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CILE PRACE

Teoreticka cast:

a)

Vypracovani literarni  reSerSe  zaméfené na  polyfenoly, konkrétné
dehydrosilybin, které vykazuji kardioprotektivni ucinky v ramci regulace
signalnich drah doprovazejicich srde¢ni ischemii a nasledné ischemicko-

reperfuzni poSkozeni.

Prakticka cast:

a)

b)

d)

Stanoveni  zivotaschopnosti bunék H9c2 v pfitomnosti vybranych
methylovanych derivath dehydrosilybinu.

Imunodetekcni stanoveni cilovych proteina (apelinovy receptor, fosforylované
kinasy).

Stanoveni toku vapniku v buiikdach H9¢2 pomoci fluorescenc¢nich metod.
Stanoveni hladiny signalnich molekul (ROS, RNS) v buinkdch HO9c2

v pritomnosti vybranych methylovanych derivatia dehydrosilybinu.



1 UVOD

Kardiovaskularni onemocnéni je pocetna skupina onemocnéni, ktera postihuje
predevsim srdeCni sval a cévni systém. Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS), cévni
mozkova pfihoda a méstnavé srdeCni selhani se poté tfadi mezi kardiovaskularni
onemocnéni s nejvyssi morbiditou a mortalitou (WHO, 2021). Rozsahla studie z roku
2017 udava, Ze vtomto roce zemielo celosvétové 17,8 milionu lidi v souvislosti
s kardiovaskularnimi onemocnénimi. Konkrétné se nejcastéji jednalo o ICHS (50 %
pfipada) a cévni mozkovou piihodu (35 % piipada) (Roth ez al., 2018).

Samotnad ischemie je pfi¢inou rozsdhlého poskozeni tkané.  Stejné
tomu je i v pfipadé nasledné reperfuze, jez je nezbytnd pro obnovu srdeCni tkané.
Jedna se o tzv. ischemicko-reperfuzni poskozeni (Kalogeris et al., 2012). V ramci
zmirnéni u¢inkt ischemicko-reperfuzniho poskozeni jsou testovany dva pfistupy:
prekondicionovani a postkondicionovani. V obou pfipadech se jednd o kratké epizody
ischemie, navozené mechanicky ¢i farmakologicky, jejichz cilem je aktivovat procesy
tlumici tkanové poskozeni bud’ pred nebo po samotné ischemii (Vinten-Johansen ez al.,
2007).

Farmakologickd  modulace  ischemicko-reperfuzniho  poSkozeni  zahrnuje,
kromé syntetickych 1éCiv, také prirodni latky, které jsou pfirozené pfitomny v dieté.
V obou pfipadech je vSak potieba poznat mechanismus ucCinku tak, aby byl
farmakologicky pristup aplikovatelny v riznych situacich. V poslednich letech
se vyzkum zaméfil na polyfenoly, napt. na dehydrosilybin (DHS), ktery se b&zné
vyskytuje v rostliné zvané ostropestfec mariansky (Gabrielova et al., 2019).

V ramci diplomové prace byl studovan vliv methylovanych derivatd DHS na signalni
drahu apelinového receptoru (APJ). Aktivace APJ spousti signalni kaskadu kinas,
konkrétné¢ se jedna o kinasy ATP:protein fosfotransferasy (proteinkinasa B, Akt,
EC2.7.11.1) a ATP:protein fosfotransferasy (kinasa regulovana extracelularnim
signalem, ERK1/2, EC 2.7.11.24) (Chapman ef al, 2014). Tyto kinasy se podili
na modulaci ischemicko-reperfuzniho poskozeni (Cohen & Downey, 2015).
U samotného DHS, jez spada do skupiny flavonolignani, byla jiz v minulosti
pozorovana schopnost modulovat rozsah a pribéh ischemického poskozeni srdce
(Gabrielova et al, 2019). V predchozi praci bylo rovnéz zjisténo, ze DHS se podili
na samotné aktivaci kinas Akt a ERK1/2 (Opletalova, 2021). Cilem diplomové prace



bylo tedy identifikovat strukturni motivy DHS, které by se mohly podilet na aktivaci

obou kinas.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Ischemicka choroba srdecni
Ischemicka choroba srdeCni se fadi mezi nejcastéjsi pfi¢iny amrti ve svéteé (WHO,
2021). Celosvétovy trend se projevuje 1 v Evropé, kdejsou kardiovaskularni
onemocnéni nejcasté)si pricinou umrti jiz od 80. let 20. stoleti. Podle nejnovéjsich dat
umird kazdoro¢n€ v Evropé asi 3,8 milionu lidi v souvislosti s kardiovaskularnimi
onemocnénimi (Obr. 1). Presngji tedy 1,76 milionu muzid (39 % ptipadi) a vice
nez 2 miliony Zen (46 % pripadi). Uvedena data se vztahuji na pacienty starsi
sedmdesati let. U pacientd mladSich sedmdesati let je trend v zavislosti na pohlavi
pacienta opac¢ny. V souvislosti s kardiovaskularnimi onemocnénimi umira 32 % muza
mladsich sedmdeséti let a 28 % zen mladSich sedmdesati let (Townsend ez al., 2022).
Hlavni pfic¢inou rozvoje tohoto onemocnéni je nedostatecny privod krve do postizené
tkané v dusledku zablokovani koronarnich cév zasobujicich srdecni sval (Wenger et al.,
2010). Takovyto patologicky stav muze vzniknout nejcastéji v disledku aterosklerozy
véncitych tepen, pfipadné embolie, zanétu nebo spazmu tepen (Hradec & Byma, 2007,
IKEM, 2022). Klinickym projevem ICHS je angina pectoris. Jedna se o stav, ktery je
charakteristicky nepfijemnym pocitem na hrudi, zadech, ramenou nebo pazich.
Tento nepiijemny pocit nabyva na intenzité s fyzickou namahou nebo emoc¢nim stresem,
naopak ustupuje po uziti nitroglycerinu nebo po odpocinku (Wenger ef al., 2010).
Jelikoz je ateroskler6za hlavnich véncitych tepen nejCastéjsi pri¢inou ICHS, jsou
rovnéz rizikové faktory pro rozvoj ICHS spojené s rizikovymi faktory aterosklerozy,
které muzeme rozdélit do dvou skupin, a to na ovlivnitelné a neovlivnitelné.
V konecném dusledku jsou rizikové faktory vysledkem interakce mezi Zivotnim stylem
jedince a jeho genetickymi predispozicemi. Mezi ovlivnitelné faktory se fadi koufent,
dyslipidémie (zvySeny celkovy cholesterol v plazmé — predev§im LDL-cholesterol,
zvySené triacylglyceroly, snizeny HDL-cholesterol), hypertenze, diabetes mellitus
a obezita. Mezi neovlivnitelné se poté fadi vek, muzské pohlavi a rodinna anamnéza
pred¢asné ICHS (muzi mladsi 55 let, zeny mladsi 65 let) (Hradec & Byma, 2007).
Uzen se mezi rizikové faktory fadi navic menopauza auzivani hormonalni

antikoncepce (Gandalovicova, 2002).
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Obr. 1 Mapa zobrazujici mortalitu spojenou s ischemickou chorobou srdecni v jednotlivych
evropskych zemich. Data z roku 2018 jsou uvadéna pro vSechny vékové skupiny a pro obé
pohlavi (upraveno podle https://www.who.int/ a https://www.mapchart.net/index.html).

ICHS je zpatologického hlediska stavem, kdy je spotfeba kysliku v myokardu
v nerovnovaze s jeho dodavkou. Tento nerovnovazny stav se mize projevit jak v klidu,
tak béhem fyzické nebo emocni zatéze. V klidovém stavu se v myokardu spotfebovava
asi desetina prijatého kysliku, b€hem zatéze se poté spotreba kysliku zvySuje az pétkrat.
Rovnéz bylo prokazano, ze spotieba kysliku v myokardu neni rovnomémé rozlozena.
Mezi casti myokardu s nejvétsi spotiebou se fadi predevsim subendokardialni vrstva
levé komory (Hromadova, 2004).

ICHS je spojena stzv. ischemicko-reperfuznim poskozenim (Obr. 2).
Jedna se o poskozeni myokardu v dasledku ischemie (z fteckého isch-, omezeni
a -haema, krev), cozje nerovnovazny stav mezi prisunem kysliku a jeho spotifebou
v myokardu, a reperfuze. Reperfuze je stav, kdy je obnoven pfisun kysliku do srdecni

tkan€. Tento stav je rovnéz spojen s vinou poskozeni (Frank ef al., 2012).


https://www.who.int/
https://www.mapchart.net/index.html

2.1.1 Mechanismus ischemického poSkozeni

Nasledkem uzavieni hlavni vétve véncité tepny je spusténa fada metabolickych
zmeén. Vétsina téchto reakci je spojena se dvéma hlavnimi UcCinky snizeni arterialniho
prutoku. Jedna se tedy o jiz zminény snizeny pfisun kysliku (hypoxie)
a také o hromadéni  produkt  ischemického metabolismu v tkani myokardu
(Jennings & Reimer, 1991).

V disledku snizeného piisunu kysliku do zasazené tkané je aerobni glykolyza
nedostatecnym  zdrojem energie ve formé vysokoenergetického  fosfatu
(Kloner & Jennings, 2001). Koncentrace vysokoenergetického fosfatu v burice vyrazné
klesa jiz béhem prvnich 30 sekund od okluze (Braasch er al., 1968). Jakmile dojde
k okluzi hlavni véncité tepny, jiz po osmi az deseti sekundach, se hlavnim zdrojem
energie stava anaerobni glykolyza (Kloner & Jennings, 2001). Ta dodava asi 80 %
potfebného vysokoenergetického fosfatu ve tkanich tézce az upln€ poskozenych
ischemii (Jennings et al., 1981). Substratem anaerobniho metabolismu je predev§im
glykogen. Samotna anaerobni glykolyza je dostacujicim zdrojem ATP po dobu Sedesati
az devadesati minut (Jennings & Reimer, 1991). Zasoby kreatinfosfatu jsou
dostateCnym zdrojem vysokoenergetického fosfatu jen po dobu 30 minut od propuknuti
ischemie (Braasch et al., 1968).

V souvislosti s anaerobni glykolyzou se zvySuje koncentrace intracelularniho laktatu
a vodikovych protond. Dusledkem zvySujici se koncentrace téchto latek je snizeni
intracelularniho pH na 5,8 az 6,0 (Kloner & Jennings, 2001). Kyselé prostredi v burice
a vysoka koncentrace laktatu maji rovnéz za nasledek inhibici pfemény ADP na ATP.
Nadbytek ADP je pfeménén pomoci ATP-difosfat lyasy (adenylatcyklasa, EC 4.6.1.1)
na AMP, které se akumuluje v intracelularnim prostoru a nasledné dochazi k degradaci
na adenosin. Adenosin je poté schopen difundovat do extracelularniho prostoru, kde je
pfeménén na inosin a hypoxanthin. Vlivem vySe zminénych reakci dochazi ke ztraté
30az 40 % bunéfnych zasob adeninu (Jennings & Steenbergen, 1985;
Kloner & Jennings, 2001).

Rozsah poskozeni bunck zavisi také na intenzité ischemie a oblasti myokardu,
ve které se konkrétni burniky nachazeji. Ischemie mutze byt podle miry snizeni prutoku
mirnd az totalni, kdy nastdva uplna absence perfuze (Jennings & Reimer, 1991).
Vyzkumy provadéné na pokusnych zvifatech ukazuji, ze pii tézké nizkoprutokové

ischemii (prutok <10 % oproti kontrolnim hodnotam) dochazi k nekréze bunék



j1z po 20 minutach. V rdmci zavislosti miry poskozeni bunék na lokaci bun¢k bylo
prokazano, ze nejvice jsou poSkozeny kardiomyocyty v subendokardidlni oblasti,
jelikoz se jedna o oblast myokardu s nejvétSimi energetickymi naroky. Kardiomyocyty
v této oblasti odumiraji jako prvni, a to do pouhych 60 minut od pocatku ischemie.
Naopak kardiomyocyty v zoénach vystavenych mirnéjsi ischemii, tedy takové ischemii,
kdy je pratok snizen na 10-35 % pavodnich hodnot, odumiraji po tifech
az Sesti hodinach od propuknuti ischemie. Pro preziti kardiomyocytl je poté potiebny
pratok snizeny maximalné na 35 % pavodnich hodnot (Jennings, 1970;

Reimer & Jennings, 1979; Jennings & Reimer, 1991).

ISCHEMIE
: deplece ATP .
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Obr. 2 Hlavni patologické procesy piispivajici k ischemicko-reperfuznimu poskozeni a bunééné
smrti (upraveno podle Kalogeris ef al., 2017 v programu BioRender.com).
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2.1.2 Reperfuze

Jiz béhem nékolika sekund dochazi v ramci reperfuze k obnoveni mitochondrialni
oxidativni fosforylace na uroveini porovnatelnou se stavem pred samotnou ischemii
(Jennings ez al, 1990; Kloner & Jennings, 2001). Arterialni pratok se zvysi
az 0 400-600 % behem prvnich péti minut. ZvySeny arterialni priatok se poté béhem
15-20 minut vraci na ptivodni hodnoty (Kloner & Jennings, 2001).

V ramci okamzité obnovy arterialniho pratoku je obnovena dodavka kysliku
a dalSich substrati do postizené tkan€. Pravé dodané substraty umozni preménu
bunécného adeninu zpét na ATP, a to pomoci refosforylace AMP a ADP
naakumulovaného béhem ischemie (Jennings et al., 1985, Kloner & Jennings, 2001).
Takovato obnova zasob ATP v mitochondriich probihd v nejvétsi mife 3-20 minut
po obnoveni arterialniho prutoku (Jennings ef al, 1985). OvSem uplné obnoveni
celkovych zasob adeninu je proces, jez trva i n€kolik dni (Reimer ez al., 1981). Mnohem
rychlejsim procesem je ustanoveni pH na puvodni hodnoty, dochazi k nému jiz béhem
prvnich 30-120 sekund od nastupu reperfuze (Stromer et al., 2000). V pocatcich
reperfuze dochazi rovnéz ke snizeni koncentrace intracelularniho laktatu, ktery muze
byt vyplaven do ob&hu nebo probiha oxidace na CO, a H,O (Jennings et al., 1985,
Kloner & Jennings, 2001).

Dalsim projevem ICHS je =zvySena koncentrace vybranych proteint.
Jedna se naptiklad o superoxid:superoxid oxidoreduktasu (superoxiddismutasa, SOD,
EC 1.15.1.1), indukovanou NO syntasu (iNOS, EC 1.14.13.39) nebo proteiny teplotniho
Soku (Hoshida er al., 1993; Marber et al., 1993; Takano et al., 1998). Tyto proteiny
jsou detekovatelné po uplynuti 24 hodin od pocatku reperfuze a jsou povazovany
za fyziologickou odpoved kardiomyocyta na ischemické poskozeni

(Kloner & Jennings, 2001).

2.1.2.1 Mechanismus reperfuzniho poskozeni

Reperfuzni poskozeni bylo poprvé blize popsano vroce 1960 tymem, ktery vedl
R. B. Jennings. Vyzkum probihal na psich srdcich a kli€ovym zjisténim bylo,
ze reperfuze urychluje rozvoj nekrézy myokardu. Histologické zmény pozorované
po pouhych 30-60 minutach reperfuze byly srovnatelné se stupném nekrozy, ktery je

bézné pozorovan po 24 hodinéch trvalé koronarni okluze (Jennings ez al., 1960).



Kritickym jevem spojenym s negativnimi ucinky reperfuze je prili§ rychlé ustanoveni
intracelularniho pH na pavodni preischemické hodnoty. V prabéhu ischemie se H”
hromadi v intracelularnim prostoru jako dusledek anaerobni glykolyzy. H" jsou tedy
po obnoveni arteridlniho toku transportovany do extracelularniho prostoru v ramci
antiportu s Na®. ZvySena koncentrace Na® v intracelulirnim prostoru ma za nasledek
aktivaci 2Na*/Ca”" transportéru, jehoz nadmérna aktivita mize vést az k bunééné smrti
v dusledku velmi vysoké koncentrace vapenatych kationtd v intracelularnim prostoru
(Frank ez al., 2012). Vyse zminéné procesy spojené s transportem iontll a zménou
pH se oznacuji jako pH-paradox (Currin ef al., 1991).

Dalsim vyznamnym projevem reperfuze je zvysSena koncentrace volnych radikalt
a reaktivnich forem kysliku (ROS). Za nadmérnou tvorbu ROS je zodpovédny vysoky
pfisun kysliku spojeny snastupem reperfuze. Tento jev se oznaCuje také
jako tzv. kyslikovy paradox (Kalogeris ef al., 2017). Reaktivni formy kysliku a dusiku
jsou poté zodpovédné za poSkozeni proteini a lipida (Guarnieri et al, 1980;
Kalogeris et al., 2017). ROS se dale podileji na aktivaci drah souvisejicich se stresem.
Vramci ischemicko-reperfuzniho poskozeni tak dochazi k uvoliovani cytokinu
a nasledné tvorbé faktoru nadorové nekrozy (TNF-a). Dusledkem nadmémé exprese
TNF-a a dé&i sni spojenymi jsou poté hypertrofie, kontraktilni dysfunkce, fibréza
a bunécna smrt (Frank ez al., 2012).

Zvysena intracelularni koncentrace Ca*" je pfi¢inou mnoha dalSich procest. Jedna
se napiiklad o tvorbu komplexti pyrofosfatu vapenatého a kyseliny mocové. Takovéto
komplexy jsou poté zodpovédné za aktivaci prozanétlivych molekul jako jsou
interleukin 1B (IL-1B) a TNF-o. IL-1p a TNF-a zhorSuji dopady ischemicko-
reperfuzniho poskozeni a spousteji fetézové reakce, v ramci nichz dochazi k aktivaci
transkripCnich faktort, zvySeni exprese dalSich prozanétlivych cytokini. Vysledkem
je poté rozsahla zanétliva reakce (Kalogeris ez al., 2017).

Dalsim jevem spojenym s reperfuzi je zvySena oxidace mastnych kyselin. ZvySena
mira B-oxidace je pti¢inou snizené oxidace glukosy, coz vede k vytvofeni nerovnovahy
mezi glykolyzou a oxidaci glukosy. Vysoka koncentrace vzniklych volnych mastnych
kyselin v cytoplasmé ma za nasledek omezeni oxidace pyruvatu. Vsechny
tyto mechanismy vedou ktvorbé nezadoucich H' v intracelularnim prostoru

(Jaswal et al., 2011).



2.1.3 Mitochondrialni por prechodné propustnosti

Kritickou slozkou reperfuzniho poskozeni je mitochondridlni por prechodné
propustnosti (mPTP). Jedna se o neselektivni kanal nachazejici se ve wvnitini
mitochondridlni membrané, ktera se za normalnich okolnosti jevi jako relativné
nepropustnd. mPTP propousti za fyziologickych podminek pouze molekuly mensi
nez 1 500 Da (Halestrap ez al., 2004). Po celou dobu trvani ischemie je mPTP uzavieny,
otevira se az po nastupu reperfuze (Frank ez al., 2012). Na otevieni mPTP se podili
nékolik faktort, jedna se pfedevsim o vysokou intracelularni koncentraci Ca®*, oxidacni
stres a depleci ATP (Halestrap ez al., 2004).

Dusledkem otevieni mPTP je v prvni fadé neschopnost mitochondrii syntetizovat
ATP. Po otevieni mPTP se zvySuje propustnost pro H' nasledkem ¢&ehoz zanika
protonmotivni hnaci sila, ktera je zavisla na pH gradientu a membranovém potencialu.
Bez protonmotivni hnaci sily nemiZze byt ATP syntetizovano pomoci oxidativni
fosforylace. Za takovychto podminek zméni ATPasa svou funkci a zacne Stépit ATP
syntetizované v ramci glykolyzy. V disledku zminénych zmén v metabolismu nastava
nekréza (Halestrap & Pasdois, 2009).

Druhym dusledkem otevieni mPTP je tzv. bobtnani mitochondrii, jez je spojeno
se zvySenou propustnosti vnitfni mitochondrialni membrany pro malé molekuly.
Vysoka koncentrace téchto malych molekul je poté pii¢inou osmotického gradientu.
Bobtnani zpusobuje rozpinani predevsim vnéjsi mitochondrialni membrany (rozpinaji
se kristy), vnitini mitochondridlni membrana si zachovava integritu. Néasledkem
prasknuti vn€j$i mitochondridlni membrany dochézi k uvolnéni cytochromu c a dalsich
proapoptickych proteinti do cytoplasmy, coz v konecném duasledku vede k apoptdze

(Halestrap & Pasdois, 2009).

2.2 Kardioprotekce

Jednim z prvnich vyzkuma provedenych na téma kardioprotekce provedl tym
Murry et al. vroce 1986. Zabyvali se vlivem kratkych opakujicich se ischemickych
epizod narozsah poSkozeni myokardu. Jako nejefektivnéj$i se ukazal postup, kdy je
myokard vystaven Ctyfem pétiminutovym ischemiim, které se vzdy stfidaji
s 5 minutami reperfuze. Takto oSetfend srdce byla poté vystavena 40 minut trvajici
okluzi. Ukazalo se, ze doSlo k poklesu v ramci poskozeni myokardu az o 25 %. Autofi

studie se domnivali, ze diavodem poklesu je nizsi ubytek ATP a nizsi akumulace



kataboliti v zasaZzenych kardiomyocytech (Murry ef al., 1986). Souvislosti
mezi kardioprotekci a koncentraci adeninovych nukleotidi a laktatu v zasazenych
kardiomyocytech se zabyvali ve stejném roce i Reimer ef al. Z jejich vysledki bylo
rovnéz patrné, ze opakujici se epizody reperfuze slouzi jako prevence pred rozsahlym
poskozenim myokardu (Reimer et al., 1986). VySe zminéné pouzité metody byly
pojmenovany jako tzv. prekondicionovani (PC, Obr. 3) (Murry et al., 1986).

PC je v klinické praxi proveditelny pouze v piipadech planovanych operaci srdce.
Pokud se ovSem jedna napfiklad o akutni infarkt myokardu, PC neni mozny,
jelikoz koronarni tepna je v dobé pfijeti pacienta jiz ucpana. V takovych ptipadech
se vyuziva tzv. postkondicionovani (Frank ef al., 2012).

Prvni studie zabyvajici se postkondicionovanim pochéazi zroku 2003. Vyzkum
probihal opét na psich srdcich, kdy byla srdce vystavena ischemii trvajici 60 minut
a nasledné tfihodinové reperfuzi. V ramci postkondicionovani predchazely tiihodinové
reperfuzi tfi cykly tficetisekundové reperfuze a tficetisekundové reokluze. Zaroveni byl
na psich srdcich testovan 1 PC, ktery byl poté porovnavan s postkondicionovanim.
Uobou vysSe zminénych typu kardioprotekce byly pozorovany pozitivni ucinky
na rozsah poskozeni myokardu po infarktu, ktery se snizil asi o 10 % oproti kontrole
(Zhao et al., 2003).

V literatufe se rovneéz vyuziva termin ,farmakologické prekondicionovani“. Jedna
se o postup vyuzivajici farmakologické ptipravky za ucelem zmirnit UCinky infarktu
na poskozeni myokardu. Pouzité farmakologické ptipravky spousteji sekundarni
signalni drahy, které jsou spojené s kardioprotekci bez vyvolani ptedchozi ischemie.

Mezi takovéto latky se fadi napt. agonisté adenosinu A, (Kloner ef al., 1998).

2.2.1 Mechanismus prekondicionovani

Poprvé byl PC vyuzit vjiz zminéné studii Murry ef al. zroku 1986. Na zakladé
provedenych studii bylo zjis§téno, ze PC je kardioprotektivni metoda, jez se podili
na redukci poskozeni myokardu po infarktu a rovnéz na zachovani funkce vaskularniho
endotelu (Murry ef al., 1986; DeFily & Chillian, 1993). Dalsim u¢inkem PC je inhibice
apoptozy v karidomyocytech zplisobena zamezenim akumulace neutrofilti a snizenim
exprese proapoptického proteinu Bax (z anglického Bcl2-associated X protein)

(Nakamura et al., 2000).
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Obr. 3 Zapojeni signalnich drah, zmény pH a formovani mPTP v pribéhu prekondicionovani
a postkondicionovani (upraveno podle Cohen & Downey, 2015).

V ramci pokust provedenych na kralicich bylo zjisténo, Zze mechanismus PC
zahrnuje stimulaci adenosinovych, bradykininovych a opioidnich receptorti spojenych
s G-proteinem. Vsechny tyto drahy pasobi v myokardu paralelné a jejich spoleCnym
cilem je aktivace ATP:protein fosfotransferasy (proteinkinasa C, PKC, EC 2.7.11.13)
(Obr. 4) (Goto et al., 1995; Sakamoto ef al., 1995; Miki et al., 1998). V ramci vyzkumu
zaméteného na kardioprotekci a PC byly nalezeny i dalsi ligandy vazici se na receptory
sprazené s G-proteinem, jez jsou schopny podobnym zpusobem stimulovat PKC.
Jedna se naptiklad o endotelin nebo angiotensin II (Liu ez al., 1995; Wang et al., 1996).
Tyto latky ovSem nehraji pfili§ vyznamnou roli v ramci PC (Downey et al., 2007).

Opioidy a bradykinin aktivuji PKC, na rozdil od adenosinu, pies kaskadu nekolika
dalsich proteini. Konkrétné se jedna o ATP:1-fosfatidyl-1D-myo-inositol
3-fosfotransferasu (fosfatidylinositol-3-kinasa, PI3K, EC 2.7.1.137), Akt, endotelialni
NO syntasu (eNOS), GTP-difosfat lyasu (guanylylcyklasa, GC, EC 4.6.1.2),
ATP:protein fosfotransferasu zavislou na cGMP (proteinkinasa G, PKG, EC 2.7.11.12),
ktera aktivuje otevieni mitochondrialnich draselnych kanalkd zavislych na ATP
(mitoKarp). Tento proces ma za nasledek produkci ROS a s tim spojenou aktivaci PKC.
U adenosinu dochazi po navazani na receptor k pfimé aktivaci PKC pomoci fosfolipas.

Drobné rozdily jsou 1 mezi samotnymi opioidnimi a bradykininovymi receptory.
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V piipadé opioidnich receptort dochazi jest€é k zapojeni receptoru epidermalniho
rustového faktoru (EGFR) (Downey ef al., 2007).

Adenosin se vaze na receptory ukotvené v plasmatické membrané kardiomyocyta,
které jsou spojeny s G-proteiny. Rizné typy adenosinovych receptord se vazou na rizné
a podjednotky G-proteini. A, receptory se vazou na Gi-proteiny, kdezto A, receptory
se vazou na Gs-proteiny. Rovnéz se adenosinové receptory lisi svou lokalizaci. A, a A,
receptory jsou typické pro hladké svalstvo cév, A, se dale vyskytuji ve velké mife
v burikach endotelu a Aj; receptory jsou typické pro komorové kardiomyocyty
(de Jong et al., 2000). NaPC se poté podileji predev§im A; a A; receptory
(de Jonge, 1999). U mysi a kutat bylo pozorovano, ze zvySena exprese adenosinovych
receptori A; a A; ma za nasledek zmirnéni ischemicko-reperfuzniho poskozeni
(Dougherty et al., 1998; Headrick et al., 1998). Takovyto mechanismus je v ramci

riznych druht velmi konzervovany a projevuje se i u clovéka (de Jong ef al., 2000).

ischemie reperfuze
— —

OPIOIDY  BRADYKININ ADENOSIN
EGFR
l AR, AR
PIZK/Akt PIC \ »
- Y— - Exkl/
l SaGsk 3B
i I PI3K/AKt~"
l ROS
GlC
PKG

\ / mPTP

Ll otevieni
mitoKears

Obr. 4 Rozd¢€leni mechanismu signalizace v ramci PC na zakladé stimulace ruznych receptori —
opioidnich, bradykininovych a adenosinovych (upraveno podle Downey et al., 2007 v programu
BioRender.com).
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2.2.2 Role fosfolipas v ramci prekondicionovani

Z fosfolipas jsou v ramci PC dulezité predevsim fosfolipasy C a D (Cohen ez al., 1996).
Fosfolipasa C je aktivovana pies adenosinové receptory A; a A, fosfolipasa D
poté predevsim pres As; (Parsons et al., 1998). Aktivovana fosfolipasa C katalyzuje
hydrolyzu membranovych fosfolipidi obsahujicich inositol. Produkty hydrolyzy jsou
fosfatidylinositol, fosfatidylinositol-4-monofosfat nebo fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
(PIP;). PIP, je nasledné¢ dale hydrolyzovan na 1,2-diacylglycerol (DAG)
a inositol-1,4,5-trifosfat (IP;) (Majerus ef al., 1990). IP; je zodpoveédny za otevieni
vapenatych kanalkli v membran& sarkoplasmatického retikula a uvolnéni Ca**
(Coheneral.,, 1996). DAG se naopak ucastni translokace a aktivace PKC
(Bell & Burns, 1991).

V piipadé fosfolipasy D je mechanismus hydrolyzy membranovych fosfolipida
ponekud odlisny. Fosfolipasa D hydrolyzuje piedevS§im hojné se vyskytujici
fosfatidylcholin (Shukla & Halenda, 1991). Produkty hydrolyzy jsou cholin a kyselina
fosfatidova (PA). Koneénym produktem hydrolyzy PA je poté DAG. V ramci vyzkumu
na krélicich bylo zjisté€no, Ze ischemie a s ni souvisejici zvySené koncentrace adenosinu

zvySuji aktivitu fosfolipasy D (Cohen ef al., 1996).

2.2.3 Proteinkinasa B

V ramci PC dochézi k aktivaci hned nekolika kinas. Konkrétné se jedna o jiz zminénou
PKC, dale pak o MAP kinasy, tyrosin kinasy a dalsi. Tyto kinasy se poté podileji
na aktivaci signalnich drah vedoucich k preziti buiiky (Uchiyama ez al., 2004).

Dulezitym prvkem rozhodujicim o preziti buiiky je proteinkinasa B (Akt)
(Uchiyama et al., 2004). Jedna se o protein radici se do rodiny serin/threoninovych
kinas (NCBI, 2022). Aktivatorem Akt je PI3K (Uchiyama et al., 2004). V konecném
disledku vede tato signalni draha k ristu bungk, vstupu do bunécného cyklu, migraci
bunék nebo jejich preziti (Cantley, 2002).

Vramci signalni drahy aktivujici Akt, dochazi k fosforylaci na pozici D3
inositolového kruhu lipidi obsahujicich fosfatidylinositol. Stimulem pro fosforylaci
fosfatidylinositolu mohou byt hormony nebo rustové faktory. Tyto molekuly se vazou
na receptory spiazené s tyrosinovymi kinasami. V disledku aktivace tyrosinovych kinas
dochazi k autofosforylaci residui tyrosinu a nasledné k pfenosu fosfatové skupiny

na dal§i proteiny, mezi néz se napiiklad fadi GAB1 (z anglického GRB2-associated-
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binding protein 1), p38 nebo Ras protein. Pfenos fosfatové skupiny mezi jednotlivymi
proteiny vede az k aktivaci PI3K kinasy. Aktivovana PI3K je schopné katalyzovat
preménu PIP, na fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat. Ten se akumuluje na plasmatické
membrang, kde se na n¢& vazou proteiny s PH-doménou (z anglického pleckstrin-
homology domain). Mezi takové proteiny se radi 1 fosfoinositol dependentni kinasa 1
(PDK1), kterad se jiz pfimo ucastni aktivace Akt (Cantley, 2002). Aktivace Akt je
zprosttedkovana navazanim fosfatové skupiny na pozici Thr308 (Lawlor & Alessi,
2001).

Aktivace Akt muze ovliviiovat dalsi signalni drahy, jedna se napiiklad o p38MAPK
(isoforma mitogenem aktivovanych proteinkinas) a JNK (z anglického c-Jun NH,-
terminal kinases). Akt v tomto piipadé fosforyluje Ser83 a tim i inhibuje aktivator
téchto drah, ATP:L-aspartdit 4-fosfotransferasu (kinasa regulujici  signaly
pro apoptozu 1, ASK1, EC 2.7.2.4). Vysledkem sprazeni vySe zminénych signalnich
drah dochazi k inhibici apoptézy (Kim ef al., 2001).

Aktivace Akt se jevi jako dostateCna v ramci zablokovani bunécné smrti navozené
1 dal§imi stimuly (Uchiyama et al., 2004). Mezi takovéto stimuly se fadi napiiklad BAD
(proapopticky promotor spojeny s genem Bcl-2), prokaspasa-9, CREB (protein vazici
CRE - element citlivy na cAMP) a proteiny z rodiny transkripcnich faktorti Forkhead
(Datta et al., 1997; Cardone et al., 1998; Du & Montminy, 1998; Brunet et al., 1999).

2.2.4 Endotelialni NO syntasa

Oxid dusnaty (NO) je primarné produkovan predevsim cévnimi endotelialnimi butikami
a zaujima dulezitou roli v ramci kardioprotekce. V klinické praxi jsou jiz pro 1écbu
kardiovaskularnich onemocnéni vyuzivany latky, které jsou zdrojem NO. Konkrétné
se jedna napfiklad o nitroglycerin (Li ef al., 2006). OSetieni srdecni tkané donory NO je
spojeno se zmirnénim postischemického poskozeni v podobé inhibice agregace
krevnich desticek, utlumu interakce mezi granulocyty a endotelem a zachovani
ostatnich funkci endotelu (Liu ez al., 1998).

V burice je za fyziologickych podminek zdrojem NO endotelialni NO-syntasa
(eNOS), ktera se podili na udrzovani kardiovaskularni homeostazy (Dimmeler et al.,
1999). Konkrétné se NO podili na regulaci krevniho tlaku, vaskularni remodelaci
a angiogenezi (Murohara et al., 1998; Rudic et al., 1998). Enzym eNOS je v ramci
signalni drahy aktivovan pomoci Akt, dochazi k jeho fosforylaci na Serl177
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(Dimmeler er al., 1999). Produkovany NO se poté podili na aktivaci GC,
ktera pteméniuje GTP na ¢cGMP (Downey et al., 2007). Vznikajici cGMP aktivuje
PKG, ktera je nezbytna v ramci otevirani mitoKare (Costa ez al., 2005).

Dalsi podstatnou funkci NO je ucast na S-nitrosylaci cysteinovych residui. Jedna
se o reverzibilni posttranslacni modifikaci proteini typickou pro redoxni bunécnou
signalizaci. Dusledkem S-nitrosylace nejsou jen strukturni a funkéni zmény,
ale i ochrana pfed moznymi modifikacemi nasledkem oxidace cysteinovych residui
(Sun, 2007). Takto chranény jsou predevsim proteiny spojené s transportem vapenatych

kationtd. Jedna se napiiklad o vapenaté kanaly typu L, Ca*-ATPasu

v sarkoplasmatickém retikulu a dalsi. Regulace vapenatych transportérti vede ke snizeni
koncentrace Ca*" v cytosolu, ktera je piic¢inou dalSich pro bufiku fatalnich procesi

(Sadat, 2009).

2.2.5 Produkce ROS a aktivace PKC

Otevieni mitoKarp zavisi predev§Sim na prenosu signalu z PKG. Jednd se ovSem
o cytosolicky enzym, ktery nepfichazi do styku s kanalky na vnitini mitochondrialni
membrang. Resenim je penos signalu pomoci PKCe (Costa ef al., 2005). Nasledkem
otevieni mitoKare dochazi kinfluxu K™ do matrix a mitochondrie zalinaji bobtnat.
Tento proces vede k tvorbé ROS, které hraji vyznamnou roli v ramci kardioprotekce
(Downey et al., 2007). Jejich kardioprotekéni vlastnosti byly poprvé popsany v roce
1997 (Baines et al., 1997; Tritto et al., 1997). Poprvé bylo dokazano, ze ROS
neprispivaji jen negativné v ramci reperfuzniho poskozeni, ale pusobi i jako druzi
poslové v ramci signalni drahy spoustejici PC. Cilem signalni drahy, jiz jsou radikaly
soucasti, je PKC (Korichneva et al., 2002).

Dulezitost PKC v ramci PC byla poprvé odhalena v roce 1994 na zakladé vyzkumu
provadeéného s calphostinem, tedy inhibitorem PKC (Armstrong, 1994). PKC muze byt
vramci signalni drahy aktivovana dvémi zpusoby. Jednim je aktivace pres lipidy
(konkrétné DAG) nebo pravé pomoci ROS. Pokud dojde k oxidaci proteinu, je enzym
katalyticky aktivni. Naopak redukce vede k opacnému stavu. Zaroven je pro oba typy
aktivace PKC nezbytna pfitomnost kofaktor. V pfipadé€ aktivace pomoci DAG se jedna
o vapnik a fosfolipidy. Pro aktivaci PKC pomoci ROS je pak nutny dostatek
vitaminu A. K samotné aktivaci PKC dochazi po uvolnéni Zn** zregulatni domény

(Korichneva ef al., 2002).
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Aktivovana PKC je rovnéz povazovana za nositele pamétovych stop v ramci
kardioprotekce 1 po stazeni spoustéCe a udrzuje kardioprotekéni procesy funkcni

po celou dobu trvani ischemického stavu (Downey et al., 2007).

2.2.6 ERK1/2

Rodina MAPK (mitogenem aktivované proteinkinasy) zahrnuje celkem Ctyfi rtzné
serin/threoninové kinasy. Jedna se o ERK1/2 (extracelularni signalem regulovana kinasa
1/2), p38 (isoforma MAPK), INK a BMKI1 (velkd MAP kinasa 1 neboli ERKS). Tyto
kinasy poté reaguji podle stejného modelu MAP kinasa kinasa kinasa — MAP kinasa
kinasa — MAP kinasa. MAPK jsou kinasy spojené piedev§im s regulaci bunécné
proliferace, diferenciace a pfeziti (Widmann ef al., 1999). Tti z vySe uvedenych MAP
kinas jsou pfitomny v kardiomyocytech — ERK1/2, p38 a JNK. Ov§em pouze ERK1/2
se podili na kardioprotekci, p38 a JNK se poté ucastni signalnich drah vedoucich
k apoptoze (Ma et al., 1999; Yue et al, 2000). Na zakladé né€kolika studii bylo
prokazéano, ze ERK1/2 je v odpovédi na PC ve vétsi mife lokalizovana v jadfe, cytosolu
a mitochondriich (Ping ef al., 1999; Fryer et al., 2001; Baines et al., 2002).

K aktivaci ERK1/2 ptispiva kromé PKC a Akt také NO (Li ef al., 2000). Aktivace
je zprostiedkovana zvySenim aktivity up-stream aktivatoru (naptiklad Ras protein)
nebo inaktivaci down-stream inaktivatoru (napiiklad MKP-3) (Yun et al., 1998;
Rossiget al., 2000). NO se rovnéz podili na inaktivact JNK a p38, které maji
proapoptické ucinky, jak jiz bylo zminéno vyse (Li et al., 2006).

Cilem ERKI1/2, je poté stejné jako u Akt, fosforylace proteinu p70s6K
(70 kDa ribosomalni protein-S6 kinasa). Jedna se o protein, ktery hraje dilezitou roli
v translaci (Krolikowski et al, 2006). Dusledkem fosforylace p70s6K je zvySena
transkripce antiapoptickych molekul, mezi néz se ftadi napiiklad CREB.
Dale se ERK1/2 podili na fosforylaci Ser112 v proteinu BAD. Fosforylace mize byt
pfima nebo nepiimé pres ERK/p90RSK (90 kDa ribosomalni S6 kinasa). Tento proces
vede k inhibici apoptozy ptes protein BAD (Li ef al., 2000).

2.2.7 Glykogensyntasa kinasa-3f3
ATP:protein O-fosfotransferasa (glykogensyntasa kinasa-33, GSK-3p, EC 2.7.11.26) je
enzym, ktery hraje dilezitou roli v ramci PC. GSK-3f je fosforylovana na Ser9, coz ma

za nasledek inhibici enzymu a stim spojenou inhibici formovani mPTP
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(Stambolic & Woodgett, 1994; Juhaszova et al., 2004). Na fosforylaci se muze podilet
ptimo PKC nebo nepfimo ERK1/2 a PI3K, které jsou aktivovany pies adenosinové

receptory a PKC (Downey et al., 2007).

2.2.8 RISK a SAFE

Pojem RISK (signalni kaskéada reperfuzniho poSkozeni) se b&zn€ pouziva v ramci
kardioprotekce. Jedna se o mechanismus zahrnujici n€kolik signalni kinas pfispivajicich
k preziti buriky. Konkrétné se jednd o kinasy PI3K, Akt a ERK1/2. Signalni dréhy,
jejichz soucasti jsou tyto kinasy, jsou aktivovany jiz béhem nékolika prvnich minut
po nastupu reperfuze, a jak jiz bylo zminéno vySe, podileji se na inhibici apoptozy
(Cohen & Downey, 2015). Dulezitost kaskady RISK byla prokazana u potkant
a kralikli (Yang et al., 2004a; Hausenloy et al., 2005a). Pravdépodobné se vSak nejedna
ouniverzalni mechanismus, jelikoz zvyzkumt zaméfenych na prasata je patrné,
ze dulezit€jsi jsou kaskady zahrnujici TNF-o receptory a JAK/STAT kinasy
(Skyschally ef al., 2009). Tato alternativni kaskada se poté oznacuje jako SAFE (preziti
zajiStujici signalni kaskada) (Cohen & Downey, 2015).

RISK kaskada je aktivovana po navazani vhodné molekuly na receptor sprazeny
s G-proteinem (Hausenloy ez al., 2005b). Jedna se naptiklad o ristové faktory (insulin),
bradykinin nebo agonisty opioidnich receptort (Jonassen et al, 2001; Gross et al, 2004;
Yang et al., 2004b). V ramci kaskady RISK existuji dvé cesty, pres které jsou
aktivovany cilové efektory. Jedna se o jiz popsané PI3K-Akt a ERKI1/2 drahy
(Ping et al., 1999; Tong et al., 2000). Zaroveni bylo prokazano, ze ob€ drahy jsou
na sobé zavislé v takové mite, ze pokud dojde k inhibici jedné drahy, dojde zarover
k aktivaci druhé drahy (Hausenloy et al., 2004). Mezi efektory, jez jsou zavislé
na fosforylaci v ramci kaskady RISK, patii p70S6K, eNOS, BAD, GSK-3f a dalsi
(Jonassen et al., 2001; Bell & Yellon, 2003; Gross et al., 2004). VétSina téchto molekul
pfispiva kinhibici otevirani mPTP, ktery je tim padem koneCnym efektorem RISK
kaskady (Brookes et al., 2000; Tsurata et al., 2002; Juhaszova et al., 2004).

SAFE kaskada a jeji mechanismus byly v minulosti popsany naptiklad u hlodavctu
nebo prasat (Lecour er al., 2002; Heusch et al., 2011). Dilezitym prvkem SAFE
je TNF-a. Jedna se o endogenni molekulu podilejici se na kardioprotekci jak v ramci
PC, tak postkondicionovani (Cohen & Downey, 2015). U TNF-a hraje ovSem dulezitou

roli koncentrace. Jak jiz bylo zminéno vySe, pfi vysSich koncentracich ztraci TNF-a
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své kardioprotektivni ucinky, a naopak dochazi ve zvySené mife k poSkozeni myokardu
(Lecour et al., 2002). Dale je dulezita i isoforma receptoru, na kterou se TNF-a vaze.
Jedna se o isoformy TNFR1 a TNFR2 (TNF-a receptor 1 a 2). Aktivace TNFR1 se jevi
jako kardiotoxicka, naopak aktivace TNFR2 spousti kardioprotektivni drahu
(Lacerda et al., 2009; Cohen & Downey, 2015).

Jak jiz bylo zminéno diive, vramci kaskady SAFE nedochézi k aktivaci Akt
nebo ERK1/2, jako je tomu v pfipadé kaskady RISK. Naopak je aktivovan transkripéni
faktor STAT3 (prenaseC signalu a aktivator transkripce 3) (Lecour ef al, 2005).
K aktivaci STAT3 dochazi napiiklad pres fosforylaci kinasou z rodiny JAK (Janus
kinasy). Jedna se o tyrosinové kinasy, které jsou spojeny s doménou TNFR2
(Cohen & Downey, 2015). Po navazani TNF-a na receptor dochazi k transfosforylaci
dvou prilehlych JAK kinas, coz méa za nasledek fosforylaci STAT3 a dochazi
tak k aktivaci tohoto proteinu (Somers et al., 2012). V ramci fosforylace STAT3 mohou
byt fosforylovany tyrosinové nebo serinové zbytky. Pokud je fosforylovan Tyr705,
dochazi k tvorbé homodimerti nebo heterodimerti, které jsou nasledné translokovany
do jadra. V jadre se poté podileji na ovlivnéni transkripce gent souvisejicich s odpovedi
na stresové faktory (Levy & Lee, 2002; Kurdi & Booz, 2007, Myers, 2009).
Pokud ovsem dojde k aktivaci STAT3 pies Ser727, jsou STAT3 translokovany
do mitochondrii, kde reguluji transport elektronti (Kurdi & Booz, 2007; Myers, 2009).
STAT3 jsou povazovany piedevSim za regulatory transkripce, ovSem tento proces
je ptili§ zdlouhavy a vramci kardioprotekce, tak nehraje pftiliS velkou roli
(Cohen & Downey, 2015). Vyznam STAT3 se tedy spiSe projevuje v inaktivaci
GSK-3B, zadrzovani vapniku, stimulaci komplexu I dychaciho fetézce a inhibici
otevirani mPTP (Lacerda ef al., 2009; Boengler et al., 2010, Heusch et al., 2011,
Pedretti & Raddatz, 2011).

Dulezitou komponentou, jez spojuje kaskady RISK a SAFE, je sfingosin
(Somers et al., 2012). PocateCni reakci je pfeména sfingosinu na sfingosin-1-fosfat
(S1P) za katalyzy pomoci ATP:sfingosin 1-fosfotransferasy (sfingosin kinasa, SPHK,
EC 2.7.1.91) (Kohama et al., 1998). S1P se vaze na odpovidajici receptory oznaované
jako S1Py, které jsou v nejvétsi mife exprimovany v kardiomyocytech (Nakajima ef al.,
2000; Mazurais et al., 2002). Jedna se o receptory spfazené s G-proteiny a jsou znamy
jesté dalsi dva typy téchto receptora — S1P, a S1P;. SIP; receptor se vaze
na podjednotku Gy a tim aktivuje ERK1/2 (Tao ez al., 2009; Knapp, 2011). S1P, a S1P;

receptory interaguji s podjednotkami Gog, Goiz 1 Gui, coz vede v piipad€ S1P; k aktivaci
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Akt aPI3BK vramci kaskady RISK (Means et al., 2007; Tao et al, 2009).
S1P; je komponentou jez spojuje obé kaskady vedouci k preziti. V pfipadé kaskady
RISK aktivuje stejné jako SI1P, ERK1/2 a v piipadé kaskady SAFE poté aktivuje
STAT3 (Cohen & Downey, 2015).

Spojeni mezi obéma drahami je tedy zprostiedkovano jak mezi drahami PI3K/Akt
a JAK/STATS3, tak mezi drahami Mek/ERK a JAK/STAT3 (Lecour et al, 2009).
Spojovacim znakem u drah PI3K/Akt a JAK/STATS3 je podjednotka PI3K ozna¢ovana
p85. Tato podjednotka je zodpoveédna za fosforylaci serinu u STAT3 (Pfeffer et al.,
1997, Gross et al., 2006). Na zaklad€¢ vyzkumu tymu Suleman ez al. bylo prokazano,
Ze u mysich kardiomyocytl deficitnich na gen pro STAT3, nedochéazelo ve zvysené
mife k fosforylaci Akt. Rovnéz bylo prokézano, ze mira fosforylace Akt byla snizena
v pfitomnosti inhibitoru drahy JAK/STAT3 a naopak (v pfitomnosti inhibitoru drahy
PI3K/Akt byla snizena fosforylace STAT3) (Suleman ef al., 2008). V piipadé¢ drah
Mek/ERK a JAK/STATS3 se spojitost projevuje ve fosforylaci Ser727 STAT3 pomoci
ERK (Kuroki & O’Flaherty, 1999). Kooperace mezi témito drahami ovSem jeSté neni

zcela prozkoumané téma a stale existuje mnoho nesrovnalosti (Lecour ez al., 2009).

2.3 Ostropestiec mariansky

Ostropestiec mariansky (Silybum marianum L.) je jednoletd nebo dvouleta bylina
spadajici do Celedi hvézdnicovité (Asteraceae, Tab. 1). Rostlina se pfirozené vyskytuje
v oblastech Stfedozemniho mote, severni Afriky, Blizkého Vychodu a v nékterych

castech USA (Kumar et al., 2011).

Tab. 1 Taxonomické zafazeni ostopestice marianského (upraveno
podle https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Taxonomické kategorie

Doména Eukaryota

Rise Viridiplantae (zelené rostliny)

Podrise Tracheophyta (cévnaté rostliny)

Oddéleni Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)

Trida Eudicots (vyssi dvoudélozné rostliny)

Rad Asterales (hvézdnicotvaré)

Celed’ Asteraceae (hvézdnicovité)

Rod Silybum (ostropestiec)

Druh Silybum marianum L. (ostropestiec mariansky)
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Lécivé ucinky ostropestice marianského na jatra, ledviny, slezinu a zluCové kameny
jsou znamy jiz od starovéku (Abenavoli ef al., 2018). Poprvé byla tato rostlina
pravdépodobné popsana feckym filozofem a  botanikem Theofrastem
ve 4. stoleti pf. n. 1., ktery ji ve svych spisech oznacoval jako , Pternix“ (Jegorov, 1996).
Vytazek =z ostropestice v kombinaci smedem mél podle ftimského filozofa
Plinia starsiho (23-79 pf. n. l.) pfiznivé G€inky na lidské zdravi. Dalsi staroveky filozof
Dioscorides doporucoval ve svém spisu odvar z ostropestice proti hadimu uStknuti.
Ve stfedoveéku poté Sasové vyuzivali extrakt z ostropestice k 1écbé jedincu, jez byli
pokousani zvifetem nakazenym vzteklinou (Abenavoli et al, 2018). V 16. stoleti
vyuzival ostropestiec britsky bylinaf Nicholas Culpeper proti bolestem vyvolanym
jaternimi onemocnénimi a rovnéz ke zmirnéni horecnatych stavli (Post-White ez al.,
2007; Abenavoli ef al., 2018). Ptiznivé Ucinky ostropestice na jaterni onemocnéni znal
rovnéz némecky lékat Johannes Gottfried Rademacher (1772-1850) (Abenavoli et al.,
2018). Na americkém kontinentu byly vytazky z ostropestice vyuzivany pavodnim
obyvatelstvem v ramci 1écby viedu a dalSich koznich onemocnéni (Post-White et al.,
2007). Popularita této 1éCivé rostliny neupadla ani v soucasnosti a pfipravky na bazi
ostropestice marianského jsou jedny z nejprodavanéjSich na svété. Napriklad v roce
2015 se v USA prodaly produkty obsahujici vytazek z ostropestice marianského za vice

nez 16,8 miliond dolar (Smith ez al., 2016).

2.3.1 Silymarin
Silymarin je smés flavonoidi vyskytujicich se v extraktu ze semen ostropestice
marianského. Silymarin tvoii az 80 % extraktu a jeho soucasti jsou silybin, isosilybin,
silydianin a silychristin (Obr. 5) (Kumar ef al., 2011). Silybin 1 isosilybin se vyskytuji
ve form¢ dvou isomerd, silybin A a B, které jsou pfitomny v poméru 1:1 a celkové tvori
asi 60 % az 70 % obsahu polyfenold v silymarinu (asi 30 % z celkového rostlinného
extraktu, Tab.2) (Siméanek er al, 2000). Dale jsou v rostlind obsazeny i latky
jako taxifolin, kvercetin, betain a silybonol (Kumar ef al., 2011).

Silymarin i konkrétné silybin maji fadu pozitivnich ucinkt na lidské zdravi
(Kten & Walterova, 2005). Jedna se naptiklad o vliv na snizeni hladiny glukosy v krvi
u pacientd trpicich diabetem II. typu, ochranu pied poskozenim kize UVB i UVA

zatenim, ochranu dopaminergnich neuroni pfed neurotoxicitou zplUsobenou
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lipopolysacharidy a mnoho dalSich ucinka (Katiyar et al., 1997; Wang et al., 2002;
Kfen & Walterova, 2005; Huseini ef al., 2006, Rajnochova Svobodova ez al., 2018).

2.4 2,3-dehydrosilybin

2,3-dehydrosilybin (DHS) je derivat silybinu odliSujici se pfitomnosti dvojné vazby
mezi uhliky C2 a C3. Nenasycena dvojna vazba je poté pric¢inou hyperkonjugace kruhti
A, B a C, coz ma za nasledek zvySeni hydrofobicity struktury. DHS se rovnéz vyskytuje

ve formé dvou enantiomerd A a B (Obr. 6) (Gabrielova et al., 2010).
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Obr. 5 Struktumi vzorce jednotlivych slozek silymarinu (silybin A a B, isosilybin A a B,
silydianin, silychristin) (upraveno podle Kumar ez a/., 2011).

Tab. 2 Procentualni podil jednotlivych slozek silymarinu v celkovém rostlinném  extraktu
(upraveno podle Simanek et al., 2000).

Slozka Obsah (%)
Silybin 30,1
Isosilybin 9.1
Silydianin 12,0
Silychristin 14,9

21



[

4:'~-'.'.-~-': ;: b, _..-H_.-...’.:_:_L H. £ R &

L]

Y e e l ___._._:4
OH O o o

2,3-dehydrosilybin A 2,3-dehydrosilybin B

Obr. 6 Strukturni vzorce enantiomeru 2,3-dehydrosilybinu (A a B) (upraveno podle Vrba et al.,
2021).

2.4.1 Antioxidacni vlastnosti DHS

Antioxidac¢ni vlastnosti flavonoidua jsou zavislé na struktufe a substituentech na kruhu B.
V ramci struktury jsou poté dualezité prvky jako je dvojna vazba mezi uhliky C2 a C3
v konjugaci s 4-oxo skupinou nebo pfitomnost 3-OH skupiny v konjugaci s 4-oxo
skupinou (Dorta ez al, 2008). Diky témto strukturnim prvkim je DHS Ilepsim
antioxidantem nez samotny silybin (Gazak et al., 2004; Gabrielova ef al., 2010). Dale je
znamo, ze OH-skupiny na uhlicich C3 a C20 jsou zodpovédné za interakce s radikaly,
¢imz mohou pfispivat k ochrané bunék pred poskozenim ROS (Gabrielova et al.,
2015a).

Struktura nékterych flavonolii mize mit negativni vliv na fluiditu membran.
Konkrétné muaze dochazet ke snizeni fluidity, coz je nasledné spojeno se zménami
v ramci mitochondrialni respirace. Struktura kruhu B u flavonoli mize mit vliv
bud’ na inhibici dychaciho fetézce, v pripadé kvercetinu, nebo na rozpojeni dychaciho
fetézce v piipadé galanginu (Dorta ef al., 2008). Pro DHS je dulezita i pfitomnost
kruhu D ve struktufe molekuly, podobné jako u galanginu. Pravé pfitomnost kruhu D
je pii¢inou sniZené polarity DHS a galanginu oproti kvercetinu. Uginek téchto molekul

na mitochondridlni respiraci je poté odlisny (Gabrielova et al., 2010).

2.4.2 Vliv DHS na poskozeni kardiomyocytu

Podle studie Gabrielova ef al. (2019) dochazi v dusledku ischemie a nasledné reperfuze
k poskozeni 76 % srdecni tkan€. Naopak pouziti DHS v ramci prekondicionovani vedlo
ke snizeni miry poskozeni o 50-60 %. Tyto vysledky byly srovnatelné s ucinky
bradykininu, jehoz role v ramci prekondicionovani je jiz znama. Vyhodnoceni miry
poskozeni  srdecni tkané¢ Dbylo provedeno pomoci tzv. TTC barveni

(2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid). Principem je pfeména TTC na nerozpustny produkt
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pomoci aktivnich mitochondridlnich dehydrogenas. Jedna se tedy o metodu,
ktera podava informace o poctu fungujicich mitochondrii, na zakladé ¢ehoz je mozné
odlisit zivou a odumfielou tkan (Gabrielova et al., 2019).

S rozsahem poskozeni myokardu v disledku ischemie souvisi 1 hladina
(S)-laktat:NAD™ oxidoreduktasy (laktatdehydrogenasa, LDH, EC 1.1.1.27) v krevnim
séru. Jedna se o enzym, ktery se za normalnich podminek vyskytuje predevsim
v cytosolu. Pokud ov§em dojde k poskozeni buriky, LDH se dostava do krevniho séra.
Hladiny LDH tak reflektuji zmény v integrit¢ membran na rozdil od difive zminéného
TTC barveni, které odrazi metabolické vlastnosti buiiky (Gabrielova et al., 2019).
ULDH bylo potvrzeno, ze se jedna o vhodny marker v ramci diagnézy ICHS.
Konkrétné hladina isoenzymu LDH-1 nartsta po 5-10 hodinach od propuknuti infarktu
myokardu. Maximalnich hodnot LDH dosahuje po 2,5-6 dnech a ptavodnich
tfyziologickych hodnot dosahuje LDH az po 12 dnech (Danese & Montagnana, 2016).
Vramci vyzkumu bylo zji§téno, Ze prekondicionovani srdci pomoci 100 nmol-1™
roztoku DHS vedlo k vyraznému snizeni hladiny LDH oproti kontrole (srdce vystavena
pouze ischemii bez predchoziho prekondicionovani). Vyrazny pokles hladiny LDH
byl pozorovan béhem prvnich deseti minut od zacatku reperfuze (Gabrielova et al.,
2019). Obdobné vysledky prinesla i studie Gabrielova et al., 2015a, kdy byly neonatalni
potkani kardiomyocyty oSetfeny DHS o koncentraci 10 pmol-1". po dobu 10 minut
(Gabrielova et al., 2015a).

2.4.3 Vliv DHS na produkci ROS

Reaktivni formy kysliku a dusiku produkované mitochondriemi hraji dialezitou roli
vramci prekondicionovani a kardioprotekce (Gabrielova et al., 2010). Pfi nizSich
koncentracich hraji ROS roli signalnich molekul, naopak pfi vyssich koncentracich maji
ROS negativni G€inky na buriku a pfispivaji k jejimu poSkozeni (Penna ef al., 2009).
V ramci studie Gabrielova et al., 2010 bylo zjisténo, ze DHS dokaze potlacovat tvorbu
ROS rozpojovanim dychaciho fetézce v izolovanych mitochondriich. Zaroven dochazi
ke snizeni membranového potencidlu mitochondrii a zvySeni mitochondrialniho
dychani. Jedna se o tzv. deenergetizaci buriky. Tyto vysledky naznacuji, ze se DHS
chova jako tzv. rozpojovaé dychaciho fetézce. Utinky DHS na rozpojovani dychaciho
fetézce byly v porovnani se syntetickymi rozpojovaci mnohem nizsi (Gabrielova ef al.,

2010).
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V ramci vyzkumu byl efekt DHS porovnavan se syntetickymi rozpojovaci, napiiklad
karbonylkyanid-m-chlorofenylhydrazonem (CCCP). CCCP umoziiuje zpétny tok
protonil z mezimembranového prostoru do matrix a tim zabrafiuje propojeni
protonmotivni sily a syntézy ATP. Podle studie Gabrielova ef al., 2010 byly ucinky
DHS inhibovany pfitomnosti karboxyatractylosidu a purinovych nukleotidu.
Tato skute¢nost naznacuje, ze DHS se nechova jako pravy rozpojovac (tedy CCCP),
ale je pravdépodobné spojen s ANT (adenin nukleotidovy transportér) nebo UCP2
(rozpojovaci protein 2). O téchto proteinech je znamo, ze zprostiedkovavaji
protonoforni rozpojeni v zavislosti na mastnych kyselinach (MK). Tonizované MK jsou
translokovany pomoci ANT nebo UCP2 a poté prochazi na zakladé spontanni difuze
skrz fosfolipidovou dvojvrstvu ve formé protonovanych sloucenin. V piipadé DHS
je zfeymé mechanismus velmi podobny jako u MK. DHS je schopny disociovat protony,
podstoupit transport pomoci ANT ve formé aniontu a nasledné projit vnitini
mitochondridlni membranou ve formé neionizované slouceniny (Gabrielova et al.,
2010).

Na zakladé studie Zholobenko ef al., 2017 bylo ovSem zji§téno, ze DHS ma funkci
rozpojovace pouze v izolovanych mitochondriich nikoliv v ramci celé srdecni tkané.
DHS se rovnéz podili na ochrané aktivity komplexu I dychaciho fetézce. Tato ochranna

funkce se uz ovSem nevztahuje na komplex II (Zholobenko et al., 2017).

2.4.4 Pozitivni inotropni efekt DHS

Inotropika jsou slouceniny schopné regulovat srde¢ni kontrakce. V ptipadé pozitivnich
inotropt, jako jsou napfiklad srde¢ni glykosidy, histamin, B-adrenergni léky a dalsi,
dochazi ke stimulaci kontrakci srdecniho svalu. Nasledkem Cehoz se zvySuje srdecni
tep. Inotropni efekt je spojen s koncentraci intracelularniho vapniku. V ptipadé pozitivni
inotropie se koncentrace Ca®>" zvySuje, coz podporuje navazani Ca** na kontraktilni
proteiny nebo se zvySuje citlivost myofilament k Ca®* (Scholz, 1984; Gabrielova ef al.,
2015b).

Vramci studie Gabrielova ef al., 2015b byl studovan vliv DHS na perfundovana
potkani srdce ve spojitosti pravé s inotropii. Bylo zjisténo, ze DHS ma pozitivni
inotropni efekt na perfundovana potkani srdce, ale pouze za ptedpokladu, ze jsou
v zasazené tkani pfitomny katecholaminy. Katecholaminy jsou jako neurotransmitery

uvolfiovany z presynaptickych vezikuli v sympatickych nervech srdecni tkané.
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Aby doslo k samotnému uvolnéni katecholaminti, je nutné, aby byla plasmaticka
membrana depolarizovana. K depolarizaci plasmatické membrany poté pfispivaji
zvySena koncentrace Ca*" a snizena koncentrace ATP, jez jsou disledkem jiz vySe
zminéné deenergetizace buiky a depolarizace mitochondrialni membrany. Za takovych
podminek se pot¢é DHS spolu s katecholaminy ucCastni prekondicionovani
1 postkondicionovani (Gabrielova ef al., 2015b).

V souvislosti s katecholaminy bylo dale zjisténo, ze DHS pravdépodobné neplisobi
jako B-agonista. DHS se tedy podili na inotropnim efektu i pfesto, ze nema roli
B-agonisty. Zaroveil neni DHS ani B-antagonistou, coz naznacuje absenci moznych
vedlejSich ainki  vramci 1é€by kombinujici DHS a dalsi metody 1écby

kardiovaskularniho selhani (Gabrielova et al., 2015b)

2.4.5 Vliv DHS na hladinu Ca**
Vapenaté ionty hraji dulezitou roli v ramci prekondicionovani i postkondicionovani.
V ramci studie Zholobenko ef al., 2017 byl studovan vliv rozpojeni dychaciho fetézce
na tok Ca’* v mitochondriich. Bylo zji§téno, Ze stejné jako nedochazi k rozpojeni
dychaciho fetézce vlivem DHS na tkafiové trovni, tak na stejné urovni neni ovlivnéna
ani koncentrace Ca’". V kardiomyocytech dochazi k mirnému sniZeni membranového
potencialu, a to ovliviiuje akumulaci Ca’" v bufikach. Déle bylo zjisténo, ze DHS
neovliviiuje mitochondrialni koncentraci Ca?", ale je zodpovédny za influx
extracelularnich Ca?*. Na zakladé& téchto zjisténi, se pfedpoklada, ze zmény v toku Ca**
v pfitomnosti DHS nejsou zapficinény rozpojenim dychaciho fetézce, ale spiSe
se na nich podili néjaka signalni draha (Zholobenko et al., 2017).

Pravé vliv DHS na membranovy potencial a disledky spojené s jeho zménami byly
podkladem pro hypotézu, ze plasmaticka membrana je hlavnim mistem pasobeni DHS

(Zholobenko et al., 2017).

2.4.6 Signalni draha DHS

Signalni draha DHS neni jesté zcela znama. V ramci studie Gabrielova et al., 2019 bylo
ovSem zji§téno, ze mechanismus pusobeni DHS vykazuje jistou podobnost
s mechanismem pusobeni bradykininu. Zmifiovana podobnost je v zapojeni
ATP:protein-L-tyrosin ~ O-fosfotransferasy  (Src  tyrosinkinasa, EC 2.7.10.2)

do signalnich drah prekondicionovani (Gabrielova et al., 2019). Src kinasa se fadi
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do rodiny tyrosinovych kinas, které jsou aktivovany oxidacnim stresem béhem ischemie
a reperfuze. Src kinasy potéinteraguji napfiklad s PKC nebo PI3K kinasami
a tim se zapojuji do signalni drahy prekondicionovani (Das & Das, 2008).

Dulezitou slozkou signalni drahy podilejici se na kardioprotekci je NO,
za jehoz produkci je  poté  zodpovédna  predevSim  eNOS.  Pfi pokusech
na perfundovanych potkanich srdcich bylo zjisténo, ze prekondicionovani DHS ma
za nasledek zvySenou pritomnost eNOS v srdecni tkani, a stim spojenou zvySenou
produkci NO (Gabrielova et al., 2019). Prekondicionovani DHS dokonce zvySovalo
ptitomnost eNOS vice nez v pripadé vyuziti bradykininu, u néhoz jiz byla signalni draha
zahrnujici NO zmapovana (Oldenburg et al., 2004; Gabrielova ef al., 2019).

V ramci studie Gabrielova ef al., 2015a bylo zjisténo, ze DHS se podili na modulaci
fosforylace PKCe (Gabrielova et al, 2015a). PKCe je dulezitou slozkou
intramitochodrialni  signalizace, na  které zavisi kardioprotekce v ramci
postkondicionovani (Dong et al., 2010). PKCe je aktivovana v diasledku fosforylace
katalytické domény enzymu, konkrétn€ tedy Ser729 (Gabrielova et al., 2015a).
Defosforylace aminokyseliny poté vede k translokaci PKCe do jadra nebo na periferii
bunék (Xu ef al, 2007). Na zakladé experimentd bylo potvrzeno, ze hladina
fosforylované PKCe (Ser729) se po osetfeni kardiomyocytd DHS (10 pmol-1") zvySuje
a zaroven dochazi k ubytku nefosforylované formy enzymu. Soucasti signalni drahy

DHS je tedy pravdépodobné i PKCe (Gabrielova ef al., 2015a).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Bunécna linie potkanich kardiomyoblastit H9¢c2 (ATCC, CRL-1446, LOT: 70026606)
Bunécna linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék HEK293 (ATCC, CRL-1573)
Plasmid pGP-CMV-GCaMP7f (104483, https://www.addgene.org)

Plasmid pCAG-G-Flamp2 (192782, https://www.addgene.org)

Plasmid C-geNOp (cytosolicky) (https://www.ngfi.eu/)

3.1.2 Chemikalie

Testované latky:

2,3-dehydrosilybin; 3-O-methyl-2,3-dehydrosilybin; 7-O-methyl-2,3-dehydrosilybin;
20-O-methyl-2,3-dehydrosilybin;  3,7-di-O-methyl-2,3-dehydrosilybin;  7,20-di-O-
methyl-2,3-dehydrosilybin (poskytnuty profesorem Vladimirem Kienem,
Mikrobiologicky ustav AV CR, Praha)

Apelin-13 (Sigma-Aldrich, USA)

Ostatni:

0,4% trypanova modr (Sigma-Aldrich, USA)
Akrylamid/N,N"-methylenbisakrylamid (29:1, 40% roztok) (Merck, USA)
Aminokyseliny (Gibco, USA)

Amoniak (La:chner, CR)

Bromfenolova modi (Lachema, CR)

BSA (Sigma-Aldrich, USA)

Dihydrogenfosforeénan draselny (La:chner, CR)

Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, USA)

Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, USA)

Dodecylsiran sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, USA)

Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Sigma-Aldrich, USA)
Dulbeccem modifikované Eaglovo medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, USA)
Fetalni bovinni sérum (FBS) (Gibco, USA)

Fluorid sodny (Lachema, CR)

Formaldehyd (La:chner, CR)
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Forskolin (Thermo Scientific, USA)

Fumarat zeleznaty (Sigma-Aldrich, USA)

Glukosa (Sigma-Aldrich, USA)

Glycerol (Sigma-Aldrich, USA)

Glycerol fosfat (Sigma-Aldrich, USA)

Glycin (Sigma-Aldrich, USA)

Hepes (Sigma-Aldrich, USA)

Heptahydrat chloridu hofe&natého (La:chner, CR)
Hydrogenfosforeénan sodny (La:chner, CR)
Hydrogenuhligitana sodny (La:chner, CR)

Hydroxid sodny (La:chner, CR)

Chlorid draselny (La:chner, CR)

Chlorid sodny (La:chner, CR)

Chlorid vapenaty (La:chner, CR)

Ionomycin (Merck, USA)

Isopropanol (LA:chner, CR)

Kyselina L-askorbova (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina ethylenglykoltetraoctova (EGTA) (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina chlorovodikova (Penta, CR)

Kyselina octova 99% (La:chner, CR)

L-glutamin (Sigma-Aldrich, USA)

Lipofectamine®™ 3000 (Invitrogen, USA)

Marker pro SDS-PAGE PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, USA)
Methanol (Sigma-Aldrich, USA)

MTT (Sigma-Aldrich, USA)

N,N,N’,N -tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, USA)
Neesencialni aminokyseliny (Gibco, USA)
Neutralni Cerven (Sigma-Aldrich, USA)

Nitroprusid sodny dihydrat (Penta, CR)

Penicilin (Sigma-Aldrich, USA)

Peroxodisiran amonny (APS) (Sigma-Aldrich, USA)
Ponceau S (Sigma-Aldrich, USA)

Pyruvat sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Reagent” 3000 (Invitrogen, USA)
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Reagenty A, B pro BCA metodu (Thermo Scientific, USA)

Reagenty A, B pro chemiluminiscenci ImunoCruz (Santa Cruz Biotechnology, USA)
Reagenty A, B pro chemiluminiscenci ECL™ Prime Western Blotting Detection
Reagent (GE HealthCare, USA)

Reagent pro primarni protilatky (Merck, USA)

Reagent pro sekundarni protilatky (Merck, USA)

Susené mléko (Samantha, CR)

Streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)

Tableta comlete (Roche, Svycarsko)

Tris-HCI (Sigma-Aldrich, USA)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA)

Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

Tween-20 (Sigma-Aldrich, USA)

Ustalovac¢ (AGFA, Belgie)

Vanadic¢nan trisodny (Sigma-Aldrich, USA)

Vitaminy (Gibco, USA)

Vyvojka (AGFA, Belgie)

a dalsi chemikalie v laboratofich na Ustavu lékafské chemie a biochemie.

3.1.3 Protilatky

Primarni protilatky:

Akt Antibody Rabbit (9272S) (Cell Signaling Technology, USA)

GAPDH XP(R) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology, USA)

p44/42 MAPK (ERK1/2) Rabbit Antibody (9102S) (Cell Signaling Technology, USA)
Phospho-Akt (Ser473) Rabbit mAb (9271S) (Cell Signaling Technology, USA)
Phospho-Akt (Thr308) (244F9) Rabbit mAb (4056S) (Cell Signaling Technology,
USA)

Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) (E10) Mouse mAb (9106S) (Cell
Signaling Technology, USA)

Rabbit pAb to APJ (Abcam, Velka Britanie)

Sekundarni protilatky:
Anti-mouse IgG, HRP-linked (7076S) (Cell Signaling Technology, USA)
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Anti-rabbit IgG, HRP-linked (7074S) (Cell Signaling Technology, USA)

3.1.4 Kultiva¢ni média a roztoky

0,1% neutralni ¢erven: 0,1 g neutralni ¢ervené; 100 ml deionizované vody; 2 kapky
ledové kyseliny octové.

0,5% formaldehyd: 3,47 ml 36% roztoku formaldehydu; 250 ml deionizované vody.
1% CaCl,: 1 g CaCl,; 100 ml deionizované vody.

5% BSA: 2,5 g BSA; 50 ml TBS/T.

5% susené mléko: 2,5 g suSeného mléka; 50 ml TBS/T.

2CaNa pufr: 2 mmol‘l" CaCl,; 138 mmol-1" NaCl; 1 mmol-l"! MgCl,; 5 mmol-l" KClI;
10 mmol-1"" Hepes; 10 mmol-1" glukosa; pH upraveno koncentrovanym NaOH na 7 4.
EHL roztok: 2 mmol-1" CaCl,; 135 mmol-1" NaCl; 1 mmol1" MgCl,; 5 mmol‘l" KCI;
10 mmol-1I"  Hepes; 2,6 mmoll' NaHCO;; 0,44 mmoll' KH,PO;
0,34 mmoll' Na,HPO;; 1%  smés  aminokyselin; 1%  smés  vitamind;
10 mmol-l" glukosa; 2 mmol-l" L-glutamin; 1% penicilin; 1% streptomycin;
pH upraveno koncentrovanym NaOH na 7,45.

Inhibitory fosfatas: 1 mmol-1" NaF; 1 mmol-l" Na;VO,; 50 ml PBS.

Isotonicky Tris pufr (TBS): 100 mmol-l" Tris; 0,9% NaCl; pH 7,5.

Koncentrovany PBS (10x): 137 mmol 1" NaCl; 268 mmoll' KCI;
8,96 mmol-1" Na,HPO, 12 H,0; 1,47 mol-1"! KH,PO,.

Kultivacni médium pro bunécnou linii H9¢2: DMEM; 10% FBS; penicilin;
streptomycin; neesencialni aminokyseliny.

Kultivacni médium pro bunécnou linii HEK293: DMEM; 10% FBS; penicilin;
streptomycin, pyruvat sodny.

Lyzaéni pufr HUVEC: 20 mmol-l" Tris; 5 mmol-1" EGTA; 150 mmol- 1" NaCl;
20 mmol 1" glycerol fosfat; 1 mmol-1" NaF; 1 mmol-1" Na;VOy; Triton X-100 1% (v/v);
Tween 20 0,1% (v/v); 1x tableta complete.

Migraéni pufr: 25 mmol-1" Tris; 192 mmoll" glycin; 0,1% SDS, pH 8,3.

Fosfatovy izotonicky tlumivy roztok (PBS; 10x koncentrovany): 137 mmol-1" NaCl;
2,68 mmol-1" KCI; 8,96 mmol-1" Na,HPO,  12H,0; 1,47 mol-1" KH,PO,.

Ponceau S: Ponceau S 0,1% (w/v); 5% kyselina octova.

Roztok DMSO s NH;: 1000 ml DMSO; 10 ml NH;.
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Roztok fumaritu Zeleznatého s kyselinou askorbovou: 1 mmol-1" fumarat Zeleznaty;
1 mmol-1" kyselina askorbova; rozpusténo v 2CaNa pufru.

Separaéni pufr (4x koncentrovany; 1,5 mmol-1" Tris-HCI, pH 8,8): 36,3 g Tris-HCI,
150 ml destilované vody, pH upraveno koncentrovanou HCI na 8,8; doplnéno
do 200 ml destilovanou vodou.

TBS/T: 50 ml TBS (10x koncentrovany); 500 pl Tween-20; doplnit do 500 ml
deionizovanou vodou.

Transferovy pufr: 25 mmol-1" Tris, 192 mmol-1" glycin; 0,1% SDS; 20% methanol.
Ustalovac: fedéni 1:4 s destilovanou vodou.

Vzorkovaci pufr (5x koncentrovany): 125 mmol-1" Tris-HCI, 4% SDS, 20% glycerol,
0,2 mol-l" dithiotreitol, 0,02% bromfenolova modf; pH 6,8.

Vyvojka: fedéni 1:4 s destilovanou vodou.

Zaostrovaci pufr (4x koncentrovany; 0,5 mmol-1" Tris-HCI, pH 6,8): 3,0 g Tris-HCI;
40 ml destilované vody; pH upraveno koncentrovanou HCI na 6,8; doplnéno do 50 ml

destilovanou vodou.

3.1.5 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy 4X105 DeltaRange® (Mettler Toledo, Svycarsko)

Biirkerova pocitaci komurka (Marienfeld, Némecko)

Centrifuga Minispin (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Rotina 380 R (Hettich Zentrifugen, Némecko)

Fluorescen¢ni mikroskop Axiovert 40 CFL (Zeiss, Némecko)

Chlazena centrifuga Mikro 22 (Hettich Zentrifugen, Némecko)

Inkubator MCO-17AIC (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko)

Laminarni box Biohazard EF/S 4 BSC (Schoeller, Némecko)

Mikroskop NIB-100 (Novel optics, Cina)

Odsavacka Aspiration Station (Gilson Safe, USA)

Skener CanoScan 5600F (Canon, Japonsko)

Souprava na SDS-PAGE/WB Trans-Blot® TURBO™ Transfer System (BioRad, USA)
Spektrofotometr pro méfeni absorbance v 96-ti jamkovych deskach Infinite M200 PRO
(Tecan, Svycarsko)

Systém pro elektroforézu Mini-Protean® 3 Cell (BioRad, USA)

Termoblok 7hermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)
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Ttepacka Duomax 1030 (Heidolph, Némecko)

Vakuové Cerpadlo Vacc-space (Chromservis, Slovensko)

Vodni lazen OLS 26 Aqua Pro (Grant Instruments, Velka Britanie)
Zafizeni pro piipravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, CR)
Zdroj napéti pro elektroforézu PowerPac 200 (BioRad, USA)

a dalsi vybaveni laboratofi na Ustavu l1ékatské chemie a biochemie.

3.1.6 Ostatni pouzity material

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Fotograficky papir (FujiFilm, Japonsko)

Kultivagni desky (6-ti a 96-ti jamkové) (TPP, Svycarsko)

Kultivagni lahve (25, 50 a 75 cm?) (TPP, Svycarsko)

Perfizni komurka PC30 (NGFI, Rakousko)

Pipety (Eppendorf, Némecko)

PVDF membrana Immobilon®-P Transfer Membrane (Sigma-Aldrich, USA)
Skrabka na stér bunék (Biologix, USA)

a dalsi vybaveni laboratofi na Ustavu l1ékatské chemie a biochemie.

3.1.7 Software

AxioVision Rel. 4.8 (Zeiss, Némecko)
i-control™ 2.0 (Tecan, Svycarsko)
ImageJ (University of Wisconsin, USA)

IrfanView 64 4.60 (http:/www.irfanview.com)

Magellan (Tecan, Svycarsko)
MP navigator (Canon, Japonsko)
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3.2 Metody

3.2.1 Kultivace bunécné linie H9c2

Bunécna linie H9¢c2 byla kultivovana pfi optimalnich podminkach, tedy pfi 37 °C,
v atmosféfe obsahujici 5% CO, a v prostoru nasyceném vodnimi parami. V ramci
kultivace bunék probihalo 1 tzv. pasazovani, které bylo provedeno vzdy po dosazeni
asi 90% konfluence. Prvnim krokem pii pasazovani bunék bylo odebrani starého
kultivaénitho média anasledné opakované promyti bun€ék pomoci PBS
(1x koncentrovany roztok). Oddeleni bunék od povrchu kultivaéni 1ahve bylo zajisténo
pfidanim 1 ml 0,25% roztoku trypsinu a 1 ml PBS. Takto byly buriky inkubovany
podobu 10 min v inkubatoru. Stépeni trypsinem bylo poté inhibovano piidanim
8 ml kultivatniho média. Obsah kultivaéni 1lahve byl pfenesen do falkony
a centrifugovan pii 973 g po dobu 3 min. Ziskany pelet byl poté rozpustén
v 5 ml kultivaéniho média. Vznikla suspenze byla nafedéna trypanovou modii
v poméru 1:5, buriky byly spocitany pomoci Biirkerovy komurky a vysety do desek

pro dalsi experiment nebo vlozeny do kultivacni ldhve k dalsi kultivaci.

3.2.2 Stanoveni cytotoxicity methylovanych derivata DHS

Za uCelem stanoveni viability H9c2 bunék po intoxikaci vybranymi methylovanymi
derivaty DHS byly provedeny dva testy. Jednalo se o MTT test a test s vyuzitim
neutralni Cervené (NR test). Pro potfeby experimentu byly 24 h pred samotnym
experimentem bufiky vysety do 96-ti jamkovych desek o koncentraci 2,5x10* bunék
vobjemu 200 pl najamku. Néasledujiciho dne byly na builky naneseny roztoky
vybranych  derivati  DHS  (3-O-methyl-2,3-dehydrosilybin,  7-O-methyl-2,3-
dehydrosilybin; 20-O-methyl-2,3-dehydrosilybin; 3,7-di-O-methyl-2,3-dehydrosilybin;
3,20-di-O-methyl-2,3-dehydrosilybin; 7,20-di-O-methyl-2 3-dehydrosilybin) (Obr. 7).
Byly pouzity roztoky derivati o riznych koncentracich (0,1 mmol-l"; 0,2 mmol-1";
0,5 mmol-1"; 1 mmoll"; 2 mmol-?"; 5 mmol- 1" a 10 mmol-1"). K fedéni roztoki byl
pouzit 0,1% DMSO. Jako kontrola byl pouzit také 0,1% DMSO a detergent
Triton X-100. Z 96-ti jamkovych desek s buitkami bylo nejdfive odsato staré médium
a nasledné byla k buikam ptidana smés obsahujici kultivaéni médium a vybrany roztok
methylovaného derivatu DHS o dané koncentraci. Po 24-hodinové inkubaci byly

provedeny vySe zminéné testy.
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V ramci MTT testu byly buiiky po inkubaci nejdfive omyty roztokem PBS. Poté byl
na buriky aplikovan roztok obsahujici MTT a kultivaéni médium v poméru 1:9.
Nasledovala inkubace po dobu 1,5 h pfi 37 °C v inkubétoru. Po inkubaci bylo médium
odsato a na buriky byl aplikovan roztok DMSO s NH; (100 pl na jamku). Nasledovala
inkubace po dobu 5 min pii laboratorni teploté. Absorbance produktu byla zmeéfena

fotometricky pifi 540 nm.

CH 20H CH 20H
OCH2 OCHe
3-0-methyl-2,3-dehydrosilybin 7-0-methyl-2,3-dehydrosilybin
CH 2OH CH ,OH
20-0-methyl-2,3-dehydrosilybin 3,7-di-0-methyl-2,3-dehydrosilybin
CH 50H CH S0H
3,20-di-0-methyl-2,3-dehydrosilybin 7.20-di-O-methyl-2,3-dehydrosilybin

Obr. 7 Strukturni vzorce vybranych methylovanych derivatt DHS (3-O-methyl-2,3-
dehydrosilybin; 7-O-methyl-2,3-dehydrosilybin; 20-O-methyl-2,3-dehydrosilybin; 3,7-di-O-
methyl-2,3-dehydrosilybin; 3,20-di-O-methyl-2,3-dehydrosilybin; 7,20-di-O-methyl-2 3-
dehydrosilybin).
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Pii detekci Zzivotaschopnosti bunék s vyuzitim NR testu bylo médium odsato
a na buriky bylo aplikovano 40 ul roztoku neutralni Cervené (0,1% roztok neutralni
Cervené aroztok PBS v poméru 3:8). Nasledovala inkubace po dobu 1,5 h pii 37 °C
v inkubatoru. Po inkubaci bylo kultivaéni médium opét odsato a buiiky byly promyty
200 pl smeési formaldehydu a CaCl; (0,5 % roztok formaldehydu a 1% roztok CaCl,
v poméru 1:1). Po odsati smési bylo na butiky aplikovano 200 pl extrak¢niho roztoku
(1% roztok kyseliny octové). Nasledovala inkubace po dobu 20 min za stalého tfepani

(300 rpm). Absorbance produktu byla zmétena fotometricky pii 540 nm

3.2.3 Lyza bunék a stanoveni proteini pomoci BCA metody

Pro potieby experimentt byly 24 h pfed samotnym experimentem buiiky vysety do 6-ti
jamkovych desek (3x10° bun&k v 1,5 ml média na jamku). Z 6-ti jamkovych desek
s buitkami bylo nasledujici den odsato staré médium a nésledné bylo k burikam pifidano
1,5 ml kultivaéniho média s methylovanym derivatem DHS o koncentraci 2 pmol-1™.
Po 24-hodinové inkubaci byl pfipraven celkovy lyzat.

Po inkubaci bunék s danymi latkami bylo médium odsato a buiiky byly dvakrat
promyty v 1 ml studeného PBS. Nasledn¢ byly buriky seskrabany do 500 ul PBS
a pfeneseny do mikrozkumavek. Builky byly centrifugovéany pii 1960 g po dobu 5 min
pii 4 °C. Ziskany pelet byl rozpustén v 75 pl lyzacniho pufru HUVEC. Nasledovala
tficetiminutova inkubace na ledu za pravidelného vortexovani. Lyzat byl poté nékolikrat
propipetovan pomoci pipety se Spickou s malym prifezem, aby doslo k rozbiti bunék.
Takto ptipravené vzorky byly centrifugovany pii 12 740 g po dobu 13 min pii 4 °C.
Supernatant byl odebran do ¢istych mikrozkumavek a zamrazen.

Proteiny byly stanoveny pomoci BCA metody. Vzorky byly desetkrat zfedény PBS
na celkovy objem 10 ul. K tomuto mnozstvi bylo pfidano 200 ul BCA reakéni smési,
kdy reagent A a reagent B byly v poméru 50:1. Vzorky byly inkubovany po dobu
30 min pfi 37 °C za stalého michani (300 rpm). Nasledné byla méfena absorbance

vzorkd pfi 562 nm.

3.2.4 SDS-PAGE

Pro ucely SDS-PAGE byly vzorky nejdiive smichany se vzorkovacim pufrem v poméru
5:1. Celkovy objem roztoku byl 30 ul a kazdy vzorek obsahoval stejné mnozstvi
proteinu (takové mnozstvi proteinu, jaké bylo obsazeno ve vzorku s nejniz§im obsahem

proteinu). Vzorky byly nasledné povateny pii 95 °C po dobu 5 min a poté zchlazeny

35



naledu a centrifugovany ve stolni centrifuze. Pro vhodnou separaci proteini byly
ptipraveny 10% separac¢ni a 4% zaostfovaci gely o tloustce 1,5 mm (Tab. 3 a 4).
Nejdiive byl mezi skla napipetovan gel separacni, jez byl pfevrstven isopropanolem
a ponechan 20 min polymerovat. Po ztuhnuti gelu byl ptebyte¢ny isopropanol odstranén
pomoci filtratniho papiru a zaostfovaci gel byl napipetovan nad gel separacni.
Do zaosttovaciho gelu byl ponofen hiebinek a gel byl ponechan 30 min tuhnout. Gel byl
nasledné prenesen do elektroforetické komirky naplnéné migracnim pufrem. Na gel byl
nasledné aplikovan marker (2 pl) a jednotlivé vzorky (25 pl). Elektroforéza probihala
zpocatku za konstantniho proudu 15 mA/gel a po zaostfeni byl proud zvySen
na 30 mA/gel. Elektroforéza byla ukoncena v okamziku, kdy vzorky doputovaly do Cela

gelu a gely byly na 5 min pfeneseny do transferového puftru.

3.2.5 Western blot a imunodetekce
Nejdiive byly ptfipraveny PVDF membrany o rozmérech 6,5 x 85 cm. Ty byly

hydratovany ve 100% methanolu po dobu 10 s, poté byly promyty v deionizované vodé
po dobu minimalné 5 min a nakonec byly na 5 min ponofeny do transferového pufru.
Nasledné byly do blotovaci kazety vlozeny vSechny komponenty (dfive namocené
v transferovém pufru) v nasledujicim poradi: blotovaci molitan, filtraéni papir, gel,
PVDF membrana, filtrani papir a blotovaci molitan. Samotny Western blotting
probihal po dobu 30 min pi1 16 V a 1 A. Po ukonceni pfenosu byly membrany promyty
vroztoku TBS/T po dobu 5 min a nésledné byly membrany barveny roztokem
Ponceau S. Po promyti v TBS/T byly membrany nastfihany a nasledné inkubovany
v 5% roztoku suSené¢ho mléka po dobu 1,5 h pfi laboratorni teploté (nebo pies noc

pii 4 °C prekryté parafilmem) za uc€elem zablokovani nespecifickych vazebnych mist.

Tab. 3 Slozeni separa¢niho gelu.

KB
Separaéni  Milli-Q  40% akrylamid 1> MO 1600 spS 109% APS  TEMED
ecl (%)  H:O () () Tns-HCL (1) @) ()
pH 8.8 (ul)
10 9800 5000 5000 200 200 20
Tab. 4 Slozeni zaostfovaciho gelu.
. - o . 0,5 mol-1" 0 0
Zaostiovac  Milli-Q  40% akrylamid . 10% SDS  10% APS TEMED
igel (%) HO (ul) (1) TasHEL ) () ()
pH 6.8 (ub)
4 5120 800 2000 80 60 8
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Jako primarni protilatky byly v pfipadé stanoveni pfitomnosti apelinového receptoru
(APJ) pouzity protilatky anti-APJ a GAPDH, jez byly fedény 5% roztokem suSeného
mléka v poméru 1:1000 pro GAPDH a 1:500 pro anti-APJ. Inkubace s primarnimi
protilatkami probihala pfes noc pii 4 °C. Nasledujici den byly membréany tfikrat
promyty v roztoku TBS/T po dobu 10 min. Sekundarni protilatka (kozi anti-kralici
IgG1), ktera byla znaCena peroxidasou, byla fedéna 5% roztokem suSeného mléka
v poméru 1:5000. Inkubace se sekundarni protilatkou probihala po dobu 1,5 h
pfi laboratorni teploté. Poté byly membrany opét tfikrat promyty v roztoku TBS/T
po dobu 10 min.

Pro potieby detekce bylo piipraveno chemiluminiscen¢ni Cinidlo v poméru 1:1.
Cinidlo (250 ul) bylo naneseno na membrany vlozené mezi dvé folie a vzniklé
vzduchové bubliny byly odstranény pomoci buniciny. Folie byly vlozeny do vyvolavaci
kazety a pfeneseny do temné mistnosti. Na folii byl vlozen fotograficky film a kazeta
byla uzaviena. Po vhodné dlouhé expozici (zalezelo na pouzité primarni protilatce) byl
film vytazen z kazety a kratce ponotfen do vyvojky, poté byl rychle promyt
v deionizované vodé a nasledné byl vlozen do ustalovace. Nakonec byl film promyt
v deionizované vodé. Po uschnuti byl film naskenovan do pocitace a bylo provedeno

denziometrické vyhodnoceni pomoci programu Image J.

3.2.6 Stanoveni miry fosforylace kinas v zavislosti na Case

Vramci dalSiho experimentu byly buiiky inkubovéany s vybranymi methylovanymi
derivaty DHS o koncentraci 2 umol-1". Buiiky byly vysety na 6-ti jamkové desticky
a po 24 h na né byl aplikovan roztok testované latky. Nasledné byly k buiikam po 60,
30, 15, 10 a 5 minutach pfidany inhibitory fosfataz rozpusténé v PBS (fluorid sodny,
orthovanadi¢nan sodny) a byly pfipraveny bunéné lyzaty (obdobny postup
jako v kapitole 3.2.3). U takto pfipravenych vzorki byly stanoveny celkové proteiny
pomoci BCA a nasledné byly obdobné provedeny elektroforéza a Western blotting
jako v pfedchozim postupu (kapitoly 3.2.4-3.2.5). Primarnimi protilatkami byly v tomto
ptipadé Akt, fosfo-Akt, p44/42 MAPK ERK1/2, fosfo-p44/42 MAPK ERKI1/2.
Sekundarni protilatkou byla v pfipadé Akt, fosfo-Akt a p44/42 MAPK ERK1/2 kozi
anti-krali¢i IgGl. A v pfipadé fosfo-p44/42 MAPK ERK1/2 to byla kozi anti-mysSi
IgG1l. Primarni protilatky byly fedény v poméru 1:1000 5% roztokem suSené¢ho mléka
a sekundarni protilatky byly fedény v poméru 1:5000. Primarni a sekundarni protilatky
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pro detekci fosfo-Akt byly poté rozpoustény v tzv. boosteru, namisto 5% roztoku

suSeného mléka.

3.2.7 Transfekce bunéc¢né linie H9¢2

Pfed samotnou transfekci byly buiky vysety na 96-jamkovou desticku v poctu
1,5x10* bunék na jamku. Nasledujici den byla pfipravena smés pro transfekci
podle Tab. 5 pro jednotlivé plasmidy. Do prvni mikrozkumavky bylo napipetovano holé
DMEM médium, byl pfidan roztok lipofectaminu® 3000 (pipetovan piimo do holého
DMEM média, ne po sténé mikrozkumavky) a takto pfipravena smés byla lehce
promichdna a inkubovana po dobu 5 min. Bé&hem inkubace byl do druhé
mikrozkumavky napipetovan plasmid, k némuz bylo pfidano holé DMEM médium
adany objem Reagentu® 3000. Ob& smési byly smichany (smés obsahujici
lipofectamin® 3000 byla pipeptovana do smési obsahujici plasmid) a nasledovala
inkubace trvajici 15 min pfi laboratorni teploté. Ke smési byl pfidan potfebny objem
kompletntho DMEM média (doplnéni do zvoleného objemu), smés byla jemné
promichana pipetovanim a nasledné¢ bylo naneseno 200 pl smeési na jamku.
Po 24 hodinach bylo vyménéno médium a po dalSich 24 hodinach byly buriky pouzity
pro dalsi postup.

V ptipadé plasmidu C-geNOp byly buriky vysety na sklicka umisténa v 6-jamkové
destiCce. V ramci optimalizace byla vyuzita sklicka potazena kolagenem 1 sklicka
bez kolagenu. Rovnéz byla otestovana moznost transfekce bunék v suspenzi. Za timto
Gcelem bylo smichano 300 pl Opti-Mem média a 10 pl Lipofectaminu® 3000 (objemy
uvedeny pro 4 jamky na 6-ti jamkové desce). Smés byla inkubovana po dobu 5 min
pfi laboratorni teploté. Nasledné byla smés napipetovana do zkumavky s plasmidem
(4 ng), Reagentem™ 3000 (8 ul), Opti-Mem médiem (300 pl) a po jemném protiepani
byla smés inkubovana po dobu 15 min pfi laboratorni teploté. Nasledné byla ke smési
pfimichana suspenze obsahujici 1x10° bunék vholém DMEM médiu (doplnéno
do celkového objemu 8 ml). Pojemném promichani byly naneseny 2 ml smési
na jamku. Po 6 h bylo holé DMEM médium vyménéno za kompletni DMEM médium.
Dalsi den bylo vyménéno médium a po dal§ich 24 hodinach byly buiiky pouzity
pro dalsi postup.
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Tab. 5 Slozeni smési k transfekci pro jednotlivé plasmidy. V pifipadé plasmidi G CaMP 7F
a G-Flamp?2 jsou uvedeny objemy pro 5 jamek na 96-ti jamkov¢ desti¢ee. V pripadé plasmidu
C-geNOp jsou objemy uvedeny pro 1 jamku na 6-ti jamkové desticce.

G CaMP 7F G-Flamp2 C-geNOp

Typ plasmidu (koncentrace) (1974 ymol-ml") (1574 pmol-ml”) (0,753 pmol-ml”)

Rada 1

Hol¢ DMEM médium (ul) 125 125 250
Lipofectamin® 3000 (ul) 3.0 1.5 3.0
Rada 2

Plasmid (ug) 1,0 0,5 1,0
Hol¢ DMEM médium (ul) 125 125 250
Reagent® 3000 (ul) 2.0 1.0 2.0

Kompletni DMEM médium

744 747 1494
(ub)

3.2.8 Transfekce bunéc¢né linie HEK293

Bunécna linie HEK293 byla transfekovana stejnym zptusobem jako buné¢na linie H9¢c2
(kapitola 3.2.7). Bylo ovSem pouzito médium specifické pro bunécnou linii HEK293
s ptidavkem FBS, penicilinu, streptomycinu a pyruvatu sodného. Detekce byla

provedena po 24 hodinéch od transfekce na rozdil od bun€k H9¢2 (po 48 h).

3.2.9 Stanoveni hladiny Ca**

Stanoveni toku Ca®* bylo provedeno pomoci fluorescenéni sondy G CaMP 7F.
Po transfekci, vyméné média a 24-hodinové inkubaci bylo odsato médium a k buikam
bylo pfidano 100 pl pufru 2CaNa. Takto nachystana desticka byly uchovavana ve tmé.
Nasledné byly pomoci fluorescenéniho mikroskopu pozorovany zmény v koncentraci
vapniku v burikach pred a po pridavku testované latky ve 100 ul roztoku 2CaNa (finalni
koncentrace testovanych derivati byla jako v pfedchozich experimentech 2 umol-l™).
Pozorovani bylo dokumentovano po dobu 12 min, pfi€emz snimky byly pofizovany
v intervalech po 10 s. Jako pozitivni kontrola byl pouzit ionomycin o koncentraci
1 umoll™ a jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO. Prib&h experimentu
je schematicky zndzornén na Obr. 8. Vysledky byly nasledné vyhodnoceny v programu
ImageJ.
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1 min 10 min 1 min

Obr. 8 Schematické znazornéni experimentalniho stanoveni toku Ca*".

3.2.10 Stanoveni hladiny cAMP

Stanoveni ptfitomnosti molekul cAMP bylo provedeno pomoci fluorescencni sondy
G-Flamp2. V ramci této metody byly vyuzity dva typy bunék, bunétné linie H9c2
a HEK293. Po transfekci, vyméne média (pouze v piipadé bunék H9¢c2) a 24-hodinové
inkubaci bylo odsato médium a k buiikam bylo pfidano 100 ul roztoku EHL. Takto
nachystand desticka byly inkubovana ve tmé pfi laboratorni teplot¢ po dobu 1 h.
Nasledné byl EHL pufr vyménén za 100 pl pufru 2CaNa. Zmény v koncentraci cAMP
v burikach po pridavku testované latky ve 100 pl pufru 2CaNa byly pozorovany pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu. Pozorovani bylo dokumentovano po dobu 13 min
(testovana latka byla pfiddna po 1 min meéfeni), pficemz snimky byly pofizovany
v intervalech po 10 s. Jako pozitivni kontrola byl pouzit forskolin o koncentraci
5 umol-1" a jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO. Vysledky byly nasledné

vyhodnoceny v programu Imagel.

3.2.11 Stanoveni produkce NO

Detekce NO byla provedena pomoci fluorescencni sondy C-geNOp. Po transfekei,
vyméné média a 24-hodinové inkubaci bylo odsato médium a k buiikkam bylo pfidano
2000 pl pufru EHL. Po hodinové inkubaci ve tmé byl EHL pufr vyménén za 2000 pl
roztoku obsahujiciho fumarat Zeleznaty a kyselinu askorbovou o koncentraci 1 mmol-1™.
Opét probéhla hodinova inkubace a roztok fumaratu Zzeleznatého s kyselinou
askorbovou byl opét na 1 h vyménén za EHL pufr. Nasledn€ bylo sklicko z desticky
vyjmuto a vlozeno do perfuzni komurky. Ta byla uzaviena a na sklicko byl aplikovan
1 ml pufru 2CaNa. Perfuzni komurka byla nasledné napojena na systém ptivadéjici
dany roztok a rovnéz odcCerpavajici roztok z komirky pomoci vakuového Cerpadla.
Takto pfichystany vzorek byl pozorovan pod fluorescencnim mikroskopem. Jako
pozitivni kontrola byl zvolen roztok nitroprusidu sodného o koncentraci 1 mmol-1".

Jako negativni kontrola byl poté zvolen 0,1% DMSO.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni zivotaschopnosti H9¢2 bunék po intoxikaci vybranymi
methylovanymi derivaity DHS

Vramci testovani zivotaschopnosti bun€k v pfitomnosti vybranych methylovanych
derivati DHS o riznych koncentracich byly provedeny dva testy, MTT test (Obr. 9
a10) a NR test (Obr. 11 a 12). Jako kontrola bylo zvoleno 0,1% DMSO (hodnota
100 %). Déle byla vyuzita negativni kontrola v podobé Tritonu X-100 (hodnota 0 %).
Experiment byl proveden ve tfech nezavislych opakovanich, vzdy v triplikatech.

U vétSiny testovanych latek nebyly pozorovany zadné vyrazné toxické ucinky
na butiky. Jako nejvice toxické se jevily koncentrace 5 a 10 umoll”, a to pfedevsim
v piipadé derivatu 7,20-Me-DHS, kdy byla koncentrace 10 pmol-1" vyhodnocena
jako statisticky vyznamna (na zakladé parového t-testu). Jako optimalni byla
poté zvolena koncentrace 2 pmol-1", jelikoz to byla nejvy$§i mozna koncentrace,

ktera nepusobila na buriky toxicky. Zvolena koncentrace byla poté vyuzivana ve vSech

dalsich experimentech.
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Obr. 9 Viabilita bunééné linie H9¢c2 ovlivnéna 24-hodinovou inkubaci s methylovanymi
derivaty DHS (3-Me-DHS; 7-Me-DHS; 20-Me-DHS) o riznych  koncentracich
(0,1-10 umol‘1"). Stanoveno na zakladd MTT testu.
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Obr. 10 Viabilita bunééné linie H9¢2 ovlivnéna 24-hodinovou inkubaci s methylovanymi
derivaty DHS (3,7-Me-DHS; 3,20-Me-DHS; 7.20-Me-DHS) o riznych koncentracich
(0,1-10 umol-I'"). Stanoveno na zakladé MTT testu. Statisticky vyznamné hodnoty jsou
oznaceny * pro p<0,05; vyhodnoceno pomoci parového t-testu.

M 3-Me-DHS
M 7-Me-DHS
W 20-Me-DHS

DMSO  01puM  02uM  05uM 1uM 2uM 5uM 10 uM

160

140

12

o

10

o

8

o

6!

o

4

o

metabolicka aktivita bunék (%)

2

o

o

Obr. 11 Viabilita bunééné linie H9¢2 ovlivnéna 24-hodinovou inkubaci s methylovanymi
derivaty DHS (3-Me-DHS; 7-Me-DHS; 20-Me-DHS) o riznych  koncentracich
(0,1-10 umol‘l""). Stanoveno na zakladé NR testu.
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Obr. 12 Viabilita bunééné linie H9¢2 ovlivnéna 24-hodinovou inkubaci s methylovanymi
derivaty DHS (3,7-Me-DHS; 3,20-Me-DHS; 7.20-Me-DHS) o riznych koncentracich
(0,1-10 umol‘I"). Stanoveno na zakladé NR testu. Statisticky vyznamné hodnoty jsou oznadeny
* pro p<0,05; vyhodnoceno pomoci parového t-testu.

4.2 Vliv methylovanych derivatu DHS na pritomnost apelinového
receptoru

Dalsim krokem v ramci diplomové prace bylo stanoveni vlivu methylovanych derivata
DHS na hladinu apelinového receptoru v pouzité bunécné linii H9c2. Butiky byly
inkubovany s vybranymi methylovanymi derivaty DHS po dobu 24 hodin, nasledné byl
pfipraven celkovy bunéény lyzat a za ucelem konecné detekce byla pouzita
imunodetekce s vyuzitim nékolika protilatek (anti-APJ, GAPDH). Z Obr. 13 je patrné,
ze APJ je v buikach oSetfenych vybranymi methylovanymi derivaty DHS ptitomen.
Je mozné konstatovat, ze pfitomnost APJ nebyla v porovnani s kontrolnim vzorkem
prili§ ovlivnéna 24-hodinou inkubaci svybranymi methylovanymi derivaty DHS.
Testované latky, tak zfegmé neovliviuji syntézu ani degradaci APJ,
jelikoz v pritomnosti derivati zastava hladina APJ v bunkach stabilni po dobu 24 hodin.

Hladina APJ byla vztazena k hladiné glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasy (GAPDH).
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Obr. 13 Reprezentativni blot stanoveni pritomnosti APJ v bunécéné linii H9¢2 v pritomnosti
vybranych methylovanych derivati DHS (2 umol-17).

4.3 Stanoveni miry fosforylace Akt kinasy v zavislosti na Case

V predchozich studiich bylo jiz potvrzeno, ze DHS ani apelin-13 neovliviiuji fosforylaci
kinas Akt a ERK1/2 v horizontu hodin, ale jednd se o krat§i ¢asovou jednotku
(Opletalova, 2021). Mira fosforylace kinas byla tedy stanovovana v ¢asovych tsecich 5,
10, 15, 30 a 60 minut. Aby byl potlacen vliv fosfatas pfitomnych v buiikéach, byly buriky
ihned po inkubaci oSetfeny roztokem inhibitord fosfatas v PBS — NaF a Na;VO,
(1 mmol-1"). Byly testovany vSechny vySe zminéné derivaty o koncentraci 2 umol-1"
a jako kontrola byl vyuzit 0,1 % DMSO, ke kterému byla mira fosforylace v ramci
vyhodnoceni vztazena. Experimenty byly provedeny ve tfech opakovanich.

Ze snimkd blotd i odpovidajicich graftii (Obr. 14 az 23) je patrné, ze u veétSiny
derivati dochazi v daném cCase k navysSeni fosforylované formy Akt a nasledné dochazi
opét kubytku fosforylované formy. Cas, kdy dochazi k nejprud$imu navyseni
fosforylace se u jednotlivych opakovani pro dany derivat méni. Méni se rovnéz mira
navySeni fosforylované formy Akt. Tomuze byt zpusobeno skuteCnosti,
ze pro jednotliva opakovani byly pouzity razné staré buriky. Pravé kvuli vyznamnym
rozdilim v mife fosforylace nebyla opakovani primérovana, ale jsou v praci uvedena
jako jednotlivé experimenty.

I pfesto, ze neni mozno pro jednotlivé derivaty urCit Cas, ve kterém dochazi
k nejvysSimu navySeni fosforylace, je mozné konstatovat, ze k aktivaci kinasy Akt
dochazi vlivem derivati pozd€ji, nez je tomu v pifipadé samotného DHS
nebo apelinu-13. Z predchozich praci je znamo, ze DHS i apelin-13 zptsobuji narist
fosforylace Akt jiz v 5. minuté (Opletalova, 2021). Jedinym derivatem, u né¢hoz nebyl
pozorovan vliv na fosforylaci Akt, je 3,20-Me-DHS.
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Vyhodnocovani negativné ovlivnila i samotna kontrola v podobé DMSO. U DMSO
byl rovnéz pozorovan vliv na miru fosforylace Akt, coz je patrné z pfilozenych snimku

blotu.
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celkove Rkt e
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7-Me-DHS 20-Me-DHS

Obr. 14 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahofe) a fosforylované (dole) formy Akt
v zavislosti na ¢ase v pfitomnosti vybranych methylovanych derivata DHS (3-Me-DHS, 7-Me-

DHS, 20-Me-DHS) a kontroly (DMSO). Experiment €. 1.
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Obr. 15 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahofe) a fosforylované (dole) formy Akt
v zavislosti na ¢ase v pritomnosti vybranych methylovanych derivatd DHS (3,7-Me-DHS, 3.20-

Me-DHS, 7,20-Me-DHS) a kontroly (DMSQ). Experiment ¢. 1.
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Obr. 16 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahofe) a fosforylované (dole) formy Akt
v zavislosti na ¢ase v pfitomnosti vybranych methylovanych derivati DHS (3-Me-DHS, 7-Me-
DHS, 20-Me-DHS) a kontroly (DMSO). Experiment ¢. 2.
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Obr. 17 Vliv vybranych methylovanych derivati DHS (3-Me-DHS, 7-Me-DHS, 20-Me-DHS;
koncentrace 2 pmol-1') na pomér fosforylované a celkové kinasy Akt v zavislosti
na ¢ase - experiment €. 2. Vztazeno k DMSO.
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Obr. 18 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahofe) a fosforylované (dole) formy Akt
v zavislosti na ¢ase v pritomnosti vybranych methylovanych derivatd DHS (3,7-Me-DHS, 3.20-
Me-DHS, 7,20-Me-DHS) a kontroly (DMSQ). Experiment ¢. 2.
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Obr. 19 Vliv vybranych methylovanych derivata DHS (3,7-Me-DHS, 3,20-Me-DHS, 7,20-Me-
DHS; koncentrace 2 umoll") na pomér fosforylované a celkové kinasy Akt v zavislosti
na ¢ase - experiment €. 2. Vztazeno k DMSO.
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Obr. 20 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahofe) a fosforylované (dole) formy Akt
v zavislosti na ¢ase v pfitomnosti vybranych methylovanych derivati DHS (3-Me-DHS, 7-Me-
DHS, 20-Me-DHS) a kontroly (DMSO). Experiment €. 3.
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Obr. 21 Vliv vybranych methylovanych derivati DHS (3-Me-DHS, 7-Me-DHS, 20-Me-DHS;
koncentrace 2 umoll') na pomér fosforylované a celkové kinasy Akt v zavislosti
na ¢ase - experiment €. 3. Vztazeno k DMSO.
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Obr. 22 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahofe) a fosforylované (dole) formy Akt
v zavislosti na ¢ase v pritomnosti vybranych methylovanych derivatd DHS (3,7-Me-DHS, 3.20-
Me-DHS, 7,20-Me-DHS) a kontroly (DMSQ). Experiment ¢. 3.
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Obr. 23 Vliv vybranych methylovanych derivatu DHS (3,7-Me-DHS, 3,20-Me-DHS, 7,20-Me-
DHS; koncentrace 2 umoll") na pomér fosforylované a celkové kinasy Akt v zavislosti
na ¢ase - experiment €. 3. Vztazeno k DMSO.
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4.4 Stanoveni miry fosforylace ERK1/2 kinasy v zavislosti na Case
Stejné jako v pripadé kinasy Akt, byla i v ptfipadé ERK1/2 mira fosforylace pozorovana
v Casovych usecich 5, 10, 15, 30 a 60 minut. Obdobné byly pouzity i inhibitory fosfatas
a0,1% DMSO jako kontrola. Experimenty byly rovnéz provedeny ve tiech
opakovanich.

Ze snimku blot i1 odpovidajicich grafi (Obr. 24 az 35) je opét ziejmé, Ze tentokrat
u vSech derivati dochazi k navySeni fosforylované formy ERK1/2 a nasledné dochazi
postupné k ubytku fosforylované formy. Podobné jako u Akt, ani u ERK1/2 neni mozno
ur¢it Cas, kdy dochazi k nejprudSimu navySeni fosforylace, ani miru navySeni
fosforylované formy. Z téchto diavodi nebyla jednotliva opakovani prumérovana,
ale jsou opét uvedena jako samostatné experimenty. Rovnéz i zde se projevuje trend,
kdy dochazi vlivem derivati k navySeni fosforylace pozd€ji, nez je tomu u DHS
a apelinu-13. Konkrétn¢ se jedna ve vétsiné piipadd o 10.-15. minutu.

Vyhodnocovani 1 v pfipadé ERK1/2 negativné¢ ovlivnii DMSO, kdy byl

opét pozorovan vliv DMSO na miru fosforylace ERK1/2 v Case.

celkové ERK1/2

fosforylované ERK1/2
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7-Me-DHS 20-Me-DHS

Obr. 24 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahote) a fosforylované (dole) formy ERK1/2
v zavislosti na ¢ase v pfitomnosti vybranych methylovanych derivati DHS (3-Me-DHS, 7-Me-
DHS, 20-Me-DHS) a kontroly (DMSO). Experiment ¢. 1.
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Obr. 25 Vliv vybranych methylovanych derivati DHS (3-Me-DHS, 7-Me-DHS, 20-Me-DHS;
koncentrace 2 umol-1") na pomér fosforylované a celkové kinasy ERKI1/2 v zavislosti
na ¢ase - experiment ¢. 1. Vztazeno k DMSO.
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Obr. 26 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahote) a fosforylované (dole) formy ERK1/2
v zavislosti na ¢ase v pritomnosti vybranych methylovanych derivatd DHS (3,7-Me-DHS, 3.20-
Me-DHS, 7,20-Me-DHS) a kontroly (DMSQ). Experiment ¢. 1.
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Obr. 27 Vliv vybranych methylovanych derivati DHS (3,7-Me-DHS, 3,20-Me-DHS, 7,20-Me-
DHS: koncentrace 2 umol1") na pomér fosforylované a celkové kinasy ERK1/2 v zavislosti
na ¢ase — experiment ¢. 1. Vztazeno k DMSO.

60 30 15 10 5 0 60 30 15 10 5 0 min
DMSO 3-Me-DHS

60 30 15 10 5 0 60 30 15 10 5 0 min
7-Me-DHS 20-Me-DHS

Obr. 28 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahote) a fosforylované (dole) formy ERK1/2
v zavislosti na ¢ase v pfitomnosti vybranych methylovanych derivati DHS (3-Me-DHS, 7-Me-
DHS, 20-Me-DHS) a kontroly (DMSO). Experiment ¢. 2.
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Experiment ¢. 2
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Obr. 29 Vliv vybranych methylovanych derivati DHS (3-Me-DHS, 7-Me-DHS, 20-Me-DHS;
koncentrace 2 umol-1") na pomér fosforylované a celkové kinasy ERKI1/2 v zavislosti
na ¢ase - experiment €. 2. Vztazeno k DMSO.
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Obr. 30 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahotre) a fosforylované (dole) formy ERK1/2
v zavislosti na ¢ase v pritomnosti vybranych methylovanych derivatd DHS (3,7-Me-DHS, 3.20-
Me-DHS, 7,20-Me-DHS) a kontroly (DMSQ). Experiment ¢. 2.
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Obr. 31 Vliv vybranych methylovanych derivati DHS (3,7-Me-DHS, 3,20-Me-DHS, 7,20-Me-
DHS: koncentrace 2 umol1") na pomér fosforylované a celkové kinasy ERK1/2 v zavislosti
na ¢ase — experiment ¢. 2. Vztazeno k DMSO.
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Obr. 32 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahote) a fosforylované (dole) formy ERK1/2
v zavislosti na ¢ase v pfitomnosti vybranych methylovanych derivati DHS (3-Me-DHS, 7-Me-
DHS, 20-Me-DHS) a kontroly (DMSO). Experiment €. 3.
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Obr. 33 Vliv vybranych methylovanych derivati DHS (3-Me-DHS, 7-Me-DHS, 20-Me-DHS;
koncentrace 2 umol-1") na pomér fosforylované a celkové kinasy ERKI1/2 v zavislosti
na ¢ase - experiment €. 3. Vztazeno k DMSO.
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Obr. 34 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahote) a fosforylované (dole) formy ERK1/2
v zavislosti na ¢ase v pritomnosti vybranych methylovanych derivatd DHS (3,7-Me-DHS, 3.20-
Me-DHS, 7,20-Me-DHS) a kontroly (DMSQ). Experiment ¢. 3.
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Obr. 35 Vliv vybranych methylovanych derivati DHS (3,7-Me-DHS, 3,20-Me-DHS, 7,20-Me-
DHS: koncentrace 2 umol1") na pomér fosforylované a celkové kinasy ERK1/2 v zavislosti
na ¢ase — experiment ¢. 3. Vztazeno k DMSO.

4.5 Ovéreni ucinku apelinu-13 a DHS na miru fosforylace kinas

Za GCelem porovnani ucinku derivata s ucinky DHS a apelinu-13 byl opét sledovan vliv
na miru fosforylace kinas Akt a ERK1/2 (Obr. 36). Uginky DHS i apelinu-13 byly
stanovovany po pétiminutové inkubaci bun¢k s testovanymi latkami. Pozorovany
ucinek DHS 1 apelinu-13 byl pfekvapivé nizky, coz je v rozporu s daty publikovanymi
v praci Opletalové, 2021. Byl proto proveden ovéfovaci experiment, kdy byl
pro porovnani pouzit 1izasobni roztok pouzivany v pfedchozi praci (oznaceni
jako DHS stary) a byla rovnéZ pouzita koncentrace 10 pmol-1", kterd byla testovana
v praci Opletalové, 2021. I tento ovéfovaci experiment prokazal velmi nizké ucinky
DHS na miru fosforylace kinas v porovnani s DMSO (Obr. 37, 38).

V ramci ovéfovaciho experimentu pro apelin-13 byl pfipraven novy zasobni roztok
apelinu-13, zdivodu mozné degradace peptidu vlivem cCasu. Tentokrat byla
jako rozpoustédlo zvolena namisto DMSO deionizovana voda. Divodem bylo predejit
vlivu samotného DMSO na miru fosforylace kinas, coz bylo pozorovano v piedchozich
experimentech s derivaty (kapitoly 4.3-4.4). Ani tento ovéfovaci experiment
s apelinem-13 rozpuS§ténym ve vodé nepiinesl vysledky srovnatelné s vysledky
publikovanymi v praci Opletalové, 2021 (Obr.37, 38). Byl tedy proveden
daldi ovéfovaci experiment, kdy byla navySena koncentrace apelinu-13 z 200 nmol-1"

na 400 nmol-1". Zaroveil byl proveden experiment, kdy byl k apelinu-13 (400 nmol-1™")
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ptidan stejny objem DMSO. Na zaklad¢ tohoto ovéfovaciho experimentu bylo zjisténo,
ze vys§i koncentrace apelinu-13 nemd vliv na miru fosforylace kinas. Rovnéz byla

vyvracena hypotéza, ze by kombinace apelinu-13 a DMSO navysovala fosforylaci kinas

(Obr. 39, 40).
B Akt
B ERK1/2

fosforylovany/celkovy protein

e

1
0.5 I I I I
0 l
Ap

DMSO DHS

Obr. 36 Vliv DHS (2 umol-1") a apelinu-13 (rozpustény v DMSO, 200 nmol-1") na pomér
fosforylovanych a celkovych kinas Akt a ERK1/2 v zavislosti na ¢ase. Vztazeno k DMSO.
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Obr. 37 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahofe) a fosforylované (dole) formy Akt
aERK1/2 v zavislosti na ¢&ase v pfitomnosti DMSO, DHS (10 umol-1") a apelinu-13
(rozpustény ve vodg, 200 nmol-17).
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Obr. 38 Vliv DHS (10 umoll") a apelinu-13 (rozpustény ve vodé, 200 nmol-1") na pomér
fosforylovanych a celkovych kinas Akt a ERK1/2 v zavislosti na ¢ase. Vztazeno k DMSO.
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Obr. 39 Reprezentativni blot stanoveni celkové (nahofe) a fosforylované (dole) formy Akt
a ERK1/2 v zavislosti na ¢ase v pritomnosti vybranych DMSOQO, apelinu-13 (rozpustény ve vode,
400 nmol-1") a apelinu-13 v kombinaci s DMSO (rozpustény ve vodg, 400 nmol-17).
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Obr. 40 Vliv apelinu-13 (rozpustény ve vodé, 400 nmol-1") a apelinu-13 (rozpustény ve vodé,
400 nmol-1"") v kombinaci s DMSO na pomér fosforylovanych a celkovych kinas Akt a ERK1/2
v zavislosti na ¢ase. Vztazeno k DMSO.

4.6 Vliv apelinu-13, DHS a methylovynych derivati na hladinu
vapniku v bunikach H9¢2

V ramci stanoveni toku vapniku v butikach H9¢2 byl porovnavan vliv né€kolika latek —
DHS (2 umol-l"), apelinu-13 rozpusténého ve vodé (200 nmol1') a vybranych
methylovanych derivati (3-Me-DHS; 7-Me-DHS; 20-Me-DHS, 3,7-Me-DHS; 3,20-Me-
DHS; 7,20-Me-DHS; 2 pmol-I"). Jako pozitivni kontrola slouzil roztok ionomycinu
(1 umol-I"), ktery byl na builky aplikovan minutu pifed koncem méfeni. Ionomycin,
jezse fadi do skupiny ionofori, byl pouzit diky své vlastnosti pienaSet Ca’
pies buné&nou membranu a zvySovat tak hladinu intracelularnich Ca*". Jako negativni
kontrola slouzil poté 0,1% DMSO, ktery by nemél mit zadny vliv na hladinu
intracelularnich Ca*".

Nejdiive byl optimalizovan protokol k transfekci, kdy byly testovany rizné
koncentrace lipofectaminu® 3000 — 0,6; 0,3 a 0,15 ul na jamku v 96-jamkové desticce.
Uspé&$nost transfekce byla otestovana piidanim pozitivni kontroly — ionomycinu.
Po pridani ionomycinu byl u bunék pozorovan prudky nartst fluorescence, ktery byl
zpusoben zvySenou hladinou intracelularnich Ca®*. Jako nejvhodnéjsi byla zvolena

varianta 0,6 ul lipofectaminu®™ 3000 na jamku (Obr. 41).
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Po uspéSné optimalizaci podminek transfekce byl otestovan vliv. DMSO,
DHS (2 umol-1"), apelinu-13 rozpu$téného ve vodé (200 nmoll") a jednotlivych
methylovanych derivatd DHS (2 pmol-1"). Dany roztok latky byl na buriky aplikovan po
minuté méfeni a v 11. minuté byly poté buriky oSetfeny roztokem ionomycinu o finalni
koncentraci 1 umol 1" (Obr. 42, 43). Zgrafi je patrné, ze jedinou latkou,
ktera zvySovala fluorescenci, a tedy i hladinu intracelularnich Ca®, byl apelin-13.
U DHS ani zadného derivatu nebyl po aplikaci na buriky pozorovan vyznamny narust

fluorescence.

Obr. 41 Reprezentativni fotografie bunééné linii H9¢2 pred pridavkem ionomycinu (vlevo)
a po pridavku ionomycinu (vpravo).
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Obr. 42 Grafické znazornéni vlivu 0,1% DMSO (n=23), DHS (2 umol-1"; n=26), apelinu-13
rozpusténého ve vodé (200 nmol-1"; n=20), 3-Me-DHS (2 umol-1"'; n=25), 7-Me-DHS (2 pumol-I
': n=27) a 20-Me-DHS (2 umol-1""; n=23) na tok vapniku u buné&éné linie H9¢2, n, pocet bungk
Vv experimentu.
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Obr. 43 Grafické znazoméni vlivu 0,1% DMSO (n=23), DHS (2 umol-1"; n=26), apelinu-13
rozpusténého ve vodé (200 nmol-1"; n=20), 3,7-Me-DHS (2 pmol1"; n=31), 3,20-Me-DHS
(2 umol-I"'; n=24) a 7,20-Me-DHS (2 umol-I"; n=34) na tok vapniku u bunééné linie H9c2,
n, pocet bunék v experimentu.

4.7 Vliv apelinu-13 a DHS na hladinu cAMP v bunécné linii H9¢c2

Dal§im krokem bylo ovéfeni inhibice adenylylcyklasy po navazani testovanych latek
na APJ. K tomuto tcelu byla vyuzita fluorescencni sonda G-Flamp2, diky niz je mozno
detekovat hladinu cAMP v buiikach v realném case. Jako pozitivni kontrola slouzil
roztok forskolinu (Fsk) o koncentraci 5 pmol", ktery ma schopnost podporovat
produkci cAMP v burikach. Jako negativni kontrola slouzil opét DMSO, ktery by nemél
mit zadny vliv na hladinu cAMP v burikach.

Nejdifve byl otestovan vliv DHS (2 umoll"), apelinu-13 rozpusténého
v DMSO (200 nmol-1") a apelinu-13 rozpusténého ve vod& (200 nmol1") inhibovat
ucinky Fsk. Testované latky byly na buiiky nandSeny 1 min od zacatku meéfeni
a samotné méfeni trvalo celkem 13 minut. Z obr. 44 je patrné, ze apelin-13 (rozpustény
vDMSO 1 ve vodé) ma schopnost zmirfiovat ucinky Fsk. Tato skuteCnost
tedy potvrzuje, ze apelin-13 skutené interaguje s APJ a nésledné dochazi k inhibici
adenylylcyklasy. Naopak DHS tuto schopnost nema a z Obr. 44 je patrné, ze DHS
neinhibuje ucinky Fsk, tak jako apelin-13. DHS pouze oddaluje nastup ucinkt Fsk.
Zatimco pritomnost samotného Fsk postupné zvySovala hladinu cAMP jiz od 2. minuty,

DHS oddaluje tento efekt az o dvé minuty.
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Byl rovnéz testovan i vliv samotného DHS (2 pmol-1"), apelinu-13 rozpusténého
v DMSO (200 nmol-1") a apelinu-13 rozpusténého ve vodé (200 nmol-1"). U téchto latek

nebyl pozorovan signifikantni vliv na miru fluorescence po aplikaci testovanych latek

na buiiky (Obr. 45).
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Obr. 44 Grafické znazoméni vlivu DMSO (n=7), forskolinu (5 pmol1'; n=11), apelinu-13
rozpusténého ve vodé s forskolinem (200 nmol-1"; 5 umol-1"'; n=11), apelinu-13 rozpusténého
v DMSO s forskolinem (200 nmol-1"; 5 umol-1"; n=11) a DHS s forskolinem (2 pmol-1";
5 umol-1"; n=10) na hladinu cAMP u buné&éné linie H9¢2, n, pocet bun&k v experimentu.
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Obr. 45 Grafické znazoméni vlivu DMSO (n=7), forskolinu (5 pmol"'; n=11), apelinu-13
rozpusténého ve vodé (200 nmolI'; n=11) a DHS (2 umoll"; n=13) na hladinu cAMP
u bunécné linie H9¢2, n, pocet bun¢k v experimentu.
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4.8 Vliv apelinu-13 a DHS na hladinu cAMP v bunécné linii HEK293

Schopnost inhibovat adenylylcyklasu byla otestovand i na bunécéné linii HEK293,
jez stejné jako bunécna linie H9c2 exprimuje APJ. Byla tak eliminovana moznost
abnormalniho chovani bunék HO9c2. Pribéh experimentu byl stejny jako v piipadé
pouziti bunécné linie H9¢2 (kapitola 4.7). Stejn€ jako u bunek H9c2 byla pozorovana
schopnost apelinu-13 inhibovat ucinky Fsk (Obr. 46). U DHS se projevila opacna
vlastnost, a to podpora produkce cAMP (Obr. 46). Stejny trend jako u bunécné linie
HO9c2 byl pozorovan iutestovanych latek bez Fsk, kdy nedochéazelo po aplikaci
testované latky na buiiky k zddnym zménam v mife fluorescence vlivem téchto latek

(Obr. 47).
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Obr. 46 Grafické znazoméni vlivu DMSO (n=12), forskolinu (5 umol-1'; n=15), apelinu-13
rozpusténého ve vod& s forskolinem (200 nmol-1"; 5 umol-1"; n=20), apelinu-13 rozpusténého
v DMSO s forskolinem (200 nmol-1"; 5 umol-1'; n=18) a DHS s forskolinem (2 pumol-1";
5 umol-1"; n=11) na hladinu cAMP u buné&éné linie Hek293, n, pocet bunék v experimentu.
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Obr. 47 Grafické znazornéni vlivu DMSO (n=12), forskolinu (5 umol-1'; n=15), apelinu-13
rozpusténého ve vodé (200 nmol-1"; n=8) a DHS (2 umol-1""; n=16) na hladinu cAMP u buné&cné
linie HEK293, n, pocet bun¢k v experimentu.

4.9 Vliv testovanych latek na produkci NO v bunécné linii H9c2

Pro ucely stanoveni produkce NO v bunécné linii H9¢c2 byla vyuzita fluorescencni
sonda C-geNOp. Pozitivni kontrolou by byl nitroprusid sodny (1 mmolI")
a jako negativni kontrola slouzil opét DMSO.

Nejdiive byly buiky vysety na sklicka potazend kolagenem. Po ozafeni bunék
modrym svétlem pod fluorescenénim mikroskopem bylo zjisténo, ze transfekce
probehla s velmi nizkou ucinnosti (Obr. 48). V ramci optimalizace transfekce byly
bunky vysety na sklicka bez kolagenu. Tento krok opét nevedl k uspésné transfekci.
Dale pak byla provedena transfekce v bunéné suspenzi, kdy byly buiky opét vysety
na sklicka s kolagenem 1 bez kolagenu. Ani tento pfistup nevedl k uspésné transfekci.

Neni tedy ziejmé, jestli doslo k poskozeni plasmidu nebo jen vneseného genu.
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Obr. 48 Reprezentativni fotografie buncécné linii H9c2. Vlevo snimek ze svételného
mikroskopu, vpravo snimek z fluorescenéniho mikroskopu po ozareni vzorku modrym svétlem.
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5 DISKUZE

Ischemickd choroba srdeCni, jez se fadi mezi nejCastéj§i piiCiny umrti ve svété,
je spojena s ischemicko-reperfuznim poskozenim (Kalogeris ef al., 2012, WHO, 2021).
V souCasnosti jsou zajmem mnoha studii ruzné kardioprotektivni metody,
které by vedly ke zmiméni nasledkl ischemicko-reperfuzniho poskozeni. Obecné
se jedna o dva pfistupy, prekondicionovani a postkondicionovani. V obou piipadech
sejedna o kratké epizody ischemie, které mohou byt vyvolany mechanicky
nebo farmakologicky (Vinten-Johansen et al., 2007). Cilem kardioprotektivnich
strategii je napfiklad 1 signalni kaskadda RISK, jejimz cilem je inhibice otevirani mPTP
(Cohen & Downey, 2015).

V ramci diplomové prace byla poté testovana hypotéza, ze methylované derivaty
DHS maji podobné ucinky a mechanismus aktivace komponent signalni kaskady RISK
jako samotny DHS nebo apelin-13. U samotného DHS, byla jiz v minulosti pozorovana
schopnost modulovat rozsah a pribéh ischemického poskozeni srdce (Gabrielova et al,
2019). V predchozi préci bylo rovnéz zjisténo, ze DHS se podili na samotné aktivaci
kinas Akt a ERK1/2 (Opletalova, 2021). Cilem diplomové prace bylo tedy identifikovat
strukturni motivy DHS, které by se mohly podilet na aktivaci obou kinas.

Pilotnim experimentem bylo stanoveni optimalni koncentrace methylovanych
derivatt DHS. Za timto GCelem byly provedeny dva testy. Jednalo se o MTT test
a NR test. MTT test vyuziva principu pfemény zlutého MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-
yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) na fialovy formazanovy derivat pomoci
mitochondridlnich dehydrogenas v metabolicky aktivnich buiikkach (Mosmann, 1983).
NR test je zalozen na schopnosti zivych bunék inkorporovat neutralni Cerven
do lysozomt (Reader ef al., 1989). Absorbance vzniklych produktd byla poté v obou
piipadech méfena pfi 540 nm. Z testované koncentra¢ni fady o rozsahu 0,1-10 umol-l™*
byla jako nejvhodné&jsi zvolena koncentrace 2 umol-l". V predchozich studiich,
zamé&fujicich se na uinky samotného DHS, byla vyuZivana koncentrace 10 pmol-l™
(Gabrielova et al., 2015a; Opletalova, 2021). Takto vysoka koncentrace nemohla
byt v pfipadé diplomové prace vyuzivana, jelikoz derivat 7,20-Me-DHS vykazoval
pii této koncentraci statisticky vyznamné toxické ucinky na buriky. Tim vznikl problém
porovnani uCinku derivatd versus DHS a byl proveden kontrolni experiment

s koncentraci 2 umol-I" DHS. Tento, ani nasledny experiment s vys$§i koncentraci
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vSak u¢inek DHS nepotvrdil a az do dokonceni diplomové prace se nepodafilo
rozklicovat, pro¢ tomu tak je.

Apelinovy receptor je receptor sprazeny s G-proteinem, ktery je ve velké mire
exprimovan v centralnim nervovém systému nebo kardiovaskularni soustave. Je zapojen
do signalnich drah spojenych s regulaci energetického metabolismu, homeostazy tekutin
nebo angiogeneze (Chapman ef al., 2014). Soucasti diplomové prace byl 1 experiment
ovefujici hypotézu, ze v bunkach H9c2 je APJ piitomen. Na zakladé ziskanych
vysledkti je mozno konstatovat, ze hladina APJ je v bunkach H9c2 detekovatelna.
Stejnych vysledkt bylo dosazeno i v predchozi praci, kdy byla rovnéz vyuzivana
bun&éna linie H9¢2 (Opletalova, 2021). Urovei piitomnosti APJ nebyla ovlivnéna
po inkubaci bunék s methylovanymi derivaty DHS, protoze pfitomnost APJ v burikach
zustala stabilni po dobu 24 hodin.

Jednim z cila diplomové prace bylo ovéfit vliv methylovanych derivata DHS na miru
fosforylace kinas Akt a ERK1/2. Ob¢ kinasy jsou soucasti signalni kaskady RISK,
jejiz aktivace vede ke zmiméni nasledkd ischemicko-reperfuzniho poskozeni
(Cohen & Downey, 2015). Kinasy Akt a ERK1/2 jsou rovnéz soucasti signalni drahy,
kterou spousti apelin po navazani na APJ (Chapman ef al., 2014). V ramci diplomové
prace bylo zjisténo, ze methylované derivaty DHS maji vliv na fosforylaci kinas.
Z vysledkd uvedenych vyse vyplyva, ze derivaty zvySuji miru fosforylace kinas
po urditém Zase a naslednd je patrny Gbytek fosforylované formy. Cas, kdy fosforylace
dosahuje maxima, ovSem nebylo mozno piesné ur€it z divodu variability ziskanych dat
u kazdého opakovani. Lze tedy spekulovat o tom, ze maximum fosforylace je dosazeno
v Case, ktery mize souviset s momentalnim stavem testované populace bunék (stafi,
bunéény cyklus apod.). Podobné nebylo mozno urcit ani miru navySeni fosforylace,
coz mize souviset se skuteCnosti, ze pro jednotliva opakovani byly pouzity buiky
po ruzném pocCtu pasazi. Ve studii Witek ez al, 2016 bylo zjisténo, ze u bunécné linie
HO9c2 dochéazi v ramci starnuti (vy$$i mnozstvi pasazi) ke zvySeni citlivosti bunek
na stresové podminky a zaroven ke zménam v morfologii bun€k. Tyto efekty maji
poté za nasledek veétsi rozdily v opakovatelnosti experimenti u rizné starych bunék
(Witek et al., 2016).

I presto, ze nebylo mozno urCit Cas, kdy jednotlivé derivaty DHS zptsobuji
nejsilngjsi fosforylaci kinas Akt a ERK1/2, je mozné konstatovat, ze derivaty aktivuji
kinasy pozdé€ji nez samotny DHS nebo apelin-13. V praci Opletalové, 2021 bylo

zjisténo, ze DHS i apelin-13 maji nejsilnéjsi efekt v 5. minuté. U derivata je poté mozno
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pozorovat nejvyssi aktivitu ve vétsin€ pripadu az okolo 10.-15. minuty. Aby bylo mozné
porovnat acinky derivata s u¢inky samotného DHS a apelinu-13, byl proveden obdobny
experiment jako vpraci Opletalové, 2021. UGinky DHS i apelinu-13 byly
tedy stanovovany po pétiminutové inkubaci. Pozorovany ucinek DHS i apelinu-13 byl
prekvapivé nizky, coz je v rozporu s daty publikovanymi praveé v praci Opletalové,
2021. Pric¢inou by mohlo byt opét rozdilné stafi pouzitych bunék. V pripadé apelinu-13
byl pfipraven 1 novy zasobni roztok, aby se predeSlo mozné degradaci peptidu.
Rovnéz byla k rozpousténi pouzita deionizovana voda namisto DMSO. Ani tento postup
nepiinesl vysledky srovnatelné s vysledky publikovanymi v praci Opletalové, 2021.
Jednou z moznosti, jak predejit témto komplikacim by bylo skladovat zasobni roztok
pii -80 °C (skladovani pifi -20 °C zaruci stabilitu peptidu jen po dobu 1-2 tydni.
Dale by bylo vhodné rozpustit apelin-13 v tzv. fyziologickém roztoku, ptipadné¢ PBS
s ohledem na pH a iontovou silu.

Dalsi komplikaci spojenou s ovéfenim vlivu methylovanych derivati na miru
fosforylace kinas byl 1 efekt DMSO, ktery taktéz navySoval fosforylaci kinas. Bohuzel
v dostupné literatufe nejsou v soucasnosti zadna data o vlivu DMSO na fosforylaci
kinas Akt nebo ERK1/2 u bunécné linie H9¢2. U primarnich mysich fibroblasta bylo
zjisténo, ze DMSO ma vliv na fosforylaci kinasy Akt. V uvedené studii byla ovSem
detekovana fosforylace Thr308, nikoliv Ser473 jako v této diplomové praci (Guo et al.,
2020). Sam o sobé je ucCinek DMSO =zajimavy z pohledu podobnych studii,
které vyuzivaji DMSO jako rozpoustédlo testovanych latek. Také neni ziejmé,
jestli by podobny tucinek byl zaznamenan i1 v jinych bunécnych liniich ¢i primarnich
burikach. Je vSak znamo, ze organickd rozpoustédla a jmenovite DMSO ovliviiuji
uroven exprese a pripadné aktivitu cytochromt P450 (CYP), které jsou odpoveédné
zal fazi metabolismu xenobiotik (Nishimura ef al, 2003). V této souvislosti
je nejcasteji zminovan CYP 2E1 (Nishimura et al., 1999).

Dalsim klicovym experimentem bylo stanoveni vlivu methylovanach derivath DHS
a dalsich latek (DHS a apelin-13) na hladinu Ca** v buitkach H9¢c2. Za timto Gcelem
byla vyuzita fluorescenéni sonda GCaMP7f, jez je tvofena tfemi hlavnimi
komponentami - GFP (zeleny fluorescentni protein), kalmodulinem a peptidem vazicim
kalmodulin (CBP). Fluorescence vyvoland zvySenou hladinou Ca** je spjata
s navazanim Ca’?* na kalmodulin, u néhoZz dochazi ke zmé&nam v konformaci a nasledné
kalmodulin interaguje jak s CBP, tak GFP. Takovéato interakce je poté pii¢inou aktivace

GFP chromoforu a vyvolava fluorescenci. Transfekované buiky HO9c2 byly
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poté pozorovany v modrém svétle (Dana ez al., 2019). Ze ziskanych vysledka je patrné,
7e jedinou latkou, ktera navySovala hladinu intracelularnich Ca** byl apelin-13.
O apelinu je jiz znamo, Ze se jedna o latku s pozitivnim inotropnim efektem a ma tudiz
schopnost navySovat hladinu intracelularnich Ca’>* (Wang et al., 2008).

DHS ani methylované derivaty DHS neovliviiovaly hladinu intracelularnich Ca**.
Tyto vysledky jsou v rozporu s vysledky publikovanymi ve studiich Zholobenko ef al.,
2017 a Opletalova, 2021. V praci Opletalové, 2021 byl pozorovan narast fluorescence
u bun&k po pfidani DHS o koncentraci 10 pmol- ™. V ramci této studie byly ovSem
pouzivany bunécné linie CEPIA a GECO, které byly modifikovany tak, aby byla
fluorescencni sonda exprimovana do mitochondrii. V mém pfipadé nebyla exprese
fluorescencni sondy spojena s konkrétni bunéfnou organelou, ale fluorescence byla
pozorovatelna v ramci celé buinky. V pfipadé studie Zholobenko et al., 2017 bylo
zjisténo, ze DHS neovliviluje mitochondrialni koncentraci Ca**, ale je zodpovédny
zainflux extracelularnich Ca?*. Ziskané vysledky rovnéz nekoreluji s poznatky
o0 pozitivnim inotropnim efektu DHS (Gabrielova ez al., 2015b).

Navazani signalni molekuly na APJ mize aktivovat rizné podjednotky G proteinu,
jedna se o Gui, Gag a Gos (Obr. 49). V piipadé aktivace Go, dochézi k fosforylaci
B-podjednotky fosfolipasy, ktera hydrolyzuje PIP, na DAG a IP;. IP; se poté podili
na otevieni vapenatych kanalkd v membrané sarkoplasmatického retikula, uvolnéni Ca*
a aktivaci NOS. DAG se naopak ucastni aktivace PKC a nasledné fosforylace a aktivace
ERK1/2. Druhou moznosti je aktivace podjednotky Gai. V tomto piipadé je pies PI3K
aktivovana kinasa Akt a zaroven dochazi k inhibice adenylylcyklasy, a tim k poklesu
hladiny cAMP (Chapman ef al., 2014). Naopak pii aktivaci Gos neni adenylylcyklasa
inhibovana a dochazi k produkci cAMP a tim aktivaci ATP:protein fosfotransferasy
(protein kinasa A, PKA, EC 2.7.11.1) (Scimia et al., 2012).

Na zakladé dosavadnich vysledkd, kdy nebyl pozorovan vliv DHS na aktivaci Akt
a ERK1/2 kinas ani na tok Ca®, byla otestovana teorie, zda DHS opravdu reaguje
pres APJ. Za timto ucelem byla stanovovana hladina cAMP v builkdch HO9c2
a HEK293. Apelin-13 podle ocCekavani pisobil proti forskolinu a inhiboval
adenylylcyklasu a produkci cAMP. Naopak samotny apelin-13 nemél vliv na hladinu
cAMP v burikach. Pro signélni drahu aktivovanou apelinem-13 je tedy stézejni prave
podjednotka Gai;. Obdobnych vysledkt bylo dosazeno i ve studii Scimia et al., 2012.
UDHS nebyl pozorovan stejny efekt jako u apelinu-13. V pfipadé experimentu

na burikach H9¢2 byl pozorovan pouze efekt oddaleni nastupu ucinkd forskolinu.
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V ptipadé bunek HEK293 se tento efekt ovSem neprojevil a DHS spiSe podporoval
ucinky forskolinu. Stejné jako v pripadé apelinu-13 nedoslo ani vlivem samotného DHS
k navySeni hladiny cAMP. Podobnych vysledki bylo dosazeno i ve studii
Gabrielova ef al,, 2015b, kdy byly ovSem porovnavany ucinky DHS s ucinky
noradrenalinu. Ze ziskanych dat je tak mozné konstatovat, ze DHS pravdépodobné
neaktivuje Go, podjednotku APJ.

Poslednim provedenym experimentem byla detekce NO v buikach HO9c2
v piitomnosti testovanych latek. NO byl detekovan kvili své stéZejni roli v ramci
kardioprotekce, kdy se NO podili na otevirani mitoK srp a nasledné aktivaci PKC. Role
DHS v ramci produkce NO byla jiz objasnéna ve studii Gabrielova et al., 2019. Bylo
zjisténo, ze DHS je zodpovédny za zvysenou fosforylaci eNOS. Pro ucely stanoveni
produkce NO v ramci diplomové prace byla vyuzita fluorescenéni sonda C-geNOp.
Tato sonda je znacena CFP (cyan fluorescent protein) a jevi se jako vhodn¢jsi nez sonda
znac¢ena GFP. Sonda znacena CFP totiz vykazuje az dvojnasobnou citlivost oproti sondé
znacené GFP (Eroglu ez al., 2016). Bohuzel ani po snaze optimalizovat pracovni postup
nebylo dosazeno uspésné transfekce bunék H9c2. Dal§i moznym krokem v ramci
optimalizace by bylo zakoupeni prazdného plasmidu a jeho transfekce do bunék.
Takto by bylo zisténo, zda neni pouzity transfekéni postup pro buiky toxicky.
Dale by bylo vhodné provést sekvenaci pouzivaného plasmidu, aby byla zaji§téna
neporusenost DNA. Sekvenace byla sice provedena po selekci transformovanych bunék,
ale k poruseni DNA mohlo dojit v prabéhu izolace plasmidu. Pokud by byl postup
vhodné optimalizovan a transfekce by byla uspé$na, bylo by k detekci vhodné vyuzit

mikroskop s emisnimi filtry pro 482/18 nm (Eroglu ez al., 2016).
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Obr. 49 Schematicky pifehled signalnich drah spojenych s aktivaci APJ (upraveno
podle Chapman et al., 2014 v programu BioRender.com).
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7 ZAVER

V teoretické casti predlozené diplomové prace byla vypracovana aktudlni literarni
reSerSe se zaméfenim na ischemickou chorobu srdecni, ischemicko-reperfuzni
poskozeni a jeho podrobngjsi prubéh na molekularni trovni. Dale byly popsany
jednotlivé  kardioprotektivni  strategie se zaméfenim na prekondicionovani,
tedy prfedev§im se jednalo o popis signalni kaskady RISK. Soucasti teoretické casti
je 1 charakterizace 2,3-dehydrosilybinu a jeho vlivu na procesy vedouci ke zmirnéni
nasledkt ischemicko-reperfuzniho poskozeni.

Experimentalni ¢ast diplomové prace méla za cil predev§im otestovat hypotézu,
ze methylované derivaty DHS maji podobné uc¢inky a mechanismus aktivace
komponent signalni kaskady RISK jako samotny DHS nebo apelin-13.

Nejdiive byla pomoci testt MTT a NR stanovovana cytotoxicita methylovanych
derivati v koncentraénim rozmezi 0,1-10 umol-I". Bylo zisténo, Ze nejvice toxicky
je pro buriky derivat 7,20-Me-DHS, a to ptedevsim pii koncentraci 10 pmol-1l™.
Jako nejvhodnéjsi byla poté zvolena koncentrace 2 pmol-l”, ktera byla vyuzivana
ve vSech dalSich experimentech. Dale bylo ovéfeno, ze testované derivaty nemaji vliv
na pritomnost apelinového receptoru v burikach H9¢2 a jeho ptitomnost zistava stabilni
po dobu 24 hodin.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo poté otestovat vliv methylovanych derivata
DHS na aktivitu kinas Akt a ERK1/2. Bylo zji§téno, ze methylované derivaty aktivuji
dané kinasy. OvSem kvuli vyrazné variabilité projevujici se u bunécné linie H9c2,
kterd je zavisla na stafi buné€k (poCtu pasazi), nebylo mozno urcit piesny cas,
kdy dochazi k aktivaci kinas. Lze tedy spekulovat o tom, ze mnou stanovované
parametry souviseji s momentalnim stavem testované populace bunék. I pfesto,
ze nebylo mozno urcit ¢as, kdy jednotlivé derivaty DHS aktivuji kinasy Akt a ERK1/2,
je mozné konstatovat, ze k aktivaci kinas dochazi vlivem derivatd pozdéji,
nez je tomu v pfipadé samotného DHS nebo apelinu-13. V pfedchozi praci bylo
zjisténo, ze DHS 1 apelin-13 maji nejsilngjsi efekt jiz v 5. minuté (Opletalova, 2021).
Vramci ovéefovaciho experimentu ovSem tyto vysledky nebyly pozorovany. Bylo
rovnéz zji§téno, ze samotna kontrola v podobé DMSO ma vliv na fosforylaci kinas
a DMSO tedy maskoval u¢inky samotnych derivatu.

Dalsim krokem bylo stanoveni vlivu testovanych latek na hladinu Ca** v buiikach

H9c2. U DHS ani jeho methylovanych derivati nebyly pozorovany zadné ucinky
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na hladinu intracelularnich Ca®*. Ziskané vysledky ovSem neodpovidaji diive
publikovanym vysledkim o vlivu DHS na influx extracelularnich Ca*" a o pozitivnim
inotropnim efektu DHS (Gabrielové et al., 2015b; Zholobenko et al., 2017). Prave diky
odlisSnostem ve vysledcich, kdy nebyl pozorovan vliv DHS na aktivaci Akt a ERK1/2
kinas ani na tok Ca®*, byla otestovana teorie, zda DHS opravdu reaguje pies APJ.
Za timto ucelem byla stanovovana hladina cAMP v burikach H9¢2 a HEK293. Bylo
ovéfeno, ze pro apelin-13 je stézejni podjednotka Guai, jejiz aktivace vede nasledné
i1 k aktivaci kinas Akt a ERK1/2. V ptipadé DHS byly pozorovany odlisné ucinky
a ziskana data pouze naznacuji, ze DHS pravdépodobné neaktivuje Gos podjednotku
apelinového receptoru.

V neposledni fadé bylo provedeno nékolik pokusi o optimalizaci metody
pro stanoveni produkce NO. V ramci optimalizace transfekce byly buiky vysety
na skliCka potazena kolagenem i bez kolagenu a dale byla jesté provedena transfekce
v suspenzi. Optimalizace ovSem nebyla uspéSna a v budoucnu bude potifeba provést
dalsi zmény v transfekcnim postupu.

Ziskané vysledky poukazuji na ur€ité podobnosti v signalni draze methylovanych
derivati a samotného DHS. Dale bylo ovéreno, Ze signalni drahy DHS a apelinu jsou
1 pres urcité podobnosti odlisSné, a to predevsim v aktivaci Ga podjednotek apelinového
receptoru. Toto téma je jeSté znaCné neprozkoumané a bylo by potieba provést dalsi
experimenty zabyvajici se vlivem testovanych latek na dal§i prvky signalni kaskady

RISK nebo i jinych signalnich drah spojenych s kardioprotekci.
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