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Souhrn v cestiné

Cilem ptedkladané prace bylo objasnéni, zda a jakym zplsobem se méni mnoZzstvi
adrenergnich a muskarinovych receptori v srdci a plicich pod vlivem stresu. K vyzkumné
praci jsme meli k dispozici plice a srdce laboratornich potkanti a plice CRH KO mysi.
Nejprve jsme overili expresi mRNA pro jednotlivé podtypy a- a B-adrenergnich receptort a
pro receptory muskarinové (zde i zastoupeni jednotlivych podtyptt) v srdci a plicich. Nasledné
jsme stanovili mnozstvi vazebnych mist odpovidajicich pfislusnym receptorim pomoci
specifickych radioligandi. V plicich potkant jsme prokdzali pfitomnost vSech tfi podtypt o;-
adrenergnich receptorii. V plicich u WT mysi se ndm podafilo prokazat pohlavni rozdily
VvV mnozstvi og-adrenergnich a muskarinovych receptorti, u samic byla zvySena denzita o;-
adrenergnich receptorti oproti samctim, naopak mnozstvi vazebnych mist pro muskarinové
receptory bylo vyssi u samcl. Pohlavni rozdily v distribuci B-adrenergnich receptori jsme
Vv plicich mysi neprokézali. U CRH KO mysi bylo mnoZstvi vazebnych mist pro sledované
receptory snizeno oproti WT mySim (vyjma Bi-adrenergnich receptorii u samic).

Hlavnim zamérem prace bylo zjistit imobilizaci, tj. stresorem navozené zmény v mnozstvi
vySe uvedenych receptord v plicich WT mysi a souCasné sledovat vliv vyfazeni genu pro
CRH (CRH KO mysi). Kratkodoba i dlouhodoba imobilizace zplsobila u WT mysi vyrazné
sniZeni vSech podtypl as-adrenergnich receptorii u samic, zatimco u samcii se snizZilo pouze
mnozstvi aya-adrenergnich receptori. Mnozstvi fi-adrenergnich receptort se snizilo u samct,
u samic zustalo nezménéno. Mnozstvi p-adrenergnich receptorti a muskarinovych receptort
bylo sniZeno u obou pohlavi proporéné srovnatelné. Pokles v mnoZstvi pfisluSnych receptorti
u CRH KO mysi pod vlivem imobilizace byl ve srovnani s WT zvifaty méné vyrazny a to
predevsim u samci. Aktivita AC byla u WT vlivem imobilizace sniZena, aktivita PLC ztstala
beze zmén. U CRH KO mysi nedoslo k zddné zméné v aktivité¢ AC.

Dale jsme detekovali zmény exprese a mnozstvi receptorli navozené pusobenim imobilizace

Vv srdcich u mysi a potkant.

Klicova slova: stres, adrenergni receptory, muskarinové receptory, CRH knockout, plice,

srdce, samice, samci



Souhrn v angli¢tiné

The aim of this thesis was to clarify the influence of the stress on the adrenergic and
muscarinic receptors in the heart and in the lungs. Research was performed on rat hearts and
lungs and on the hearts and lungs of the CRH KO mice. First, we assessed mRNA levels of all
a- and B-adrenergic receptor and muscarinic receptor subtypes. Subsequently, we performed
the radioligand-binding studies to determine densities of these receptors.

We identified all three as-adrenergic receptor subtypes in the rat lungs. In the lungs of WT
mice, we found that the amount of az-adrenergic and muscarinic receptors was sex-dependent.
Densities of the former were higher in females and those of the latter were higher in males.
There was no difference between males and females in B-adrenergic receptor density. As for
CRH KO mice, the basal densities of studied receptors were lower than in WT mice (except
B1-adrenergic receptors in females).

The main purpose of the thesis was to detect the immobilization-induced changes in the
studied receptors in the WT and CRH KO mice. Short-term and long-term immobilization
caused decrease in all oj-adrenergic receptor subtypes in females, whereas only oja-
adrenergic receptors decreased in males. The amount of B;-adrenergic receptors decreased in
males and remained without change in females while [;-adrenergic receptors decreased in
both sexes equally. Decrease of the receptors after the stress exposure was more striking in
WT mice than in those with disrupted CRH gene. Moreover, the decrease of the receptors in
CRH KO males was less prominent than in CRH KO females. Adenylyl cyclase activity was
decreased in WT mice after the immobilization, the PLC activity in WT mice did not change.
In CRH KO mice there was no change in AC and PLC activity.

Futhermore, we detected immobilization-induced changes in expression and amount of the

receptors in the rat and murine hearts.

Keywords: stress, adrenoceptors, muscarinic receptors, CRH knockout, lung, heart, females,

males



Uvod

Paralelni aktivace osy hypothalamus - hypofyza - adrenokortikalni systém a sympatického
nervového systému (véetn¢ dfené¢ nadledvin) reprezentuje fyziologické zaklady stresové
reakce[1]. Stres je fyziologickou situaci (snaha po udrzeni homeostazy), pii které dochazi ke
zvysené stimulaci sympatiku a zvySeni hladiny katecholamint v plasmé¢, jez mohou down-
regulovat adrenoceptory. V dal$im kroku dochazi ke zvySeni sekrece glukokortikoidd.
Vzhledem Kk ptsobeni stresu na signalni transdukéni systém byla pozornost vénovana
pfedevs§im vlivim katecholamini [1, 2], ale ptsobeni stresu na relevantni signalni drahy
vsrdci a piedev§im v plicich doposud podrobné zkoumany nebyly. Kratkodobé snizeni
koncentrace srdecnich B-adrenoceptorti zaznamenali [1] a [3] po opakované stresové reakci.
Tyto zmény vSak nepietrvavaly déle nez 24 hodin. Plsobeni stresu na srde¢ni muskarinové
receptory, stejné tak jako jeho vliv na srde¢ni adenylylcykldzu, byl poprvé popsdn v nasi
laboratofi v roce 2004 [4].

Spravna funkce srdce a plic je pro zachovani zivota zcela nezbytnd, akutni zmény
funkéniho vystupu téchto organti jsou kontrolovany prostiednictvim autonomniho nervového
systému. Tato Cast nervového systému zprostfedkovava své ucinky cestou dvou témeér
antagonisticky ptsobicich neurotransmiterovych systémil: sympatického a parasympatického
oddilu. Oba tyto systémy pilisobi na periferni organy prostfednictvim receptori spfazenych
s G proteiny, sympatikus cestou adrenergnich receptord, parasympatikus pies receptory
muskarinové. Adrenergni receptory mohou byt rozd€leny na a- a B-adrenergni [5], které se
vyskytuji v mnoha podtypech: a-adrenergni receptory se déli na oy - @ op- adrenergni
receptory, které se dale d€li na nasledujici podtypy [6]: oia, 0ig, @ Qip, O2a, G2 @ Ooc. -
adrenergni receptory mohou byt rozdéleny na PBi-, - a Bs-adrenoceptory [7]. Muskarinové
receptory se vyskytuji v nasledujicich podtypech: Mi, My, M3, My a Ms[8]. V plicich na
urovni dychacich cest i alveolti vyrazné ptrevazuji f,-adrenergni receptory jejichz aktivace
vede k bronchodilataci. V mensi mife se v plicich vyskytuji i Bi-adrenergni receptory,
piedevsim v alveolech a na epitelovych buiikkach. Kolem existence podtypu o-adrenergnich
receptori v plicich panuji nadale pochybnosti, op-adrenergni receptory bezpecné
identifikovany nebyly. Muskarinové receptory jsou v dychacim systému reprezentovany My,
M, a M3 podtypy: podtypy M; a M, pievazuji v dychacich cestach, v alveolech dominuje
podtyp Ms; Receptory M; a Mgj pusobi piimo bronchokonstrikci, podtyp M, inhibuje

bronchodilataci vyvolanou pies B,-adrenergni receptory.



Srdecni bunky exprimuji B; a B, podtyp adrenergnich receptord, ovSem relativni mnozstvi
Bi-adrenergnich receptorti je vyrazné vysSi. Hlavni funkci B-adrenergnich receptort je
pusobit pozitivné ionotropné a chronotropné [9], [10]. V malé mife se vyskytuji i receptory
Bs-adrenergni, jejiz plisobeni je kardioinhibi¢ni. Srdecni buiky exprimuji také o;-adrenergni
receptory[9], zastoupeni jednotlivych podtypt neni v sou¢asné dobé jednoznaéné objasnéno.
Z funkcniho hlediska jsou oy-adrenergni receptory schopny zvySovat srdecni kontraktilitu i
drazdivost. Muskarinové receptory jsou v myokardu savcl reprezentovany predevSim
podtypem M [8, 9]. Funkce zprosttedkované MR jsou antagonistické k funkcim vyvolanym
aktivaci B-adrenergnich receptoru, tj. negativné ionotropni a chronotropni. Mezi non-M,
receptory identifikovanymi do soucasné doby vsrdci farmakologicky a/nebo
elektrofyziologicky jsou nejlépe zdokumentované M; a M3 podtypy (kardiostimulacni efekt,
sprazeni s GQ/PLC)[11, 12], ackoliv nedavné poznatky tuto skuteénost zpochybnuji [13].
Nam se podafilo Vvsrdci u laboratorniho potkana detekovat populaci odpovidajici M;
muskarinovym receptorim a soucasn¢ jsme prokazali vyskyt dal§iho minoritniho podtypu,
ktery nejspise patii k Ms podtypu, ale nikoliv k M3 [14].

Senzitivita receptort K extracelularnim plsobkim miuze byt modifikovana nejen
jednoduse jako dusledek masivni aktivace pfislusného receptorového typu (homologni
regulace, viz [15]), ale také aktivaci nebo inhibici dal$ich receptorti exprimovanych v bufice
(heterologni regulace, viz.[16-18]). Existence heterologni regulace mezi adrenergnimi a
muskarinovymi receptory jiz byla demonstrovana mnohokrat (pro piehled [18-20]).
Nékolikrat bylo prokazano, Ze v srdci jsou tyto receptory ve vzajemné funkéni vazbé [21-25].

Cilen¢ vyfazeni genové exprese je stale Castéji metodou uzivanou k ozfejmeéni funkce
genovych produkti ve fyziologickych systémech. Mezi jinymi byly pomoci genové
manipulace pfipraveny i mysi, jimz chybi gen pro CRH [26, 27]. Neptitomnost CRH vede
k vyznamnému snizeni hladiny plazmatickych glukokortikoidi a naruseni odpoveédi
organismu na stresové podnéty. Takto modifikovani jedinci jsou tudiz vyhodnym modelem
pro zkoumani zmén za stresovych podminek. Porovnanim reakci kontrolnich a geneticky
upravenych zvifat pak Ize jasné¢ demonstrovat disledek poruchy osy hypotalamus-hypofyza-
adrenokortikalni systém na pribch stresové reakce. My jsme méli k naSim pokusiim k
dispozici plice z CRH KO mysi, dale jsme pracovali s tkdnémi laboratornich potkand kmene
Wistar.

V piedkladané praci jsme se predev§im zaméfili na zmény adrenergnich a muskarinovych

receptort Vv plicich a to jak za fyziologickych podminek tak pfedev§im pod vlivem



imobiliza¢niho stresu. Na Grovni plic jsme méli moznost zkoumat i vliv naruSeni regulace osy
hypotalamus-hypofyza-nadledviny vlivem vytazeni genu pro CRH a pozorovat tak odlisnou
reakci na stres u kontrolnich a KO zvitat. M¢li jsme k dispozici samce i samice a tudiz jsme
se mohli zaméfit 1 na sledovani piipadnych pohlavnich rozdili. Dale jsme se zamétili na

sledovani vlivu imobiliza¢niho stresu na receptory v srdci u potkant a mysi.

Cile a hypotézy

Hlavnim cilem disertacni prace bylo piispét k detailnéjSimu poznani mechanismi, které
reguluji mnozstvi muskarinovych a adrenergnich receptord v tkani plic a srdce za
fyziologickych podminek a pfedev§im pod vlivem imobiliza¢niho stresu. Dale nas zajimalo,
jakym zpusobem tyto zmény v plicich ovlivni vyfazeni genu pro CRH a bude-li mozno

pozorovat pohlavné vazané rozdily.

Jednotlivé dil¢i cile disertacni prace:

a) Zjistit, které podtypy aj-adrenergnich receptorii se vyskytuji v plicich, coz dosud
nebylo bezpecné uzavieno. Soucasné overit, které podtypy muskarinovych a
adrenergnich receptort jsou exprimovany srdecni tkdni a to jednak na Grovni genové

exprese (MRNA), jednak na trovni vazby.

a) Zjistit jakym zplisobem se bude ménit mnozstvi muskarinovych a adrenergnich
receptor pod vlivem stresu v plicich. Obdobné nas tyto zmény zajimali i na Grovni

srdce, kde jsme se zaméfili i na rozdily mezi oblasti sini a komor..

b) Jak tyto zmény v mnozstvi receptori v plicni tkani ovlivni nepfitomnost CRH,
diilezit¢ho hormonu stresové regulacni kaskady. Budou se tyto pfipadné zmény lisit

Vv zavislosti na pohlavi?

V souvislosti s témito cili jsme si vytycili nasledujici hypotézy:
b) V plicni tkani budeme schopni na zakladé vazebnych studii identifikovat vSechny
podtypy aj-adrenergnich receptord.

€) V srdecni tkani bude mozné identifikovat minoritni podtyp muskarinovych receptori a

na urovni genové exprese i Pz-adrenergni receptory. Jednotlivé receptorové podtypy



budou mit specifickou distribuci v srde¢nich oblastech, genova exprese bude

odpovidat mnozstvi vazebnych mist.

d) Stres bude meénit nejenom mnozstvi adrenergnich receptorti, ale bude paralelné
ovliviiovat i muskarinové receptory. Nitrobunécna signalizace nebude témito zménami

vyznamn¢ ovlivnéna.
e) CRH ovlivni prabéh stresové odpovédi, toto bude mozno dokumentovat na

zménach mnozstvi sledovanych receptor

Material a metodika

Experimentalni protokol a piiprava tkané:

S experimentalnimi zvifaty bylo zachazeno v souladu s legislativou Ceské Republiky a
legislativou Evropské Unie.

Potkani kmene Wistar: K experimentim byly vyuzity tkan¢ z dospélych samci potkana
kmene Wistar (hmotnost 200-250 g, staii 46-55 dni). Zvitata byla chovana za standardnich
kontrolovanych podminek (12/12 cyklus svétlo/tma, krmeni a voda dle potieby). K usmrceni
doSlo cervikalni dislokaci. Zvifata byla dekapitovana, plice vypreparovany a oc€iStény od
velkych dychacich cest a cév, zvaZzeny a zhomogenizovany ve vychlazeném fyziologickém
roztoku. V prabéhu homogenizace byly zkumavky uchovavany na ledu. Homogenat byl
nasledné skladovan pfi teploté -20 °C aZ do provadéni vazebnych experimenti. Homogenat
byl rehomogenizovan az tésné pied pfidanim tkan€ do smési radioligandu a antagonisty.

CRH KO mysi: Mysi s vyrazenym genem pro CRH, CRH KO mysi, byly ptivodné ziskany z
Harvard Medical School, Ustav Endokrinologie v Bostonu a nasledné chovany ve vlastnim
zvéfinci v Bratislavé u Dr. Kvetianského. Zvitata byla chovana za kontrolovanych podminek
(12/12 cyklus svétlo/tma, krmeni a voda dle potieby, teplota 22+1°C). Pro studii bylo vyuzito
81 samcu, z nich 41 WT a 40 CRH KO, a 42 samic, 21WT and 21CRH KO. Zvirata byla
imobilizovana ve véku 11-13 tydnu, hmotnost 20-25g. Jednalo se 0 jednorazovou imobilizaci
trvajici 120minut (model akutniho stresu) nebo o 120minut trvajici imobilizaci v sedmi po
sobé nasledujicich dnech (model chronického stresu). Zvifata byla dekapitovana za 3h od
ukonceni posledni imobilizace. Plice byly vyjmuty, ocistény, okamzité zmrazeny v tekutém
dusiku a uchovéavany pti -80°C az do provadéni experimentd. Tkané byly po rozmrazeni
rehomogenizovany v ledovém Tris-EDTA pufru (Tris-HCI 50 mmol/l, EDTA 2 mmol/Il, pH

7.4). Béhem homogenizace byly tkan¢ uchovavany na ledu.



Vazebné studie s radioligandy:

Vazebné studie se specifickym radioligandem byly provadény dle diive popisovaného a
publikovaného schématu [4] a [28].

Nejprve jsme stanovili Kp (disociaéni konstantu). Dale jsme stanovili, s ohledem na
limitované mnozstvi tkan¢€, pocCet vazebnym mist pomoci jedné vysoké (saturujici)
koncentrace radioligandu (dale viz jednobodova stanoveni). Jako saturujici koncentraci jsme

pouzivali piiblizn¢ desetinasobek Kp.

Saturacni vazebné studie:

V preliminarnich studiich jsme porovnavali vazbu v homogenatech s vazbou na membranach.
Ackoliv byla vazba na mebrany srovnatelna s vazbou v homogenatech, vytéznost (dpm/ mg
ptivodni tkan¢) byla vyssi v homogenatech. Zvolili jsme tedy homogenaty, nebot’ mnozstvi
dostupné tkané€ bylo limitovano.

Zjednodusené: mnozstvi vazebnych mist odpovidajicich muskarinovym receptorim (Bmax)
bylo vypocteno nelinearni regresi z dat ziskanych saturaénimi experimenty s pouZzitim 65-
2000 pmol/l [*H]QNB v homogenatech plicni tkans. Nespecifickd vazba byla stanovena
pfidanim 5Sumol/l atropinu. Mnozstvi vazebnych mist odpovidajicich a-adrenergnim
receptorum (Bmax) bylo vypoéteno na zakladé saturaénich experimentti s pouzitim 93.75-3000
pmol/l [*H]prazosinu v homogenatech plicni tkand. Nespecificka vazba byla stanovena
pfidanim 100umol/l fentolaminu. MnoZstvi vazebnych mist odpovidajicich p-adrenergnim
receptorim (Bmax) bylo vypocéteno na zékladé saturacnich experimentl s pouzitim 65-2000
pmol/l [PH]CGP 12177 v homogenatech plicni tkan&. Nespecifickd vazba byla stanovena
ptidanim 5umol/l propranololu. Vsechny experimenty byly provadény v duplikatech.
Podrobnéji viz [28, 29] a [30].

Délka inkubace: 90minut pii 25°C pro [*H]prazosin, 120minut pfi 38°C pro [PH]QNB a
60minut pii 38°C pro [H]CGP 12177. Nasledovala filtrace. Pouzity byly filtry Whatman
GF/B, které byly pfed pouzitim namoceny v destilované vodé k minimalizaci nespecifické
vazby. Filtrace byla provedena na piistroji Brandel cell harvester metodou trojiho promyti
filtrh vychlazenou destilovanou vodou. Promyvani filtrGi na pfistroji Brandel cell harvester je
extrémné rychlé a z toho divodu nemé charakter promyvaciho roztoku vliv na troven
vazby[29]. Filtry byly vysuseny pfes noc a uroven radioaktivity zachycené na filtrech byla
ur¢ena méfenim na scintilacnim pocita¢i metodou kapalinové scintilacni spektrometrie s
vyuzitim Brayova roztoku. Mnozstvi proteinu v homogenatu bylo ur¢eno vyuzitim Lowryho

metody. Data byla analyzovana s vyuzitim programu GraphPad Prism 3.0 (GraphPad



Software, San Diego, CA). Zjisténé hodnoty vazebné konstanty (Kp) byly nasledné vyuzity ke
stanoveni vazebnych receptorovych mist v ”jednobodovych stanovenich” s pouzitim jedné,

saturujici, koncentrace radioligandu s ohledem na limitované mnozstvi pokusné tkang.

Jednobodova stanoveni

Homogenaty byly inkubovany s jednou saturujici koncentraci specifického radioligandu
(2000pmol/I [*H]prazosinu pro o-adrenergni receptory, 2000pmol/l [*H]CGP 12177 pro p-
adrenergni receptory a 2000pmol/I [’HJQNB pro muskarinové receptory). Hodnoty Bpax byly
vypoclitany na zakladé vztahu Bma = Bx([L] + K.) / [L], kde B =znaci vazbu
radiologandu[fmol/mg proteinu], L je koncentrace radioligandu [fmol/l] a K. odpovida Ky
radioligandu[fmol/l]. VSechny experimenty byly provadény v triplikatech.

Stanoveni mnoZzstvi vazebnych mist pfi pouziti jedné vysoké koncentrace ligandu jsou

podrobné popsana v publikovanych pracech [30], [28].

Stanoveni podtypit ca-adrenergnich receptorit

Cilem kompeti¢nich studii bylo stanovit mnozstvi vazebnych mist odpovidajicich jednotlivym
podtyptim a;-adrenergnich receptoru.

Koncentrace selektivnich antagonist pro a;a-AR (RS 17053), azg-AR (L-765,314) a a1p-AR
(BMY7378) vhodné ke stanoveni aya-, oug- and ajp-adrenergnich receptorti jsme urcily v
pfedbéZnych kompeticnich experimentech s vyuZitim tfi koncentraci radioligandu na fad.
Pouzité koncentrace antagonistli pfi jednobodovych stanovenich byly nasledujici: 108 mol/l
RS17053, 10 mol/l L-765,a 107 mol/l BMY7378. K urceni podilu nespecifické vazby bylo
piidano 100 umol/l phentolaminu. Pouzita koncentrace [3H]prazosinu byla 560pmol/I.

Inkubace trvala 90minut pii 25°C. Experimenty byly provadény v triplikatech.

Stanoveni podtypit f-adrenergnich receptori

Koncentrace selektivnich antagonisti pro B1-AR (CGP 20712A) a f2-AR (ICI 118.552) jsme
urcily v pfedbéznych kompeti¢nich experimentech s vyuzitim tfi koncentraci radioligandu na
fad. Pouzité koncentrace antagonistii byly nasledujici 107 mol/l CGP 20712A a 10°® mol/l ICI
118.552. K urc€eni podilu nespecifické vazby bylo pfidano Sumol/l propranololu. Pouzita
koncentrace [3H CGP 12177 byla 400pmol/l. Inkubace trvala 60minut pii 38°C. Experimenty
byly provadény V triplikatech.

Kompeticni studie pro podtypy muskarinovych receptori
Kompeti¢ni studie byly provedeny s vyuzitim radioligandu [3H]NMS, modifikovano dle
Myslivecek a kol. [31].

10



Homogenaty odpovidajici 2 a 5 mg Cerstvé tkdn€ na zkumavku byly inkubovany 120 min pfi
25°C vcelkovém objemu 1 ml. Nespecificka vazba byla stanovena pfiddinim 5 pmol/l
atropinu.  Koncentrace jednotlivych antagonisti (pirenzepine, AFDX-116, 4-DAMP, PD
102807, p-F-HHSID, DAU 5884, AQ-RA 741, methoctramin a tripinamid) viz prace [14].
Uzili jsme tii koncentrace antagonisty na fad. K blokaci M;-MR jsme uzili selektivni MT7
toxin (jed zelené mamby), ktery ma vysokou selektivitu pro M; podtyp. Pouzili jsme dva
postupy: 1) vazba [3H]NMS (2 nmol/l) v homogenatech preinkubovanych 30 min s MT7
(10 - 107" mol/l); 2) vazebna saturacni studie s [3HINMS (0.125-4 mol /1) v homogenatu
preinkubaném 30 min MT7 (10~® mol/l). Homogenaty byly preinkubovany 60 min pii 38°C,
nasledovala inkubace s [3H]NMS po dobu 60 minut. K detekci M5 muskarinovych receptort
byla pouzita modifikované metoda dle Reevera (1997). Nejprve jsme ovéfili vazbu 0.5 nmol/l
[BHINMS v CHO bunikach exprimujicich jednotlivé lidské MR podtypy. Tkan byla
preinkubovéana s MT7 toxin (10°° mol/l) a s AQ-RA 741(10® mol/l) k zablokovani viech MR
podtypi kromé M5. Tato procedura zablokuje 99% M1, M2, a M4 receptori a 85% M3
receptori. Nasledné byly zbylé receptory detekovany 60 min inkubaci s 0.5 nmol/l [SH]NMS.
Vazba [3H]NMS na specifické podtypy byla detekovana také s pfidanim pouze samotného
AQ-RA 741 (10 ° mol/l).

Jednotlivé podtypy MR byly v CHO buiikach stanoveny metodou imunoprecipitace za vyuziti
podtyp-specifickych antisér.

Genova exprese

Genova exprese byla stanovovana metodou RT-PCR (PCR reakce za pouziti reverzni
transkripce). Ve stru¢nosti jsme odizolovali mRNA (RNABee), ptepsali ji za pouZiti reverzni
transkriptazy na cDNA a pii pouziti specifickych primert pak zjiStovali genovou expresi
V pfepocitanou na housekeeping gen (GAPDH). Podrobnosti o teplotach, poctu cykli a
struktufe primert jsou uvedeny v pracech [28, 32, 33]. Proteiny byly detekovany pouzitim
metody Western blotting.

Aktivita adenylatcyklazy a fosfolipazy C

Aktivita adenylatckyldzy byly stanvovana imunoenzymatickou metodou detekce cAMP za
bazalnich a stimulovanych podminek (forskolin). Jako detekéniho prostiedku vznikajiciho
cAMP jsme pouzili komeréne dostupného kitu (Cayman Chemicals). Podrobnosti o protokolu
jsou uvedeny v praci [30]. Aktivita fosfolipazy C byla stanovovana radioenzymatickou

metodou dle [34]. Podrobnosti o této metodé uvadime v praci [30].
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Koncentrace adrenalinu a noradrenalinu

Koncentrace adrenalinu (EPI) a noradrenalinu (NE) v plasmé byly zjistény metodou detekce
metylovanych produkti epinefrinu a norepinefrinu s vyuzitim scintilaéni spektrometrie[35].
Krev byla ziskana exsanquinaci po dekapitaci zvifete. Jedna se o metodou rutinné pouzivanou

Vv laboratofi dr. Kvetianského [36].

Vysledky

Zastoupeni podtypit a,-adrenegnich receptorii v plicich

Provedli jsme sadu kompeti¢nich vazebnych studii s [*H]prazosinem (560 pmol/l) a vyuzitim
selektivnich antagonisti pro oia (RS 17053), ayg (L-765,314) a aup (BMY7378) s cilem
detekovat vazebnd mista odpovidajici pfislusSnym podtyplim oy-adrenergnich receptori
Vv plicich potkana a stanovit jejich pomérné zastoupeni v plicich.

Pouziti antagonisté vykazovali specifickou vysokoafinni vazbu a jejich vazebné parametry
odpovidaly hodnotdm pro klonované asa- , aig- , oup - adrenergni podtypy (pKB1, viz Tab.
1.). Nase experimenty prokazaly v plicich potkani vyskyt tii vazebnych mist pro
[*H]prazosin, tj. specifiéti antagonisté kompetovali s [°H]prazosinem s charakteristickou
bifazickou ktivkou (viz Graf. 1). Toto zjisténi podporuje teorii o existenci vSech tii podtypt
oy-adrenergnich receptori v této tkani: aya-, og- & op-podtypi adrenergnich receptorti.

Jednotlivé hodnoty pKB1 a pKB2 jsou zaznamenany v tabulce (viz Tab 1.).

Antagonista Frakce 1 (%) pKB1 pKB2
RS 17053 32.72 £ 3.49 9.76 £ 0.29 6.85+0.16
L-765,314 23.06 + 2.83 9.28 £ 0.29 5.79+0.25
BMY 7378 21.07 £ 2.47 9.37 £ 0.25 5.90 + 0.39

Tabulka 1. Afinity a frakce vzes§lé z kompetiéni vazebné studie. Data ze tii nezavislych studii provedenych v
triplikatech jsou v tabulce zanesena jako stfedni hodnoty + S.E.M.
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Podtypya-adrenergnich receptoru v plicich
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Graf 1: Kompeti¢ni vazebné studie s [*H]prazosinem a specifickymi antagonisty. Data ze tfi nezavislych
experimentll vyjadfena jako stiedni hodnota + S.E.M. Osa x: spoleény log koncentrace antagonisty (Ccomp) V
mol/l. Osa Y: procento celkové vazby. Vysvétlivky soucasti grafu.

Zastoupeni receptorii pro ANS v srdci

Stanovily jsme mnozstvi mRNA a nasledné provedly vazebné studie pro aiza-a a1s-AR, B1, B2
a Ps-adrenergni receptory a muskarinové receptory. Srdce jsme rozdélili do nasledujicich
oddilt: levd sin gangliondrni, levd sin aganglionarni, prava sin ganglionarni, prava sii
aganglionarni, pravd komora, levd komora, horni oddil komorového septa, dolni oddil
komorového septa, sifiové septum a apex. Nejveétsi mnozstvi mRNA pro M, muskarinové
receptory bylo exprimovano v ¢asti levé siné bez neuronalnich ganglii (nicméné mnozstvi
MRNA v komorach je pouze nepatrné¢ mensi). V této oblasti odpovida mnozstvi mRNA pro
M, muskarinové receptory hustoté vazebnych mist a jednd se o oblast s nejvyssi hustotou
vazebnych receptorovych mist pro muskarinové ligandy v srdci. Mensi mnozstvi mRNA pro
M2 muskarinové receptory je exprimovano v levé sini, v ¢asti bohaté na gangliové buiky, coz
je v souladu s hustotou vazebnych mist v této oblasti. Ackoliv se mnozstvi mRNA M,
muskarinovych receptort pfili§ neliSilo v srdecnich komorach a sinich, hustota vazebnych
mist byla vySsi v levych sinich (v Casti bez nervovych ganglii), nez v komorach. Tieba, ze
jsme nezjistili zadny rozdil v expresi mRNA pro PBi1- a Pr-adrenergni receptory mezi
jednotlivymi srdecnimi oddily, vazba na tyto receptory, zjiSténa pomoci radioligandu, se mezi
jednotlivymi srde¢nimi oblastmi liSila. To plati pfedev§im pro Pz-adrenergni receptory:

mRNA pro tyto receptory byla téméf rovnomérné exprimovéana v jednotlivych srdecnich
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oblastech, nicméné mnozstvi funk¢éni receptorové bilkoviny (zjistovano vazebnou studii) bylo
nejvyssi v oblasti komorového septa.

Distribuce Bi1- a Bo-adrenergni receptorové mRNA se mezi jednotlivymi srde¢nimi oddily
neliSila, zatimco vazba odpovidajici pfisluSnym receptorim v jednotlivych sledovanych
srdeCnich oblastech srdce rozdilnd byla. Mnozstvi mRNA pro oug-receptory se mezi
jednotlivymi oddily liSila nespecificky, bez jasného trendu. Také mnozstvi receptorovych
vazebnych mist pro ayg-receptory se v jednotlivych srde¢nich oddilech lisila. Pfedevsim
Vv oblasti sini nekorespondovala s rozdily v mnozstvi mRNA. Mnozstvi mRNA pro oya- a Bs-
adrenergni receptory méla podobnou distribuci Vv jednotlivych oblastech srdce, které jsme

V ramci naseho experimentu pouzili.
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Graf 3: Distribuce mRNA a vazebnych mist pro a;a-AR, a;3-AR a M, MR V jednotlivych srdeénich oddilech:
RA — pravé siné bez gangliovych bunék; RG — pravé siné bohaté na gangliové bunky; LA — levé siné bez
gangliovych bun€k; LG — levé sin€ bohaté na gangliové bunky; RV — prava komora; LV — leva komora; Sp —
septum; Ap — apex; US — horni septum; LS — dolni septum. Data jsou vyjadiena jako stfedni hodnota + S.E.M. a
jsou primérem z péti experimenttl. P¥ipojeny jsou piiklady elektroforesy se specifickymi a;a-AR, 015-AR a M,
MR primery. Horni graf: distribuce mRNA pro pfislusné receptory; Dolni graf: mnozstvi vazebnych mist pro
ptislusné receptory — legenda viz graf. *Signifikantni rozdil vs LG. # Signifikantni rozdil vs LV. 1 Signifikantni
rozdil vs RV. 17 Signifikantni rozdil vs RA. Signifikantni rozdil vs Sp. I Signifikantni rozdil vs LA.
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Graf 4: Distribuce mRNA a vazebnych mist pro B;-AR a B2-AR Vv jednotlivych srde¢nich oddilech: RA — pravé
siné bez gangliovych bunék; RG — pravé siné bohaté na gangliové buiky; LA — levé siné bez gangliovych
bunék; LG — levé sin€ bohaté na gangliové bunky; RV — prava komora; LV — leva komora; Sp — septum; Ap —
apex; US — horni septum; LS — dolni septum. Data jsou vyjadfena jako stfedni hodnota + S.E.M. a jsou
prumérem z péti experimenttl. Pfipojeny jsou piiklady elektroforesy se specifickymi B;-AR a B2-AR primery.
Horni graf: distribuce mRNA pro pfislusné receptory; Dolni graf: mnozstvi vazebnych mist pro pfislusné
receptory — legenda viz graf. *Signifikantni rozdil vs septum. # Signifikantni rozdil vs LV. { Signifikantni rozdil
vs RA.

Non-M?2 muskarinové receptory v srdci potkanii

NaSim cilem bylo stanovit non-M; muskarinové receptory v srde¢nich sinich a komorach
potkanti. Pouzili jsme vice postupli: kompeti¢ni vazbené studie s [BH]NMS a jednotlivymi
antagonisty: pirenzepin, AFDX-116, 4-DAMP, PD 102807, p-F-HHSID, AQ-RA 741, DAU
5884, methoctramin a tripinamid. Dale blokovani M; muskarinového receptoru MT7 toxinem,
imunoprecipitaéni metody ke stanoveni jednotlivych podtyptt v CHO buiikach a stanoveni
aktivity fosfolipdzy C. DalSi metodou bylo blokovani M;-Ms muskarinovych receptorti
s vyuzitim kombinace MT7 toxinu a AQ-RA 741.

Nase data ukazuji, ze v sinich je exprimovan pouze Mj-muskarinovy receptor. Nicmén¢ v
komorach jsme byli schopni determinovat 20% z celkové vazby na muskarinové receptory,
které neodpovidali podtypu M2. V naprosté vétsin€ patfili tyto receptory k My podtypu. Déle

jsme byly schopni detekovat okrajovou frakci receptort (6+£2%), které patfili predevsim k Ms
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podtypu. Pouziti kombinace MT7 toxinu a AQ-RA741 nebyl dostate¢nou metodou K
zablokovani Mi1-Ms receptori a neni tedy vhodnou metodou detekce Ms muskarinovych

receptort jako nahrada za nepurifikovany jed mamby zelené.
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Graf 5: Kompeti¢ni vazebna studie s [3BH]NMS a jednotlivymi antagonisty v sinich potkant. Data pochazeji ze

tii nezavislych experimentd, tkané ze zvitat byly smichany. Data jsou prezentovana jako stfedni hodnoty +
S.E.M. Osa X: obecny logaritmus koncentrace antagonisty v mol/l. Osa Y: procenta celkové vazby
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Graf 6: Vysledky immunoprecipitace (receptory izolované z CHO bunék tranfektovanych podtypy
muskarinovych receptori). Pfi koncentraci 5 pl/ml (koncentrace wuzitd pro srdeéni receptorovou
imunoprecipitaci): anti-M2 protilatka precipitovala 41%, anti-M3 32%, anti-M4 45% a anti-M5 50% receptort.
[3H]QNB bylo uzito jako radioligad.
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Graf 7: Kompeti¢ni vazebna studie s [3HJNMS a jednotlivymi antagonisty v komorach potkanti. Data pochazeji
ze péti nezavislych experimentd, tkang ze zvitat byly smichany. Data jsou prezentovana jako stfedni hodnoty £
S.E.M. A: kompetiéni vazebné kiivky antagonistl, které vykazovaly pouze jedno vazbené misto. B-F:
kompeticni vazebné kiivky antagonistl, které vykazovaly dvé vazebnd mista. Osa X: obecny logaritmus
koncentrace antagonisty v mol/l. Osa Y: procenta celkové vazby

Vliv stresu v plicich a srdci, vyznam vyiazeni genu pro CRH ve stresové reakci

Koncentrace adrenalinu byla u WT mysi vyssi nez u CRH KO mysi a to pfedev§im u samic.

U WT mysi se po jednorazové imobilizaci zvySovala koncentrace adrenalinu, u CRH KO

mysi se koncentrace adrenalinu po imobilizaci neménila.
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Graf 8: Plazmatické koncentrace adrenalinu a noradrenalinu u WT a CRH KO myS$ich samic a samcu za
klidovych podminek a po expozici jednorazovému (LIMMO) a chronickému imobilliza¢nimu stresu (7 IMMO).
Vlevo: koncentrace adrenalinu a noradrenalinu u samct. Vpravo: koncentrace adrenalinu a noradrenalinu u
samic. *p < 0.05 vs WT mysi; S, p < 0.05 vs druhé pohlavi (oznaceno pouze u samic); G, p < 0.05 vs druhy
fenotyp; n =6 -8 ve skuping.

V plicich u intaktnich WT mysi jsme nalezli pohlavni rozdily v mnoZstvi aj-adrenergnich a
muskarinovych receptorti. U samic byla zvySend denzita os-adrenergnich receptori oproti
samciim, naopak mnozstvi vazebnych mist pro muskarinové receptory bylo vyssi u samct.
Pohlavni rozdily v distribuci -adrenergnich receptorti jsme v plicich intaktnich WT mysi
neprokazali. Stresova reakce zpusobila nasledujici rozdilné reakce u samct a samic WT mysi:
u samctl se snizovaly aia-AR, Bi1-AR a MR, u samic vSak nastala mnohem komplexnéjsi
reakce: doslo ke snizeni oua-AR, a1s-AR, aip-AR, B2-AR a MR. B;-AR nebyly u samic WT
mysi stresem ovlivnény.

Intaktni CRH KO mysi maji celkové méné receptorovych vazebnych mist, nez WT mysi, coz
plati pro vSechny receptory, které jsme sledovali (u samic je vétsi mnoZstvi vazebnych
receptorovych mist nez u samct). Chybé&jici nebo snizena receptorova reakce na stres u KO
mySsi by mohla byt v prvni fadé¢ odrazem niZzSiho bazalniho mnoZstvi receptori. Tento rozdil
V mnozstvi receptori zhruba proporéné odpovida poklesu v mnozstvi receptorit pod vlivem
stresu u WT mysi.

Zmény u CRH KO mysi vlivem stresu byly nasledujici: oua-AR a -AR byly u samic CRH

KO mysi snizeny vlivem stresu (sniZeny na ptiblizn€ polovinu) a to vice nez 1-AR. ais-AR,
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o1p-AR u samic CRH KO mysi stresem ovlivenény nebyly na rozdil od WT samic. Zatimco
[i-adrenergni receptory se u samic CRH KO mysi neménily, snizovaly se u samct az na 62%.
B2-AR byly snizeny u samct i samic CRH KO my$i — u samic byla mira snizeni ve srovnani
s WT samicemi mensi a nebyla signifikantni po opakovanych imobilizacich. U samcii byl
pokles B2-AR srovnatelny s WT skupinou.

U CRH KO mysi doslo ke snizeni MR pouze po opakovych imobilizacich.
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Graf 9: Zmény v mnozstvi muskarinovych receptort v plicich WT a KO mysi. Vlevo: samci, vpravo: samice.
Legenda: kontroly — intaktni mysi; 1XIMMO — mysi vystavené jednorazové imobilizaci; 7xIMMO — mysi
vystavené sedminasobné imobilizaci; *p < 0.05 vs WT mysi; S, p < 0.05 vs druhé pohlavi (ozna¢eno pouze u
samic); G, p < 0.05 vs druhy fenotyp; n = 5-7 zvitat ve skuping.
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Graf 10: Zmény v mnozstvi aj-adrenergnich receptori (oya-AR, a5-AR, a;p-AR) V plicich WT mysi. Vlevo:
samci. Vpravo: samice. Legenda: kontroly — intaktni mysi; 1XIMMO — mysi vystavené jednorazové imobilizaci;
TXIMMO — mysi vystavené sedminasobné imobilizaci; *p < 0.05 vs WT mysi; S, p < 0.05 vs druhé pohlavi
(ozn¢eno pouze u samic); n =5 zvifat ve skupiné.

20



Samci KO Samice KO

a1a-AR a1a-AR
__ 5001 E3 kontroly 5007 G
2 3 1xIMMO = S
c c =
S 400 B 7xIMMO T 400+ ';SI”I:;%
o )
S &
o 300- < 3001 £ 7xIMMO
£ E
'S 200+ S 200-
2 200 2 200 "
= G = — —
3 —_— % 100+
£ £
m """ m 0-
Samci KO Samice KO
a15-AR o a15-AR
100+ - —, 1007 kontroly
E kontroly 3 S £33 1xIMMO
g 80 B TxIMMO 2 80 £ 7xIMMO
o B 7xIMMO g
o
60+ o> 604
E E 1
9 - © 40
g " T E
s 207 o e % 20
: e 5
- 0- @ 0+
Samci KO Samice KO
alD'AR (X]_D'AR
kontroly 30-
301 _ :
El 3 1xIMMO 2 kontroly
© £ 7xIMMO g G &3 1xIMMO
<) = 204 B 7xIMMO
5 20+ o
o
2 g
- 5
©
£ 104 E
s —1= 3
S
; =S s
m .
0=

Graf 11: Zmény v mnoZstvi a;-adrenergnich receptorti (oua-AR, os-AR, aip-AR) V plicich KO mysi. Vlevo:
samci, vpravo: samice. Legenda: kontroly — intaktni mysi; 1XIMMO — mys$i vystavené jednorazové imobilizaci;
7XIMMO — mysi vystavené sedminasobné imobilizaci; *p < 0.05 vs WT mysi; S, p < 0.05 vs druhé pohlavi
(oznaCeno pouze u samic); G, p < 0.05 vs druhy fenotyp; n =5 zvifat ve skuping.
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Graf 12: Zmény v mnozstvi B1-AR a B,-AR v plicich WT a KO mysi. Vlevo: samci, vpravo: samice. Legenda:
kontroly — intaktni mysi; 1XIMMO — my$i vystavené jednorazové imobilizaci; 7XIMMO — mysi vystavené
sedminasobné imobilizaci; *p < 0.05 vs WT mysi; S, p < 0.05 vs druhé pohlavi (oznaceno pouze u samic); G, p

< 0.05 vs druhy fenotyp; n = 5-7 zvitat ve skupiné.
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Bazalni mnozstvi cAMP se snizovalo u WT mysi po jednorazové i opakované imobilizaci.
Forskolinem stimulovand aktivita AC se snizovala vlivem jednordzového 1 opakovaného
imobiliza¢niho stresu. U CRH KO mysi byl kompletné potlacen stimulujici efekt forskolinu
na aktivitu AC a stejné tak inhibi¢ni efekt imobilizace na koncentraci CAMP.

Imobilizacni stres nevykazoval zadny vliv na aktivitu PLC v obou skupinach mysi, tj. u WT

i CRH KO mygi.

CRH WT

1001
*
— 801 H#H *
E T
© 601 #
=
= T
% 40-
3o 2
0
CRH KO
100- kontroly bazalni aktivita
[ kontroly stimulovana aktivita
80+ E= 1xIMMO bazalni aktivita
E 3 1xIMMO stimulovana aktivita
2 607 E3 7xIMMO bazalni aktivita
= 3 7xIMMO stimulovana aktivita
40
= G G
o —— -
20- A | =
e —
0

Graf 12: Zmény v basalni koncentraci cAMP a aktivit¢ AC (stimulovana 40 umol/1 forskolinu) Vv plicich mysi.
#p < 0.05 vs ptislusné kontroly (bazalni vs bazalni; stimulovana vs stimulovand); *p < 0.05 vs bazalni; G, p <
0.05 vs druhy fenotyp ( WT mysi); n = 5-6 zvifat ve skuping.
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Detekovali jsme zmény v mnozstvi B-adrenergnich a muskarinovych receptorti v srdci mysi a
potkanit pod vlivem imobiliza¢niho stresu. Stanoveny byly koncentrace tkanovych
katecholamini a zmény P,-AR na urovni mRNA, mnozstvi proteinu i vazebnych mist pod
vlivem imobiliza¢niho stresu V pravych komorach. V pravych sinich byly sledovany zmény
na urovni mRNA pro Bi-, B2-, a P3-AR a muskarinové receptory. Mnozstvi tkanovych
katecholaminti bylo zvySeno a soucasn¢ doSlo ke snizeni mnozstvi mRNA, proteinu i
vazebnych mist pro f-AR V pravych komorach. Genova exprese Bi1- a B2-AR byla zvySena

Vv pravych sinich, zatimco mnozstvi mMRNA pro B3-AR a MR bylo snizeno.
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Graf 13: Zmény v mnozstvi mRNA, proteinu a vazebnych mist (Bmax) pro ,-AR V pravych komorach potkant
vystavenych imobiliza¢nimu stresu. AC — kontroly;1 IMMO - jednorazova imobilizace; 7 IMMO -
sedminasobna imobilizace. *p < 0.05 vs kontroly
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Graf 14: Zmény v mnozstvi tkanovych katecholamini v pravych komorach potkani vystavenych
imobiliza¢nimu stresu. AC — kontroly;1 IMMO - jednorazova imobilizace; 7 IMMO - sedminasobna
imobilizace. *p < 0.05 vs kontroly
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Graf 15: Zmény v mnozstvi mRNA fBi-, B2-, a B3-AR a M2-muskarinové receptory v pravych sinich mysi
vystavenych imobiliza¢nimu stresu. AC — kontroly;1 IMMO - jednorazova imobilizace; 7 IMMO -
sedminasobna imobilizace. *p < 0.05 vs kontroly
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Diskuse

Z vysledkli naSich experimentalnich praci lze shrnout, ze se ndm podatilo identifikovat
vSechny podtypy ai-adrenergnich receptort v plicich, identifikovat podtypy muskarinovych
receptortt v srdci véetné charakteristiky non-M; podtypt, a popsat distribuci mRNA pro
ptislusné receptory. Tato zékladni charakteristika receptorii a ptedevSim zkoumani a
porovnani jejich zmén u stresovanych zvifat a kontrol ndm umoznila nékteré nové nalezy,
adrenergni a muskarinové receptory méni v plicich vlivem stresu, pfi¢emz jsme prokazali
jejich pohlavni zavislost a nezbytnost pfitomnosti CRH pro adekvatni priubéh stresové reakce.
Dale jsme prokazali i zmény adrenergnich a muskarinovych receptort v srdci pod vlivem
stresu.

Pokud tyto zavery konfrontujeme s nasimi hypotézami, které jsme stanovili v uvodu, pak lze
konstatovat, Ze hypotéza o pfitomnosti vSech as-adrenergnich receptorovych podtypl
Vv plicich byla potvrzena. Navic je tfeba zdlraznit, ze pravé potvrzeni pfitomnosti vSech téchto
podtypli ndm umoznilo, abychom se dale zabyvali jejich vyznamem ve stresové reakci. To se
ukazalo jako vyznamné ve stresové reakci v plicich, kde podtypy as-adrenergnich receptort
hraji zfejmé vyznamnou ulohu. Mimoto jsme také zjistili vyznamné rozdily v mnoZstvi
vazebnych mist mezi samci a samicemi, coZ by mohlo vzhledem k pohlavnim rozdilim ve
vyskytu astmatu hrat moznou roli v patogenesi vzniku tohoto onemocnéni. Hypotéza b) se
v zasad¢ potvrdila: minoritni muskarinovy podtyp se ndm podafilo v srde¢nich komorach
identifikovat, stejn¢ jako na urovni genové exprese zaznamenat pritomnost [s-adrenergnich
receptortl. Zavislost mezi genovou expresi a vazbou na receptory existovala, i kdyz ve vsech
oblastech zcela nekorespondovalo mnozstvi vazebnych mist s mirou genové exprese.
Zastoupeni receptorovych typt i podtypti se liSilo podle srdecnich oblasti. Tento popis
distribuce nam umoznil identifikovat oblasti srdce, u kterych jsme podrobné sledovali
stresovou reakci. Tato reakce se liSila dle oblasti srde¢nich. Ukazalo se také, ze 1 zde hraji
dalezitou ulohu oy-adrenergni receptory. Vysledky sledovani vlivu stresu na receptory
v plicich potvrdily nase hypotézy: stres neptsobil pouze na adrenergni receptory, ale
ovlivitoval 1 muskarinové receptory (hypotéza c) a vyfazeni genu pro CRH meélo vliv na
stresovou odpoveéd’ (hypotéza d). Kromé téchto zjisténi jsme nasli 1 vyznamné rozdily ve
zmé&nach mnozstvi piislusnych receptorti mezi samci a samicemi a to jak za u kontrol, tak

pfedevSim u zvifat s vyfazenym genem pro CRH. Toto zjisténi by mohlo mit vyznam
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V patogenesi rtiznych onemocnéni, napf. astmatu, onemocnéni bezpochyby spojené¢ho se

stresovou reakci.

a,-adrenergni receptory v plicich potkanii:

Nase vysledky, které prokazujici tfi podtypy oy -adrenergnich vazebnych mist pro
[*H]prazosin v plicich, podporuji teorii o existenci viech tf podtypii oy -adrenergnich
receptoril v této tkani: aya-, a1p- @ ap-podtypt adrenergnich receptord.

Je tfeba zminit, ze mnozstvi vazebnych mist s nizkou afinitou (pKB2) poukazuje na suspektni
vyskyt vétsiho mnozstvi vazebnych mist s obdobnymi vazebnymi charakteristikami. Jinak
feceno, tato skutecnost svéd¢i pro existence jednoho vazebného mista s vysokou afinitou a
soucasné dal$iho vazebného mista s nizkou afinitou, které je nejspiSe smési dvou dalsich
podtypii az-adrenergnich receptorti. Déle zde existuji dalsi vazebna mista pro *H-prazosin,
ktera nelze identifikovat za pomoci oy antagonisti (viz. Tab. 1.). Tuto skute¢nost by mohlo
vysvétlovat, 7e [*H]prazosin se soutasné minimalng vaze i na ag-adrenergni receptory, tudiz
by tato vazebna mista mohla odpovidat oap-adrenergnim receptorim. Tento podtyp o-
adrenergnich receptori se v plicich rovnéz vyskytuje, jak bylo demonstrovano ve vice
piipadech [37]. Nase zjisténi tif vazebnych mist pro *H-prazosin v plicich koresponduje s
vysledky pifedeslych studii potvrzujicich vyskyt mRNA pro tyto podtypy oi-adrenergnich
receptort [38] a [39]. Stejné tak Hiramatsu a kol.[40] identifikoval na podkladé vazebnych
studii 3 vazebna mista v plicich potkand. Vzhledem k urovni tehdejSich znalosti vSak mohl
pouze uzaviit, Ze se jedna o1a-, oi1g- adrenergni podtypy a dalsi tfeti nezndmy podtyp oi1-
adrenergniho receptoru.

Na druhou stranu Yang et al. (1998)[41] identifikovali u my$i pouze aia @ ayp vazebné
podtypy. Obdobn¢ Calzada a kol.[42] dokumentovali expresi pouze dvou typd mRNA pro a;-

adrenergni receptory (o4 a ayg-adrenergni podtyp).

Zastoupeni rceptorit receptorit ANS v srdci

Mnozstvi mRNA kodujici adrenergni a muskarinové receptory v dané oblasti srdce koreluje s
hustotou piislusnych receptorovych vazebnych mist v této oblasti. Nekteré vyjimky je mozné
nalézt, napt. mnozstvi oaug mRNA a mnozstvi vazebnych mist v sinich, at’ uz v oblastech
bohatych na autonomni ganglia, ¢i v oblastech prakticky aganglionarnich. Ackoliv se
mnozstvi mRNA M; muskarinovych receptorti ptili§ neliSilo v srdec¢nich komorach a sinich,

hustota vazebnych mist byla vyssi v levych sinich (v ¢asti bez nervovych ganglii), nez
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Vv komorach. Tyto vysledky naznacuji, Ze by u muskarinovych receptorii mohla existovat
receptorova rezerva. Dalo by se spekulovat, ze tato rezerva (respektive rezerva mRNA) by
mohla v komorach umoznit rychlou akutni proteosyntézu prislusné receptorové bilkoviny a
umoznit tak rychlejsi funkéni zménu. Dale je tfeba zminit, Ze tiebaze jsme nezjistili zadny
rozdil v expresi MRNA pro 3i1- a Bo-adrenergni receptory mezi jednotlivymi srdecnimi oddily,
vazba na tyto receptory, zjisténd pomoci radioligandu, se mezi jednotlivymi srdecnimi
oblastmi lisila. To plati pfedevsim pro P-adrenergni receptory: mRNA pro tyto receptory
byla téméf rovnomérné exprimovana v jednotlivych srdecnich oblastech, nicméné mnozstvi

receptorové bilkoviny (zjistovano vazebnou studii) bylo nejvyssi v oblasti komorového septa.

Struéné feceno, nase Gdaje souhlasi s vyzkumy na lidském srdci [9] v nasledujicich zavérech:

1) mnozstvi Bi-adrenergnich receptort ve vSech srde¢nich oddilech je mnohem vyssi nez
mnozstvi ,-adrenergnich receptort,

2) mnozstvi oyg-adrenergnich receptort v srde¢nich oddilech je mnohem vyssi nez oya-
adrenergnich receptort,

3) mnozstvi oy-adrenergnich receptort je mnohem vyssi v komorach, nez v sinich

4) hustota muskarinovych vazebnych mist je mnohem vyssi v atriich nezZ v komorach,
ackoliv mnozstvi mRNA se vyrazné€ nelisi (v sinich je nepatrné vyssi).

5) mnozstvi Bz-adrenergni mRNA je velmi nizka ve vSech oddilech.

Nase vysledky jsou také v souladu s udaji Wolffa a kol.[43] o distribuci mRNA pro ay-
adrenergni receptory v riznych &astech srdce, i kdyz rozdily v distribuci mRNA pro oya-
adrenergni receptory jsme nedetekovali. Navic jsme byli schopni identifikovat nejen rozdily v
distribuci mRNA, ale také ve vazbé ligandu na a;g-adrenergni receptory.

Dale jsme ziskali obdobné vysledky jako [44]. Tito autofi popsali distribuci mRNA pro [3,-
adrenergni receptory v riznych castech srdce, nicméné nerozliSovali mezi ganglionarnimi a
aganglionarnimi ¢astmi sini.

Ackoliv exprese mRNA pro My muskarinové receptory, Pi-, B2 & oug-adrenergni receptory
byla opakované popsana v myokardu potkana (pro piehled [45], stale existuji pochybnosti o
expresi MRNA pro Bs-adrenergni receptory v srdci. Také aya-adrenergni receptorova mRNA
neni v srde¢ni tkdni pravideln€ nachazena a neni vylouceno, Ze mohou existovat znacné
mezidruhové rozdily [9]. Receptory Bs-adrenergni a jejich vyskyt v srdci je doposud stale

predmétem diskuzi. Zatimco vétSina autorti ([46]) stanovila Bs-adrenergni receptory v srdci
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funk¢né i na trovni mRNA, nékteré vyzkumné skupiny [10, 47] prokazali pouze marginalni
vliv Bs-adrenergnich agonisti na srde¢ni funkce. Ackoliv nékterym skupinam [48-50] se
MRNA pro Bs-adrenergni receptory v jednotlivych oblastech srdce identifikovat nepodafilo,
my jsme identifikovali mRNA pro Bs-adrenergni receptory ve vSech nami sledovanych
oblastech. Na druhou stranu je tfeba si uvédomit, ze primérnd genova exprese [s-
adrenergnich receptorii (ve vSech sledovanych oblastech srdce) byla asi 5x nizs§i nez exprese
1-adrenergnich receptort a asi 2-3% nizsi nez exprese fo-adrenergnich receptort.

Podle naSich znalosti se jedna o prvni studii popisujici rozdily v hustoté vazebnych
receptorovych mist a mnozstvi mRNA v srdci, kdy bylo pouZzito déleni sini na ¢asti bohaté na
autonomni ganglia a na ¢asti prakticky aganglionarni. Nase data pfinesla nové poznatky o
rozlozeni vSech podtypi receptort v oblastech srdce bohatych na buiiky neurondlnich ganglii.
Tato skute¢nost mize mit velky vyznam pfi regulaci receptori a pfi vzdjemném propojeni
mezi riznymi podtypy receptord jak v myocytech, tak v nervovych bunkach.

Zjistili jsme, ze srde¢ni receptory pro neurotransmitery, které jsou uvolfovany na
autonomnich nervovych zakoncenich, maji rlznou a specifickou distribuci v srdec¢nich
oblastech. Distribuce mRNA pro tyto receptory vykazovala mensi rozdily, nez pozorované
rozdily v distribuci vazebnych mist. To naznaCuje, Ze by mohly existovat dal$i mechanismy
(napf. na urovni posttranskripnich a posttranslacnich modifikaci), které¢ jsou schopny
determinovat mnoZstvi receptorovych vazebnych mist na membranéch a regulovat tak funkéni

efekt na bunku.

Non-M2 muskarinové receptory v srdcich

NasSe data jsou v dobré shod¢ s Colecraftem a kol. [11], ktefi identifikovali M: receptor
v komorovych myocytech novorozenych potkani jak na funk¢i roving, tak na urovni mMRNA.
Yang a kol.[51] detekovali Ms muskarinové receptory jako minoritni podtyp MR v srdcich,
ke stejnym vysledkim dosla i dal$i skupina[12, 52] a stejné tak [53]. Né&které vysledky
prokazovaly vyskyt Mi, Ms a Ms receptord v lidskych sinich [54, 55]. V myocytech ze sini
potkantt se mRNA pro Ms-receptory prokazat nepodafilo [56]. Fisher a kol. [57] jasné
prokazali, Ze srde¢ni frekvence se u M3 deficitnich mysi neméni, ackoliv bronchokonstrikéni
odpovéd’ je zcela potlacena. Tyto nalezy také zbochybnuji roli Ms muskarinovych receptorti
v regulaci srdecnich funkci. Dulezité je zminit, Ze existuji mezidruhové rozdily ve vyskytu
MR.

V srde¢nich sinich pst byla potvrzena piitomnost M, a My muskarinovych receptorii a

nepiitomnost M; muskarinovych receptord, pietrvava nejistota v existenci Ms MR[12, 52, 54].
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Data ze srdecnich sini ¢lovéka jednoznacné dokumentuji pfitomnost M; podtypu na trovni
proteinu i jejich funkci v regulaci K* kanali[5] za podminek sifiové fibrilace. Ackoliv nelze
shrnout, ze se M; MR vyskytuji v sinich pouze za patologickych podminek, jejich vyskyt je
obecnym jevem, nicméné nikoliv u vSech zkoumanych druhu[12].

Dale jsme demonstrovali, MT7 toxin nemize nahradit nepurifikovany jed mamby zelené
v detekci Ms muskarinovych receptor[58]. Vzristajici vazba [3H]JNMS na receptory, doslo-li
k podani AQ-RA, pouze demonstrovala pozitivni alosterickou vazbu ¢i pozitivni kooperativni
vazbu s MT7 toxinem. Shrneme-li, naSe data dale rozvijeji poznatky o existenci non M,
muskarinovych receptori v srdci, ikdyz je patrné, Ze se jednd o velmi slozitou problematiku,

které neni zatim definitivné dofeSena.

Vliv stresu v plicich a srdci, vyznam vyiazeni genu pro CRH ve stresové reakci

Klicovym zjisténim nasi prace [30] je nalez vyznamnych, pohlavné odlisnych zmén,
vV mnozstvi receptortt autonomniho nervového systému v plicich u WT a CRH KO mysi. Tyto
zmény jsme pozorovali jak za fyziologickych podminek, tak pfedev§im pod vlivem stresu.
Stresova reakce zpusobila nasledujici rozdilné reakce u samct a samic WT mysi: u samci se
snizovaly 1-AR a MR, u samic vSak nastala mnohem komplexné&;jsi reakce: doslo ke sniZeni
o1a-AR, aus-AR, aip-AR, B2-AR a MR. Bi-adrenergni receptory nebyly u samic stresem
ovlivnény. Tyto jevy nebyly dosud pozorovany a jsou zajimavé v souvislosti s CRH KO
fenotypem. Muglia a kol. pozorovali u téchto mysi sexuadlné dimorfni reakce na stres (zvyseni
kortikosteronu ([59]). U WT mysi doposud zadné pohlavni rozdily popsany nebyly. Kromé
toho muZe byt ndlez pohlavniho dimorfismu ve stresové odpovédi dlilezity z hlediska vyskytu
nekterych plicnich onemocnéni, predev§im astmatu. Vyskyt astma bronchiale jevi pohlavni
rozdily [60, 61] a stres je prokazatelné jednim z faktort, které pfispivaji k rozvoji astmatu
[62]. Pohlavni rozdily ve zménach adrenergnich a muskarinovych receptori jako odpovéd na
pusobeni stresu by tedy mohly pomoci osvétlit rozdily mezi pohlavimi u astmatu. Prevalence
astmatu v populaci severni Ameriky je az do 20. roku véku vys§i u muza, pak klesa a stava se
opét vyssi kratce pred 80. rokem [60]. Umrtnost na astma je vy$$i u muzd [60]. V naSem
modelu, porovndme-li stafi mysi a lidsky ve€k, nase mySi odpovidaly pfiblizné mladym
dospélym.

Bylo prokazéano, ze u mysich samic je nizsi citlivost dychacich cest na cholinergni stimulaci,
tj. mén¢ intenzivni bronchokonstrikce [63]. To koresponduje s nasim zjisténim téméi dvakrat

vétsi hustoty MR v plicni tkani u samct nez u samic (a zadného rozdilu v denzité B-AR).
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Plazmatické koncentrace adrenalinu a noradrenalinu se u WT a CRH KO mys$i ménily
odlisné. Koncentrace adrenalinu byla zévisla i na pohlavi. Plazmatické hladiny katecholamint
byly naméfeny ve vzorcich krve ziskanych exsanguinaci, tj. v koncentracich, které by mély
byt vyssi nez v arterialni krvi nebo v srde¢ni tkani [36]. Koncentrace adrenalinu byla u WT
mysi vys$si nez u CRH KO mysi a to predevSim u samic. Toto zjiSténi znamend snizeni
syntézy adrenalinu u KO myS$i, coz souhlasi s pfedchozimi vysledky [64, 65]. V
chromafinnich bunkach dfené nadledvin plisobeni stresoru zvysuje genovou expresi PNMT,
ktera katalyzuje pfeménu noradrenalinu na adrenalin. Pro tento d¢j je nezbytnd normalni
funkce HPA osy, nebot’ genova exprese zminéného enzymu je stimulovéna piisobenim
glukokortikoidd, které jsou nezbytné i pro jeji spravnou funkci [64, 65], Timto zptisobem je
mozné vysvétlit zménéné koncentrace cirkulujicich katecholamini u CRH KO mysi [64, 65].
Pritomnost GRE na promotérovych sekvencich gent :-AR [66], B2-AR [67] a aus-AR [68]
ukazuje na mechanismus pusobeni glukokortikoidnich hormont béhem stresu. Dosavadni
data o vlivu stresu na tyto receptory jsou neuplna. Nektefi autofi efekt opakované imobilizace
na Pi1-AR u potkand neprokazali [69, 70]. V jinych pracich se autofi vénovali vlivu
oxidativniho stresu a také nenasli u¢inky na muskarinové a -adrenergni funkce u potkana,
pD, hodnoty se nezménily [71]. Naproti tomu v nasi praci podavame dikazy, ze BAR a
ptekvapivé vyznamné i AAR, stejné jako MR jsou na Urovni plic do stresové odpoveédi
zapojeny. Kromé toho jsme pozorovali vyznamny sexudlni dimorfismus ve stresové
odpovédi. Nase vysledky ptekvapivé ukazuji, Ze o1-AR mohou hrat dalezitou roli v plicni
fyziologii u samic. Soucasn¢ se ukazuje, Ze tyto receptory maji ziejme nevyznamny podil
na regulaci plicnich funkei u samci.

Né&které buiiky v plicni tkani (epitelidlni buiiky, bronchialni hladké svalové buiky, bunky
plicniho parenchymu) by mohly pfedstavovat zaklad pro systém heterologni regulace, protoze
exprimuji receptory s vyznamnym antagonismem (tj. MR a B-AR) Proto bychom mohli
ptedpokladat, Ze zmény v mnoZstvi adrenergnich receptort mohou mit v dal§im kroku vliv na
mnozstvi receptort muskarinovych. Ditlezitost rovnovahy mezi podtypy MR byla uvedena
vyse, a rovnovaha mezi muskarinovymi a adrenergnimi receptory by v tomto kontextu mohla
byt rovnéz dillezita. Tato heterologni regulace, tedy vliv jednoho systému na jiny receptorovy
systém, byla opakované prokazana [72, 73]. Dal§i moznosti je, ze zmény v mnozstvi MR jsou
dasledkem pfimého ucinku nepfitomnosti nebo pfitomnosti glukokortikoida. Predbézny dikaz
o ptitomnosti GRE na genu pro M;-muskarinovy receptor byl publikovan [74], ale pfitomnost

GRE v promoterové oblasti genit MR nebyla zatim definitivné potvrzena.
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Také u a1-AR podtypitl jsme zjistili pohlavni rozdily v bazalnich hladinach (samice mély vétsi
mnozstvi receptort nez samci). Pohlavni rozdily jsme pozorovali i u MR (samci maji vice MR
nez samice). Naproti tomu, receptorova denzita [-adrenergnich receptori se nelisila mezi
pohlavimi. Ve vztahu k problematice receptorové rovnovahy, by rozdil v reakci na stres mohl
byt disledkem rozdild v receptorovych denzitaich v plicich mezi samci a samicemi
pfitomnych jiz za fyziologickych podminek. Zajimavé je zejména vyS$i mnozstvi
muskarinovych receptorti u samci, tedy receptort vyvolavajici bronchokonstrikei, coz by
mohlo byt faktorem zodpovédnym za rozdily mezi pohlavimi u astmatu, jak bylo uvedeno
vyse.

Dulezité je také, ze Bmax, tj. celkova receptorova vazba, se liSila mezi samci a samicemi.
Samci maji celkové niz§i mnoZstvi receptorti, coZ se tykalo vSech podtypli. Tato skutecnost
by mohla vést k tomu, Ze u samcli nedochdzi k vyrazngj$im zménam v mnozstvi receptort
pod vlivem stresu.

Signal prendSeny pies cAMP je neutralizovan hydrolyzou cAMP na AMP enzymem
fosfodiesterdza. Koncentrace cAMP v buiice je tedy vysledkem poméru aktivity
adenylatcyklazy a fosfodiesterdzy. V nasi praci jsme zjistili, ze hladiny cAMP v plicnim
parenchymu u samct klesaji béhem stresové reakce a kopiruji tak zmény v mnozstvi
vazebnych mist na [i-adrenergni a muskarinové receptory. To by mohlo znamenat, Ze
rovnovaha mezi syntézou cAMP, jeZ je stimulovana [31-adrenergnimi receptory a inhibici této
produkce, jez je vysledkem aktivace muskarinovych receptort, je u stresovanych zvifat
narusena. Je ziejmé, ze stres snizuje expresi adenylatcyklazy (jak lze usuzovat z neschopnosti
forskolinu stimulovat produkci cAMP u stresovanych zvifat). Naproti tomu aktivita
fosfolipdzy C se neménila. Tento jev by mohl mit souvislost stim, Ze mnoZstvi ou-
adrenergnich receptorti u samcii se pod vlivem stresu vyrazng¢ji nemeni.

Dale jsme se vramci naSich experimentll zajimali o dusledek vyfazeni genu pro CRH.
Nepftitomnost genu pro CRH vedla ke snizeni AR a MR receptort v plicni tkani u mysi za
fyziologickych podminek. MnozZstvi vSech receptorit u obou pohlavi (s vyjimkou Bi1-AR u
samic) bylo snizeno. Toto je nutné zminit, nebot” mysi, kterym chybi gen pro CRH, maji
snizené koncentrace glukokortikoidl jak za fyziologickych podminek, tak pfi reakci na stres
[64, 65]. Podobné, u CRH KO mysi, nedochazi ke zvySeni hladin glukokortikoidl v
cirkadiannim peaku [75]. Krom¢ toho se snizuji hladiny PNMT, noradrenalin neni efektivné
methylovan na adrenalinu a hladiny noradrenalinu v plazmé se zvysuji. Toto pozorovani je v

souladu s poklesem mRNA PNMT a nizkou plazmatickou koncentraci PNMT proteinu [65].

32



V ramci nasSi prace obdobné nachazime zvysené plazmatické koncentrace noradrenalinu u
CRH KO samcu za fyziologickych podminek. Takto odlisSné koncentrace adrenalinu a
noradrenalinu stejn¢ jako zvySeni koncentrace noradrenalinu béhem imobiliza¢niho stresu by
mohly pfispivat k rozdilnym zméndm v mnozstvi adrenergnich a muskarinovych receptorti
béhem stresu u samcti a samic CRH KO mysi.

Pozorovali jsme hlavné neschopnost CRH KO mysi reagovat na stres zménami v mnozstvi
o1-, B1 -, B2-AR a MR. Konkrétné, a;-AR a B2-AR byly u samic CRH KO mysi ovlivnény
vice (snizeny na pfiblizné polovinu) nez [1-AR. Zatimco [1-adrenergni receptory se u samic
CRH KO mysi neménily, sniZzovaly se u samcl az na 62%. 2-AR byly snizeny u samci 1
samic CRH KO mysi. Vyfazeni genu pro CRH m¢lo tedy vétsi ti€inek na Bo-AR. To miZe mit
souvislost s jejich zvySenou citlivosti na glukokortikoidy ve srovnani s jinymi receptory [76].
Reakce receptort na stres byla v plicich méné ovlivnéna u CRH KO samcti nez u samic. To
koresponduje se zjisténim, ze reakce na stres CRH KO mysi jsou sexualné dimorfni [59].
Kromé toho je také nutné si uvédomit, Ze intaktni KO mysi maji celkov€ mén¢ receptorovych
vazebnych mist, nez WT mysi, coZ plati pro v§echny receptory, které jsme sledovali. Proto
muze chybéjici nebo snizena receptorova reakce na stres u KO mysi byt v prvni fadé odrazem
nizs§iho bazalniho mnozstvi receptorti. Tento rozdil v mnozstvi receptorti zhruba proporéné
odpovida poklesu v mnoZstvi receptorii pod vlivem stresu u WT mysi.

V souhrnu miZeme predpokladat, Ze:

1) plicni zastoupeni adrenergnich a muskarinovych receptord a rozdily v jejich
pohlavnim zastoupeni mohou hrat dualeZitou roli vrozvoji nékterych plicnich
onemocnéni (napf. astma),

2) HPA osa, pfedev§im CRH, hraji dilezitou roli v propojeni AR a plicni patologie.
NaSe prace jako prvni popisuje U€inky stresu (imobilizace) na receptorové systémy v
plicni tkéani, které by mohly byt podkladem poruchy plicnich funkci u CRH-KO mysi,
tak, jak byly popsany vyse.

Miizeme tedy uzaviit, zZe:
1) CRH KO zvifata vykazuji zmény v mnozstvi MR, a;-AR a B-AR na trovni plicni
tkan¢ za fyziologickych podminek. NaSe piivodni hypotéza, ze vyfazeni genu pro
CRH muze mit vliv na pocet vazebnych receptorovych mist v plicich, se tedy

potvrdila.
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2) NaSe hypotéza, ze receptory autonomniho nervového systému (adrenergni i
muskarinové) v plicich u CRH-KO mysi budou sniZeny, se potvrdila.
3) Prokazali jsme pohlavné odlisné zmény v mnozstvi zminénych receptorti jako
odpovéd’ na pilisobeni imobiliza¢niho stresu. U CRH KO mysi byla intenzita zmén
V mnozstvi receptorti pod vlivem stresu snizena ve srovnani se situaci u WT mysi.
Ackoliv je uloha ay-adrenergnich podtypli obecné povazovana za minoritni, nase
vysledky ukazuji, Ze podtypy oay-adrenergnich receptori méni své mnozstvi
Vv zavislosti na plisobeni stresu a mohou tedy hrat vyznamnéjsi roli v odpovédi na
stresové podnéty, nez se obecné piredpoklada. Tyto zmény byly pozorovatelné ovSem
pouze u samic, u samcil se oy-adrenergni receptory vramci stresové odpovédi
vyznamnéji nemeénily.
Vliv stresu na srdeéni receptory pro pusobky autonomniho nervového systému vykazoval
podobné charakteristiky, jaké jsme pozorovali u adrenergnich a muskarinovych receptort
Vv plicni tkani. Nase nélezy jsou v dobré shodé s diive publikovanymi daty o zménéach poctu
vazebnych mist pro B-adrenergni ligandy vlivem stresu [3, 70, 77-79]. Nase nalezy rozvijeji
tyto poznatky o regionalni rozdily v mnozstvi receptori Vramci odpovédi na piasobeni
imobiliza¢niho stresu. Mimoto nalez, Ze se vlivem stresu v srdci sniZzuji 1 muskarinové
muskarinovych receptort [80]).
Celkové vzato, naSe data popisuji soucasné zmény AR a MR, které jsou dulezité v ramci
reakce na stres. Témto zménam predchazi masivni nartst koncentrace katecholamint (viz
Ditlezitym bodem v procesu receptorovych regulaci je porovnani genové exprese, zmeén
proteinu a zmén poctu vazebnych mist. Hladiny katecholamini negativné koreluji
S mnozstvim proteinu ¢i vazebnych mist pro adrenergni receptory. Nicméné je tieba
poznamenat, Ze se v mnoha pracich je zména proteinu a zmény vazebnych mist povazovany
za identicky jev, ale to nemusi vzdy odpovidat skutenosti. Casto se totiz miize stit, Ze
v procesu degradace receptoru, imunodetekce proteinu metodou Western blotting zachyti
protein 1 pfesto, ze jiz Zadnd vazba na receptor (a tedy zadny funkcni receptor) neni pfitomen.
Je tomu tak proto, Ze se protilatka vaZe na specificky fragment proteinu, aniz by byla schopna
zachytit intaktni vazebné misto, jak to dokaZe vazebna studie. Proto by bylo vhodné&;jsi
Vramci receptorovych zmén spiSe sledovat vazbu ligandli na receptory nez mnoZstvi

receptorového proteinu. Genova exprese nemusi byt stresem ovlivnéna paralelné
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s receptorovymi funkcemi a proto, jako dalsi, spiSe metodicky zavér nasi prace, bychom
doporudili sledovat paralelné¢ zmény genové exprese, proteinu a vazby, ¢imz lze dosdhnout

podrobného obrazu zmén danych stresovou reaket.
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Zavery

Na zaklad¢ vysledkt a diskuze miizeme tedy shrnout:

1)

2)

3)

4)

5)

identifikovali jsme mRNA a vazebna mista pro vSechny podtypy aj-adrenergnich

receptort v plicich potkana,

identifikovali jsme non-M2 podtypy muskarinovych receptort v srdci: identifikovali
jsme podtyp M; a dalsi podtyp, ktery by nejspiSe mohl odpovidat podtypu Ms, ale

nikoliv M3,

popsali jsme distribuci mRNA pro podtypy adrenergni receptort a pro receptory
muskarinové. Soucasné jsme stanovili mnozstvi vazebnych mist odpovidajicich témto
receptorum ve sledovanych deseti srde¢nich oblastech. U nékterych receptori jsme
Vv regionech nasli rozdily v mnozstvi mRNA ve srovnani s mnozstvim vazebnych mist

(oz-adrenergni receptory, Ma-receptory v srde¢nich komoréch)

prokazali jsme zmény v mnoZstvi adrenergnich (pfekvapivé 1 vyznamné zmény
podtypl aj-adrenergnich receptorti) a muskarinovych receptorti v plicich mysi vlivem
stresu. Prokazali jsme pohlavni zavislost téchto zmén a vliv pfitomnosti ¢i absence

CRH na receptorovou stresovou odpoveéd’ v plicich,

prokazali jsme zmény adrenergnich a muskarinovych receptort v srdci vlivem stresu a

odli$nost téchto zmén v jednotlivych srde¢nich oddilech.
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