochazi k tvorb¢
reaktivnich forem kysliku a dusiku. V takto poskozenych mitochondriich
se po reperfuzi ve velké mife tvoii ROS a zptisobuji v burice oxidaéni stres. Ackoli jsou
V organismu pfitomny rizné antioxidacni mechanismy, produkce volnych radikalt
po ischemii a nasledné reperfuzi je tak velka, Ze ptevySuje kapacitni moznosti téchto
obrannych mechanismt, coz vede k peroxidaci lipidi a oxidativnimu poskozeni
proteinti a nukleovych kyselin (Polderman, 2009).

Mize dochazet k poSkozenim, jako jsou reperfuzni arytmie, mikrovaskularni

poskozeni a bunééna smrt (apoptoza ¢i nekroza) (Dhalla et al., 2000).



Mezi dalsi  dysfunkce myokardu po ischemii a reperfuzi patii tzv. myocardial
stunning, kdy dochazi k ¢astecnému ¢i zcela reversibilnimu zhorSeni kontraktilni
funkce. Jedna se o jak systolickou, tak diastolickou dysfunkci myokardu. Pti vznikajici
endotelidlni dysfunkci dochazi k tvorb¢ vasokonstrikénich latek, které umociuji snizeni
pratoku krve. Mezi vasokonstriktory snizujici dostupnost oxidu dusnatého se fadi i ROS
(Guaricci et al., 2018).

2.4 Silybin a 2,3-dehydrosilybin

V posledni dobé jsou ptirodni latky rostlinného ptivodu zkoumany v mnoha studiich.
Jejich cilem je zabranit rozvoji srde¢ni dysfunkce vyvolané oxidaénim stresem. Zajem
0 tyto latky plyne zejména z jejich dostupnosti, niz§i ceny a mensi toxicity ve srovnani
se syntetickymi léky (Razavi & Karimi, 2016).

Silybin je hlavni aktivni slozkou silymarinovych flavonoidii extrahovanych ze semen
ostropestice marianského (Silypum marianum). Mimo jiné je pouzivan Kk 1é¢bé
hepatitidy, jaterni cirhdzy ama antineoplastickou aktivitu
(Zholobenko & Modriansky, 2014).

2,3-dehydrosilybin (Obr. 2) je jeho oxidovanym derivatem, ktery piedstavuje
minoritni slozku silymarinu, standardizovaného extraktu ostropestice marianského.
Ve srovnéni se silybinem vykazuje vyznamné vys$si antioxidacni a protirakovinovou
aktivitu. V soucasnosti roste zajem o studium jeho kardioprotektivnich vlastnosti, které
jsou vysledkem jeho cytoprotektivnich, antioxida¢nich a chemopreventivnich ucinkua
(Gabrielova et al., 2019). Dehydrogenace silybinu ov§em vede ke zhorSené rozpustnosti

ve vodé, coz omezuje terapeutickou uc¢innost DHS (Tong et al., 2011).

OH

CHs

OH

Obr. 2: Chemicka struktura 2,3-dehydrosilybinu. Nakresleno ve freeware ACD/ChemSketch.



2.4.1 Utinek 2,3-dehydrosilybinu na srde¢ni tkai

Bylo prokazano zna¢né mnozstvi pozitivnich G¢inkt silymarinu. Jeho extrakt je ovSem
smési polyfenolickych sloucenin a za jeho kardioprotektivni aktivitu by tedy mohla byt
zodpovédna kterakoliv z nich (Zholobenko & Modriansky, 2014).

Pfi zkoumani jednotlivych minoritnich ¢asti bylo zjisténo, ze DHS je schopen
bunécné deenergizace a sniZzuje tvorbu mitochondridlnich ROS. Zaroven zvysSuje
spotfebu kysliku doprovazenou poklesem potencialu mitochondridlni membréany. Byla
vytvoiena domnénka, Zze DHS chrani kardiomyocyty pied poSkozenim
zprostfedkovanym ROS diky tomu, Ze se chova jako odprahovac. Tedy jako slou¢enina
schopnd transportu protont pies vnitini mitochondridlni membranu, ktera muze odpojit
generovani protonmotivni sily od syntézy ATP (Gabrielova et al., 2010).

Déle bylo také zjisténo, Ze DHS ma pozitivni inotropni u¢inek v perfundovaném
srdci dospélého potkana (Gabrielova et al., 2019).
2.4.1.1 Mechanismus kardioprotektivniho a¢inku DHS
Jak jiz bylo zminéno dfive, ischemie zptisobuje vazné mitochondridlni poruchy, mezi
které patii zastaveni syntézy ATP a inhibice bunééného dychani, coz je doprovazeno
zvySenim koncentrace vapenatych iontli a fosfati v buiice. Pfi nasledné reperfuzi
dochazi k velkému nardstu ROS, které pochazeji z dychaciho fetézce. Tyto faktory
dohromady zapfiifuji trvalé otevieni mitochondridlniho poru piechodné propustnosti
(MPTP) ve vnitini mitochondrialni membrang, coz je hlavni pfi¢inou nekrotické
bunécné smrti pii ischemicko-reperfuznim poskozeni. Kardioprotekce tedy musi
zahrnovat prevenci otevieni MPTP (Garlid et al., 2009).

Ochrana pied ischemicko-reperfuznim poskozenim myokardu byva Casto zaméiena
na ischemickou pre- a post-kondicionaci. Pti prekondiciovani dochazi 5 - 10 minut pted
ischemickou zatézi ke kradtkym koronarnim okluzim. Postkondiciovani se provadi jesté
krat$imi (sekundovymi) okluzemi, a to n¢kolik sekund po skonceni ischemie. Prvni
minuty reperfuze jsou vhodné pro postkondiciovani, nebot’ v prvnich minutach
po ukonceni ischemie dochazi Kk nejvétsimu reperfuznimu poskozeni z dtvodu
vyplaveni ROS (Folino et al., 2015). Mechanismus kondiciovani mize byt napodoben
pomoci riznych farmakologickych c¢inidel, které aktivuji rGzné receptory, napf.
a-adrenergni, opioidni nebo adenosinove receptory (Khan et al., 2020).

Bylo zjisténo, Ze ochranné ucinky ischemického postkondicionovani v izolovaném

srdci zAavisi na ATP:protein fosfotransferase (proteinkinasa C-epsilon, PKCe,



EC 2.7.11.13). PKCe je aktivovana fosforylacemi ve své katalytické doméné, kdy
fosforylace na Ser729 zvysSuje kardioprotekci a ztrata fosfatu na Ser729 je spojena
s translokaci PKCe do bunécné periferie nebo jadra (Gabrielovaet al., 2015b).
Mitochondridlni PKCe muize navic piimo interagovat s MPTPs v srdci a inhibovat jejich
otevieni (Baines et al., 2003).

Postkondicionovani bunék pomoci DHS zabranilo poklesu mnozstvi fosforylovaného
pPKCe v pozici Ser729 ve srovnani s celkovym PKCe Vv reakci na hypoxii a naslednou
reoxygenaci kardiomyocytd. To prokazuje, ze DHS ovliviiuje signalni drahy, které
ovliviluji stav fosforylace PKCg, a to v€etné adrenergnich drah. Tim padem miize byt
DHS pozitivnim moduldtorem srde¢nich funkci za raznych (pato)fyziologickych
podminek (Gabrielova et al., 2015b).

Gabrielova et al. (2015b) zjistili, ze je DHS inotropni ¢inidlo, jehoz aktivita zavisi na
ptitomnosti endogennich katecholamind. Vylouc¢ili, Ze by DHS puisobil jako f-agonista
¢i P-antagonista, coz muze snizovat pravdépodobnost negativnich vedlejsich ucinku,
pokud by byl silymarin nebo samotny DHS kombinovan s jinymi kardiovaskularnimi
1éCivy.

Jelikoz byla vyslovena hypotéza, ze kardioprotekce vyvoland DHS je pravdépodobné
zprosttfedkovana rozpojenim na mitochondriélni drovni (Gabrielova et al., 2010), byl
dale zkouman Uc¢inek DHS na celé bunky. Bylo zjisténo, ze kratkodoba inkubace
ve fyziologickych koncentracich DHS nema Zadny bezprostfedni u¢inek na respiracni
parametry buiiky. DHS navic neovliviiuje mitochondrialni koncentraci vapenatych
iontl, ale vyvolava priliv extracelularnich vapenatych ionta do cytoplazmy. Z téchto
informaci lze usoudit, ze je nepravdépodobné, aby byla ochrana poskytovana
fyziologicky = tolerovanymi  koncentracemi =~ DHS  zpiisobena  rozpojenim.
Pre- ¢i postkondicionovani je tedy pravdépodobné zprostiedkovdno zesilenim
adrenergni signalizace. Vzhledem k tomu, Ze DHS ovliviiuje potencial plazmatické
membrany a koncentraci vapenatych iontd v celé burce, je pravdépodobné, ze pusobi
primarné na plazmatické membrané (Zholobenko et al., 2017).

Informace o tom, ze nizka koncentrace DHS je GCinna, spousti pouze mirnou
stimulaci srdecni aktivity a zaroven pusobi na urovni plazmatické membrany vedla
k myslence srovnat mechanismus piisobeni DHS se signalnimi drahami hormonalnich
nebo hormontiim podobnych efektor, napi. bradykininem (Gabrielova et al., 2019).

Bradykinin (BK) je vasodilatator, jehoz ¢innost je doprovazena snizenim krevniho

tlaku vischemické tkani. Ma kardioprotektivni ucinek pfi  ischemickém
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prekondicionovani prostiednictvim aktivace signalni drahy
ATP:1-fosfatidyl-1D-myo-inositol 3-fosfotransferasa (fosfatidylinositol-3-kinasa, PI3K,
EC 2.7.1.137)/Akt/eNOS aregulace redoxniho stavu pifes uvoliovani NO
(Sharma et al., 2015).

Bylo  7zjjisténo, Ze v mitochondriich se  nachazi n¢kolik  rtznych
ATP:protein-L-tyrosin O-fosfotransferas ~ (Src  tyrosinkinasa, @ EC  2.7.10.2).
Src tyrosinkinasa v srde¢nich mitochondriich je spojovana se sniZzenim poskozeni bunék
(Gabrielova et al., 2019). Pro kardioprotekci zprostiedkovanou BK jsou zasadni Src
kinasa, eNOS, guanylylcyklasa, ATP:protein fosfotransferasa zavisla na cGMP
(proteinkinasa G , PKG, EC 2.7.11.12), mitochondridlni ATP-senzitivni draslikovy
kanal a ROS (Oldenburg et al., 2004).

Kardioprotektivni ucinek je pak rusen
4-amino-3-(4-chloridofenyl)-1-(t-butyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidinem (PP2), coz je
inhibitor Src kinasy. Bylo zji$téno, ze PP2 krom¢ G¢inku BK vyznamné snizil i U¢inek
DHS. Inhibice u¢inku DHS pomoci PP2 vSak nebyla natolik velka jako v ptfipadé BK
(Gabrielova et al., 2019).

Bylo dokazano, ze prekondicionovani pomoci DHS je schopné zlepsit
biomechanické parametry ve srovnani s neléCenym srdcem. Prekondiciovanim lze také
omezit velikost infarktu spojeného s ischemicko-reperfuznim poskozenim a omezit
uvolnéni (S)-laktat:NAD* oxidoreduktasy (laktatdehydrogenasa, LDH, EC 1.1.1.27),
kterd je historicky markerem pro diagnostiku ischemické choroby srde¢ni. Posledni dva
zminéné ucinky jsou propojeny, protoze ¢im vétsi je poranéni (velikost infarktu), tim
vice LDH se uvoliiuje. BK pouZity ve stejné koncentraci jako DHS vykazoval pozitivni
ucinek na srdecni biomechanické parametry. Nicméné pii srovndni byly nékteré
parametry ovlivnény vice DHS a jiné BK, ale celkovy dojem vede k hypotéze, ze oba
mohou plisobit stejnou nebo podobnou signalni cestou. Byla taktéZ testovana pfitomnost
eNOS v izolovanych oSetienych a kontrolnich srdcich. Bylo zjisténo, Ze piitomnost
eNOS je vétsi v srdcich oSetfenych DHS nez u srdci oSetfenych BK. Zatimco PP2
ovliviiyje hladinu eNOS v srdcich oSetienych DHS, neovlivituje totéz u srdci osetfenych
BK, coz naznacuje, ze je rozdil mezi obéma efektory. Je tedy pravdépodobné, ze DHS
zlepSuje endotelialni aktivitu a ucinek je castecné zavisly na Src Kkinase. Piesny
mechanismus  kardioprotektivni  aktivity DHS je v8ak stdle neobjasnény

(Gabrielova et al., 2019).
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2.5 Apelin-13

Apelin je peptidovy hormon slozeny ze 77 aminokyselin, ktery byl ptivodné izolovan
Z hovéziho zaludku. Je endogennim ligandem pro apelinovy receptor (APJ) spojeny
s G proteinem. Apelin muze byt St€pen na Ctyfi kratSi aktivni formy, ato apelin-12,
apelin-13 (Obr. 3), apelin-17 a apelin-36. Z téchto kratkych forem vykazuje apelin-13
nejsilnéjsi antioxida¢ni aktivitu a protizanétlivé ucinky (Xu et al., 2019).

Bylo prokazano, Ze ptevladajici izoformy apelinu v srdci jsou apelin-13, piedevsim
jeho post-transkripéné modifikovana forma, pyroglutamyl apelin-13 [(pyr)apelin-13].
Je exprimovan v srdci, plicich, ledvinach, jatrech, tukové tkéni, gastrointestinalnim
traktu, mozku, nadledvinach a endotelu (Folino et al., 2015).

Déle studie uvadéji, ze systém apelin/APJ mize ovliviiovat patofyziologické procesy
onemocnéni  kardiovaskularniho  systému, onemocnéni traviciho  systému,
metabolickych onemocnéni a nadorové angiogeneze (Shao et al., 2021).

2.5.1 Udinek apelinu-13 na kardiovaskularni systém

Studie naznacuji, ze draha apelinu/APJ je kliCovym regulatorem kardiovaskularnich
funkci. Bylo prokazano, ze apelin ma pozitivni Géinek na kontraktilitu a pozitivni
inotropni U¢inek na selhdvajici myokard (Koguchi et al., 2012). Krom¢ toho muze

podporovat bunéfnou proliferaci, migraci a angiogenezi, a tak regulovat imunitni

funkce (Zhou et al., 2016).

Obr. 3: Chemicka struktura apelinu-13. Nakresleno ve freeware ACD/ChemSketch.
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Bylo zjisténo, ze pre-pro-apelin a APJ maji podobné sekvence aminokyselin jako
angiotensin 1l (Ang Il) a receptor angiotenzinu Il typu 1 (ATiR). Ang Il se podili
nariznych kardiovaskuldrnich onemocnénich. Systém apelin/APJ plsobi jako
kontraregulator systému renin-angiotenzin (RAS), ve kterém hraje ustfedni roli Ang II.
Antagonismus apelinu vici RAS ukazuje, ze apelin vykazuje dilezity ochranny t¢inek
proti remodelaci srde¢ni tkané po infarktu myokardu.

Terapeutické vyuziti apelinu je omezeno piedevSim jeho stabilitou (plazmaticky
polocas apelinu je 8 minut) a rozsahem jeho G¢inku (Folino et al., 2015).
2.5.1.1 VIliv apelinu-13 na angiogenezi
Zuzeni velkych tepen, zplsobena aterosklerdzou, zanétlivymi procesy a dal$imi
udélostmi mizou zapficinit ischemii v riiznych tkénich a organech. Ischemie mize vést
k redukci mnozstvi funkénich kapilar a progresi ischemické ulcerace a gangrény. Proto
je terapeutickd angiogeneze nezbytna pro obnoveni prutoku krve do ischemickych tkani
aorganu (Kidoya et al., 2010). Bylo zjisténo, Ze apelin hraje roli v angiogenezi
(novotvorbé krevnich kapilar), nebot’ podporuje proliferaci, migraci a tvorbu trubic
in vitro na modelu myokardialnich endotelialnich bunék (Yang et al., 2014).

Kromé angiogeneze piispiva apelin také k postischemické regeneraci cév. U mysi
s ischemickym poskozenim zadni koncetiny apelin spolu s vaskularnim endotelidlnim
rastovym faktorem (VEGF) podporuje vyvoj relativné velkych neporuSenych cév
(Kidoya et al., 2010).

ProtoZe apelin indukuje fosforylaci eNOS v endotelialnich buiikach a NO se tc¢astni
procesu angiogeneze, predpoklada se, ze je role apelinu pii tvorbé cév spojena s tvorbou
NO (Folino et al., 2015). Apelin stimuluje angiogenezi v myokardialnich
mikrovaskularnich endotelidlnich buiikach prostfednictvim fosforylace Thr-172
ATP:[hydroxymethylglutaryl-CoA reduktasa (NADPH)] fosfotransferasy
(AMP-aktivovana proteinkinasa, AMPK, EC 2.7.11.31) a prostiednictvim fosforylace
Ser-1179  eNOS. VySe zminénd data byla podlozena  experimenty
sinhibitory - slouceninou C (inhibice AMPK) a LY294002 (inhibitorem
fosfatydilinositol-3-kinasy — PI13K) (Yang et al., 2014).

13



2.5.1.2 VIliv apelinu-13 na vasodilataci

vvvvvv

Diivéjsi  studie kardiovaskuldrni aktivity apelinu odhalily jeho vasodilatacni
a hypotenzni u¢inky. Po navazani apelinu na APJ endotelidlnich bunék je indukovana
fosforylace eNOS prostiednictvim aktivace drahy PI3K/Akt. Vzniklé NO difunduje
do vaskularnich bunék hladkého svalstva (VSMC), kde aktivuje sGC. Vysledkem je
intracelularni zvySeni koncentrace cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP) v cilovych
bunkach s naslednou aktivaci cGMP senzitivni proteinkinasy G. Jeji aktivace indukuje
zpétné vychytdvani vapniku sarkoplazmatickym retikulem (SR) prostfednictvim
aktivace vapenaté ATPasy sarko/endoplazmatickeho retikula (SERCA, EC 7.2.2.10),
coz M& za nasledek podporu vasodilatace (Zhou et al., 2016). VySe popsana draha je
znazornéna na Obr. 4.

PKG také podporuje defosforylaci lehkych fetézcti myosinu, kterd je zodpovédna za
snizeni poétu pfiénych mistkl, coz ma hlavni vyznam pfi inhibici kontrakce hladkého
svalstva (Folino et al., 2015).

Role drahy apelin/APJ béhem kardiovaskularnich poruch spojenych s endotelialni
dysfunkci zistava ovSem nejasnd, nebot v né€kolika studiich bylo zjisténo,
Ze V nepiitomnosti funk¢niho endotelu se apelin vaze na APJ receptory vaskularnich
buné¢k hladkého svalstva a zptisobuje jejich kontrakci, coz muze pfispivat k hypertenzi.

Mechanismus G¢inku je zalozen na aktivaci fosfolipasy C (PLC, EC 3.1.4.11) a s ni
souvisejici produkci inositol-1,4,5-trisfosfatu (IP3) a diacylglycerolu (DAG). Tyto
mediatory vedou ke kontrakci prostfednictvim zvySeni intracelularni koncentrace
vapenatych iontl a fosforylace lehkych fetézclh myosinu.

Ke zvyseni koncentrace vapenatych iontu v bunice dochazi take vlivem membranové
depolarizace, kterd vede k otevieni vapnikovych kanala typu L, ¢imz dochazi ke vstupu
vapenatych ionti z extracelularniho prostoru do cytosolu (Fan et al., 2019). Tyto
vépenate ionty dale stimuluji otevieni ryanodinovych receptorovych kanalid (RyR), coz
vede k uvolnéni vapenatych iontl ze zasob endoplazmatického retikula. Také DAG
piispiva ke zvySeni hladiny vapenatych ionti v bufice prostifednictvim PKC, kterd
zprostiedkovava aktivaci sodno-vodikovych a sodno-vapenatych kanala
(Folino et al., 2015).
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Obr. 4: Schéma drahy pusobeni apelinu na vasodilataci. APJ apelinovy receptor, Akt
proteinkinasa B, cGMP cyklicky guanosinmonofosfat, GTP guanosintrifosfat, L-Arg L-arginin,
NO oxid dusnaty, NOS syntasa oxidu dushatého, PI3K fosfatidylinositol-3-kinasa, PKG protein
kinasa G, rozpustna guanosincyklasa (sGC). Pievzato a upraveno podle Zhou et al., 2016.

2.5.1.3 Apelin a inotropni ucinek

Uvadi se, Ze apelin vyvolava inotropii myokardu u izolovanych preparati. Zda se, ze
rizné trvani GCinku nezavisi na jednotlivych izoformach apelinu, protoze
(pyr)apelin-13, apelin-13 a apelin-36 vykazuji srovnatelnou silu a u¢innost pfi navozeni
pozitivniho inotropniho u¢inku (Folino et al., 2015).

Apelin mize zvysit kontraktilitu myokardu prostfednictvim zvySeni intracelularni
hladiny vapniku. ZvySeni intracelularni koncentrace vapenatych iontd je
zprostiedkovano pomoci aktivace sodno-draselnych a sodno-vépenatych kanali nebo
aktivaci IPsBR  a RyR receptort uvolnujicich vépenaté ionty ze SR
(Yamaleyeva et al., 2016).

Schéma apelinem indukované zvySené kontraktility prostfednictvim mechanismu

zavislém na vapniku je zobrazeno na Obr. 5.
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Obr. 5: Apelinem indukovana zvySena kontraktilita prostfednictvim mechanismu zavislém na
vapniku. PLC fosfolipasa C, PIP, fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat, DAG diacylglycerol, IP3
inositol trifosfat, PKC protein kinasa C, NHE sodno-vodikova pumpa, NCE sodno-véapenata
pumpa, IPsR IP; receptorovy kanal, RyR ryanodinovy receptorovy kanal, SR sarkoplazmatické
retikulum. Pievzato z Folino et al., 2015.

2.5.1.4 Apelin a oxida¢ni stres

Bylo zjisténo, Ze apelin-13 miize podporovat tvorbu ROS v bunkdch vaskuldrniho
hladkého svalstva a systém apelin/APJ je tak mediatorem oxidaéniho stresu ve
vaskularni tké&ni. Apelinen-13 zptsobeny narust ROS indukuje proliferaci bunék
hladkého svalstva cév, ktera muze vést k ateroskleroze, a to prostiednictvim signalni
drahy ERK1/2. Bylo prokazano, ze ERK1/2, jakozto dulezity mitogenni signal,
se ucastni proliferace bunék hladkého svalstva cév (Li et al., 2011).

Na druhou stranu béhem ischemicko-reperfuzniho poskozeni apelin v bunkach
myokardu inhibuje mitochondridlni oxida¢ni poskozeni a peroxidaci lipidii zvysenim
aktivity SOD. Tim padem omezi plsobeni volnych kyslikovych radikala (klicového
faktoru zapojeného do ischemicko-reperfuzniho poskozeni). Apelin tak chrani myokard
ptred oxida¢nim stresem a sniZuje poSkozeni zpusobené ischemii a naslednou reperfuzi
(Duan et al., 2019; Zeng et al., 2009).

Bylo prokazéano, ze apelin mizZe aktivovat eNOS a zvysit uvoliiovani NO pomoci
signélni kaskady reperfuzniho poskozeni (RISK). (Zhou et al., 2016). Drahu RISK
predstavuji PI3K/Akt a ERK1/2 (Yang et al., 2015).

Oxid dusnaty rusi poSkozeni mitochondrii oxidanty u kardiomyocytd dospélych
potkand. NO je schopen inhibovat produkci neutrofilnich superoxidovych aniontii
pfimym plsobenim na membranové slozky NADPH oxidasy a podjednotky

NADH/NADPH oxidasy (Zeng et al., 2009). Da se tedy konstatovat, ze v procesu
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iIschemie a nasledné reperfuze hraje apelin antagonistickou roli a ma ochranny tc¢inek

na myokard.
2.5.1.5 Apelin-13 a srde¢ni selhani

Roli dréhy apelin/APJ v patogenezi srde¢niho selhani je vénovana velka pozornost.
Bylo prokazano, ze podani apelinu bezprostiedné po ischemickém inzultu mize zmirnit
srdecni dysfunkci béhem casné reperfuze a to potlacenim apoptozy myokardu
a rezistenci vici ROS (Tycinska et al., 2012).

Skutecnost, ze apelin mize omezit okamzit¢é a opozdéné nasledky ischemie
myokardu, podtrhuje jeho moznou roli v 1é€bé onemocnéni koronarnich tepen. Deficit
apelinu u lidi trvale zhorSuje ischemicko-reperfuzni poskozeni, vcetné rozsifeni
velikosti infarktu, souvisejiciho zanétu a mortality (Folino et al., 2015).

Regulace dréhy apelin/APJ je pti akutnim ischemickém poranéni pozménéna.
Hypoxie reguluje expresi a sekreci genu apelinu v kardiomyocytech. Indukce apelinu
pfi hypoxii by tedy mohla byt soucasti akutni reakce srde¢niho svalu na zhorSené
zasobovani kyslikem, napt. v dobé¢ infarktu myokardu (Tycinska et al., 2012). V reakci
na hypoxii je zvySeni exprese apelinu zprostfedkovano hypoxii indukovanym
faktorem-1 (HIF-1).

Bylo zjiSténo, Ze pifi exogennim podani apelinu pfed ischemii nedochazi k Zadné
ochrané myokardu. Pii podani apelinu na zaatku reperfuze ovsem dochazi
k vyznamnému snizeni velikosti infarktu a postischemickému zotaveni.

Exprese endogenni apelinové mRNA se vyznamné zvySuje na konci ischemie
a na kontrolni hodnotu se vraci po 60 minutach reperfuze. Naproti tomu exprese APJ
mRNA se na konci ischemie neméni. To znamena, Ze apelin napodobuje spiSe
postkondiciovani, a ze endogenni produkce apelinu béhem ischemie miize predstavovat
proces vlastni ochrany myokardu (Folino et al., 2015).

Apelin  chrani srdce pied ischemicko-reperfuznim poskozenim dvéma
cestami - cestou zavislou na NO a cestou nezavislou na NO. Cesta zavisla na NO zacina
aktivaci drahy PI3K/AKkt, kterd je zodpovédnd za aktivaci eNOS. Inhibice PI3K pomoci
LY294002 pak rusi apelinem indukovanou redukci velikosti infarktu. Role PI3K byla
potvrzena zvySenou fosforylaci Akt v mySich izolovanych srdcich b&hem reperfuze.
Druha cesta je cesta nezavisla na NO. Fosforylace ERK1/2 a ucinek jeji inhibice
naznacuji, ze za ochrannou aktivitu apelinu je zodpovédna kaskada nezavisla na NO,

ktera je vyvolanad aktivaci G proteinu. Vysledkem této kaskady je snizeni exprese
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proapoptotickych proteind. Obé& tyto ochranné drahy zabranuji otevieni MPTP, ktery je,
jak jiz bylo feCeno, klicovym faktorem ischemicko-reperfuzniho poskozeni
(Folino et al., 2015).

Zavérem bylo zjisténo, ze podavani apelinu-13 nebo jeho modifikované formy,
(pyr)apelinu-13, ma antihypertenzni a vasodilata¢ni G¢inky. Jeho centrélni aplikace vSak
zvySuje krevni tlak a v pfipad¢é endotelidlni dysfunkce mohou byt jeho ucinky opacné.
Kardioprotektivni ucinky apelinu po infarktu myokardu a pozitivni inotropni u¢inky
naznacuji jeho terapeuticky potencidl v prevenci a 1écbé srdeCniho selhani a nasledka
ischemie myokardu. Terapeutické pouziti apelinu je vSak omezeno ptfedevsim jeho
kratkym polocasem a parenteralnim podavanim. V poslednich letech se studie zamétuji
zejména na vyvoj novych agonistl, zpiisobii podavani a zlepSeni Uc¢innosti agonistl

u APJ (Yamaleyeva et al., 2016).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje
3.1.1 Chemikalie
Akrylamid/N,N"-methylenbisakrylamid (29:1, 40% roztok) (Merck,
kat. ¢. 1.00641.1000)
Amersham™ ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life
Sciences, kat. ¢. RPN2232)
Propanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. kat. ¢. 402893)
Bromfenolova modi (Sigma Aldrich, kat. ¢. B0126)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich, kat. ¢. D2650)
Dithiothreitol (DTT) (Sigma Aldrich, kat. ¢. D0632)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma Aldrich, kat. ¢. L5750)
Fetalni bovinni sérum (FBS) (GE Healthcare Life Sciences, kat. ¢. SV 30160.03)
Gentamicin (Sandoz, reg. ¢. 15/ 278/91-B/C)
Fluorid sodny (Sigma Aldrich, kat. ¢. S7920)
Glycerol (Sigma Aldrich, kat. ¢. G2025)
Heptahydrat siranu hote¢natého (Lach-Ner, kat. ¢. 30175-AP0-G1000-1)
Hovézi sérovy albumin (BSA) (Serva, kat. ¢. 11930.03)
Chlorid sodny (Lach-Ner, kat. ¢. 30093-AP0-G1000-1)
Chlorid vapenaty (Lach-Ner, kat. ¢. 30096-AP1-G1000-1)
ImmunoCruz Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz, kat. ¢. sc-2048)
Kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctovd (EGTA) (Sigma Aldrich,
kat. &. E4378)
Kyselina chlorovodikova 35% (Penta, kat. ¢. 19360-11000)
Kyselina octova 99% (Lach-Ner, kat. ¢. 10047-A99)
Methanol (Sigma Aldrich, kat. ¢.322415)
N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva, kat. ¢. 35930)
Peroxodisiran amonny (Sigma Aldrich, kat. ¢. A3678)
Ponceau S (Sigma Aldrich, kat. ¢. P3504)
Protilatky primarni:
Akt (Cell Signaling, kat.¢. 9272)
B-tubulin (Cell Signaling, kat. ¢. 2146)
Fosfo-Akt (S473) (Cell Signaling, kat. ¢. 9271)
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Fosfo-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/Thr204) (E10) (Cell Signaling, kat. 9106)
GAPDH (Cell Signaling, kat. ¢.5174)
p44/42 MAPK (ERK1/2) (Cell Signaling, kat. ¢.9102)
Protilatky sekundarni konjugované s kienovou peroxidasou:
Anti-mouse IgG (Cell signaling, kat. ¢. 7076)
Anti-rabbit 1gG (Cell signaling, kat. ¢. 7074)
Trans-Blot® Turbo™ 5x Transfer Buffer (BioRad, kat. ¢. 10026938)
Triton X-100 (Sigma Aldrich, kat. ¢. T9284)
Tween® 20 (Sigma Aldrich, kat. ¢. P1379)
Tris(hydroxymethyl)aminometan (Tris) (Carl Roth, kat. ¢. 0188.4)
Vanadi¢nan trisodny (Sigma Aldrich, kat. ¢. S6508)
3.1.1.1 Roztoky
BCA pracovni ¢inidlo:
Reagent A/reagent B (50:1, v/v)
HUVEC pufr pro pripravu celkovych lyzati:
Tris (20 mmol-I'Y), EGTA (5 mmol-I"Y), NaCl (150 mmol-I"%), glycerolfosfat
(20 mmol-I"%), NasVOs (1 mmol-I"Y), NaF (1 mmol-I"Y), Triton X-100 (1%, V/v),
Tween 20 (0,1%, v/v), inhibitor proteas Complete™ (1 tableta v 50 ml), pH=7,5.
Krebs-Henseleituv roztok (bez glukozy):
NaCl (118 mmol-I'Y), KCI (5,9 mmol-I'Y), CaCl, (1,75 mmol-I"?), MgSO4
(1,2 mmol-1"Y), KH2PO4 (1,2 mmol-1"1), EDTA (0,5 mmol-I"t), NaHCOs (25 mmol-IY),
pH=7,4,
Koncentrovany roztok PBS (10x):
NaCl (137 mmol-11), KCI (2,68 mmol-1"1), Na;HPO4-12 H,0 (8,96 mmol-1"1), KH2PO4
(1,47 mmol-1"1), pH=7 4.
Médium pro riist endotelialnich bunék (PromoCell®, Némecko) doplnéno o:
Fetdlni bovinni sérum (2 %), doplnék pro rust endotelidlnich bunék (0,4 %),
epidermalni ristovy faktor (0,1 ng-ml?), zékladni fibroblastovy ristovy faktor
(1 ng-mlt), heparin (90 pg-ml?), hydrokortison (1 pg-mlt) a gentamicin (30 pg-ml™).
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Roztoky pro SDS-PAGE a Western blot:

12,5% SDS polyakrylamidovy migraéni gel

40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (30,9 %), deionizovana voda (42,3 %),
migraéni pufr (24,7 %), 10% SDS (1 %), 10% peroxodisiran amonny (1 %),
tetramethylethylendiamin (0,1 %) a 10% SDS (1 %).

Zaostiovaci pufr

Tris (0,5 mol-1"1), pH=6,8.

4% polyakrylamidovy zaostiovaci gel

40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (13,1 %), deionizovana voda (60,6 %),
zaosttovaci pufr (24,7 %), 10% SDS (1 %), 10% peroxodisiran amonny (0,3 %),
tetramethylethylendiamin (0,15 %).

Pfenosovy pufr

Tris (25 mmol-1"%), glycin (192 mmol-I"t), methanol (20%, v/v), SDS (0,1%, m/v),
pH=8,3.

Barvici roztok

Kyselina octova (5%, v/v), Ponceau S (0,1% m/v).

TBS (tris-buffered saline)

Tris (100 mmol-171), NaCl (154 mmol-It), pH=7,5.

TBS/T

Tween 20 (0,1%, v/v) v TBS.

TBS/T/mléko

Tween 20 (0,1%, v/v), suSené ml¢ko (5%, m/v) v TBS.

Roztoky pro stanoveni cytotoxicity:

Roztok neutralni ¢ervené 1

Formaldehyd (0,5%, v/v), chlorid vapenaty (1%, v/v).

Roztok neutralni ¢ervené 2

Kyselina octova (1%, v/v), methanol (50%, v/v).

Roztok Tritonu

Triton X-100 (15% v/v) v PBS

Roztok kolagenu na potahovani kultiva¢nich desek:

0,2% sterilni roztok kolagenu a 0,1% CH3COOH v poméru 1:15.
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3.1.2 Pristroje a pomucky

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Analytické vahy AX105 DeltaRange® (Mettler Toledo, Svycarsko)

Blokova tfepacka Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)

Blotovaci podlozky (VWR, USA)

Blotovaci systém Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad Laboratories, USA)
Bunécna skrabka (Biologix, USA)

Blrkerova komirka (Marienfeld, Némecko)

Chlazena centrifuga Mikro 22R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)

Chlazen4 centrifuga Rotina 380R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)

CO- inkubator MCO-17AIC (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko)

Digitalni predvazky GX-600 (A&D, Japonsko)

Magneticka michacka (IKA RH basic KT/C (Slabo, CR)

Fotograficky film Fuji medical x-ray (FujiFilm, Japonsko)

Fotograficka vyvojka a ustalova¢ Kodak GBX (Eastman Kodak, USA)
Fotometr pro méfeni absorbance/fluorescence v 96jamkovych deskach Infinite M200
pro (Tecan, Svycarsko)

Hlubokomrazici box Inova U535 (Eppendorf, Némecko)

Laminarni box Biohazard EF/S 4 BSC (Schoeller Instruments, Ceské republika)
Kultivaéni lahve, kultivaéni desky, centrifugaéni kyvety (TPP, Svycarsko)
Mikrodesti¢kovy multifunkéni reader (Schoeller Instruments, Ceska republika)
Mikroskop CK40 (Olympus, Japonsko)

Mikroskop NIB-100 (Novel optics, Cina)

Mini-rocker tfepacka typ MR-1 s kyvavym pohybem (Biosan, Litva)

MiniSpin centrifuga v¢. rotoru (Eppendorf, Némecko)

Multikanalova pipeta Finnpipette® (Thermo Fisher Scientific, USA)

Odsavacka Gilson Safe Aspiration Station (Gilson, USA)

Parafilm ,,M* (Pechiney Plastic Packaging, USA)

pH-metr inoLab Level 1 (Schoeller Instruments, CR) s elektrodou SenTix41 (WTW,
Némecko)

Pipetovy davkovac Easypet 3 (Eppendorf, Némecko)

Plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

PVDF membrana Immun-Blot™ 0,2 um (Bio-Rad Laboratories, USA)
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Sérologické pipety (Capp, Dansko)

Sterilizaéni filtr 0,22 pm Millex®-GP (Millipore, USA)

Sterilizaéni filtr 0,22 pm Steritop® (Millipore, USA)

Systém pro elektroforézu Mini-Protean® 3 Cell se zdrojem PowerPac 200
(Bio-Rad Laboratories, USA)

Spi¢ky (Eppendorf, Némecko)

Tiepacka Duomax 1030 (Heidolph, Némecko)

Vakuové ¢erpadlo Vacc-space (Chromservis, Slovensko)

Vodni lazen s tfepanim OLS 26 Aqua Pro (Grant Instruments, Velka Britanie)

Vortex MIX-28 Touch fairy (Hangzhou Miu Instruments, Cina)

Vortex Reax top (Heidolph, Némecko)

Zatizeni pro piipravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, CR)

3.1.3 Biologicky material

V praci byly pouzity primarni kultury HUVEC zamrazené v prvni pasazi po izolaci
v roce 2018.

3.2 Metody
3.2.1 Kultivace primarnich kultur lidskych endotelialnich bunék
pupecnikové zily

Primérni kultury lidskych endotelidlnich bunék pupecnikové Zily byly vysety v médiu
pro kultivaci endotelidlnich buné€k, které bylo, kromé standardnich suplementt
dodanych k médiu a gentamicinu, doplnéno 0 2 % fetalnim bovinnim sérem. Bunky
byly kultivovany v inkubatoru pii 37 °C a pii 5% atmosféte CO2 ve sterilnich
podminkach. Pro lepsi adhezi bunék probihala kultivace v lahvich potazenych vrstvou
kolagenu.

Po 24 hodinach od vyseti bylo médium vyménéno. Po dosazeni 70—-80% konfluence
byly bunky pasdzovany. Bufiky byly nejprve 2x omyty sterilnim PBS a poté
inkubovany s 1 ml trypsinu. Po uvolnéni bunék z povrchu lahve byl trypsin inhibovan
pfidavkem média. Nasledné¢ byly buiky centrifugovany po dobu 10 minut pii 26 °C
a178xg. Potée bylo médium odlito a kpeletu bylo pfidino 5 ml noveho media.
Z bun&éné suspenze bylo odebrano 20 pl, které byly nafedény trypanovou modii
a buiiky byly spocitany pomoci Blrkerovy komirky. Nasledn¢ byly buiiky vysety na

6jamkové ¢i 96jamkové desticky pro dalsi experimenty.
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3.2.2 MTT test

MTT test stanovuje metabolickou aktivitu bunék a vyuziva se pro zjisténi schopnosti
jejich proliferace, viability a cytotoxicity aplikovanych latek. Test je zalozen na redukci
zluté tetrazoliové soli MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid) vlivem mitochondridlnich reduktas zivych bun¢k na nerozpustny fialovy
formazanovy produkt (Obr.6). Formazanoveé krystalky jsou nasledné rozpustény
pomoci smési s 1% NHs v DMSO a spektrofotometricky je stanovena hodnota
absorbance roztoku.

Po vyseti a dosazeni 70% konfluence byly buiiky vystaveny plisobeni raznych
koncentraci 2,3-dehydrosilybinu (1; 2; 5 a 10 pmol-I), jako negativni kontrola bylo
pouzito médium a jako pozitivni kontrola 15% roztok Tritonu X-100 v PBS.

Po 24hodinové inkubaci s testovanou latkou bylo vyménéno médium
za 100 pl 10% roztoku MTT v médiu na jamku a nasledné byly buiikky inkubovany po
dobu 40 minut pii 37 °C a 5% atmosféie CO. ve sterilnich podminkach. Poté byl roztok
odsan a bylo k bunikam pfidano 150 pl 1% NHz v DMSO. V poslednim kroku byla
zméfena spektrofotometricky absorbance pii 540 nm a byla vyhodnocena toxicita DHS.
3.2.3 Stanoveni cytotoxicity pomoci neutralni ¢ervené
Stanoveni cytotoxicity pomoci neutralni &ervené slouzi k wuréeni mnozstvi
zivotaschopnych buné¢k, nebot’” pfi kontaktu Zivych bun€k s neutrdlni cerveni dochazi
k pinocytdze tohoto barviva a jeho hromadéni v lysozomech. Naopak mrtvé bunky tuto
schopnost ztraceji a barvivo neakumuluji. Celkové mnozstvi zivotaschopnych bunék je

pak mozno stanovit spektrofotometricky pomoci intenzity zbarveni.
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Mitochondriélni reduktasa
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-difenylformazan
(MTT) Formazan

Obr. 6: Princip MTT testu. Nakresleno ve freeware ACD/ChemSketch.
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Po dosazeni 70% konfluence byly buiiky vystaveny ptsobeni riznych koncentraci
2,3-dehydrosilybinu (1; 2; 5 a 10 pmol-I"), jako negativni kontrola bylo pouzito
médium a jako pozitivni kontrola 15% roztok Tritonu X-100 v PBS. Po 24hodinové
inkubaci s DHS bylo médium vyménéno za 50 ul roztoku neutralni ¢ervené na jamku
a nasledn¢ byly bunky inkubovany po dobu 40 minut pii 37 °C a 5% atmosfére CO; ve
sterilnich podminkach. Poté byl roztok odsan a kazda jamka byla rychle promyta 200 pl
smési 0,5% formaldehydu a 1% CaClz v poméru 1:1. Nasledné bylo na kazdou jamku
ptidano 200 pl roztoku 1% CH3COOH v methanolu. Poté byla desticka tfepana
20 minut na tfepacce a byla zmétena absorbance spektrofotometricky pii 550 nm.

3.2.4 Imunodetek¢ni stanoveni proteint

Pro porovnani efektu apelinu-13 a DHS byl po 48hodinové kultivaci na 6jamkové
desti¢ce na primarni kultury HUVEC nanesen roztok média s DHS o koncentraci
10 umol-I?, apelinem-13 o koncentraci 200 nmol-I*, antagonistou apelinového
receptoru ML221 o koncentraci 2,2 pmol-I1 a kombinaci DHS nebo apelinu-13
s ML221. Jako kontroly byly na buniky naneseny 0,1% roztok DMSO a médium. Po
inkubaci s danymi latkami (24 hodin, pfipadné 5, 10, 15, 30 a 60 minut) bylo na ledu
médium odsato a buiiky byly 2x omyty 1 ml studeného PBS obohaceného o inhibitory
fosfatas (NaF, NasVOs). Nasledné byly bunky seskrabany a pieneseny do chlazenych
mikrozkumavek. Bunky byly centrifugovany po dobu 5 minut pfi 1960xg a 4 °C.
K peletu bylo pfidano 75 pl lyzaéniho pufru HUVEC. Mikrozkumavky s bunikami poté
stdly 30 minut na ledu a byly pribézné vortexovany. Nasledné byla suspenze
propipetovana pro dosazeni maximalniho rozbiti bunék a centrifugovana po dobu
13 minut pti 21 000xg a 4 °C. Supernatanty byly odebrany do ¢istych mikrozkumavek
a byla stanovena koncentrace proteini pomoci BCA metody.

Lyzaty byly 5x ziedény PBS a napipetovany na 96jamkovou desticku. Na kazdou
jamku bylo naneseno 200 pl BCA reakéni smési V poméru reagentu A ku B 50:1 (v/v).
Poté byly vzorky 30 minut inkubovany pii 37 °C a posléze byla spektrofotometricky
meéfena absorbance pii 562 nm. K jednotlivym lyzatim byl pfidan vzorkovaci pufr
v poméru 4:1, poté byly povafeny 5 minut pfi teploté 95 °C, ochlazeny na ledu, kratce

sto¢eny a skladovany pii -20 °C.
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3.2.5 SDS-PAGE elektroforéza, Western blot a detekce
Pro SDS-PAGE elektroforézu byly piipraveny gely o obsahu akrylamidu 12,5 %

a tloustce 1,5 mm. Na gel byly aplikovany vzorky v mnozstvi 4,5 ug proteinu na jamku
a marker.

Elektroforéza probihala v migra¢nim pufru pfi konstantnim proudu. Nejprve byl
proud nastaven na 15 mA na gel a po zaostieni vzorkd byl zvySen na 30 mA na gel.
Elektroforéza byla ukoncena po doputovani vzorku na konec gelu. Nasledné byla
odstranéna zaostfovaci ¢ast gelu a separacni cast gelu byla vlozena do Transblot turbo
pufru a po promyti byla pfenesena do blotovaci kazety. Do kazety byly materidly
vkladany v nasledujicim potadi: blotovaci molitan, filtraéni papir, PVDF membrana,
gel, filtracni papir a blotovaci molitan. VSechny materidly byly navlhéeny Transblot
turbo pufrem a valeCkem byl odstranén vzduch z prostor mezi jednotlivymi souc¢astmi
sendvice. Pfed pouzitim bylo potteba PVDF membranu rehydratovat
10 sekund v methanolu a ponechat minimalné 5 minut v deionizované vode¢.

Western blotting probihal pfi 25 V a 1 A po dobu 30 minut. Posléze byla membrana
3x5 minut promyvana v roztoku TBS/T a obarvena roztokem Ponceau S. Po uschnuti
byla membrana nastiihana, rehydratovana 10 sekund v methanolu a 3x5 minut
promyvana v TBS/T. Behem promyvani byl pfipraven 5% roztok odstiedén¢ho mléka
v TBS/T a membréna byla poté hodinu v tomto roztoku blokovana. Nasledné byla
nanesena na pozadovanou ¢ast membrany vybrand primarni protilatka (Akt, fosfo-Akt,
p42/44 MAPK ERK1/2, fosfo-p42/44 MAPK ERK1/2, APJ) v 5% roztoku mléka
v poméru 1:1 000. Protilatka byla inkubovana na membrané v chladu pfes noc. Na
druhy den byla membrana promyta 3x5 minut v TBS/T a byla nanesena sekundarni
protilatka znacend peroxidasou v 5% roztoku mléka v poméru 1:5 000. Sekundarni
protilatka byla nanesena po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté a membrany byly poté
3x5 minut promyvany v TBS/T. Nasledné byla provedena detekce.

Detekeni ¢inidlo bylo pfipraveno v poméru 1:1 a bylo inkubovéano po dobu 1 minuty
na membranach uloZenych na fo6lii. Néasledné byly membrany umistény mezi dvé folie
a ptipadné bublinky vzduchu, které by rusily detekci, byly vytlaceny pomoci buniCiny.
Pro detekci nékterych protilatek bylo pouZito zesilujici detek¢ni ¢inidlo.

Membrana mezi foliemi pak byla vlozena do vyvolavaci kazety a pienesena do
temné komory, kde byl na folii pfiloZen fotograficky film a kazeta byla uzaviena. Po

expozici byl film rychle ponofen do vyvojky, nasledné do deionizované vody, poté¢ do
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ustalovace a opét do deionizované vody. Filmy byly naskenovany a mira fosforylace
jednotlivych  kinas byla stanovena denzitometricky v programu Imagel
(Schneider et al., 2012).

3.2.6 Stanoveni oxidu dusnatého

Primarni kultura HUVEC byla zpasazovana a pienesena na 6jamkovou desti¢ku. Po
24 hodinach kultivace byly buniky 2x omyty Krebs-Henseleitovym roztokem a nasledné
na né byly aplikovany jednotlivé roztoky 0,1% DMSO, DHS o koncentraci 10 pumol-I7,
apelinu-13 o koncentraci 200 nmol-I, antagonisty apelinového receptoru ML221
o koncentraci 2,2 pmol-I"t a kombinace DHS nebo apelinu-13 s ML221. Tyto roztoky
byly piipraveny v Krebs-Henseleitové  roztoku. Jako  kontrola  slouzil
Krebs-Henseleitviiv roztok obsahujici testovanou latku, ktery nepfiSel do kontaktu
S bunikami.

Bunky byly s jednotlivymi roztoky inkubovany 0, 5, 10, 15, 30 nebo 60 minut.
Po uplynuti ¢asového intervalu bylo z jamky odebrano 50 pl roztoku, ktery byl pfidan
do reakéni smési luminolu a peroxidu vodiku. Mnozstvi ptitomného NO je piimo

umérné intenzité luminiscence.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Kultivace

Ve vétsingé experimentit byly vyuzity zasoby kryoprezervovanych primarnich kultur
HUVEC. Vlastni zamrazeni v parach tekutého dusiku ptfedstavuje pro buiiky relativné
velky stres. Vysledkem mulze byt negativni dopad na kultivaci po rozmrazeni
(Baustetal., 2014). V nasem pfipadé se ukazalo, ze kryoprezervace HUVEC
vyizolovanymi kulturami. Standardné je v literatufe uvadéna pouzitelnost kultur az do
sedmé pasaze ( Karas et al.,, 2016, Yietal., 2020), avSsak u nami pouzitych
kryoprezervovanych bunék dochazelo k zastaveni rustu a postupnému pomalému
umirani jiz po 3. pasazi. Z tohoto divodu byly pro vlastni experimenty pouzity
vyhradné primérni kultury HUVEC zmraZené v 1. pasazi. U bun¢k zmrazenych ve
vysSich pasazich byla pozorovana zna¢né snizena viabilita, coz komplikovalo provedeni
experimentl. Prvni cast experimentdlni prace byla zaméfena na optimalizaci jejich
kultivace. V zacatcich byly bunky kultivovany ve standardnich kultiva¢nich lahvich,
avSak nasledné experimenty ukazaly, ze pouziti lahvi potazenych kolagenem mélo
za nasledek lepsi adhezi a mensi timrtnost bunék.

Daéle bylo zjisténo, Ze médium pouzité pro kultivaci je velmi citlivé na teplo a pfi
delSim nebo CastéjSim pobytu ve vodni l4zni dochazi k vysrazeni jeho komponent. Proto
bylo médium rozplnéno po 50 ml do centrifugacnich kyvet a nasledné bylo pouzito
pouze potifebné mnozstvi alikvota.

4.2 Stanoveni cytotoxicity DHS

Cytotoxicita DHS byla stanovena z divodu vyhodnoceni jeho vlivu na bufiky a vybéru
vhodné koncentrace pro dalsi experimenty. Ke stanoveni cytotoxicity DHS o riiznych
koncentracich byly pouZity stanoveni viability pomoci neutralni ¢ervené a MTT test.
421 MTT test

Byl pozorovan vliv jednotlivych koncentraci DHS na zivotaschopnost primarnich kultur
HUVEC. Buiiky byly inkubovany s DHS o koncentracich 1; 2; 5 a 10 umol-I*! po dobu
24 hodin. Jako negativni kontrola bylo pouzito medium, jako pozitivni kontrola
15% roztok Tritonu-X100 v PBS. Testovani bylo provedeno ve dvou nezavislych
experimentech, pokazdé v kvadruplikdtu. Doba inkubace s testovanymi latkami byla

zvolena na zaklad¢ zkuSenosti, délky dalSich planovanych experimentd a studii, napft.
Karas, 2019.
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Obr. 7: Viabilita bunék méfena pomoci MTT testu po 24hodinové inkubaci s DHS
o koncentracich 1; 2; 5 a 10 pumol-I*. Vysledné hodnoty + smérodatna odchylka, vztazeny
k negativni kontrole (UT - médiu) jsou ziskany ze dvou nezavislych experimentl. Statisticky
vyznamné hodnoty jsou oznac¢eny p<0,05 - *, p<0,01 - **, p<0,001 - ***, vyhodnoceno pomoci
parového t-testu.

Nejvétsi  pokles viability oproti kontrole byl zaznamenan u koncentraci
5a 10 pmol-I?, a to 0 30 %. Pokles viability zhruba o 20 % viiéi negativni kontrole byl
pozorovan u koncentrace 2 pumol-I* (Obr. 7).

4.2.2 Stanoveni cytotoxicity pomoci neutralni ¢ervené

Nasledné byla cytotoxicita DHS stanovena pomoci neutralni ¢ervené. Byl pozorovan
vliv jednotlivych koncentraci DHS na Zivotaschopnost primarni kultury HUVEC.
Buiiky byly inkubovany s DHS o koncentracich 1; 2; 5 a 10 umol-I"* po dobu 24 hodin.
Jako negativni kontrola byl pouzito médium, jako pozitivni kontrola 15% roztok
Tritonu X-100 v PBS. Testovani bylo provedeno ve dvou nezavislych experimentech,
pokazdé v kvadruplikatu.

Ke sniZeni viability bunék oproti kontrole doslo pouze Vv piipadé koncentrace DHS
1 umol-I* a to 0 3 %. V pripadé koncentraci 2; 5 a 10 umol-I" doglo ke zvyseni
viability o 3 % oproti kontrole. Zadna ze zmén viability vsak nebyla vyhodnocena jako

statisticky vyznamna (Obr. 8).
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Obr. 8: Viabilita bunék méfena pomoci testu neutralni ¢erveni po 24hodinové inkubaci s DHS
o koncentracich 1; 2; 5 a 10 pmol-I?. Vysledné hodnoty + smérodatna odchylka, vztazeny
k negativni kontrole (UT - médiu) jsou ziskany ze dvou nezavislych experimentt.

Ve srovnani s MTT testem byla ziskana vyssi viabilita, coz by mohlo byt zptisobeno
potencialni interferenci s testovanou latkou. Tato hypotéza by se dala ovétit zavedenim
promyti buné¢k pomoci PBS pred aplikaci pracovniho roztoku neutralni Cervené na
buiky. Ze studie Karas, 2019 je vSak patmné, Ze pifi dlouhodobé inkubaci
2,3-dehydrosilybin vykazuje toxické uc¢inky. Hodnota ICso, tedy koncentrace DHS
snizujici redukci MTT o 50 %, byla po 72hodinové inkubaci stanovena na
12,0 + 1,3 pmol-I2. To naznauje mozné mirné  podhodnoceni  vlivu
2,3-dehydrosilybinu pomoci neutralni ¢ervené. Nicméné presto je potieba mit na paméti
i Uskali MTT testu. K redukci MTT totiz dochazi v celé bufice a mize byt vyznamné
ovlivnéna fadou faktorti, napiiklad metabolickymi a energetickymi poruchami,
zménami v aktivité oxidoreduktas nebo intraceluldrnim transportem a mnoha dal§imi.
Podcenéni bunécné zivotaschopnosti testem MTT muze byt zpiisobeno jak adaptivnim

metabolickym, tak mitochondrialnim pieprogramovanim bunék vystavenych stresu
(Stepanenko & Dmitrenko, 2015).
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4.3 Ovéreni pritomnosti apelinového receptoru
Mnohé studie, jako napt. Lu et al., 2012 uvadéji, ze APJ je exprimovan na urovni
mRNA v mnoha potkanich a lidskych tkénich. Tato myslenka vedla k ovéfeni
pfitomnosti apelinového receptoru v primarnich kulturach endotelidlnich bun¢k lidské
pupecnikové Zzily.

Z Obr. 9 je ziejmé, ze bunky HUVEC exprimuji apelinovy receptor. B-tubuln byl
zvolen jako kontrola rovnomérného nanaseni proteinu.

4.4 Evaluace vlivu jednotlivych latek na fosforylaci Akt a ERK1/2
ovliviiuje fosforylaci kinasy Akt. Byla tak vytvotrena hypotéza, ze DHS projevuje své
kardioprotektivni  u¢inky skrze dradhu podobnou signalni drédze apelinu-13.
Kardioprotekce zpiisobena apelinem-13 spociva v aktivaci drahy PI3K/Akt/eNOS
fosforylaci. Fosforylace eNOS vede ke zvysené produkci NO, ktery je znam pro své
vasodilataéni ucinky (Azizi et al., 2013).

Pro ovéfeni byl sledovan vliv DHS a apelinu-13 na miru fosforylace kinas Akt
a ERK1/2. Pro potvrzeni, Zze DHS pusobi pies APJ byl testovan také vliv kombinace
ML221 s DHS nebo apelinem-13 na miru fosforylace jednotlivych kinas.

SN
&
NN
S5 = - -
APJ M [kDa]
. =
B-tubulin M [kDa] -

Obr. 9: Reprezentativni western blot detekce piitomnosti apelinového receptoru.
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4.4.1 Vliv 24hodinove inkubace s jednotlivymi latkami na fosforylaci
kinas

Béhem tohoto experimentu byly buiiky inkubovany s 0,1% DMSO, DHS (10 pmol-I%),

apelinem-13 (200 nmol-I), antagonistou apelinového receptoru ML221 (2,2 pmol-1?)

a kombinaci DHS a apelinu-13 s ML221 v médiu po dobu 24 hodin. Experiment

probéhl ve dvou opakovanich. Dana koncentrace DHS byla zvolena na zéklad¢

ptrechozich zkuSenosti a studii jako napi. Gabrielové et al., 2015a.

Jak jiz bylo feceno, apelinové peptidy zplsobuji vasodilataci zavislou na endotelu.
Vasodilatace souvisi s fosforylaci Akt a zvySenim koncentrace intracelularniho vapniku,
které vedou k fosforylaci eNOS a tvorbé NO (Azizi et al., 2013). Pro experiment byl
vyuzit (pyr)apelin-13, nebot byl identifikovan jako pievladajici izoforma v srde¢ni
tkani pacientd s onemocnénim koronarnich tepen a nejucinngjsi izoforma v testech
vyuzivajicich bunky, které exprimuji APJ (Maguire et al., 2009).

Na Obr. 10 je znazornén pomeér fosforylované kinasy viici celkové kinase pro Akt
a ERK1/2.

Vliv 24hodinové inkubace s latkami na fosforylaci kinas

M pAkt/Akt
I M pErk/Erk

DMSO ML221 APE/ML221 DHS/ML221
Inkubovana latka

==
A~ O

=
N

fosforylovana forma/celkovy protein
©c o o o
N B~ [e)] (o] =

o

Obr. 10: Vliv inkubace s 0,1% DMSO, DHS (10 pmol-I*), apelinem-13 (200 nmol-I%),
antagonistou apelinového receptoru ML221 (2,2 umol-I?) a kombinaci DHS nebo apelinu-13
s ML221 v médiu po dobu 24 hodin na pomér fosforylované a celkové kinasy Akt a ERK1/2.
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U kinasy Akt je nejvétsi pomér koncentrace fosforylovaného proteinu ku celkovému
u bunék inkubovanych s apelinem-13 a DHS. Navic je popsany efekt potlacitelny
antagonistou ML221. U kinasy ERK1/2 je efekt 2,3-dehydrosilybinu a apelinu téméf
nulovy. Naopak u bunék vystavenych ML221 je v porovnani s kontrolou mirné
zvySeny, avSak statisticky nevyznamné. Statisticky vyznamnych rozdilti nabyly pouze

hodnoty pro DHS, apelin-13 a DHS/ML v ptipadé poméru pAkt/Akt.
4.4.2 Vliv kratkodobé inkubace s jednotlivymi latkami na fosforylaci

kinas

Jelikoz je apelin peptidovy hormon, méla by byt odpovéd tkané na jeho pfitomnost
relativné rychla, coz bude pravdépodobné souviset se stabilitou apelinu. Polocas
rozpadu (pyr)apelinu-13 je niz§i nez 8 minut (Yangetal., 2017). Tento fakt je
zohlednovén 1 jiz publikovanymi experimenty, které zkoumaji efekty apelinu naptiklad
Masri et al., 2004. Z tohoto divodu byl proveden experiment testujici vliv kratkodobé
inkubace s 0,1% DMSO, DHS (10 pmol-It), apelinem-13 (200 nmol-I), antagonistou
apelinového receptoru ML221 (2,2 umol-1"t) a kombinaci DHS a apelinu-13 s ML221
v médiu. Inkubace s jednotlivymi latkami probihala po dobu 5, 10, 15, 30 a 60 minut.

Na Obr. 11 Ize pozorovat, ze k nejvétsimu nartstu fosforylace kinasy ERK1/2 doslo
po 5 minutich inkubace s DHS i apelinem-13, pticemz u nasledujicich méfeni lze
pozorovat na Case zavislé snizeni miry fosforylace proteinu ERK1/2. Podobné chovani
bylo pozorovano v publikaci Masri et al., 2004, ale také na bunéc¢né linii H9c2 ve studii
Opletalovd, 2021. Kombinace DHS nebo apelinu-13 s ML221 m¢la za nasledek vyrazné
snizeni fosforylace proteinu ERK1/2, coz opét podporuje hypotézu, ze efekt je
zprostiedkovany pies APJ. Na Obr. 12 jsou uvedeny vysledky miry fosforylace proteinu
Akt. Z dat je patné, Ze efekt DHS i apelinu je v ¢ase 5 min nevyrazny a S prodluzujici se
délkou expozice se pohybuje kolem hodnoty kontroly obsahujici DMSO. U apelinu se
pohybuje dokonce pod touto hodnotou. Z téchto informaci 1ze usoudit, ze DHS ptsobi
na HUVEC prostfednictvim APJ a plsobi podobnou signalni drahou jako apelin-13.
NavySeni miry fosforylace je v piipadé kinasy ERK1/2 u apelinu-13 i DHS vyssi nez
navySeni poméru pAkt/Akt.
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Obr. 111: Vliv inkubace s0,1% DMSO, DHS (10 pmol-I?t), apelinem-13 (200 nmol-I?),
antagonistou apelinového receptoru ML221 (2,2 pmol-I) a kombinaci DHS a apelinu-13

S ML221 v médiu po dobu 5, 10, 15, 30 a 60 minut na pomér fosforylované a celkové kinasy
ERK1/2.
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Obr. 12: Vliv inkubace s 0,1% DMSO, DHS (10 pmol-I?t), apelinem-13 (200 nmol-I%),
antagonistou apelinového receptoru ML221 (2,2 umol-I?) a kombinaci DHS nebo apelinu-13
s ML221 v médiu po dobu 5, 10, 15, 30 a 60 minut na pomér fosforylované a celkové kinasy
Akt.
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4.5 Evaluace vlivu jednotlivych latek na miru uvolfiovani oxidu

dusnatého do média
Déle byl evaluovan vliv jednotlivych testovanych latek na miru uvoliovani oxidu
dusnatého do média. Narast NO byl pozorovan jako nartst luminiscence danych
vzorkt. Jako luminiscenéni detekéni ¢inidlo byl vybran roztok luminolu a peroxidu
vodiku podle studie Opletalova, 2021.

Uvolnovani NO bylo stanoveno v ¢asech 0, 5, 10, 15, 30, a 60 minut po vystaveni
bunék DMSO, apelinu-13, DHS, ML221 a kombinaci apelinu-13 nebo DHS s ML221
v Krebs-Henseleitové roztoku. Jako kontrola byl vzdy pouzit Krebs-Henseleitiv roztok
s danou latkou, aniz by ptisel do styku s bunikami. Pro detekci NO bylo odebrano vzdy
50 pl roztoku. Volba délky inkubace i Krebs-Henseleitova roztoku, jakozto média, byla
provedena na zaklad¢ piedchozich experimenti a studie Opletalova, 2021.

Na Obr. 13-18, mlizeme pozorovat vliv inkubace jednotlivych latek na tvorbu NO
u bun¢k HUVEC. V pftipadé apelinu-13 (Obr. 13) mlizeme pozorovat nejvétsi nartist po
15 minutach inkubace s HUVEC. V piipad¢ ostatnich inkubac¢nich dob byl narust
srovnatelny. U kombinace apelinu-13 s antagonistou apelinového receptoru ML221
(Obr. 14) mtzeme pozorovat az na vyjimku men$i narist NO oproti apelinu-13.
K nejvétsimu nartstu NO doslo v tomto pfipadé po 30 minutach inkubace. Pti evaluaci
vlivu DHS (Obr. 15) mizeme pozorovat prudky narist NO po 15 minutach inkubace,
u kombinace DHS s ML221 (Obr. 16) pak v 5. minuté. Tento narust byl ovS§em mensi
nez v ptipadé DHS. U vzorkd s ML221 (Obr. 17) mtizeme pozorovat nejvétsi narist NO
po 5 minutidch inkubace. Pozoruhodné je, ze ve vSech piipadech kromé apelinu-13,
doslo u jednoho ¢i vice vzorkll k nizsi tvorbé NO neZ v piipadé kontrolniho vzorku,
ktery nepfisel do styku s buiikami.

Srovname-li hodnoty narustu NO po inkubaci s jednotlivymi latkami s hodnotami po
inkubaci s DMSO (Obr. 18), které slouzilo jako kontrola, zjistime, ze v§echny hodnoty
krom¢ apelinu-13 vykazuji srovnatelny ¢i nizsi narust NO. Muze se tedy zdat, ze
DMSO indukovalo tvorbu NO. Této problematice se vénovala studie Opletalova, 2021,
kdy byla vytvotfena hypotéza, ze bunky fyziologicky produkuji uréitou molekulu, ktera
interaguje s peroxidem vodiku za tvorby radikalu, ktery je nasledn¢ detekovan pomoci
luminolu. Tuto metodu by bylo potieba optimalizovat, aby nedochéazelo ke zdanlive
tvorbé NO.
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Tato metoda stanoveni mnozstvi uvolnéného NO bylo zvolena z divodu jeji
dostupnosti na pracovisti a na zakladé ocekavaného rozdilu ve vlastnostech pouzitych
bunécnych modelt. Endotelialni buiikky obsahuji mnohem vétsi mnozstvi NOS oproti
kardiomyocytim a tim padem by mélo dochazet k vyraznéjsi tvorbé NO
(Strijdom et al., 2005) a moznému upozadéni dalSich nezadoucich interakci popsanych
v Opletalova, 2021. Ukazalo se vSak, Ze ani ptesto neni zvolena metoda vhodna. Pokud
by optimalizace metody nevedla ke zlepSeni odezvy, mohlo by byt vyuzito
elektrochemickych metod nebo Griessovy metody, coz je nepfima kolorimetricka
metoda pro stanoveni dusitant a dusi¢nanti, které vznikaji reakci NO s kyslikem nebo
superoxidem (Miranda et al., 2001). Dalsi moznou metodou je vyuziti geneticky
kodovanych sond NO (geNOps). Tyto fluorescenéni sondy specificky a ptimo reaguji
na NO jiz v buiice a poskytuji tak vhodny nastroj k jeho detekci jiz v misté jeho vzniku
amohou poskytovat informace o0zméné¢ dynamiky NO vredlném case
(Eroglu et al., 2016).
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Obr. 13: Grafické znazornéni vlivu délky inkubace s apelinem-13 na miru uvolnéni NO
do Krebs-Henseleitova roztoku.
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Obr. 14: Grafické znazornéni vlivu délky inkubace s kombinaci apelinu-13 a ML221 na miru
uvolnéni NO do Krebs-Henseleitova roztoku.
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Obr. 15: Grafické znazornéni vlivu délky inkubace s DHS na miru uvolnéni NO
do Krebs-Henseleitova roztoku.
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Obr. 16: Grafické zndzornéni vlivu délky inkubace s kombinaci DHS a ML221 na miru
uvolnéni NO do Krebs-Henseleitova roztoku.
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Obr. 17: Grafické znazornéni vlivu délky inkubace s ML221 na miru uvolnéni NO do
Krebs-Henseleitova roztoku.
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Obr. 18: Grafické znazornéni vlivu délky inkubace s DMSO na miru uvolnéni NO do
Krebs-Henseleitova roztoku.
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5 ZAVER

Bakalaiska prace byla vénovana biologické aktivité 2,3-dehydrosilybinu. V teoretické
Casti prace byl zpracovan piehled tykajici se infarktu myokardu, aterosklerozy
a ischemicko-reperfuzniho poskozeni, coz jsou zdravotni komplikace, které by mohl
piiznivé ovlivnit pravé 2,3-dehydrosilybin. Byl zpracovan piehled ucinkit DHS na
srde¢ni tkan a také vliv apelinu-13 na kardiovaskularni systém.

Mezi hlavni cile experimentalni ¢asti prace patiilo ovéfeni pritomnosti apelinového
receptoru na primarnich kulturach endotelialnich bunék lidské pupecnikové zily, tento
fakt byl potvrzen ve dvou lyzatech.

Déle byla stanovena cytotoxicita DHS v koncentraénim rozmezi 1 - 10 pmol-I?
po 24hodinové inkubaci s vyuzitim stanoveni viability pomoci neutralni ¢ervené a MTT
testu. Cytotoxicita byla stanovena vzdy ve dvou opakovanich. U MTT testu bylo
POZOrovano mirné snizeni viability pro koncentrace vy3$si nez 2 pmol-I", u testu
vyuzivajiciho neutralni ¢erven ov§em K Zadnému sniZeni viability nedoslo.

Nasledné byl evaluovan vliv 24hodinové inkubace DHS, apelinu-13 a jejich
kombinaci s antagonistou apelinového receptoru ML221 na fosforylaci kinas Akt
a ERK1/2. Byla potvrzena zvySena fosforylace Akt v ptipad¢ apelinu-13 a DHS oproti
kontrole. V ptipadé ML221 a jeho kombinaci s apelinem nebo DHS byla fosforylace
oproti samotnému apelinu-13 a DHS vzdy nizsi. V ptipadé ERK1/2 se vliv DHS
a apelinu-13 na fosforylaci dostatecné nepotvrdil. Poté byla doba inkubace zkracena na
5, 10, 15, 30 a 60 minut. Bylo pozorovano, ze k nejvétsimu narastu fosforylace ERK1/2
doSlo po 5 minutach inkubace s DHS a apelinem-13. ProdlouZeni doby inkubace vedlo
ke snizeni miry fosforylace a nejniz§i mira fosforylace byla pozorovana v piipadée
vzorki po inkubaci s kombinaci DHS nebo apelinu-13 s ML221. U proteinu Akt doslo
po 5 minutach inkubace s apelinem-13 a DHS pouze k téméf zanedbatelnému navySeni
fosforylace. Ziskané vysledky naznacuji, ze DHS i apelin-13 jsou schopné modulovat
fosforylaci obou sledovanych kinas. To, ktery z proteini bude ovlivnén, zavisi na délce
inkubace s testovanymi latkami. Draha ptisobeni DHS v organismu je stale pomérné
nejasna, ale vzhledem ktomu, Ze bylo pozorovano snizeni fosforylace vlivem
kombinace DHS s antagonistou apelinového receptoru ML221, stejné jako v ptipadé
kombinace apelinu-13 s ML221, mizeme usoudit, ze DHS pusobi, alespon Castecné

podobnou signélni drahou jako apelin-13.
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V posledni fazi experimentalni ¢asti byl evaluovan vliv DHS, apelinu-13 a jejich
kombinaci s ML221 na uvoliiovani NO do média. Bylo pozorovano, ze apelin-13 i DHS
vykazovali zvySenou indukci NO pii dob¢ inkubace 15 minut. OvSem bylo zjisténo, ze
DMSO, které slouzilo jako rozpoustédlo, samo zdanlivé indukuje tvorbu NO a pii
porovnani namétenych hodnot s hodnotami DMSO mizeme vyhodnotit narist NO
pouze v piipad¢ apelinu-13. Z vysledki je patrné, ze pouzitou metodu bude potteba

optimalizovat nebo zvolit metodu zaloZenou na jiném principu.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Akt
AMPK
Ang Il
APJ
AT:R
ATP
BCA
BH4
BK
BSA
cGMP
DAG
DHS
DMSO
DTT
EGTA
ERK1/2
eNOS, NOS3
FBS
GAPDH
GPx
GSH
GTP
HCIO
HDL
HIF-1
IP3
IPsR
HOSCN
HUVEC
iINOS, NOS2
L-Arg

Proteinkinasa B

AMP-aktivovana proteinkinasa
Angiotenzin Il

Apelinovy receptor

Receptor angiotenzinu Il typu 1
Adenosintrifosfat

Kyselina bicinchonionovéa
Tetrahydrobiopterin

Bradykinin

Hovézi sérovy albumin

Cyklicky guanosinmonofosfat
Diacylglycerol

2,3-dehydrosilybin

Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctova
Kinasa regulovana extracelularnim signalem 1/2
Endotelialni syntasa oxidu dusnatého
Fetalni bovinni sérum
Glyceraldehydfosfatdehydrogenasa
Glutathionperoxidasa

Glutathion

Guanosintrifosfat

Kyselina chlorna

Lipoproteiny o vysoké hustoté
Hypoxii indukovany faktor-1
Inositol-1,4,5-trisfosfat

IP3 receptorové kanaly

Kyselina hypothiokyanova
Endotelidlni bunky lidské pupecnikové zily
Indukovana syntasa oxidu dusnatého

L-arginin
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LDH

LDL

MMP
MPTP
NADPH
NCE

NHE

NO

NOS
nNOS, NOS1
OONO™
ox-LDL
PBS

PI3K

PIP2

PKC

PKCg

PKG

PLC

PP2
(pyr)apelin-13
PVDF

RAS

RISK

ROS

RyR

SDS
SDS-PAGE

SERCA
sGC
SOD
SR

TBS

Laktatdehydrogenasa

Lipoproteiny o nizké hustoté
Metaloproteinasy

Mitochondrialni por piechodné permeability
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Sodno-vépenatd pumpa
Sodno-vodikova pumpa

Oxid dusnaty

Syntasa oxidu dusnatého

Neurondlni syntasa oxidu dusnatého
Peroxynitrit

Oxidované lipoproteiny o nizké hustoté
Fosfatovy pufr
Fosfatidylinositol-3-kinasa
Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
Proteinkinasa C

Proteinkinasa C-epsilon

Proteinkinasa G

Fosfolipasa C

4-amino-3-(4-chloridofenyl)-1-(t-butyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin

Pyroglutamy! apelin-13

Polyvinylidenfluorid

Systém renin-angiotenzin

Signalni kaskada reperfuzniho poskozeni

Reaktivni formy kysliku

Ryanodinové receptorové kanaly

Dodecylsulfat sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného

Vapnikové ATPasy sarko/endoplazmatického retikula
Rozpustna guanosincyklasa

Superoxiddismutasa

Sarkoplasmatickeé retikulum

Trisovy pufr
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TEMED
Tris

Trx
VEGF
VSMC

N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminometan
Thioredoxinovy systém

Vaskularni endotelialni rastovy faktor

Vaskularni bunky hladkého svalstva

48



