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Abstrakt 

V posledních dekádách dochází k výraznému nárůstu diabetu mellitu a 

chronické stresové zátěže, které mají značný negativní dopad na tělesné i 

psychické zdraví jedince. Opakované a dlouhodobé působení zvýšené hladiny 

glukózy, vystupňovaná aktivita sympatického nervového systému a vzestup 

plazmatické hladiny stresových hormonů ovlivňuje většinu orgánů v těle, včetně 

srdce a cév. Činnost kardiovaskulárního systému je regulována značným 

množstvím neurotransmiterů, hormonů i neuropeptidů a změny v inervaci 

kardiovaskulárního systému v důsledku obou nemocí mohou vést k poškození 

jeho funkce. 

Předložená dizertační práce se zaměřuje nejen na roli klasické, ale 

především peptidergní inervace srdce. Cílem bylo přispět k objasnění podílu 

neuropeptidů a jejich receptorových systémů na vzniku a vývoji poškození srdce - 

vlivem diabetu mellitu a působením stresoru. Poznání fyziologických vlastností 

neuropeptidů a jejich účasti na patogenezi obou onemocnění a s nimi spojených 

komplikací by mohlo pomoci ve stanovení optimálních terapeutických postupů 

řady onemocnění, popř. využití kardioprotektivního účinku neuropeptidů. 

První oddíl práce je zaměřen na studium vlivu streptozotocinového diabetu 

na senzorickou část srdeční inervace laboratorního potkana, která se podílí na 

přenosu bolestivých podnětů. Stanovili jsme expresi genů signálního systému 

adrenomedulin/peptid odvozený od genu pro kalcitonin (AM/CGRP). Naše 

výsledky naznačují, že porucha přenosu senzorické informace ze srdce není 

pravděpodobně způsobena poruchou funkce signálního systém CGRP, protože 

jsme neprokázali, že by chronický diabetes u potkana způsobil pokles exprese 

zúčastněných mRNA. Senzorická vlákna v srdci kromě CGRP uvolňují 

substanci P, proto jsme se zaměřili na studium exprese genu substance P a NK1 

receptoru. Z našich výsledků je patrné, že v síních se nachází významně vyšší 

množství mRNA i proteinu tohoto receptoru ve srovnání s komorami. Důvodem 

může být jeho přítomnost v některých tělech neuronů intrakardiálních ganglií, což 

naznačuje, že SP se může podílet na aktivitě intrakardiálního nervového systému.  

Druhá část práce se věnuje ovlivnění srdeční inervace laboratorního 

potkana různými typy stresu. Při experimentální práci jsme využili dva kmeny 

potkanů: kontrolní Spraque-Dowley (SD) a Lewis (LE), kmen s geneticky 

podmíněnou sníženou reaktivitou HPA osy. Sledovali vliv rozdílných typů stresu 

na expresi a případně i distribuci genů enzymů tyrozin hydroxylázy (TH) a cholin 
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acetyl transferázy (ChAT) zároveň s M2 receptory. Zjistili jsme, že úroveň exprese 

genů enzymů zodpovědných za syntézu klasických přenašečů noradrenalinu a 

acetylcholinu se u jedinců obou kmenů významně liší. Vyšší expresi mRNA pro TH 

jsme zaznamenali u jedinců kmene LE v srdečních síních, kde jsou u potkana 

lokalizována těla neuronů intrakardiálního nervového systému. Totéž platí i pro 

cholinergní receptory typu M2. Výjimkou je exprese mRNA pro ChAT v pravých 

srdečních síních, která je vyšší u jedinců kmene SD než u potkanů LE. 

Dalším významným peptidem, který se tvoří a uvolňuje v srdci a uplatňuje 

se v regulaci kardiovaskulárního systému, je atriální natriuretický peptid. Rovněž 

jeho exprese je u jedinců kmene LE významně vyšší než u potkanů kmene SD. Při 

studiu exprese genu oxytocinového receptoru, jsme zaznamenali v pravé srdeční 

síni významný rozdíl mezi jedinci obou kmenů v reakci na akutní stres. Zatímco u 

kmene SD se relativní exprese genu zvýšila, u LE jsme zjistili signifikantní pokles. 

Analogické výsledky jsme v pravé síni zaznamenali i při stanovení exprese mRNA 

pro ANP. Tyto výsledky ukazují, že úroveň aktivity HPA osy při stresu ovlivňuje 

expresi zkoumaných genů v srdci.  
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Abstract 

 

Within the span of few decades, there has been a significant increase in 

diabetes mellitus and chronic stress in developed countries, such as the Czech 

Republic. These conditions have a significant negative effect on physical and 

mental health. Repeated and long-term exposure to raised levels of glucose, 

overactivity of the sympathetic nervous system and the increase in plasma levels 

of stress hormones affects most of the organs in the body, including the heart. 

The cardiovascular system is regulated by a broad number of neurotransmitters, 

hormones and neuropeptides. Alterations in the innervation of the cardiovascular 

system, as a result of both diseases, can affect its physiological functions. 

The present thesis focuses not only on the role of the classic, but primarily 

on the peptidergic innervation of the heart. The aim was to contribute to the 

explanation of the impact of neuropeptides and their shared receptor systems on 

the genesis and the development of heart damage due to diabetes mellitus and/or 

exposure to stressors. Knowledge of the physiological characteristics of 

neuropeptides and their involvement in the pathogenesis of both diseases and 

related complications could be helpful in determining the optimal treatment method 

or alternatively allow us to use the cardio protective effect of neuropeptides. 

The first section is focused on the impact of experimentally induced 

diabetes on the sensory innervation of the rat heart, which participates in the 

transmission of pain impulses. We studied changes in the expression of the signal 

system of adrenomedulin/calcitonin gene-related peptide (CGRP). Our results 

suggest that insufficiency of the heart sensory system is not probably caused by a 

dysfunction of the CGRP signaling system. We have not shown a decrease in 

expression of involved mRNAs due to chronic diabetes in rats. Sensory fibres in 

the heart except for CGRP release substance P (SP), and therefore we focused 

on the study of gene expression of substance P and the NK1 receptor. Our results 

indicate that in the atria there are significantly higher amounts of mRNA and 

protein of this receptor in comparison to the ventricles. The reason may be in the 

presence in some neuronal bodies of the intracardiac ganglia, suggesting that SP 

may be involved in the activity of the intracardiac nervous system. 

The second part deals with the influence of different types of stress on 

cardiac innervation in rats. In experimental work, we used two strains of rats: 

control Sprague-Dawley (SD) and Lewis (LE), a strain with genetically determined 

reduced reactivity of the HPA axis. We investigated the effect of different types of 
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stress on the expression, and possibly distribution of tyrosine hydroxylase enzyme 

genes (TH) and choline acetyl transferase (ChAT) simultaneously with the M2 

receptors.  

We found that the level of gene expression of enzymes responsible for the 

synthesis of classical transmitters norepinephrine and acetylcholine in individuals 

of both strains differ significantly. Higher expression of mRNA for TH was noted in 

subjects of strain LE in the atria, which are localized the neuronal bodies of 

intracardiac nervous system in the rat. The same applies to the type M2 cholinergic 

receptors. The exception is the mRNA expression of ChAT in the right atria, which 

is higher in SD-strain rats than in LE subjects. 

Another important peptide that is produced and released in the heart and is 

regarded to the regulation of the cardiovascular system, atrial natriuretic peptide. 

Also, its expression in individual from strain LE was significantly higher than in SD 

rats. In studying gene expression of the oxytocin receptor we were observed in the 

right atrium a significant difference between individuals of both strains in response 

to acute stress. While in the strain SD, relative gene expression increased, at LE 

we found a significant decrease. Analogous results were observed in the right 

atrium and in determining expression of mRNA for ANP. These results show that 

the level of activity of HPA axis during stress affects the expression of genes in the 

heart. 
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Seznam použitých zkratek a symbolů 

A   adrenalin 

ACTH   adrenokortikotropní hormon 

ACh   acetylcholin 

AMK   aminokyselina 

ANP   atriální natriuretický peptid 

AP   akční potenciál 

AR   adrenergní receptor 

ATP   adenozintrifosfát 

A.u.   arbitrární jednotka 

cAMP   cyklický 3‘5‘-adenozinmonofosfát 

cDNA   komplementární DNA 

CGRP   peptid odvozený od genu pro kalcitonin 

CGRPR  receptor pro peptid odvozený od genu pro kalcitonin 

CNS   centrální nervový systém 

Cq   kvantitativní cyklus 

CRLR   receptor podobný kalcitoninovému receptoru 

DBH   dopamin β-hydroxyláza 

DM   diabetes mellitus 

DNA   deoxyribonukleová kyselina 

DOPA   3,4-dihydroxyfenylalanin 

DRG   spinální ganglia, ganglia zadních kořenů míšních 

FITC   fluorescein izothiocyanát 

Gi   inhibiční G-protein 

Gs   stimulační G-protein 

h   hodina 

HPA   hypotalamus–hypofýza–nadledviny 

ChAT   cholinacetyltransferáza 

ICA   intrakardiální katecholaminergní 

ICS   kombinovaný imobilizační stres 

Ig   imunoglobulin 

IS   imobilizační stres 

KA   katecholaminy 

KAN   kardiovaskulární autonomní neuropatie 

LA   levá síň 

LE   Lewis 
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LV   levá komora 

M   muskarinový 

MAO   monoaminooxidáza 

min   minuta 

mRNA   mediátorová ribonukleová kyselina 

N   nikotinový 

NA   noradrenalin 

NANC   neadrenergní necholinergní 

NK   neurokinin 

OT   oxytocin 

OTR    oxytocinový receptor 

PACAP  skupina peptidů aktivovaných adenylátcyklázou 

pb   pár bazí 

PBS   pufrovaný fyziologický roztok 

PCR   polymerázová řetězová reakce 

PNMT   fenyletanolamin N - metyltransferáza 

qPCR   kvantitativní polymerázová řetězová reakce 

RA   pravá síň  

RAMP   protein modulující aktivitu receptoru 

RE   relativní exprese 

RNA   ribonukleová kyselina 

RT-PCR reverzní přepis následovaný polymerázovou řetězovou 

reakcí 

RV   pravá komora 

s   sekunda 

SA   sinoatriální 

SD   Spraque-Dowley 

SDS   sodiumdodecylsulfát 

SIF   malé intenzivně fluoreskující 

SP   substance P 

STZ   streptozotocin 

TF   tepová frekvence 

TH   tyrozinhydroxyláza 

VIP   vazoaktivní intestinální polypeptid 
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2 Teoretický úvod 

2.1 Přehled srdeční inervace u zdravého jedince 

Srdeční sval fungující jako paralelní pumpa je zdrojem automatické elektrické 

aktivity, která předchází aktivitě mechanické. Vzhledem k tomu, že srdce musí za 

nejrůznějších okolností co nejpřesněji zajistit aktuální potřeby celého organismu, 

jsou kontrolní mechanismy jeho činnosti značně komplikované. 

Činnost srdce je regulována na několika úrovních zahrnujících místní 

mechanismy i extrakardiální vlivy. Nejnižší úroveň je zprostředkována neurony 

srdečních ganglií, která informace nejen přepojují, jak se původně předpokládalo, 

ale zároveň vlastní aktivitou modulují činnost neuronů srdečního plexu. 

Experimentální výsledky posledních let pomohly k odhalení složitosti a významu 

funkce intrakardiálních neuronů, které vytvářejí vnitřní nervový systém srdce 

(Armour et al., 1997; Baptista a Kirby, 1997; Arora et al., 2001). S ohledem na 

morfologické a fyziologické vlastnosti je intrakardiální nervový systém také 

označován jako „malý mozek srdce“. Morfologie i funkce tohoto systému bude 

detailněji popsána v kapitole „Vnitřní srdeční nervový systém“. Za vyšší úroveň 

regulace je zodpovědný autonomní nervový systém. Nejvyšší stupeň řízení 

srdeční činnosti zahrnuje aktivitu neokortexu, limbického systému a hypotalamu 

(Armour, 1999). 

Na autonomní regulaci srdce se podílí sympatická (adrenergní) a 

parasympatická (cholinergní) komponenta. Jejich prostřednictvím je ovlivňována 

srdeční frekvence (chronotropie), kontraktilita (inotropie), rychlost vedení vzruchu 

(dromotropie) a vzrušivost (bathmotropie). Sympatikus vykazuje účinky 

kardioexcitační na rozdíl od parasympatiku, jehož vliv je kardioinhibiční (Higgins et 

al., 1973; Bers, 2002). 

Původní představa, že obě části autonomního nervového systému pracují 

odděleně, byla upřesněna na základě zjištění, že jejich aktivity se navzájem 

recipročně ovlivňují (Kollai a Koizumi, 1979). Tento funkční vztah vykazuje 

charakteristiku zesíleného antagonismu. Bylo zjištěno, že synchronní stimulace 

bloudivého nervu způsobí větší absolutní pokles srdeční frekvence za účasti 

sympatické aktivity, než bez ní (Levy, 1971). 

Experimentální a klinické studie přinesly nový pohled na problematiku 

organizace periferní části autonomní inervace. Ukázalo se, že postgangliová 

eferentní vlákna obou systémů ovlivňují převodní systém srdeční a pracovní 

kardiomyocyty a zároveň sympatický systém usměrňuje průtok krve koronárním 
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řečištěm (Levy et al., 1966; Levy, 1971; Randall et al., 1972; Bonham et al., 1987; 

Feigl, 1998; Weihe et al., 2005). Dále bylo zjištěno, že senzorická inervace srdce 

umožňuje obousměrné spojení mezi srdcem a centrálním nervovým systémem 

(CNS; Kawashima, 2005; Surtees et al., 2008). 

Hustota inervace je rozdílná mezi jednotlivými vrstvami srdeční svaloviny a 

zároveň je významně větší v síních než v komorách (Wittling et al., 1998a; Wittling 

et al., 1998b; Kawano et al., 2003). Srdeční komory, odpovědné za sílu kontrakce, 

jsou inervovány převážně sympatickými vlákny, zatímco parasympatické terminály 

inervují především srdeční síně (Zipes, 2008; Triposkiadis et al., 2009). 

2.1.1 Sympatická eferentní inervace srdce 

Vliv sympatické inervace na srdce je uskutečňován a regulován pomocí 

kardiovaskulárních reflexů, které mohou aktivitu sympatiku snižovat, jako reflexy 

vycházející z aortálních, karotických a plicních baroreceptorů; nebo ji zvyšovat, a 

to v případě stimulace periferních chemoreceptorů (Malliani et al., 1983; 

Triposkiadis et al., 2009). 

Sympatická inervace srdce je tvořena dvouneuronovou sestupnou 

visceromotorickou dráhou. Buněčná těla pregangliových sympatických neuronů se 

nacházejí v intermediolaterálních jádrech postranních rohů míšních hrudních 

segmentů Th1-Th5-6. Pregangliová vlákna vystupují z míchy předními kořeny a jako 

rami communicantes albi směřují k paravertebrálnímu sympatickému kmeni, kde 

většina z nich končí synapsí s těly postgangliových neuronů (Kawashima, 2005; 

Langley, 1892; Čihák, 2004). Mediátorem pregangliových neuronů je acetylcholin 

(ACh) vázající se na nervový typ nikotinového acetylcholinového receptoru 

(Moaddel a Wainer, 2003; Goldstein, 2010). 

Lokalizace těl postgangliových sympatických neuronů je složitá z důvodu 

značné mezidruhové a interindividuální variability (Axford, 1928; Wrete, 1959). 

Synapse mezi pregangliovými a postgangliovými neurony se u laboratorního 

potkana nacházejí převážně ve středním krčním a hvězdicovitém gangliu (Pardini 

et al., 1989). U člověka je lokalizace těl postgangliových neuronů rozložena ve 

třech krčních gangliích, v hvězdicovitém gangliu (ggl. stellatum) vzniklém spojením 

dolního krčního a 1. hrudního ganglia a v prvních čtyřech hrudních gangliích 

sympatického kmene (Kuntz, 1947; Kawashima, 2005). Postgangliová vlákna jsou 

k srdci vedena cestou nn. cardiaci (n. cardiacus cervicalis superior, medius a 

inferior; nn. cardiaci thoracici). Po vstupu do srdce se dostávají do blízkosti 
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kardiomyocytů, kde se větví na terminální vlákna vytvářející síť okolo srdečních 

buněk (Triposkiadis et al., 2009). Ve svém průběhu mají vlákna varikozity 

obsahující váčky s mediátorem. Gradient sympatické inervace směřuje od srdeční 

baze ke hrotu (Pierpont et al., 1985). 

Klasickým přenašečem postgangliových sympatických neuronů v srdci je 

noradrenalin (NA) a příslušná nervová vlákna jsou označována jako adrenergní 

(Jacobowitz, 1967; Hirst et al., 1996). Syntéza NA byla podrobně popsána již 

v roce 1956 von Eulerem a Hillarpem (von Euler a Hillarp, 1956). Výchozím 

substrátem pro tvorbu NA je esenciální aminokyselina (AMK) tyrozin. Prvním 

krokem kaskády je hydroxylace tyrozinu na 3,4-dihydroxyfenylalanin (DOPA) za 

účasti enzymu tyrozinhydroxylázy (TH). DOPA je následně dekarboxylována na 

dopamin za katalýzy nespecifickou dekarboxylázou. Z dopaminu účinkem enzymu 

dopamin-beta-hydroxylázy (DBH) vzniká NA, který je uskladněn v synaptických 

váčcích (Weiner, 1970). Limitujícím faktorem syntézy NA je aktivita TH (Smith, 

1971) a dostupnost tyrozinu (Milner a Wurtman, 1986). NA je tvořen do zásoby, 

skladován v synaptických váčcích v postgangliových nervových zakončeních 

sympatiku a v případě potřeby uvolněn procesem exocytózy. 

Akční potenciál (AP), který po axonu doputuje do míst s varikositami, vede 

k depolarizaci cytoplazmatické membrány, otevření napěťově řízených Ca2+ 

kanálů a vtoku Ca2+ do buňky. Zvýšení intracelulární koncentrace Ca2+ vyvolá 

pohyb váčků s mediátorem, umožní splynutí membrány vezikul s membránou 

axonu a uvolnění obsahu vezikul. V průběhu sympatické stimulace se uvolňuje 

pouze malé procento z vytvořeného a uskladněného NA (Goldstein, 2010). 

NA difunduje do okolí a váže se na adrenergní receptory (AR) lokalizované 

v membráně pracovních a převodních buněk (Ahlquist, 1948). Vazba mezi 

mediátorem a receptorem vyvolá účinek NA. Dalším místem působení NA jsou 

presynaptické AR typu α2A a α2C, které fungují na podkladě negativní zpětné 

vazby. Jejich prostřednictvím je kontrolováno množství uvolňovaného NA z 

nervových zakončení (Aggarwal et al., 2001; Balogh et al., 2009; Gyires et al., 

2009). Srdce je zároveň ovlivňováno i katecholaminy (KA), které jsou k srdečním 

buňkám zaneseny krevním proudem z dřeně nadledvin. 

Z extracelulárního prostoru je NA odstraňován prostřednictvím několika 

mechanismů. Přibližně 80 % NA vstupuje za pomoci specifického membránového 

transportéru typu 1 zpět do presynaptického zakončení (Leineweber et al., 2002). 

Zde se ukládá do granul nebo je metabolizován na zevní mitochondriální 

membráně enzymem monoaminooxidázou-A (MAO-A). Druhým místem 



14 
 

degradace jsou cílové buňky neneuronálního původu, kde se MAO nachází ve 

dvou formách MAO-A a MAO-B (Langer, 1974; Goldstein, 2010). Velmi malá část 

NA je degradována enzymem katechol O-methyltransferázou lokalizovaným 

v cytoplazmatické membráně cílových buněk (Leineweber et al., 2002). Zbývající 

množství NA přestupuje do krevního oběhu, kde se stává součástí celkové 

plazmatické hladiny KA. 

Protein AR se vždy skládá ze 7 transmembránových domén spojených 

s heterotrimerickým G-proteinem, jehož heterogenita je velmi vysoká. Dosud byla 

prokázána existence desítek typů. Na základě struktury a funkce se rozlišují dvě 

základní skupiny AR, a to α-AR a β-AR, které se s ohledem na rozdílnou afinitu 

k agonistům a antagonistům dále dělí na jednotlivé podtypy. V současné době je 

známo celkem 9 podtypů AR: 3 typy α1-AR (α1A, α1B, α1D), 3 typy α2-AR (α2A, α2B, 

α2C) a 3 typy β-AR (β1,  β2, β3) (Bylund et al., 1994; Hieble et al., 1995). Alfa-AR se 

vzájemně liší v pořadí AMK, tkáňové expresi a signalizačních kaskádách (Graham 

et al., 1996). Jednotlivé podtypy β-AR byly definovány na základě rozdílné afinity 

k adrenalinu (A) a NA. Beta1-AR mají stejnou afinitu k oběma agonistům, zatímco 

β2-AR vykazují 100krát vyšší afinitu k A než NA (Lands et al., 1967). 

Původní představa, že jednotlivé podtypy β-AR jsou orgánově specifické, 

např. β1-AR na membráně kardiomyocytů nebo β2-AR v hladké svalovině cév a 

bronchů, byla již překonána (Lands et al., 1967). Jak dokládají četné studie, 

v rámci jednoho orgánu, avšak ne nutně na membráně stejné buňky, mohou být 

zastoupeny oba typy těchto receptorů (Brodde, 1990). V savčím srdci jsou 

přítomny oba typy AR, avšak s převahou β-AR, a to β1-AR na kardiomyocytech a 

β2-AR na srdečních fibroblastech (Porter a Turner, 2009; Triposkiadis et al., 2009). 

Ze skupiny α1-AR byly v srdci laboratorních potkanů detekovány všechny 

3 α1-AR podtypy mediátorové ribonukleové kyseliny (mRNA), ale pouze α1A-AR a 

α1B-AR typy jsou přítomny i ve formě proteinu (Rokosh et al., 1994; Stewart et al., 

1994). AR typu α1 se nacházejí ve všech srdečních oddílech laboratorního 

potkana s  převahou v komorách a v porovnání se savci, jako jsou myši, morče 

nebo člověk, je jejich hladina přibližně 8krát vyšší (Steinfath et al., 1992; Michel et 

al., 1994). Přítomnost α1-AR byla detekována na povrchu kardiomyocytů, zatímco 

u srdečních fibroblastů prokázána nebyla (Vatner, 1988; Stewart et al., 1994). 

Novější studie prokazují výskyt α1-AR na jaderné membráně komorových 

myocytů u novorozených i dospělých potkanů (Buu et al., 1993; Wright et al., 

2008; Wright et al., 2012). U hlodavců i člověka se α1A- a α1B-AR vyskytují 

především na kardiomyocytech (O'Connell et al., 2003; Jensen et al., 2009a), 
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zatímco α1D-AR v hladké svalovině koronárních tepen (Jensen et al., 2009b). 

Ukazuje se, že existuje analogie v expresi jednotlivých podtypů α1 - AR 

v koronárních arteriích a myokardu, neboť lidské srdce, stejně jako potkaní, 

obsahuje rovněž všechny 3 podtypy α1-AR (Michel et al., 1994; Rokosh et al., 

1996; Jensen et al., 2009a). 

AR typu α1 jsou velice dobře známy svým vazokonstrikčním účinkem na 

cévní stěnu. Alfa1-AR primárně kontrahují koronární arterie, zatímco α2-AR působí 

především na úrovni arteriol (Heusch et al., 2000). Stimulace α1-AR endogenními 

KA způsobuje za fyziologické situace pouze malé změny v průměru koronárních 

arterií (Hodgson et al., 1989; Lorenzoni et al., 1996), ale v cévách 

s ateroskleroticky změněným endotelem je zúžení výraznější a může vést 

k ischémii myokardu (Baumgart et al., 1999; Heusch et al., 2000). Použitím 

selektivních α1-AR antagonistů by mohla být navozena vazodilatace koronární cév 

a zlepšení krevního zásobení srdeční tkáně bez vedlejších účinků na srdce (Kern 

et al., 1985; Shannon a Chaudhry, 2006; Jensen et al., 2009a). 

AR podtypu α2A- spolu s α2C jsou lokalizovány presynapticky a kontrolují 

množství uvolněného NA ze srdečních sympatických terminál. Jejich destrukce 

vede k srdeční hypertrofii s následným selháním v důsledku chronicky zvýšeného 

uvolňování KA (Triposkiadis et al., 2009). 

V srdci člověka byly identifikovány rovněž všechny 3 podskupiny β-AR 

(Bylund et al., 1994) a to na pracovních kardiomyocytech (Lymperopoulos et al., 

2013), fibroblastech, endoteliálních buňkách i na buňkách převodního systému 

srdečního (Lymperopoulos a Bathgate, 2013; Lymperopoulos et al., 2013). 

AR typu β1 převažují a ve srovnání s β2-AR jsou exprimovány v poměru 70:30. 

Výskyt β2 je vyšší v síních v porovnání s komorami (Ikezono et al., 1987). AR typu 

β2 (60 %) byly spolu s α1-AR (30 %) rovněž detekovány ve věnčitých tepnách a byl 

prokázán jejich vazodilatační efekt (Jensen et al., 2009b). 

Přítomnost β3-AR mRNA byla v srdci opakovaně prokázána (Gauthier et al., 

2000; Myslivecek et al., 2006) a protein β3-AR byl detekován imunohistochemicky 

(De Matteis et al., 2002). Beta3-AR jsou však za fyziologických podmínek neaktivní 

(Skeberdis et al., 2008). 

Jak již bylo zmíněno, signální cesta všech β-AR je uskutečňována 

prostřednictvím G-proteinu. Zatímco β1-AR aktivují stimulační G protein (GS), β2 -

 AR stimulují jak GS, tak i inhibiční G protein (Gi). K přechodu od GS k Gi dochází 

vlivem dlouhodobé stimulace β2-AR (Communal et al., 1999). GS pracuje jako 

receptorový akcelerátor, Gi jako receptorová brzda (Feldman et al., 2005). Mimo to 
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β-AR využívají dalších signálních cest, zejména protein kinázu aktivovanou 

mitogenem a Ca2+/ na kalmodulinu závislou protein kinázu II (Baker et al., 2003; 

Galandrin a Bouvier, 2006; Xiao et al., 2006). 

Vazba ligandu na β-AR spojený s GS vede k aktivaci adenylátcyklázy a tím 

ke zvýšené produkci intracelulárního cyklického adenozinmonofosfátu (cAMP), 

který se váže na protein kinázu A. Ta poté vykazuje celou řadu funkcí: 

1) fosforyluje L-typ Ca2+ kanálů a aktivuje ryanodinový receptor, zvyšující 

cytoplazmatickou hladinu Ca2+ a vedoucí k zesílené kontrakci (Benes et al., 2012), 

2) stimuluje hyperpolarizací aktivovaný proud kationtů tekoucí do buňky, který 

ovlivňuje vznik a průběh rytmické aktivity pacemakerových buněk (Ludwig et al., 

1998), 3) fosforylací fosfolambanu, modulátoru vápníkové pumpy závislé na 

přítomnosti adenozintrifosfátu (ATP), snižuje jeho inhibiční efekt. Tím urychluje 

zpětný přenos Ca2+ iontů do sarkoplasmatického retikula a zkracuje dobu relaxace 

srdeční svaloviny (Sulakhe a Vo, 1995), 4) snižuje citlivost myofilament k Ca2+ a 

tím urychluje jejich relaxaci (Sulakhe a Vo, 1995), 5) aktivací fosfolemmanu, 

podjednotky Na+/K+ATPázy, snižuje inhibiční vliv na aktivitu této pumpy. To vede 

k rychlejšímu přesunu Na+/K+ a zkrácení doby návratu potřebné k dosažení stavu 

klidového membránového napětí (Despa et al., 2005). 

U člověka stimulace β1- a β2-AR vykazuje pozitivně inotropní a chronotropní 

účinek spolu s pozitivně lusitropním a dromotropním účinkem (Floras, 2009; 

Triposkiadis et al., 2009). Ve stěně koronárních artérií aktivace β1- a β2-AR vede 

k jejich dilataci (Amenta et al., 1991; Monopoli et al., 1993). Kromě již zmíněných 

vlivů, β1-AR podporují také apoptózu kardiomyocytů (Xiao et al., 1999), zatímco 

dlouhotrvající aktivace β2-AR má antiapoptotický efekt a tedy  kardioprotektivní 

účinek (Chesley et al., 2000). 

V protikladu k β1- a β2-AR je stimulace β3-AR spojena s výrazným poklesem 

kontraktility komorového myokardu (Gauthier et al., 2000). Tento negativně 

inotropní účinek byl zaznamenán i s použitím agonistů β3-AR (Tavernier et al., 

2003). Signální dráha je pravděpodobně zprostředkována enzymem syntázou 

oxidu dusnatého, která je lokalizována na endotelových buňkách a 

kardiomyocytech (Schulz et al., 2005; Moens et al., 2010). Předpokládaný význam 

funkce těchto receptorů spočívá v ochraně myokardu během intenzivní adrenergní 

stimulace, fungující jako negativní zpětná vazba působící proti pozitivně 

inotropnímu vlivu KA (Gauthier et al., 1998; Rozec et al., 2009). Nicméně, úloha 

β3-AR v průběhu fyziologických i patologických podmínek je předmětem dalšího 

zkoumání. 
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Dlouhodobá stimulace α1-AR má příznivý trofický vliv na postnatální vývoj a 

růst srdce. V dospělosti vykazuje adaptivní a protektivní účinek při působení 

chronického stresu a v průběhu srdečního selhání, kdy množství α1-AR je zvýšeno 

bez změny funkce. To je v protikladu k β-AR, jejichž exprese na úrovni mRNA je 

u srdečního selhání snížená, a zároveň mají tyto receptory porušenou funkci 

(Bristow et al., 1982; Jensen et al., 2009a). Kardioprotektivní účinek KA zahrnuje 

několik adaptivních procesů, jako je inhibice zániku myocytů, zvýšený proteinový a 

glukózový metabolismus a zesílený pozitivně inotropní účinek (Jensen et al., 

2011). 

2.1.2 Parasympatická eferentní inervace srdce 

Parasympatická inervace srdce je zajišťována prostřednictvím rami cardiaci 

nervi vagi. Těla pregangliových neuronů jsou lokalizována v prodloužené míše 

v nucleus ambiguus (Plecha et al., 1988), v menší míře v nucleus dorsalis nervi 

vagi a v oblasti mezi oběma jádry (Nosaka et al., 1979; Izzo et al., 1993; Taylor et 

al., 1999; Cheng et al., 2004). Axony těchto neuronů jsou součástí bloudivého 

nervu, který vystupuje z lebky skrze foramen jugulare, v jehož blízkosti je uloženo 

ganglion jugulare a nodosum. Část vláken inervujících srdce se oddělí a pokračuje 

k srdci, kde tvoří synapse s postgangliovými parasympatickými neurony. Ty jsou 

v srdci uloženy převážně subepikardiálně v gangliích čítajících desítky až stovky 

neuronů (Čihák, 2004). 

Axony postgangliových neuronů jsou krátké, nemyelizované a tvoří bohatou 

srdeční pleteň. Hustota těchto vláken je v jednotlivých srdečních oddílech rozdílná 

s významnou převahou v síních. Stanovením obsahu ACh a aktivity 

cholinacetytransferázy (ChAT) bylo zjištěno, že koncentrace ACh v komorách tvoří 

pouze asi 1/5 v porovnání s jeho koncentrací v síních (Kent et al., 1974). Nejvyšší 

hustota ChAT byla nalezena v oblasti sinoatriálního uzlu (SA; Slavíková a Tucek, 

1982). 

Syntéza ACh probíhá v cytoplazmě nervových zakončení ze substrátů 

acetylkoenzymu A a cholinu v reakci katalyzované enzymem ChAT (Macintosh, 

1959). Předpokládá se, že množství cholinu v místě tvorby je limitujícím faktorem 

tvorby ACh (Geiger et al., 1992; Tucek, 1983). Zatímco acetylkoenzym A je tvořen 

procesem oxidativní dekarboxylace pyruvátu v mitochondriích, cholin je získáván 

z různých zdrojů. Jeho zásobárnou jsou jednak fosfolipidy tvořící součást 

membrány kardiomyocytů, dále plazma a významným poskytovatelem cholinu je 
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i sám ACh (Corradetti et al., 1983). Po uvolnění ACh a zprostředkování 

fyziologického účinku je štěpen enzymem acetylcholinesterázou (Massoulie et al., 

1993) a více jak polovina vzniklého cholinu je opět využita k syntéze ACh (Collier 

a Macintosh, 1969). Cholin je do nervového zakončení transportován 

z extracelulárního prostředí cholinovým přenašečem závislým na přítomnosti 

sodíku (Yamamura a Snyder, 1973). Vytvořený ACh je skladován ve váčcích 

terminálních vláken (Macintosh, 1959), kam je přenesen prostřednictvím 

glykoproteinu nesoucího označení vezikulární acetylcholinový transportér 

(Anderson et al., 1983). Přítomnost tohoto přenašeče lze prokázat vazbou 

specifické protilátky proti vezikulárnímu acetylcholinovému transportéru, která je 

využívána k identifikaci cholinergních neuronů (Eiden, 1998). 

Na buněčné úrovni je účinek ACh zprostředkován dvěma strukturně 

rozdílnými typy cholinergních receptorů. Ty se, s ohledem na jejich afinitu 

k přirozeným alkaloidům muskarinu a nikotinu, rozdělují na muskarinové (M) a 

nikotinové (N) (Hulme et al., 1990; Caulfield a Birdsall, 1998; Wess, 2004). 

Parasympatické regulace srdce se účastní především M receptory. 

Dosud bylo popsáno celkem pět podtypů M receptorů, označující se M1, M2, 

M3, M4, M5 (Caulfield a Birdsall, 1998). V membránách srdečních buněk 

laboratorního potkana byla původně zjištěna existence pouze M2 receptorů (Kirsch 

et al., 1988), avšak další studie, která byla založená na kvantitativním stanovení 

exprese genů pro M1-M5 receptory, potvrdila v srdci potkana přítomnost mRNA 

všech podtypů M receptorů. Z nich byla nejvíce zastoupena mRNA pro 

M2 receptory. Exprese této mRNA byla v síních dvojnásobná v porovnání 

s komorami (Krejcí a Tucek, 2002). Tomuto zjištění odpovídají i výsledky další 

studie zaměřené na stanovení přítomnosti a množství proteinů jednotlivých typů 

M receptoru. Autoři zjistili, že v síních potkana jsou přítomny pouze M2 receptory, 

zatímco v komorách jsou navíc i receptory typu M1 a M3-5, přičemž tyto receptory 

zde tvoří řádově jednotky procent všech přítomných M receptorů (Myslivecek et 

al., 2008). Naproti tomu studie provedená na lidských srdcích prokázala 

přítomnost M1, M2, M3 a M5 receptorů, přičemž receptory podtypu M1 a M5 byly 

nalezeny v síních i komorách. Dominantním podtypem byl stejně jako u potkana 

stanoven M2 podtyp, jehož množství bylo v síních i komorách srovnatelné (Wang 

et al., 2001). 

Aktivace M receptorů vede k poklesu srdeční frekvence změnou elektrické 

aktivity SA uzlu (Levy, 1997), zpomalením vedení elektrických impulsů přes 

atrioventrikulární uzel (Priola, 1980) a kromě toho i k  méně výraznému snížení 
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komorové kontrakce (Reeves a Hefner, 1961). Pokles uvedených parametrů 

vyústí ve snížení srdečního výdeje. Za negativně chronotropní a inotropní efekt 

parasympatiku jsou na srdci zodpovědné M2 receptory (Harvey a Belevych, 2003). 

M2 a M4  receptory se přednostně váží na Gi. Funkčně jsou tyto receptory spřaženy 

s adenylát cyklázou, na jejíž aktivitu mají inhibiční vliv, vedoucí k poklesu tvorby 

cAMP. Důsledkem této aktivace je prodloužení doby otevření draslíkových kanálů 

a zkrácení doby trvání pomalé diastolické depolarizace (Zholos et al., 2004). 

Receptory podtypů M1 a M3 aktivují fosfolipázu C s následným vzestupem 

koncentrace intracelulárního vápníku či aktivace opožděného rektifikujícího 

draslíkového proudu (Wang et al., 2004; Harvey, 2012). 

Dosud popsané funkce M3 receptorů zahrnují regulaci srdeční frekvence 

(Wang et al., 2004), modulaci stažlivosti, ovlivnění mezibuněčné komunikace a 

propagace AP (Yue et al., 2006). Tyto receptory mají pravděpodobně určitý podíl 

na vzniku a trvání síňové fibrilace (Liu et al., 2005). Selektivní aktivace M3 

receptorů na membráně pracovních buněk pomocí pilokarpinu zkracuje dobu 

trvání AP, aktivuje činnost protein kinázy C a spouští fosforylaci iontových kanálů 

jak v srdečních síních, tak i v komorách (Abramochkin et al., 2008; Abramochkin 

et al., 2013). Novější experimenty ukazují na kardioprotektivní účinek M3 receptorů 

při srdečním infarktu u laboratorního potkana (Liu et al., 2004a; Liu et al., 2004b). 

2.1.3 Senzorická inervace srdce  

Senzorická nervová vlákna přenášejí informace ze srdce do páteřní a 

prodloužené míchy, kde prostřednictvím interneuronů ovlivňují sympatické a 

parasympatické eferentní pregangliové neurony. Hrají roli nejen v detekci a 

monitorování srdečních událostí, jako je ischémie a reperfuze (Zahner et al., 

2003), ale mají mnohem komplexnější úlohu v udržování tkáňové homeostázy a v 

přenosu bolestivých podnětů (Dyavanapalli et al., 2014). 

Langley popsal srdeční autonomní inervaci před více než sto lety, přičemž 

již tehdy předpokládal, že senzorická vlákna jsou důležitou součástí autonomního 

nervového systému a hrají významnou roli v autonomních reflexech, stejně tak 

jako v přenosu viscerální bolesti (Langley, 1903). Zavedl používání pojmu 

aferentní sympatická vlákna. Dnes je známo, že senzorická vlákna jsou součástí 

obou větví autonomního nervového systému, avšak větší část náleží k sympatické 

komponentě (Armour, 1999). Významné je zjištění, že terminály senzorických 

nervových vláken mohou být stimulovány také antidromně a uvolňovat v srdci 
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mediátory na základě axonálních reflexů (Lundberg, 1996). Tato oboustranná, 

aferentní i eferentní funkce senzorické srdeční inervace vedla k zavedení názvu 

senzorimotorická inervace (Burnstock, 1990). 

Senzorická vlákna reagují na mechanické i chemické podněty (Gagliardi et 

al., 1988; Armour, 1999). Nervová zakončení jsou drážděna endogenními 

chemickými látkami jako je NA, ATP, neuropeptid Y (NPY), adenozin, opioidní 

peptidy, vazoaktivní intestinální peptid (VIP) a také látkami uvolňovanými během 

ischémie jako je bradykinin, serotonin, histamin či tromboxan A2 (Cinca a 

Rodriguez-Sinovas, 2000; Fu a Longhurst, 2009). Vyvolání bolestivého podnětu je 

u obou větví autonomního nervstva způsobeno podrážděním senzorických 

zakončení bradykininem, serotoninem a prostaglandiny (Meller a Gebhart, 1992). 

Dráždění srdečních senzorických neuronů vede k reflexní aktivaci sympatické 

komponenty, jejímž výsledkem je u člověka i laboratorního potkana zvýšení 

srdeční frekvence (Gennari a Fischer, 1985; Saito et al., 1986). Experimentálně 

lze jejich podráždění vyvolat u anestezovaných zvířat epikardiální aplikací 

kapsaicinu, bradykininu nebo adenozinu (Staszewska-Woolley a Woolley, 1990). 

Těla senzorických neuronů inervujících srdce leží v gangliích zadních 

kořenů míšních v rozsahu C6-Th6 (Vance a Bowker, 1983; Janes et al., 1986; 

Kukanova a Mravec, 2006). Podněty z epikardu, myokardu, endokardu a 

z koronárních arterií jsou vedeny nemyelinizovanými axony přes sympatický kmen 

a následně cestou zadních kořenů míšních do zadního rohu míšního (Cervero, 

1994; Huang et al., 1996b). V šedé hmotě míšní vytvářejí axony senzorických 

neuronů synapse s interneurony na stejné úrovni, jako jsou lokalizována ganglia 

(Barr a Kirnan, 1993) nebo putují o několik segmentů výše či níže (Kuo et al., 

1984). Vzruchy dále postupují k neuronům tvořícím jádro v prodloužené míše 

zvané nucleus tractus solitarius (Spyer, 1994). Zde se shromažďují aferentní 

viscerosenzorické informace přicházející ze srdce, z baro- a chemoreceptorů cév 

a dále z dýchacího a trávicího ústrojí (Xie et al., 1999). 

Do nucleus tractus solitarius se senzorické informace ze srdce dostávají 

i prostřednictvím bloudivého nervu, a to díky senzorickým neuronům, jejichž těla 

leží v nodózním gangliu. Terminální vlákna těchto neuronů tvoří síť v blízkosti 

kardiomyocytů, nikoliv však v okolí hlavních intrakardiálních ganglií (Cheng et al., 

1997). 

Přenosu senzorických informací se účastní klasické mediátory 

i neuropeptidy (Zhuo et al., 1997). Syntéza neuropeptidů probíhá v tělech 

senzorických neuronů a do nervových zakončení jsou dopravovány axonálním 
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transportem (Mulderry et al., 1988; Yoshizawa et al., 2013). V srdci senzorická 

vlákna uvolňují neuropeptidy, jako je peptid odvozený od genu pro kalcitonin 

(CGRP, z angl. „Calcitonin Gene-Related Peptide“) a substance P (SP), které 

modulují tonus cévní svaloviny a vykazují pozitivně chronotropní a inotropní účinek 

(Franco-Cereceda a Lundberg, 1988; Hoover et al., 2000). 

2.1.4 Vnitřní srdeční nervový systém 

V původním konceptu nervové kontroly srdce byla srdeční ganglia 

považována pouze za jednoduché převodní stanice, které přenášely vzruchy mezi 

parasympatickými pregangliovými a postgangliovými neurony. Tato ganglia však 

mají mnohem komplexnější strukturu a funkci. Přijímají informace z CNS i ze 

srdce a hrudníku, zpracovávají je a výslednou odpovědí ovlivňují srdeční aktivitu 

v režimu označovaném v literatuře „from beat to beat“ (Horackova a Armour, 1995; 

Randall et al., 2003; Armour, 2004). 

Vnitřní srdeční nervový systém je tvořen heterogenní populací buněk 

zahrnující těla postgangliových parasympatických i sympatických neuronů, 

senzorických neuronů, interneuronů a nervových zakončení. Početně významná 

populace unipolárních neuronů propojuje všechny součásti do bohaté sítě (Pauza 

et al., 1997; Slavíková et al., 2003; Kukanova a Mravec, 2006). V gangliích byla 

také prokázána přítomnost malých intenzivně fluoreskujících (SIF, z angl. „Small 

Intensely Fluorescent“) buněk (Shvalev a Sosunov, 1985). Těla neuronů jsou 

obklopena gliovými buňkami, nazývanými satelitní buňky (Pannese, 1981). 

Počet neuronů v gangliích je velmi variabilní. Je odhadováno, že v lidském 

srdci se nachází několik tisíc neuronů a jejich těla mají různou velikost i tvar 

(Armour et al., 1997). Pomocí elektronové mikroskopie byly v lidských srdečních 

gangliích identifikovány axodendritické synapse. Axosomatické spoje byly 

nalezeny u laboratorního potkana, zatímco u člověka jsou spíše výjimečné (Ellison 

a Hibbs, 1976). 

Srdeční ganglia jsou lokalizována především v okolí vstupu velkých žil, 

kolem kořene aorty a v oblasti mezisíňového septa (King a Coakley, 1958). Na 

zadním povrchu obou síní laboratorního potkana se nachází přibližně 5 srdečních 

ganglií. Více jak 50 % všech neuronů je lokalizováno v horní části interatriálního 

septa a jejich vlákna tvoří pleteně na předním povrchu obou síní a komor (přední 

pravosíňová a levosíňová pleteň). Přibližně čtvrtina neuronů se nachází na zadním 

povrchu levé síně, odkud axony směřují na zadní povrch síní i komor. Méně než 
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25 % neuronů se vyskytuje v dolní části mezisíňového septa a na zadním povrchu 

pravé síně, odkud jejich vlákna směřují k přední stěně pravé síně. Nejméně 

neuronů bylo nalezeno ve shluku obkružujícím aortu, který inervuje ventrální stěny 

obou komor a koronární tepny (Pardini et al., 1987). 

U člověka se srdeční ganglia nacházejí  subepikardiálně, v tukové tkáni na 

dorzální straně baze srdeční, při ústí plicních žil a v oblasti mezi nimi (Johnson et 

al., 2004). Do současné doby bylo identifikováno 10 oblastí nejčastějšího výskytu: 

5 v oblasti obou síní a stejný počet v horních oblastech komor. Propojenost 

srdečních ganglií přibývá v průběhu intrauterinního života člověka, takže 

v novorozeneckém věku je systém již velmi dobře vyvinut (Navaratnam, 1965; 

Shvalev a Sosunov, 1989). 

Za fyziologických podmínek je činnost srdeční nervové pleteně modulována 

sympatikem a parasympatikem (Armour et al., 1997; Hou et al., 2007). Lokální 

obvod však vykazuje aktivitu i za podmínek, kdy je extrakardiální regulace 

vyřazena z funkce, např. při chronické decentralizaci. Z této skutečnosti vyplývá, 

že intramurální srdeční neurony mohou být aktivovány i senzorickými neurony 

plexu (Huang et al., 1993) monitorujícími aktuální situaci v myokardu. Tato 

skutečnost vedla k vytvoření konceptu „malého srdečního mozku“ (Randall, 2000). 

Neurony v srdečních gangliích tvoří a uvolňují kromě ACh a NA celou řadu 

dalších přenašečů (Richardson et al., 2003; Slavíková et al., 2005). SIF buňky 

syntetizují dopamin a serotonin, některé magnocelulární neurony jsou schopny 

tvořit i A (Slavíková et al., 2003). Prokázána zde byla i přítomnost enzymů 

podílejících se na syntéze histaminu (Singh et al., 1999). Chemická rozmanitost 

intrakardiálních neuronů může odrážet funkční specializaci těchto neuronů 

(Richardson et al., 2003). 

Význam funkce intrakardiálního nervového systému se může projevit 

v souvislosti s výkony prováděnými na srdci. Jeho důležitost se zvyšuje po 

transplantaci srdce, kdy je přerušen regulační vliv CNS, potransplantační 

decentralizaci, původně označované výrazem „potransplantační denervace“ 

(Schultz, 2001). 

Potencionálně negativní dopad na intrakardiální nervový systém mají také 

chirurgické postupy při chlopenních náhradách, kdy řez tkání je veden oblastmi 

s vysokým výskytem ganglií (Singh et al., 1996). Tuto hypotézu podporuje 

pozorování výrazného snížení pooperačních arytmií u pacientů s koronárním 

bypasem se zachovaným epikardiálním tukem v místech, kde se vyskytují 

intrakardiální ganglia (Cummings et al., 2004). 
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2.1.5 Neadrenergní necholinergní inervace srdce  

Původně se předpokládalo, že každý neuron určité populace tvoří a 

uvolňuje pouze jeden typ přenašeče (Burnstock, 2009), a proto byly NA a ACh po 

dlouhou dobu považovány za jediné mediátory eferentní části autonomního 

nervstva. Počátkem 60. let 20. století byla tato teorie vyvrácena objevem 

neadrenergních necholinergních (NANC) visceromotorických vláken, jejichž 

terminály byly poprvé popsány v hladké svalovině trávicího traktu a v močovém 

měchýři (Von Euler a Gaddum, 1931; Itoh et al., 1995; Goyal a Hirano, 1996) a 

počátkem 90. let i v srdeční tkáni (Hoover et al., 2000). Prvním identifikovaným 

mediátorem byl ATP a příslušné neurony byly označeny jako purinergní. Vedle 

purinergních neuronů byla v srdečním plexu potvrzena bohatá škála dalších 

mediátorů zahrnující např. galanin, CGRP, SP, somatostatin, cholecystokinin či 

bombesin (Bayorh a Feuerstein, 1985; Raybould a Tache, 1988; Schindler et al., 

1996). 

Z postgangliových sympatických vláken se uvolňuje NA společně s NPY  a 

z terminál postgangliových parasympatických vláken je s ACh secernován  VIP. 

Podstatu této koexistence a kotransmise definoval na počátku 90. let minulého 

století Burnstock (Burnstock, 1990). 

Neuropeptidy syntetizované a uvolňované neurony srdečních ganglií 

představují nejpočetnější a chemicky nejpestřejší skupinu NANC přenašečů 

autonomního nervového systému. Jsou syntetizovány na ribozomech drsného 

endoplazmatického retikula v těle nervové buňky a axonálním transportem 

dopraveny do nervových terminál (Ganten et al., 1991). Zde jsou skladovány ve 

velkých synaptických váčcích buď samostatně nebo ve vzájemné kombinaci 

s klasickými přenašeči (Fried, 1995). K jejich uvolnění dochází procesem 

exocytózy při vyšší frekvenci vzruchové aktivity neuronů (Edwards a Bloom, 

1982). Neuropeptidy ovlivňují přenos informace nejen mezi neurony, ale také mezi 

neurony a buňkami efektoru, a proto jsou považovány za neuromodulátory. 

K místům jejich působení náleží i presynaptický element, ve kterém mohou měnit 

množství uvolňovaného mediátoru a současně vazbou na receptor v cílové tkáni 

ovlivňovat intracelulární pochody. Neuropeptidy také plní úlohu lokálních 

neurohormonů. Jsou pomalu degradovány, difundují do okolní tkáně a parakrinně 

ovlivňují funkci buněk (Bean et al., 1994). 

Účinky neuropeptidů v tkáních jsou dvojí: krátkodobé a dlouhodobé. 

V porovnání s klasickými mediátory převládá dlouhodobé působení neuropeptidů, 
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které se uplatňuje především během vývoje tkání, jejich cévního zásobení a 

inervace, ale také za různých patologických stavů (Sun et al., 1998; Burnstock, 

2002; Protas et al., 2003; Burnstock a Verkhratsky, 2010). 

V srdečním nervovém plexu jsou za hlavní a nejvýznamnější považovány: 

NPY, VIP, SP a CGRP. 

Neuropeptid Y 

NPY je tvořen 36 AMK, vzniká odštěpením z dlouhé, prekurzorové molekuly 

preproNPY v sekrečních váčcích v průběhu axonálního transportu. Poprvé byl 

izolován z prasečího mozku (Tatemoto, 1982). 

NPY je považován za nejrozšířenější peptid centrálního i periferního 

nervového systému. NPY je skladován a uvolňován z postgangliových 

sympatických zakončení společně s NA (Lundberg et al., 1983). Přítomnost NPY 

však byla prokázána i v buněčných tělech intrakardiálních neuronů srdečních 

ganglií (Richardson et al., 2003; Slavíková et al., 2003). Neurony obsahující NPY 

se v kardiálním plexu laboratorního potkana vyskytují v hojném počtu, méně 

zastoupené jsou v  srdci lidském (Wharton a Gulbenkian, 1987). Zdrojem NPY 

v srdci jsou kardiomyocyty síní a komor, buňky hladké cévní svaloviny, endotel 

koronárních cév a endokardu (Jacques et al., 2003; Zukowska et al., 2003). 

Na cílové tkáně působí NPY prostřednictvím specifických Y receptorů. 

Klasickými farmakologickými studiemi bylo prokázáno 6 podtypů receptorů 

spojených s G-proteinem, označovaných jako Y1-6R (Silva et al., 2002). 

V plazmatické membráně kardiomyocytů byly identifikovány Y1R a Y2R 

(McDermott et al., 1997). 

NPY má výrazně odlišné účinky v závislosti na podtypu receptorů, na které 

se váže. Signální cesta prostřednictvím současné aktivace receptorů Y2R a Y5R 

má nezbytnou úlohu v novotvorbě cévního zásobení v průběhu ischemické 

revaskularizace (Ekstrand et al., 2003). Působí-li však NPY prostřednictvím Y1R a 

Y5R, je výsledkem této vazby zúžení koronárních cév a podíl na vzniku srdeční 

hypertrofie (Kuo et al., 2007). Růst hladké svaloviny cév je navozen aktivací Y1 

receptoru (Pons et al., 2004). Vazbou NPY na Y1R dochází k zesílení 

vazokonstrikce koronárního řečiště navozené NA a k prohloubení sníženého 

koronárního průtoku (Potter a McCloskey, 1992; Hauser et al., 1996). V srdci NPY 

vykazuje inhibiční vliv na účinek vagu sníženým uvolňováním ACh, čímž zesiluje 

účinnost působení sympatiku (Smith-White et al., 2003). Zároveň byly prokázány 
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trofické účinky NPY na myokard, jeho cévní zásobení a cévní endotel 

prostřednictvím Y1R a Y2R (Zukowska-Grojec et al., 1998a; Zukowska-Grojec et 

al., 1998b). 

Vazoaktivní intestinální peptid 

Molekula VIP je tvořena 28 AMK a vlastní účinná forma vzniká 

enzymatickým štěpením prekurzorové molekuly preproVIP (Itoh et al., 1983). 

Společně s dalšími látkami je VIP řazen do skupiny peptidů aktivujících 

adenylátcyklázu (PACAP), jejíž aktivace v srdci, v koronárních cévách a v aortě je 

závislá na množství uvolněného VIP (Taton et al., 1982; Schoeffter a Stoclet, 

1985; Bell a McDermott, 1994). Stupeň aktivace adenylátcyklázy se liší jak 

mezidruhově, tak také tkáňově a orgánově (Chatelain et al., 1983; Huang a 

Rorstad, 1984). V 70. letech minulého století byl VIP poprvé izolován ze střeva 

prasete a zjištěn jeho vazodilatační účinek (Said a Mutt, 1970). 

Poté, co bylo stanoveno, že zdrojem VIP v tenkém střevě jsou nervová 

vlákna, byla jeho přítomnost potvrzena také v centrálním i periferním nervovém 

systému, kde působí jako neuropřenašeč a neuromodulátor (Schutzberg et al., 

1980). Později byl VIP nalezen i v dalších orgánech a tkáních, např. v dýchacím, 

vylučovacím a pohlavním systému (Alm et al., 1980; Dey et al., 1981). 

V srdci jsou zdrojem VIP neurony intrakardiálních ganglií (DeHaven a 

Cuevas, 2004). Zde je VIP lokalizován spolu s klasickým mediátorem ACh ve 

velkých váčcích (Fried, 1995) a jeho uvolnění je podpořeno vysokou frekvencí 

vagové stimulace (Shvilkin et al., 1994). Původní domněnka, že VIP je hlavním 

kotransmiterem ACh byla pozměněna v souvislosti se zjištěním, že ne všechny 

neurony, které obsahují VIP, obsahují také ChAT, marker cholinergních neuronů. 

Přítomnost VIP tedy nelze vztahovat pouze k parasympatické inervaci (Horackova 

et al., 2000; Kuncová et al., 2003). Výskyt VIP imunopozitivních vláken byl 

prokázán v srdečních síních i komorách, s výraznou převahou v pravé komoře 

(Weihe et al., 1984). Vlákna uvolňující VIP byla detekována nejen v těsné blízkosti 

buněk pracovního myokardu, ale také s vysokou hustotou v oblasti SA a AV uzlu 

(Weihe a Reinecke, 1981; Weihe et al., 1984). VIP byl také prokázán v nervové 

pleteni probíhající podél koronárních tepen a žil. 

Biologický efekt VIP je zprostředkován vazbou na specifické receptory 

spojené s G-proteinem, které se označují VPAC1, VPAC2 a PAC1 (Sreedharan et 

al., 1993; Usdin et al., 1994). Zatímco VPAC1 a VPAC2 vykazují srovnatelnou 
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afinitu k VIP i k peptidům PACAP, PAC1 váže VIP s 1000krát nižší afinitou než 

PACAP (Harmar et al., 1998). V kardiomyocytech, převážně pravé komory, byla 

prokázána přítomnost všech tří typů těchto receptorů, přičemž PAC1 početně 

převažovaly (Taton et al., 1982). Je však velmi pravděpodobné, že ne všechny 

kardiomyocyty mají na svém povrchu všechny typy VIP receptorů (Baron et al., 

2001). Receptory VPAC2 a PAC1 byly v srdci dále identifikovány na povrchu 

fibroblastů (Sano et al., 2002) a bylo zjištěno, že PACAP vykazuje 

kardioprotektivní účinek inhibicí proliferace srdečních fibroblastů (Dvoráková, 

2005). 

VIP má pozitivně inotropní účinky, zesiluje atriální, a především 

ventrikulární stažlivost (Saetrum Opgaard et al., 2001). Současně zvyšuje srdeční 

frekvenci, kdy pozitivně chronotropní účinek je výrazně vyšší u VIP oproti NA 

(Popma et al., 1990; Champion et al., 1996). V souvislosti s kotransmisí ACh s VIP 

je zajímavý jejich protichůdný účinek, neboť ACh srdeční frekvenci snižuje (Hill et 

al., 1993). 

V koronárních arteriích VIP reguluje normální vazomotorický tonus (Brum et 

al., 1986). Uvolnění většího množství VIP při vysokofrekvenčním dráždění 

parasympatických vláken způsobuje vazodilataci hladké svaloviny koronárních 

cév, snížení cévního odporu a následné zvýšení koronárního průtoku. 

Vazodilatační efekt VIP je výraznější u arterií v porovnání se žilami, vzhledem 

k výraznější hustotě VIP receptorů (Luu et al., 1993). Síla vazodilatačního účinku 

je rozdílná, VIP je v porovnání s ACh 50-100krát účinnější (Fahrenkrug, 1989). 

Substance P  

Objev SP je datován do roku 1931, kdy byla tato látka izolována z extraktu 

mozku a trávicího traktu koně (Von Euler a Gaddum, 1931). SP obsahuje pouze 

11 AMK a je produktem enzymatického působení proteázy-konvertázy na 

prekurzorovou molekulu preprotachykininu. SP a neurokinin A jsou 

nejvýznamnějšími členy skupiny tachykininů, ke kterým se řadí společně 

s neurokininem B, neuropeptidem K a γ (Otsuka a Yoshioka, 1993; Regoli et al., 

1994). Toto skupinové označení bylo zvoleno na základě schopnosti vyvolat 

rychlou kontrakci hladké svaloviny trávicího traktu. Savčí SP vzniká z genu TAC1 

(dříve označovaného jako preprotachykinin-A), stejně tak NKA, NPK a NPγ (Carter 

a Krause, 1990). Tvorba prekurzoru SP probíhá v tělech neuronů (Harmar et al., 

1980; Harmar a Keen, 1982). Poté je skladována ve váčcích (Merighi et al., 1988; 
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Plenderleith et al., 1990) a axonálním transportem dopravena do terminálních 

zakončení, kde probíhá konečné enzymatické opracování. 

SP působí jako neuropřenašeč/neuromodulátor v centrální i periferní 

nervové soustavě (Pernow, 1983). V srdci byla prokázána přítomnost SP 

v nervových zakončeních senzorických neuronů, a to převážně s CGRP (Weihe et 

al., 1981; Lundberg a Hökfelt, 1986). Tyto neurony jsou aktivovány bolestivými 

podněty a vykazují jak senzorickou, tak i motorickou funkci. Bolestivé signály ze 

srdce jsou přenášeny prostřednictvím SP uvolňované na úrovni centrálního 

zakončení, zatímco ovlivnění motorické aktivity je umožněno uvolněním SP 

z periferního nervového výběžku (Franco-Cereceda, 1988). Zdrojem SP jsou těla 

neuronů lokalizovaných v nodózním gangliu a v gangliích zadních kořenů míšních 

(Sternini, 1991). Nervová vlákna obsahující SP jsou lokalizována v intrakardiálních 

srdečních gangliích, koronárních arteriích, a několika dalších srdečních oblastí 

jako jsou: převodní systém srdeční a kontraktilní svalovina (Weihe et al., 1984). 

Na cílové tkáně působí SP prostřednictvím neurokininových (NK) receptorů 

NK1-NK3 spojených s G-proteinem, přičemž nejvyšší afinitu vykazuje SP vůči 

NK1 receptoru (Mantyh et al., 1984; Dehlin et al., 2013). NK receptory jsou 

přítomny především v koronárních cévách a intrakardiálních gangliích (Hoover et 

al., 2000). 

SP vykazuje silné vazodilatační účinky závislé na přítomnosti a uvolnění 

oxidu dusnatého (Bossaller et al., 1992). K zesílené vazodilataci přispívají 

i endoteliální buňky, které rovněž uvolňují SP (Loesch a Burnstock, 1988). 

Ovlivněním aktivity cholinergních neuronů podporuje SP negativně chronotropní 

i inotropní vliv parasympatiku na srdce (Hoover, 1990). Zároveň SP vykazuje 

stimulační efekt na kardiomyocyty a srdeční fibroblasty (Dehlin a Levick, 2014). 

Peptid odvozený od genu pro kalcitonin 

Neuropeptid CGRP je řazen do široké skupiny příbuzných peptidů, která 

zahrnuje adrenomedulin, intermedin, kalcitonin a amylin (Holmes et al., 2013). 

Tyto peptidy jsou si nejen strukturně a funkčně velmi blízké, ale sdílejí i stejné 

receptorové systémy. 

CGRP je složený z 37 AMK (Amara et al., 1982). Lidská forma tohoto 

peptidu byla izolována z karcinomu štítné žlázy (Morris et al., 1984). Ve tkáních je 

CGRP přítomen ve dvou formách, které jsou označovány αCGRP a βCGRP. Tyto 

formy se u potkana od sebe navzájem odlišují pouze jednou AMK a u člověka 
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třemi AMK (Amara et al., 1985). Varianta α vzniká alternativním přepisem genu 

pro kalcitonin, zatímco při vzniku formy β se přepisuje zcela odlišný gen (Amara et 

al., 1985; Alevizaki et al., 1986). Obě formy vykazují velmi podobné účinky na 

cílovou tkáň, takže význam genové duplicity není zcela jasný. 

CGRP je lokalizován v tenkých, nemyelinizovaných vláknech typu C 

senzorických neuronů, které mají aferentní i eferentní funkcí. Stimulace těchto 

neuronů vede k uvolnění CGRP společně se SP (Lundberg et al., 1985; Franco-

Cereceda et al., 1987). V srdci se CGRP nachází v  senzorimotorických 

neuronech inervujících myokard i stěnu koronárních cév různých živočišných 

druhů včetně člověka (Franco-Cereceda, 1988; Franco-Cereceda, 1991; Maggi, 

1995a). Tato nervová vlákna opřádají síňové i komorové kardiomyocyty, přičemž 

ve větší hustotě se nacházejí v oblasti SA a AV uzlu a také v perikardu i 

endokardu (Mulderry et al., 1985). Největší koncentrace specifických vazebných 

míst byla identifikována v koronárních tepnách a pravé síni, menší pak v levé síni 

a obou komorách (Coupe et al., 1990). 

Uvolnění CGRP spolu se SP z terminálních zakončení senzorických 

neuronů je v srdci zprostředkováno receptory TRPV1 (z angl. „Transient Receptor 

Potential Vanilloid 1“). Tento typ receptoru je aktivován bolestivým podnětem, 

extracelulární acidózou a kapsaicinem (Rosenbaum et al., 2004). 

CGRP působí na cílové tkáně prostřednictvím dvou typů receptorů, 

CGRPR1 tzv. na antagonisty citlivý a CGRPR2 na antagonisty nereagující (Dennis 

et al., 1989; Dumont et al., 1997). Naklonováním CGRPR1 bylo zjištěno, že se 

jeho struktura zcela shoduje s receptorem podobným receptoru pro kalcitonin 

(CRLR, z angl. „Calcitonin Receptor-Like Receptor“), který byl již dříve označen 

jako receptor vázající CGRP. Biologická aktivita CGRP se uskutečňuje 

prostřednictvím komplexu, skládajícího se z CRLR spojeného s jedním ze tří 

modifikujících proteinů označovaných RAMP1-3 (z angl. „Receptor Activity-

Modifying Protein“), které jsou nezbytné pro funkční aktivitu celého komplexu. 

Spojením CRLR s RAMP1 se vytvoří receptor pro CGRP a s RAMP3 sdílený 

receptor pro CGRP/AM (Muff et al., 1995; Poyner, 1995). Na buněčné úrovni 

stimuluje aktivitu adenylátcyklázy a zvyšuje tvorbu cAMP (Preibisz, 1993; Brain a 

Cambridge, 1996). 

CGRP vykazuje celou řadu biologických účinků v centrální i periferní 

nervové soustavě (Sexton, 1991; Wimalawansa, 1997), ale také například 

v gastrointenstinálním či dýchacím systému (Muff et al., 1995; Wimalawansa, 

1996; van Rossum et al., 1997). 
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V cévním systému má CGRP výrazné vazodilatační účinky, které jsou 

v tepenné části více prozkoumány v porovnání se žilním řečištěm (Holzer, 1992). 

Relaxační vliv vykazuje CGRP i na hladkou svalovinu koronárního řečiště (Franco-

Cereceda, 1991; Gulbenkian et al., 1993), čímž zvyšuje prokrvení myokardu 

(Miyauchi et al., 1987; Wang a Fiscus, 1989). V porovnání s prostaglandiny má 

CGRP 10krát vyšší účinek na cévy a oproti klasickým látkám s vazodilatačním 

účinkem, jako je ACh, adenozin, histamin či SP, je CGRP dokonce 100 až 

1000krát účinnější (Tippins, 1986). U potkana se CGRP podílí na regulaci 

bazálního koronárního průtoku (Yaoita et al., 1994) a je pokládán za 

kardioprotektivní látku při ischemickém poškození myokardu (Li et al., 1996). 

V srdci se CGRP podílí na přenosu bolestivých podnětů ze srdeční tkáně 

do CNS (Caterina et al., 1997). Pozitivně chronotropní a inotropní účinky CGRP 

lze pozorovat na izolovaných kardiomyocytech člověka a laboratorního potkana i 

při velmi nízkých koncentracích (Miyauchi et al., 1988; Saetrum Opgaard et al., 

2000). 

2.2 Diabetes mellitus a kardiovaskulární aparát  

Diabetes mellitus (DM; úplavice cukrová, cukrovka) je heterogenní, chronické 

onemocnění vznikající při nedostatečné tvorbě nebo účinku inzulínu, jehož 

základním rysem je zvýšená koncentrace glukózy v krvi. DM je provázen 

komplexní poruchou metabolismu cukrů, tuků a bílkovin a veškeré příznaky tohoto 

onemocnění vznikají následkem hyperglykémie, inzulinorezistence a dyslipidémie 

(Fang et al., 2004). Z dlouhodobého pohledu výskyt DM roste a má charakter 

celosvětové epidemie, stejně jako počet chronických komplikací. V České 

republice dosahovala v roce 2012 prevalence DM 8,2 % (ÚZIS, 2015). 

DM je jedním z nejdůležitějších rizikových faktorů kardiovaskulárních 

onemocnění. Kardiovaskulární komplikace se u diabetiků vyskytují v porovnání 

s nediabetickou populací až desetkrát častěji a jsou příčinou téměř 70 % úmrtí 

diabetických pacientů (Moss et al., 1991). K chronickým komplikacím DM se řadí 

mikro- a makro-vaskulární poškození, kardiovaskulární autonomní neuropatie 

(KAN) jako součást diabetické autonomní neuropatie (DAN) a diabetická 

kardiomyopatie.  

S ohledem na experimentální cíle této práce se podrobněji zaměřím na 

diabetickou autonomní neuropatii, kardiomyopatii a především na změny 

postihující neuropeptidy a jejich receptory. 
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2.2.1 Diabetická angiopatie 

Vaskulární komplikace DM jsou nejzávažnější komplikací a patří mezi 

nejčastější příčiny smrti, neboť v souvislosti s onemocněním cév umírá přibližně 

80% diabetických pacientů (Aronson, 2008). Poškození v oblasti mikrocirkulace je 

označováno jako mikrovaskulární komplikace. Diabetická mikroangiopatie se 

klinicky manifestuje jako diabetická retinopatie, nefropatie a neuropatie. 

Diabetická neuropatie je neurologickou komplikací postihující téměř každého 

diabetika s trváním nemoci nad 10 let (Tesfaye et al., 2010). Vývoj syndromu je 

postupný, často asymptomatický a proto je jeho záchyt a správná diagnostika 

zatížen značnou chybou. S jistotou lze konstatovat, že prevalence diabetické 

neuropatie se zvyšuje s přibývajícím věkem, délkou trvání DM a nedostatečnou 

kompenzací diabetu (Valensi et al., 1997). V progresi diabetické neuropatie hraje 

významnou roli hypercholesterolémie a hypertriglyceridémie, dále pak hypertenze, 

obezita i kouření (Adler et al., 1997; Wiggin et al., 2009). Diabetická neuropatie 

postihuje mimo jiné i autonomní nervy, a především jejich senzorickou část. 

Příčina DANu není zcela objasněna a je pravděpodobně kombinací 

metabolických a neurovaskulárních faktorů. Zvýšená hladina glukózy spouští 

aktivaci protein kinázy C vedoucí k vazokonstrikci, sníženému krevnímu zásobení 

nervové tkáně a jejímu poškození (Veves a King, 2001; Obrosova, 2009). 

Oxidativní stres navozený zvýšenou hladinou glukózy vede k poškození cévního 

endotelu a snížení biologické dostupnosti oxidu dusnatého (Cameron a Cotter, 

1997), jehož nízká hladina opět vede k poškození endotelu a nervové tkáně 

(Hoeldtke et al., 2002). Nedostatek růstových faktorů a esenciálních mastných 

kyselin, společně se vzniklými pozdními produkty glykace vede ke snížení 

krevního zásobení, nervové hypoxii a poškození funkce nervů (Winkler a Kempler, 

2010). Podíl na poškození nervového přenosu má také autoimunitní zánět 

(Pittenger et al., 1999). 

DAN zahrnuje poruchu funkce autonomní inervace gastrointestinálního 

traktu, pohlavního a močového systému a kardiovaskulárního aparátu (Vinik et al., 

2003). DAN má negativní dopad na kvalitu života a dobu přežívání diabetických 

pacientů (Vinik a Erbas, 2001; Vinik a Erbas, 2006; Cohen-Solal et al., 2008).  

Postižení autonomní inervace kardiovaskulárního aparátu vede k rozvoji 

KAN. KAN zahrnuje aferentní i eferentní složku sympatické a parasympatické části 

autonomního nervstva. Porucha funkce způsobuje abnormality v srdeční frekvenci 

i cévní dynamice a vyúsťuje v nárůst klidové srdeční frekvence se sníženou 
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srdeční variabilitou (Weimer, 2010). KAN hraje významnou patofyziologickou roli 

v progresi ischemické choroby srdeční či srdečního selhání u obou typů DM 

(Gerritsen et al., 2001). Hypertenze a postižení koronárních tepen může vést k 

dysfunkci levé komory srdeční. Její příčinou může být snížený průtok krve srdeční 

svalovinou, sympatická denervace a změny postihující neuropeptidergní systém 

(Debono a Cachia, 2007). Klinicky se KAN manifestuje intolerancí k fyzické zátěži 

(Roy et al., 1989), asymptomatickou myokardiální ischémií (Marchant et al., 1993), 

ortostatickou hypotenzí (Low et al., 1975) a klidovou tachykardií (Ziegler, 1994). 

2.2.2 Diabetická kardiomyopatie 

Diabetická kardiomyopatie je definována jako porucha funkce myokardu 

způsobená DM nezávisle na vlivu ischemické choroby srdeční, arteriální 

hypertenze a bez prokazatelných chlopenních vad (Paillole et al., 1989). 

V důsledku systémového onemocnění dochází k sekundárnímu poškození 

myokardu, které se projevuje rozšířením jednotlivých srdečních oddílů, zejména 

levé komory (Maron et al., 2006). V důsledku nižší síly kontrakce komorové 

svaloviny je množství krve vypuzené do velkého oběhu nižší a vzniká porucha 

čerpací funkce srdce. Diabetická kardiomyopatie se u diabetiků podílí na vysokém 

výskytu srdečního selhání a na zhoršeném průběhu kardiovaskulárních příhod. 

Přesný mechanismus vzniku diabetické kardiomyopatie není dosud zcela 

objasněn. Za hlavní rizikové faktory se považují věk, hypertenze, obezita a 

hyperlipidémie. Mezi nejdůležitější vyvolávající faktory, které se při vzniku a rozvoji 

kardiomyopatie uplatňují, se řadí poškození malých cév (mikroangiopatie se 

zhoršením koronárního průtoku a vaskulární endoteliální dysfunkce), metabolické 

poruchy (deplece glukózového transportéru GLUT-4 a nedostatek karnitinu), 

oxidativní stres a mitochondriální dysfunkce s následnou apoptózou, buněčnou 

smrtí a fibrózou myokardu spojenou se vzestupem zánětlivých cytokinů (Haudek 

et al., 2007; Westermann et al., 2007; Wang et al., 2009). 

V časných fázích choroby se diabetická kardiomyopatie manifestuje 

poruchou diastolické funkce levé komory, později i poruchou funkce systolické 

(Mahgoub a Abd-Elfattah, 1998). Tyto změny způsobují, že srdce diabetiků má 

sníženou schopnost vyrovnat se s ischémií, koronárními příhodami nebo větším 

zatížením. Framinghamská studie prokázala, že diabetičtí muži mají 2krát vyšší a 

ženy 5krát vyšší pravděpodobnost srdečního selhání v porovnání s kontrolní 
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skupinou, která je představována lidmi stejného věkového rozpětí bez DM (Kannel 

a McGee, 1979). 

2.2.3 Role neuropeptidů v diabetickém poškození srdce a cév 

V posledních letech se výzkum mimo jiné zaměřuje na objasnění role 

neuropeptidů jako je NPY, VIP, SP, CGRP a jejich receptorových systémů na 

vzniku a vývoji diabetického poškození srdce a cév. Kardiovaskulární komplikace 

DM vznikají v důsledku diabetické neuropatie, mikro- a makro-vaskulárního 

postižení (Aneja et al., 2008). Poznání jejich fyziologických vlastností a podílu na 

patogenezi diabetických komplikací by mohlo pomoci ve stanovení optimálního 

terapeutického postupu, popř. využití kardioprotektivního účinku neuropeptidů. 

Neuropeptid Y 

NPY a jeho receptory, zejména Y1R, Y2R a Y6R, hrají významnou roli 

v patogenezi DM i jeho kardiovaskulárních komplikací. Zároveň se podílejí na 

onemocněních jako je hypertenze či ateroskleróza (Pedrazzini et al., 2003; Pons 

et al., 2004). U pacientů s DM II. typu byla nalezena zvýšená hladina cirkulujícího 

NPY (Satoh et al., 1999; Ilhan et al., 2010; Matyal et al., 2011), zatímco 

koncentrace NPY  ve tkáni pravé srdeční síně byla snížena (Ejaz et al., 2011; 

Matyal et al., 2011). 

Ze studií receptorů pro NPY v lidském srdci vyplývá, že genová a 

proteinová exprese Y1R se u pacientů s DM II. typu v porovnání s jedinci bez DM 

tvořících kontrolní skupinu neliší, zatímco exprese Y2R a Y5R se snížila (Ejaz et 

al., 2011). V jiné práci však autoři prokázali vyšší expresi mRNA pro Y2R a Y5R 

i proteinu v pravé srdeční síni diabetického pacienta (Matyal et al., 2011). Příčinou 

těchto protichůdných výsledků může být rozdílný výskyt různých doprovodných 

onemocnění. 

U modelu rozvinutého DM I. typu byl v srdci laboratorního potkana zjištěn 

pokles genové i proteinové exprese NPY, zatímco genová exprese Y1 receptoru 

byla zvýšena (Chottová Dvoráková et al., 2008). Částečná úprava DM vedla k 

nárůstu koncentrace NPY v srdečních síních (Kuncová et al., 2005). Rozdílné 

výsledky regulace NPY systému mohou být částečně zapříčiněny poklesem 

novotvorby cév, zvýšenou apoptózou a vzestupem proliferace hladké svaloviny 

cév (citace). 
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Vazoaktivní intestinální peptid 

Negativní změny v syntéze a uvolňování VIP v srdci mohou být jedním 

z faktorů podílejících se na patogenezi srdečních onemocnění nejen 

u diabetických pacientů. Signifikantní pokles koncentrace VIP v srdci byl 

pozorován u pacientů s kardiomyopatií, u nichž byl snížen i počet specifických 

receptorů, které však vykazovaly vyšší afinitu k VIP (Hershberger et al., 1989; 

Kalfin et al., 1994). U modelu spontánně hypertenzních potkanů dochází k poklesu 

koncentrace VIP v myokardu a toto snížení koreluje se stupněm myokardiální 

fibrózy (Ye et al., 2002). 

U diabetického potkana je hladina preproVIP mRNA, stejně tak jako VIP 

snížena ve všech 4 srdečních oddílech (Dvoráková et al., 2006). Exprese 

receptorů pro VIP, VPAC1 a VPAC2 vykazují značné rozdíly mezi jednotlivými 

srdečními oddíly. V síních je počáteční snížení exprese mRNA pro VPAC2 

následováno zvýšením, zatímco iniciálně zvýšená exprese genu pro stejný 

receptor v komorách poklesla po 16 týdnech trvání DM až na úroveň hodnot 

u kontrolních zvířat (Dvoráková et al., 2006). Pravděpodobným vysvětlením pro 

tyto změny je přítomnost jiných, než neuronálních zdrojů VIP. Je známo, že VIP je 

secernován lymfocyty (Delgado et al., 2002) a že PACAP mRNA je exprimována 

v kultuře kardiomyocytů (Sano et al., 2002). 

VIP je znám pro svůj výrazný protizánětlivý efekt. Jeho příznivý 

imunoregulační vliv byl ověřen na zvířecích modelech chronického zánětu (Pozo 

et al., 2007). VIP by se mohl stát nadějnou terapeutickou látkou v léčbě mnohých 

autoimunitních chorob, včetně DM (Sanlioglu et al., 2012). 

Substance P 

Experimentální i klinické studie ukazují, že signální systém SP je pevně 

spjat s regulací kardiovaskulárního systému a vlivem DM vykazuje určité 

abnormality (Iwasaki et al., 2006). U pacientů s DM I. typu, především u těch 

s výraznými příznaky diabetické neuropatie, byla sérová hladina SP významně 

snížena (Kunt et al., 2000). Snížená hladina SP v séru byla stanovena také 

u diabetických pacientů s ischemickou chorobou srdeční a předpokládá se určitý 

podíl SP na jejím vzniku a vývoji (Wang et al., 2012). 

Exprese proteinu NK receptoru v pravé síni diabetických pacientů byla nižší 

v porovnání s kontrolní skupinou jedinců bez DM (Ejaz et al., 2011). Pokles 
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exprese NK1 receptoru byl zjištěn v pravé síni potkanů s DM vyvolaným aplikací 

streptozotocinu (STZ; Dvorakova et al., 2007). SP je jedním z neuropeptidů 

podílejících se na vzniku srdeční fibrózy (Melendez et al., 2011). Tyto údaje 

naznačují, že SP hraje roli v patogenezi diabetické kardiomyopatie. 

Studium potencionální role SP při rozvoji kardiovaskulárních onemocnění 

u  člověka je významně komplikováno jeho velmi krátkým poločasem rozpadu a 

nízkou hladinou v myokardu (Ernst et al., 2008). V současné době se úsilí 

zaměřuje na vývoj metody, která by detekovala místo labilní SP stabilnější 

molekuly pro-SP. 

Peptid odvozený od genu pro kalcitonin 

Jak již bylo zmíněno v úvodu, vysoký počet diabetických pacientů trpí 

výraznými a život ohrožujícími kardiovaskulárními komplikacemi, jako je infarkt 

myokardu nebo diabetická kardiomyopatie. V souvislosti s těmito onemocněními 

byly mimo jiné pozorovány změny neuropeptidu CGRP, a to konkrétně jeho 

snížená hladina v plazmě i v srdci pacientů trpících DM (Wang et al., 2012). 

U vysokého počtu pacientů s DM se vyvine difúzní stenóza koronárních 

tepen, která vede k nedostatečnému zásobení srdeční tkáně kyslíkem a 

k následnému ischemickému poškození (Grundy et al., 1999). Současný rozvoj 

senzorické polyneuropatie může vyústit ve funkční a strukturální poškození 

nociceptivních neuronů u těchto pacientů  (Kruglikov et al., 2004). To vede ke 

sníženému uvolňování CGRP (Song et al., 2009) a k podpoře ischemických změn 

na srdci (Howden et al., 1988). 

U laboratorního potkana bylo zjištěno zvýšené množství CGRP ve všech 

srdečních oddílech po 16 týdnech od aplikace STZ. Toto zjištění může být 

vysvětleno sníženým uvolňování CGRP z nervových terminálů, které vedlo 

k nahromadění peptidu uvnitř axonu navzdory sníženému zásobení z těla neuronu 

(Chottová Dvoráková et al., 2005). 

Exprese genů pro CRLR a RAMP3 vzrůstá v časné i pozdní fázi reperfúze 

(Li et al., 2009). Současně exprese genu pro RAMP3 byla zvýšená, zatímco 

CRLR, RAMP1 a RAMP2 zůstaly nezměněny v srdci laboratorní potkana 

s dlouhodobým DM (Mistrova et al., 2014). 

Srdce diabetických pacientů je náchylnější k ischemicko-reperfuznímu 

poškození. Dlouhodobé působení zvýšené hladiny glukózy je spojováno s vleklým 

zotavováním srdečních funkcí po ischémii (Wei et al., 2009). Pokles exprese 
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kardiálních TRPV1 a neuropeptidu CGRP podporuje myšlenku funkčního zhoršení 

neuro-efektorového přenosu u diabetických potkanů. Ischemický „preconditioning“, 

což je metoda, při které se vyvolá několik period krátké, neletální, cíleně 

aplikované ischémie (Murry et al., 1986; Arstall et al., 1998; Yellon et al., 1998), 

nevyvolal uvolnění CGRP do koronárního oběhu. Ale exogenní aplikace CGRP 

obnovila pozitivní efekt preconditioningu na srdeční funkce (Lu et al., 2001). 

Tyto nesrovnalosti ve výsledcích prokazují neuronální defekt vedoucí k 

poklesu uvolňování endogenního CGRP. Kardioprotektivní účinek CGRP u 

ischemicko-reperfuzního poškození srdce v laboratorních podmínkách byl již 

prokázán (Li et al., 1996; Liu et al., 2011; Zheng et al., 2012). Proto se u 

diabetických pacientů naskýtá možnost terapeutického zásahu exogenním 

podáním CGRP nebo ovlivněním mechanismu jeho uvolňování. Kardioprotektivní 

působení CGRP by mohlo vést ke zlepšení změn či k poklesu rozsahu poškození 

myokardu vlivem DM. 

2.3 Stres a kardiovaskulární systém 

Stres je obranná reakce organismu proti působícímu stresoru s cílem udržet 

homeostázu, zabránit poškození či smrti organismu (Cannon, 1929). Stresorem, 

tedy zátěžovým faktorem a spouštěčem stresové reakce, může být u člověka 

jakákoliv nepříznivá změna vnitřních nebo vnějších podmínek, fyzikální, chemické, 

biologické či psychické povahy. U laboratorního potkana využíváme k navození 

stresové odpovědi nejčastěji imobilizaci zvířete. Dopad stresových událostí závisí 

na různých faktorech, např. na tělesném, osobnostním či genetickém typu jedince, 

dále na intenzitě, závažnosti, načasování a době trvání stresové situace. 

Všechny faktory, jež lze počítat mezi stresory, významně ovlivňují 

fyziologické i psychologické funkce (Goldstein, 1995). Rozlišujeme pozitivní zátěž 

neboli eustres, který ve vyvážené míře působí jako motivační síla stimulující 

jedince k větší aktivitě a k vyšším výkonům. Naproti tomu chronické nadměrné 

zatížení tzv. distres má potencionálně negativní dopad na psychické a tělesné 

zdraví jedince (Večeřová-Procházková, 2004). 

Organismus reaguje na působení stresoru uniformní odpovědí. Podněty, 

jako je imobilizace, hypoglykémie či emoční stres, jsou v CNS zpracovány 

limbickým systémem, především amygdalou. Následně mozková kůra v koordinaci 

s hypotalamem aktivuje sympatoadrenální osu. Pregangliová sympatická vlákna 

vycházející z ncl. intermediolateralis, převážně ve výši Th5-Th9, končí 
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v modifikovaném sympatickém gangliu, ve dřeni nadledvin (Kuehnel, 2003). 

V první fázi, která bývá označována jako poplachová reakce, nervové stimuly 

vedou ke změnám v uvolňování KA. Jednorázové vystavení imobilizačnímu stresu 

(IS) po dobu 2 hod je provázeno poklesem celkového množství A v dřeni 

nadledvin bez signifikantních změn NA (Kvetnansky a Mikulaj, 1970). Opakovaná 

aplikace stejného stresoru navrátí hladinu KA k normálu a ustanoví novou, 

zvýšenou bazální hodnotu KA (Kvetnansky et al., 1970). 

KA jsou spoluzodpovědné za behaviorální, biochemické a fyziologické 

změny. Jejich úkolem je připravit organismus na alarmovou reakci „boj nebo útěk“ 

(Cannon, 1939; Cannon a Lissak, 1939). Dýchání se urychluje a stoupá srdeční 

výdej a tím i krevní tlak (Kvetnansky et al., 2013). 

Převažujícím hormonem stresové reakce ze skupiny KA je A, který má 

kombinovanou α i β sympatomimetickou aktivitu. Jeho působením dochází k tzv. 

centralizaci oběhu, soustředění krve do životně důležitých orgánů, jako je např. 

mozek a srdce. Účinek A na srdce vykazuje pozitivně inotropní, chronotropní, 

dromotropní, bathmotropní i lusitropní efekt (Atkinson, 2003). Dále A ovlivňuje 

metabolické procesy: stimuluje glykogenolýzu, lipolýzu a proteokatabolismus, čímž 

zvyšuje hladinu glukózy v krvi (Ward a Linden, 2010). 

Zvýšená hladina A je hlavním stimulátorem tvorby hypotalamického 

kortikoliberinu, jehož uvolněním je zahájena následující fáze obrany organismu 

(Selye, 1998), kontrolovaná osou hypotalamus–hypofýza–nadledviny (HPA, 

z angl. „Hypothalamic-Pituitary-Adrenal“). A je spojovacím mezičlánkem obou 

regulačních os. Zvýšená hladina kortikoliberinu ovlivňuje uvolnění 

adrenokortikotropního hormonu (ACTH) z předního laloku hypofýzy do krevního 

oběhu (Buckingham, 1998). Cirkulující ACTH stimuluje kůru nadledvin k vyplavení 

glukokortikoidů, především kortizolu, ale také mineralokortikoidů. 

Stresová obranná reakce je energeticky náročná a vyčerpává rezervy 

organismu. Pro organismus je užitečná pouze za situace, pokud trvá krátkou 

dobu. Při dlouhodobém působení stresových podnětů mohou obranné 

mechanismy organismus poškodit. Opakované a dlouhodobé uvolňování glukózy 

v kombinaci se sníženou citlivostí tkání na ni může být jedním z řady faktorů 

podílejících se na vzniku DM II. typu a jeho kardiovaskulárních komplikací (King a 

Grant, 2016). Nejrozšířenější civilizační choroba, ischemická choroba srdeční, 

jejímž nejobávanějším projevem je infarkt myokardu, se také může rozvinout 

v důsledku dlouhodobého působení stresu (Klener, 2011). 
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Zvýšená aktivita sympatiku a nárůst plazmatické hladiny stresových 

hormonů ovlivňuje většinu orgánů v těle včetně srdce a cév. Činnost 

kardiovaskulárního systému je za stavu stresu regulována řadou 

neurotransmiterů, hormonů a neuropeptidů. 

2.3.1 Změny srdeční inervace vlivem stresu 

Regulace srdeční aktivity v průběhu stresové odpovědi je zprostředkována 

vegetativním nervovým systémem (Gomeza et al., 1999; Burnstock, 2009). 

Periferní sympatický nervový systém je složen z několika podsystémů, které jsou 

však vlivem odlišných stresorů rozdílně regulovány. Jeho součástí je 

sympatomedulární, sympatoneurální, dopaminergní auto/parakrinní systém a 

neneuronální systém, představovaný SIF buňkami a intrakardiálními 

katecholaminergními buňkami (ICA, z angl. „Intrinsic Cardiac Adrenergic“) 

(Goldstein a Kopin, 2008; Kvetnansky et al., 2009; Goldstein, 2010). ICA buňky, 

nejsou chromaffinní buňky a nemají původ v neuronální tkáni (Huang et al., 

1996a). ICA buňky obsahují mRNA a proteiny enzymu fenyletanolaminu N-

metyltransferázy (PNMT), účastní se tvorby KA i jejich zpětného vychytávání 

(Saygili et al., 2011). Přítomnost srdečních ICA buněk schopných plnit funkci 

adrenergního systému parakrinní cestou, byla nalezena v souvislosti se zjištěním, 

že transplantované srdce je schopno do určité míry reagovat na aktuální potřeby 

organismu i s vyřazenou sympatickou inervací (Goncalvesova et al., 2004). 

Stres usměrňuje syntézu KA prostřednictvím regulace exprese tří klíčových 

enzymů: TH, DBH a PNMT (Kobayashi a Nagatsu, 2005; Goldstein, 2010). 

Tvorba KA je vyvolána rozdílnými cestami v důsledku působení akutního 

nebo chronického stresu a zároveň odlišně na úrovni sympatických ganglií a dřeně 

nadledvin. Vliv stresorů, jako je chlad, bolest nebo cvičení, na sympatoneurální 

systém je méně prostudován, neboť postgangliové neurony uvolňující NA mají 

difúzní strukturu v porovnání se dření nadledvin. Vystavení laboratorního potkana 

působení stresoru spouští enzymatickou aktivitu TH a DBH, zvyšuje mRNA pro TH 

v sympatickém horním krčním a hvězdicovitém gangliu (Kiran a Ulus, 1992; 

Nankova et al., 1996). Přepis genu pro TH se zvyšuje 5 minut (min.) po aplikaci IS, 

ale tato odpověď má krátké trvání (Kvetnansky et al., 2013). 

Koncentrace A je v srdci mnohonásobně nižší v porovnání s NA. Navzdory 

tomuto nízkému množství byl nalezen vzrůst koncentrace A vlivem jednorázového 

i opakovaného IS. IS u laboratorního potkana zvyšuje koncentraci A v obou 
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srdečních komorách, zatímco hladina NA v levé komoře klesá a naopak vzrůstá 

v pravé komoře, především u chronicky stresovaných zvířat (Tillinger et al., 2014). 

Nárůst hladiny A v komorách je následkem stresem indukovaného vychytávání 

z cirkulace nebo zvýšené tvorby A přímo v srdci (Krizanova et al., 2001). V levé 

komoře hladina A koreluje s množstvím mRNA pro β2-AR a β3-AR, i s β2-AR 

proteinem. Korelace je tedy výraznější v levé komoře, neboť v pravé komoře byla 

nalezena korelace jen mezi množstvími A a β2-AR mRNA i proteinem (Tillinger et 

al., 2014). 

Stres také indukuje prostřednictvím glukokortikoidů aktivitu 

katecholaminergních enzymů v neneuronálních buňkách. Glukokortikoidy 

uvolněné v důsledku probíhající stresové odpovědi indukují syntézu A v ICA 

buňkách za účasti PNMT (Kvetnansky et al., 2009). Aktivita PNMT byla 

detekována v sympatických gangliích novorozených i dospělých laboratorních 

potkanů a je zvýšena po aplikaci kortikosteronu (Paivarinta et al., 1989). Vlivem 

akutního i chronického IS vzrůstá exprese genu pro PNMT i PNMT protein ve 

hvězdicovitém gangliu (Kubovcakova et al., 2006). Z enzymů účastnících se 

tvorby KA byl v srdečních SIF buňkách zjištěn enzym TH, ale ne DBH (Slavíková 

et al., 2003). Podíl účasti SIF buněk na změnách srdeční inervace vlivem stresu 

nebyl dosud objasněn. 

Opakovaně byla potvrzena hypotéza, že pro udržení homeostatické 

rovnováhy nervového tonu obou větví autonomního systému je požadována 

rovnováha ve funkci a množství β-AR a M receptorů v srdeční tkáni (Myslivecek et 

al., 1996; Brodde a Leineweber, 2004; Stavrakis et al., 2011). Aktivace určitého 

typu receptorového systému, adrenergního nebo cholinergního ovlivňuje nejen 

aktivovaný systém, ale zároveň způsobuje změny antagonistické soustavy 

(Myslivecek et al., 2004; Myslivecek et al., 2007). 

Změny srdečních β1-AR a β2-AR vyvolané stresem byly poprvé popsány 

v 80. letech minulého století (Torda et al., 1981; Torda et al., 1985). Bylo zjištěno, 

že jednorázová i chronická aplikace stresu má rozdílný vliv na jednotlivé srdeční 

oddíly. Aplikace stresoru vyvolává složité změny receptorového proteinu β-AR 

i vazebných míst s výraznou převahou v levé komoře v porovnání s komorou 

pravou (Laukova et al., 2014). V levé komoře množství mRNA, koncentrace 

proteinu a počet vazebných míst β3-AR signifikantně vzrostly vlivem chronického 

stresu, zatímco tyto parametry pro β2-AR klesly působením akutního i chronického 

stresu. Pokles kardiostimulačních β2-AR je významným mechanismem, který 

přispívá k udržení srdeční homeostázy (Tillinger et al., 2014). Obdobně byl 
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následkem chronické aplikace stresu prokázán vzestup β3-AR a pokles β2-AR 

v levé síni (Laukova et al., 2014). 

Působením chronického stresu byl v pravé komoře zjištěn pokles mRNA 

pro β2-AR a vzestup mRNA pro β3-AR, ale nebyly zaznamenány změny v genové 

expresi ani množství proteinů u β1-AR vlivem obou typů stresu (Tillinger et al., 

2014). V srdci laboratorního potkana klesá v průběhu opakovaného IS počet α1 -

 AR. Tato změna přetrvává i 24 hod po ukončení aplikace stresoru a koreluje se 

změnou uvolnění periferních KA (Torda et al., 1985). 

IS vedl k poklesu hustoty M receptorů i snížení aktivity adenylátcyklázy. 

Změny hustoty receptorů se lišily v jednotlivých srdečních oddílech a byly závislé 

na čase od ukončení imobilizační periody. Nejvýraznější snížení počtu 

M receptorů bylo zaznamenáno v pravé síni se zachovalými gangliovými buňkami 

(Myslivecek et al., 2004). 

2.3.2 Úloha neuropeptidů v poškození srdce vlivem stresu 

Neuropeptid Y 

Již řadu let je známa účast NPY a jeho receptorů v patogenezi řady 

onemocnění způsobených stresem (Zukowska-Grojec, 1995; Heilig, 2004; 

Morales-Medina et al., 2010). Na centrální úrovni vykazuje NPY inhibiční vliv na 

sympatickou aktivitu, projevující se poklesem krevního tlaku, srdeční frekvence a 

metabolického obratu (Heilig, 2004; Kormos a Gaszner, 2013). NPY uvolňující se 

ze sympatických nervových zakončení společně s NA (Lundberg a Hökfelt, 1986) 

působí naopak stimulačně a podporuje účinky KA a glukokortikoidů (Kuo et al., 

2007). 

NPY a NA společně působí na sympatickém neuro-efektorovém spojení a 

jejich výsledný účinek na regulaci vaskulárních funkcí se liší vlivem rozdílných 

podmínek. Akutní stres přednostně uvolňuje NA a primární odpověď je 

zodpovědná za udržení krevního tlaku, přechodný vzestup cévního napětí a 

srdečních funkcí (Kuo et al., 2007). Naopak působením chronického nebo 

intenzivního stresu, jako je vyčerpávající fyzické cvičení (Goldstein, 1987), panické 

ataky (Esler et al., 2006) či vystavení chladu (Zukowska-Grojec a Vaz, 1988) se 

uvolňuje především NPY, který způsobuje protrahovanou vazokonstrikci a 

přestavbu cévní stěny (Morris, 1999). 
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Působením chronického stresu se účinek NPY na cévní stěnu zesiluje (Li et 

al., 2003). Aktivace Y1R ve stěně cévy způsobí přímé zvýšení krevního tlaku a 

zároveň NPY stupňuje vazokonstrikci navozenou NA. Prostřednictvím 

vaskulárního Y1R v tunica media se množí buňky hladké svaloviny za vzniku 

neointimy. Vytváří se poškození cévní stěny podobné aterosklerotické lézi. 

Zesílenou intimou, vzniklým trombem a uloženými makrofágy naplněnými lipidy se 

lumen cévy zužuje a způsobuje tkáňovou ischémii (Li et al., 2005). Y1 antagonisté 

blokují stresem vyvolanou vazokonstrikci a okluzi cévy, proto by mohly být 

využívány při terapii anginy pectoris (Li et al., 2005). 

Jednou z metod k navození stresové odpovědi u laboratorních zvířat je 

chladový test. Působení chladu vede k nárůstu plazmatické hladiny NPY (Li et al., 

2005), zvýšení středního arteriálního tlaku a srdeční frekvence a tyto změny 

přetrvávají 1 hod po ukončení chladového stresu (Zukowska-Grojec et al., 1996). 

Užití antagonistů Y1R inhibuje až 80 % vazokonstrikce vyvolané chladem 

(Zukowska-Grojec et al., 1996). Podobně u člověka NPY aplikovaný do koronární 

artérie způsobí výraznou vazokonstrikci a snížení krevního zásobení myokardu 

(Clarke et al., 1987). U zvířat i u lidí je stresem indukované zvýšení koncentrace 

NPY a vazokonstrikce výraznější u mužského pohlaví oproti ženskému. Tento na 

pohlaví závislý rozdíl vzniká pravděpodobně vlivem silné androgeny řízené 

stimulace genové expresse NPY (Zukowska-Grojec et al., 1991). 

Chronickému stresu je přisuzována spoluúčast na kardiovaskulárním a 

metabolickém onemocnění, především obezitě. Zvýšená plazmatická hladina NPY 

se podílí na nárůstu plazmatické hladiny lipidů a negativně ovlivňuje glukózovou 

toleranci organismu (Vahatalo et al., 2016). 

Vazoaktivní intestinální peptid 

Do současné doby nebyly publikovány práce týkající se podílu VIP na 

změnách srdeční inervace vlivem akutního či chronického stresu. Jsou známy 

práce zabývající se distribucí VIP v srdci (Onuoha et al., 1999) a 

kardiovaskulárního vlivu VIP u zdravých lidí (Frase et al., 1987). 

Substance P 

Trvalé působení IS u laboratorního potkana vede k nárůstu sérové hladiny 

SP a ke zvýšené expresi NK1 receptoru ve sliznici, svalové i nervové vrstvě 

vzestupného tračníku. Potencionální roli v hypermobilitě tlustého střeva hraje L-typ 



41 
 

vápníkových kanálů hladké svaloviny (Lu et al., 2016). S ohledem na některé 

shodné znaky a vlastnosti mezi svalovinou hladkou a srdeční, a dále také 

přítomnost L typu Ca kanálů v srdci, se nabízí možnost určité spojitosti a 

přenesení výsledků výzkumné práce z gastrointestinálního traktu na srdce. 

Působením lehkého psychogenního stresu se zvyšuje aktivita sympatického 

systému, krevní tlak, srdeční frekvence i srdeční variabilita (Feetham a Barrett-

Jolley, 2014). Dlouhodobý emoční stres indukuje tvorbu a uvolnění hormonu/ 

neurotransmiteru kortikoliberinu v paraventrikulárním jádru hypotalamu. 

Kortikoliberin se v součinosti s SP podílí na vzniku hypertenze a poruchy čerpací 

funkce srdce (Ku et al., 1998). 

U pacientů trpících posttraumatickou stresovou poruchou bylo na úrovni 

CNS, v amygdale, detekováno zvýšené množství NK1 receptorů (Frick et al., 

2015). Ve stejné oblasti, ale u myší, SP prostřednictvím NK1receptoru ovlivňuje 

inhibiční neurony, jejichž neurotransmiterem je kyselina gama-aminomáselná 

(Sosulina et al., 2015). 

Peptid odvozený od genu pro kalcitonin  

Tepelný stres má za následek zvýšené uvolnění CGRP, které vykazuje 

časnou i opožděnou ochranu myokardu i endotelových buněk (Song et al., 1999). 

Uvolnění CGRP spolu s dalšími endogenními mediátory má spojitost se 

zprostředkováním preconditioningu (Li et al., 2000). 
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3 Cíle práce 

Z přehledu současného stavu poznání vyplývá nová představa o morfologii 

a funkci srdeční inervace rozšířená o existenci a funkci intrakardiálního nervového 

plexu, který ovlivňuje srdeční činnost působením celé řady přenašečů. Poznatky 

o funkci signálních systémů těchto přenašečů v srdci jsou neúplné, stejně jako 

poznatky o účincích nově identifikovaných nenervových faktorů. Nekonzistentní 

jsou pozorování týkající se ovlivnění těchto regulačních působků chorobnými stavy 

nebo působením stresorů. Cílem mého postgraduálního studia bylo přispět 

k dalšímu poznání vybraných mechanismů některých signálních kaskád za 

fyziologických nebo patologických stavů. Do dizertační práce jsem zahrnula 

následující studie: 

1. Expresi genů signálního systému AM/CGRP v srdci a senzorických 

gangliích intaktního a diabetického laboratorního potkana. 

2. Expresi a distribuci NK1 receptoru v srdci normálního a diabetického 

potkana. 

3. Stanovení vlivu dvou typů akutního stresu na expresi a distribuci TH 

v srdci potkanů s odlišnou aktivitou HPA osy. 

4. Výzkum účinku dvou typů akutního stresu na expresi genů pro ChAT 

a M2 receptorů v srdečních síních potkanů s odlišnou aktivitou HPA osy. 

5. Studium vlivu dvou typů stresu na expresi a distribuci oxytocinového 

receptoru v srdci potkanů s odlišnou aktivitou HPA osy. 

6. Stanovení vlivu dvou typů stresu na expresi genu pro ANP v srdci 

potkanů s odlišnou aktivitou HPA osy. 
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4 Použité metody 

4.1 Příprava vzorků 

V experimentech jsme používali laboratorní potkany kmene Wistar, Sprague-

Dawley (SD) a Lewis (LE). Všechny experimenty na zvířatech jsme prováděli 

v souladu s Evropskou směrnicí pro ochranu obratlovců pro experimentální a 

ostatní vědecké účely (European Directive for the Protection of Vertebrate Animals 

Used for Experimental a Other Scientific Purposes, 86/609/EU) po schválení 

Odbornou komisí pro práci s laboratorními zvířaty Lékařské fakulty Univerzity 

Karlovy v Plzni. Dále jsme dbali na to, aby počet zvířat použitý v jednotlivých 

experimentech byl co nejnižší, avšak dostatečný pro statistické zpracování 

získaných dat. 

 Experimentální model diabetu I typu 

DM I. typu lze u laboratorního potkana navodit aplikací STZ, který selektivně 

ničí pankreatické ß buňky tím, že způsobuje fragmentaci deoxyribonukleové 

kyseliny (DNA; Yamamoto et al., 1997). 

Dospělým samicím laboratorního potkana kmene Wistar jsme nejdříve stanovili 

hladinu glykémie spektrofotometricky (Bio-La-Test, Lachema, CZ) a poté jsme jim 

jednorázově intravenózně aplikovali STZ v dávce 65 mg/kg nebo vehikulum 

(citrátový pufr) ve stejném objemu. Po uplynutí 48 hodin (h) jsme opět stanovili 

hodnotu glykémie. Jedince s glykémií vyšší než 18 mmol/l jsme zařadili do skupiny 

diabetických zvířat a použili v experimentu. V 8., 26. a 53. týdnu po aplikaci STZ či 

vehikula jsme samice usmrtili inhalací éteru a následně vyjmuli srdce, spinální 

ganglia (z úrovně Th1 – Th4) a nodózní ganglia. Některé preparáty srdce jsme 

rozdělili na čtyři základní oddíly (levou síň se síňovým septem, pravou síň, levou 

komoru, pravou komoru) a rychle zamrazili (pro následnou izolaci RNA nebo 

proteinu), jiné jsme celé ponořili do fixačního roztoku Zamboni na 24 h a poté 

propláchli ve fosfátovém pufru a zamrazili (pro nepřímou imunofluorescenci), 

Srdce určená pro analýzu pomocí laserové mikrodisekce jsme celá šokově 

zmrazili ve vychlazeném izopentanu. 

 Experimentální model akutního stresu 

Jednoduchý IS s převahou psychogenní komponenty účinku byl proveden 

fixací předních i zadních končetin (Klenerova a Sida, 1994). Při kombinaci IS 

s ponořením zvířat do vodní lázně o teplotě 22 °C (ICS) se na odpovědi podílí jak 

psychogenní, tak fyzická složka (Klenerova et al., 2007). 
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Dospělí samci kmene SD a kmene LE byli po dobu 60 min vystaveni 

jednomu či druhému typu akutního stresu, poté byli vráceni zpět do chovné klece. 

Dekapitováni byli 1 nebo 3 h po ukončení stresového podnětu (číslice 1 či 3 za 

zkratkou typu stresu). Kontrolní zvířata zůstala do ukončení pokusu v chovných 

klecích. Po usmrcení pokusného jedince jsme co nejrychleji vyjmuli srdce, z nichž 

některá jsme následně rozdělili na čtyři základní oddíly a jednotlivé vzorky 

zamrazili (pro izolaci RNA) a jiná ponořili do fixačního roztoku Zamboni na 24 h a 

poté propláchli ve fosfátovém pufru a zamrazili (pro nepřímou imunofluorescenci). 

Vzorky tkání získané v jednotlivých experimentech jsme buď okamžitě 

zpracovali, nebo jsme je zamrazili a uchovávali zmrazené při -80 °C do doby 

zpracování. 

4.2 Laserová mikrodisekce 

Čerstvě připravené tkáňové řezy srdečních síní i komor jsme nanesli na 

speciální membránová podložní sklíčka a nabarvili hematoxylinem. Pod inverzním 

mikroskopem (IX71, Olympus, Japonsko) jsme identifikovali požadované buňky 

(respektive jejich profily), které jsme přídatným laserem (mmi Cellcut, Olympus, 

Švýcarsko) vyřízli a mikromanipulátorem s připevněnou zkumavkou přenesli do 

víčka zkumavky. Toto jsme několikrát zopakovali, takže v každém vzorku bylo 

nakonec obsaženo 50-80 profilů buněk. Do zkumavky jsme poté přidali pufr z kitu 

pro izolaci RNA a zamrazili nebo pokračovali izolací RNA přesně dle protokolu 

výrobce (Qiagen, Hilden, BRD). 

4.3 Izolace RNA 

 Vzorky celé tkáně 

Izolaci RNA jsme prováděli za pomoci modifikované metody publikované 

Chromczynskim a Sacchim (1987). Použili jsme RNAzol B (WAK-Chemie; Bad-

Soden, Germany) nebo TRI REAGENT (Sigma, Praha, CZ) a postupovali dle 

návodu výrobce. Ke každému vzorku jsme nejdříve přidali RNAzol B nebo TRI 

REAGENT a následně jsme ho zhomogenizovali pomocí homogenizačního 

přístroje (Mixer Mill MM300; Retsch GmbH, Haan, BRD). Poté jsme zkumavku se 

vzorkem zchladili v ledu, přidali chloroform (100 µl na 1 ml; Sigma, Praha, CZ) a 

důkladně protřepali. Následovala centrifugace vzorku při 4 °C (30 min při 

10 000 g) a přenesení vrchní, vodní, fáze do nové zkumavky. Přidali jsme 
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isopropanol (Sigma, Praha, CZ) v poměru 1:1, který způsobil precipitaci RNA. Po 

opětovném zchlazení v ledu (30 min) a zcentrifugování (15 min při 12 000 g) 

vzorku při 4 °C se získaná RNA nacházela na dně zkumavky ve formě pelety. 

Odstranili jsme supernatant a RNA promyli v 70% etanolu. Nakonec jsme 

získanou peletu nechali vyschnout a poté ji rozpustili v malém množství 

redestilované vody. Čistotu a koncentraci RNA ve vzorku jsme změřili 

spektrofotometricky (Eppendorf, BRD). Pomocí DNázy I (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) jsme ze vzorku odstranili případnou kontaminující DNA. 

 Vzorky získané pomocí laserové mikrodisekce 

RNA z materiálu získaného prostřednictvím laserové mikrodisekce jsme 

izolovali pomocí RNeasy Micro kitu (Qiagen). Při izolaci jsme postupovali přesně 

podle návodu dodaného výrobcem. 

4.4 Izolace proteinu 

Do zkumavky jsme dali vzorek tkáně a extrakční roztok v množství 

10 µl/1 mg tkáně. Extrakční roztok jsme připravili smícháním 1000 µl 8M urey, 

100 µl glycerolu, 50 µl 20% sodiumdodecylsulfátu (SDS), 10 µl 1M Tris (pH 6,8), 

5 µl 1M dithiothreitolu, 5 µl 100 mM fenylmethylsulfonyl fluoridu a 50 µl 20krát 

proteáze inhibitoru. Vzorek jsme zhomogenizovali, zchladili v ledu a centrifugovali 

(3 min při 8 000 g). Následně jsme koncentraci získaného proteinu změřili 

spektrofotometricky. 

4.5 Reverzní transkripce 

 Vzorky RNA izolované z homogenátu celé tkáně 

Z 1-4 µg získané RNA jsme syntetizovali komplementární DNA (cDNA) pomocí 

Superscript RNase H- Reverse Transcriptázy II (200 U; Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA). Do reakční směsi jsme dále přidali oligo(dT) primery (Generi Biotech, 

Hradec Králové, CZ) nebo random hexamery (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a 

nukleotidy (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Postupovali jsme přesně dle protokolu 

výrobce. Reakce probíhala 50 min při 42 °C. 

 Vzorky RNA z materiálu získaného pomocí laserové mikrodisekce 

Vzorky jsme v termocykleru po dobu 10 min hřáli při 70 °C a poté zchladili na 

4 °C po dobu 5 min. Následně jsme do zkumavky se vzorkem přidali roztok 

obsahující 2,5 µl H2O, 2 µl 10krát pufr pro polymerázovou řetězovou reakci (PCR, 
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z angl. „Polymerase Chain Reaction“), 4 µl 25 mM MgCl2, 1 µl 10 mM roztok 

nukleotidů, 1 µl Random Hexamers, 0,5 µl RNase inhibitoru a 1 µl MuLV reverzní 

transkriptázy (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Vzorky jsme opět umístili do 

termocykleru a spustili program reakce: 10 min při 20 °C, 75 min při 43 °C, 5 min 

při 99 °C následovaný zchlazením na 4 °C. 

Získanou cDNA jsme uchovávali při -80 °C a následně použili pro stanovení 

exprese vybraných genů pomocí PCR kontrolované v reálném čase (qPCR). 

4.6 Polymerázová řetězová reakce kontrolovaná v reálném čase 

Reakce probíhala v termocykleru I-Cycler (Bio-Rad, Hercules, USA). 

Reakční směs o objemu 25 µl obsahovala iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 

primery (Generi Biotech, Hradec Králové, CZ) a cDNA nebo plazmidovou DNA. 

Podmínky reakce byly následovné: 12 min denaturace při 94 °C, poté 35-50 

amplifikačních cyklů. Každý amplifikační cyklus zahrnoval 3 kroky: denaturace (30 

s při 94 °C), hybridizace (30 s při 59–62 °C dle použitých primerů) a syntéza (30 

s při 72 °C). Následně byly vzorky zahřívány z 65 °C na 95 °C za současného 

měření úrovně fluorescence. Výsledkem byla křivka tání získaných produktů 

reakce, která nám sloužila k posouzení specifity reakce. Pouze vzorky s křivkou 

obsahující jediný hrot jsme vybrali pro vyhodnocení výsledků. Jako negativní 

kontrola nám sloužily vzorky RNA bez provedené reverzní transkripce a dále 

vzorky, u nichž byl templát nahrazen vodou. U každého vzorku jsme pro každý 

gen provedli qPCR třikrát. Pro vyhodnocení výsledků jsme použili aritmetický 

průměr získaných hodnot. 

Oligonukleotidové primery jsme navrhli tak, aby byly přepisovány sekvence 

odpovídající nukleotidům studovaných proteinů, a zároveň jsme se snažili dodržet 

veškerá doporučení vedoucí k získání fungujících primerů. Sekvence použitých 

primerů i jejich základní charakteristiky jsou uvedeny v tab. 1. 

Relativní exprese (RE) byla vypočítána porovnáním průměrných hodnot 

kvantitativních cyklů (Cq) získaných pro každý stanovovaný gen vůči průměrné 

hodnotě Cq kontrolního genu. Výsledné exprese genů byly vypočteny podle 

vzorce 2−ΔΔCq, což odpovídá rovnici podle Pfaffla (Pfaffl, 2001), kde mRNA 

testovaného genu je vztahováno ke kontrolnímu genu. Statistickou analýzu 

získaných dat jsme prováděli za pomoci neparametrických testů Kruskal-Wallisova 

(porovnání více skupin) a Mann-Whitneyova (porovnání dvou skupin). Výsledky 

byly vyhodnoceny jako statisticky významně rozdílné pouze v případě, že hodnota 
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p < 0,05. Při analýzách jsme používali software STATISTICA (StatSoft, Tulsa, 

USA). 

Pro stanovení účinnosti reakce jsme používali sériově naředěnou 

plazmidovou DNA, která v sobě zahrnovala fragment stanovované DNA. Tento 

fragment jsme získali tak, že jsme provedli PCR s primery ohraničujícími potřebný 

fragment. Produkt této reakce jsme elektroforeticky rozdělili na 1,5% agarózovém 

gelu, band odpovídající délky jsme z gelu vyřízli a následně vyizolovali DNA. Poté 

jsme získaný fragment za pomoci kitu pGEM-T Vector System (Promega, 

Madison, USA) přesně dle návodu výrobce vložili do genomu bakterie E. Coli. Ty 

jsme nechali přes noc narůst na agarovém gelu umístěném v inkubátoru při 

teplotě 37 °C. Z buněk obsahujících vložený DNA fragment vyrostly čistě bílé 

kolonie, které jsme přeočkovali na novou plotnu. Po 18-ti hodinové inkubaci v 

termostatu jsme získané kolonie přenesli do LB-média (10 g tryptonu, 5 g 

kvasinkového extraktu, 10 g NaCl v 950 ml deionizované vody) s ampicilinem (v 

koncentraci 100 μg/ml), kde jsme je následně pěstovali. Zároveň jsme pomocí 

PCR provedli kontrolu, zda získaná kultura obsahuje potřebný fragment. 

V kladném případě jsme lahev s kulturou umístili na 2 h do třepačky s vodní lázní 

(150 kyvů/min a 37 °C). Poté jsme kulturu centrifugovali (15 min při 16 000 g) a ze 

získané pelety (namnožené E. Coli) jsme vyizolovali DNA pomocí Genelute 

Plasmid Mini-Prep kitu (Sigma, Praha, CZ). Při izolaci jsme postupovali přesně dle 

návodu výrobce. 

4.7 Western blot 

Vzorek obsahující 20 µg proteinu, pufrovaný fyziologický roztok (PBS, 

z angl. „Phosphate Buffered Saline“ a pufr jsme nejdříve zahřáli na 95 °C po dobu 

5 min, centrifugovali (1 min při 5 000 g) a zchladili v ledu. Následně jsme ho 

přenesli do jamky v SDS gelu a elektroforeticky rozdělili. Poté jsme na gel 

obsahující elektroforeticky rozdělený vzorek přiložili membránu a ve speciální 

komoře pomocí elektrického proudu indukovali přenos proteinů z gelu na 

membránu. Pak jsme provedli blokování nespecifických vazebných míst na 

membráně pomocí 10% roztoku mléčného prášku v TTBS (50 mM Tris, 150 mM 

NaCl a 0,05% Tween 20; 1 h na kyvné desce) a následně aplikaci primární 

protilátky (inkubace přes noc). Následující den jsme membránu opláchli v TTBS a 

aplikovali jsme na ní sekundární protilátku. Po uplynutí 1 h jsme membránu opět 
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opláchli a na 5 min ji ponořili do chemiluminiscenčního roztoku. Nakonec jsme 

v temné komoře přiložením k membráně exponovali film. 

4.8 Nepřímá imunofluorescence 

Na kryostatu (Leica Biosystems, CM3050, Bernshaim, BRD) jsme nařezali 

zmrazenou tkáň na řezy o tloušťce 10 μm, které jsme následně nanesli na 

speciální podložní skla (SuperFrost Plus, Menzel-Gläser, Braunschweig, BRD). 

V případě, že řezaná tkáň nebyla před zamrazením fixována, jsme provedli fixaci 

ponořením sklíčka s řezy do fixačního roztoku, poté opláchli v PBS a nechali 

oschnout. S ohledem na protilátky následně na daný řez aplikované, jsme pro 

fixaci použili Zamboni, 4% paraformaldehyd, aceton nebo isopropanol. 

Na tkáňové řezy jsme aplikovali preinkubační roztok (10% normálního 

prasečího séra, 0,5% Tweenu, 0,1% hovězího sérového albuminu v 0,6 M roztoku 

chloridu sodného ve fosfátovém pufru; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA) a 

nechali 1 h stát při pokojové teplotě. Poté jsme roztok ze sklíček odstranili a 

aplikovali jsme roztok jedné či více primárních protilátek. Následovala inkubace 

přes noc. Druhý den jsme sklíčka opláchli ve fosfátovém pufru a nanesli na ně 

roztok sekundárních protilátek značených Texas Red, Cy3, fluorescein 

isothiocyanátem (FITC), nebo Alexa Fluor (Calbiochem, Darmstadt, BRD; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO USA). Inkubace probíhala za pokojové teploty po dobu 2 h. 

Přebytek protilátky jsme odstranili ze sklíček pomocí fosfátového pufru, poté jsme 

odsáli přebytečnou tekutinu, řezy převrstvili glycerolem (pH 8,6) a překryli krycím 

sklíčkem. Hotové preparáty jsme prohlíželi pod fluorescenčním mikroskopem 

(Olympus BX60). Výsledky jsme dokumentovali pomocí připojené barevné kamery 

(Olympus DP71). 
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Primer 
Délka a poloha 

produktu 

Teplota 

amplifikace 

Číslo v 

GeneBank 

AM 

Forward: GTC TTG GAC TTT GCG GGT TT  
Reverse: TAA CAT CAG GGC GAT GGA AA 

138 bp 
(60-197) 

59 °C NM_012715 

ANP 

Forward: CAA CAC AGA TCT GAT GGA TTT CA  
Reverse: CCT CAT CTT CTA CCG GCA TC 

71 bp 
(172-242) 

58 °C NM_012612.2 

β-aktin 

Forward: TTC CTT CCT GGG TAT GGA ATC 
Reverse: GTT GGC ATA GAG GTC TTT ACG G 

97 bp 
(873-969) 

60 °C NM_31144  

CGRP 

Forward: GTT CTC CCC TTT CCT GGT TG  
Reverse: GCT CCC TGA CTT TCA TCT GC 

175 bp 
(122-297) 

61 °C NM_001033956 

CRLR 

Forward: TGTAAGAGCCACTCTCATCTTGG 
Reverse: TGCCAAATTGGATTTTATACTGG 

221 bp 
(1407-1627) 

62 °C NM_012717 

ChAT 

Forward: AGC TCA GTG ACA CCC ACA GG 
Reverse: GAA TGC TCA CAC ACC ACA CC 

139 bp 
(1175-1313) 

62 °C NM_001170593 

M2R 

Forward: GTC ACG AAA CCT CTG ACC TAC C 
Reverse: ATG ATG ACA GGC AGA TAG AAC G 

230 pb 
(824-1053) 

61 °C NM_031016 

NK1 R 

Forward: GGT ACT ACG GCC TCT TCT ATT GC 
Reverse: CAG GAA GTA GATCAGTACAGTCACG 

329 pb 
(869-1197) 

60 °C NM_012667 

OTR 

Forward: ATG ACC TTC ATC ATC GTA CTG G  
Reverse: GTG GAT GAG TTG CTC TTC TTG C 

284 bp 
(823-1106) 

61 °C NM_012871 

RAMP1 

Forward: CAT GGA GAC CAT AGG GAA GAC T  
Reverse: AGA ACT TGT CCA CTT CCG GAT TG 

137 bp 
(157-293) 

60 °C AF181550 

RAMP2 

Forward: CTC CCT CCG CTG TTA CTG CT  
Reverse: TAC CAG CAA GGT AGG ACA TTT GTT 

152 bp 
(99-250) 

60 °C AF181551 

RAMP3 

Forward: CAA CCT GTC GGA GTT CAT CGT  
Reverse: ACT GCC TAT GGA TAC CCG TGA T 

128 bp 
(200-327) 

60 °C NM_020100 

TH 

Forward: CTT CTC TGA CCA GGT GTA TCG  
Reverse: CTC TCG GTA GCC CAC GTA CC 

220 bp 
(949-1168) 

59 °C L22651.1 

Tab. 1: Seznam použitých primerů a jejich charakteristika. 
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5 Experimentální část 

5.1 Vliv experimentálně indukovaného diabetu na expresi 

signálních systémů neuropeptidů v srdci laboratorního potkana 

5.1.1  Exprese genů signálního systému AM/CGRP v srdci a 

senzorických gangliích intaktního a diabetického laboratorního potkana 

Úvod  

U diabetického jedince dochází v srdci k poškození autonomní inervace, což 

mimo jiné vede k asymptomatické myokardiální ischémii (Marchant et al., 1993) 

ukazující na postižení senzorické části inervace. Hlavním mediátorem této inervace 

je CGRP, který působí na cílové tkáně prostřednictvím specifického receptoru 

označovaného CRLR s připojeným regulačním proteinem typu RAMP1 (Bell a 

McDermott, 2008). Prostřednictvím stejného receptoru pouze s jiným regulačním 

proteinem, RAMP2 nebo RAMP3, působí na cílové tkáně také AM. Tento signální 

systém byl již studován v ledvinách laboratorního potkana s indukovaným DM, a byla 

zde zjištěna zvýšená exprese mRNA pro AM a RAMP2 aniž by došlo ke změnám v 

expresi pro RAMP3 (Hiragushi et al., 2004). 

Přítomnost AM byla prokázána v myokardu srdečních síní a komor a 

i v hladké svalovině koronárních artérií (Sakata et al., 1994). V srdci AM, stejně jako 

CGRP, vykazuje vazodilační účinek (Chu et al., 2000), který je zprostředkován 

přímým účinkem na hladkou svalovinu cév a také působením na endotelové buňky 

následně uvolňující oxid dusnatý (Hinson et al., 2000). Mimo to AM vykazuje 

i pozitivně inotropní efekt (Ihara et al., 2000). 

Změny v expresi genů tohoto signálního systému byly v srdci popsány u řady 

patologických stavů včetně diabetické kardiomyopatie, kde však byly zkoumány 

pouze v průběhu prvních 16 týdnů trvání STZ diabetu u laboratorního potkana 

(Chottová Dvoráková et al., 2005). Komplexní stanovení vlivu tohoto onemocnění na 

signální systém AM/CGRP zahrnující i stanovení exprese jednotlivých regulačních 

proteinů RAMP stále chybí. 

Materiál a metody  

Indukci DM, přípravu vzorků, izolaci RNA, reverzní transkripci i qPCR jsme 

prováděli dle postupu popsaného v kapitole 3. 
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Kvantitativní RT-PCR 

Podmínky pro PCR amplifikační reakci byly následující: iniciální denaturace 

v jednom cyklu 15 min při 95 °C, následovalo 47 cyklů po 30 sekundách (s) při 95 °C, 

25 s při 60 °C pro β-aktin, RAMP1-3, 59 °C pro AM, 61 °C pro CGRP, 62 °C pro 

CRLR a nakonec 30 s při 72 °C. Byly použity primery (Generi Biotech, Hradec 

Králové, CZ) specifické pro β-aktin, AM, CGRP, CRLR, RAMP1, RAMP2 a RAMP3 

(tab. 1). 

Měření srdeční frekvence 

 Potkani obou experimentálních skupin byli umístěni do malé komůrky 

s elektrodami zabudovanými v podlaze, které byly připojeny k elektrokardiografii 

(EKG Seiva Praktik, CZ). Po uplynutí 20 min adaptace bylo provedeno minutové 

měření, které jsme zopakovali pětkrát (n = 6-10 z každé skupiny). Pro stanovení 

spontánní srdeční aktivity jsme pokusným jedincům intraperitoneálně (i.p.) aplikovali 

atropin (antagonista M receptorů; 4mg/kg tělesné hmotnosti) a metipranolol 

(antagonista β-AR; 2mg/kg tělesné hmotnosti) a po uplynutí 15 min jsme opět 

provedli měření elektrokardiografie. Ze získaných hodnot jsme vypočítali průměr. 

Měření síly kontrakce 

 Pokusným zvířatům byl intraperitoneálně aplikován heparin (500 i. u.) a 

10 min poté byli anestezováni intraperitoneální injekcí uretanu (1,5 g/1 kg). Srdce 

bylo rychle vyjmuto a z pravé srdeční komory byly vystřiženy vhodné papilární svaly. 

Preparát byl umístěn do stimulační lázně a připojen k mechanoelektrickému 

převaděči F30 (Hugo Sachs, SRN). Klidové napětí svalu bylo nastaveno tak, aby síla 

kontrakce dosahovala 90-95% maxima při stimulační frekvenci 1 Hz. Sval byl 

elektricky stimulován pravoúhlými impulsy přiváděnými prostřednictvím optoizolační 

jednotky z komerčního stimulátoru Pulsemaster A300 (WPI, USA). Délka 

stimulačního pulsu byla 1 ms, amplituda byla o 50 % vyšší než nalezený stimulační 

práh. Preparát byl perfundován oxygenovaným Tyrodovým roztokem (složení v 

mmol/l: NaCl 137, KCl 4,5, MgCl2 1, CaCl2 2, glukóza 10, Hepes 5; pH upraveno na 

7,4 pomocí NaOH) o teplotě 36 °C. Preparát byl stimulován frekvencí 1 Hz, data byla 

nahrávána po 30 min stabilizaci. Síla kontrakce byla vyjádřena v arbitrárních 

jednotkách (a.u.; z angl. „Arbitrary Unite), klidové napětí odpovídalo nule. Nahrávání 

a analýza dat byla provedena pomocí programu DiSys (Merlin, Česká republika). 
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Výsledky  

U kontrolních jedinců byla plazmatická hladina glukózy na lačno 

5,0±0,9 mmol/l (N=21), u jedinců 8 týdnů po aplikaci STZ (STZ8) dosahovala hladina 

glukózy 24,9±3,1 mmol/l (N=12) a u jedinců 26 týdnů po aplikaci STZ (STZ26) 

22,4±2,0 mmol/l (N=11; hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± S.D.). Potkani 

s indukovaným DM měli statisticky významně nižší tělesnou hmotnost než kontrolní 

jedinci (p<0,0001; tab. 2). 

Nejdříve jsme se zaměřili na stanovení vlivu aplikace STZ na základní srdeční 

funkce, srdeční kontraktilitu a frekvenci. Zjistili jsme, že u diabetických potkanů 

dochází ke statisticky významnému poklesu síly kontrakce v pravém papilárním svalu 

v obou experimentálních skupinách, tedy 8 i 26 týdnů po aplikaci STZ. V kontrolní 

skupině byla síla kontrakce 49±5,1 a. u. 8 týdnů a 47±2,8  a. u. 26 týdnů po začátku 

experimentu, zatímco u diabetických potkanů tyto hodnoty činily 26±3,1 a.u. a 

23±2,9 a.u. (obr. 4.1.1.1a). 

Klidová tepová frekvence (TF) se v souvislosti s věkem významně nezměnila. 

U kontrolních jedinců 8 týdnů po začátku experimentu činila TF 334±7 a 26 týdnů po 

začátku experimentu 322±6. Aplikace STZ způsobila u potkanů významný pokles 

klidové TF, přičemž její průměrná hodnota u jedinců skupiny STZ8 činila 248±7 a 

skupiny STZ26 245±9. Po blokádě vlivu sympatické a parasympatické inervace na 

srdeční frekvenci byla u kontrolních jedinců naměřena průměrná hodnota TF 364±6 a 

363±6. Jedinci skupiny STZ8 měli TF 269±5 a skupiny STZ26 261±5 (obr. 4.1.1.1b). 

Při studiu genové exprese jsme v srdci kontrolních jedinců prokázali 

přítomnost mRNA pro AM, CRLR, RAMP1, RAMP2 a RAMP3 ve všech srdečních 

oddílech bez významných rozdílů mezi síněmi a komorami, či levou a pravou 

stranou. Z těchto genů jsme pozorovali nejsilnější expresi mRNA pro AM, RAMP2 a 

CRLR, zatímco exprese mRNA pro RAMP1 a RAMP3 byla nižší (obr. 4.1.1.2). 

V srdci diabetických jedinců jsme zaznamenali čtyřnásobný vzestup exprese 

mRNA pro CRLR v pravé komoře u skupiny STZ8. Kromě toho se u jedinců této 

skupiny v pravé síni zvýšila exprese mRNA pro RAMP3 a naopak snížila exprese 

mRNA pro RAMP2, avšak tyto změny nedosáhly statistické významnosti 

(obr.  4.1.1.3). U potkanů experimentální skupiny STZ26 stoupla exprese mRNA pro 

RAMP3 na trojnásobek v levé komoře a dvojnásobně v pravé síni, přičemž exprese 

ostatních sledovaných genů zůstala nezměněna (obr. 4.1.1.4). 

V gangliích zadních kořenů míšních z oblasti (Th1-Th4) a v nodózních 

gangliích jsme prokázali přítomnost mRNA pro oba testované neuropeptidy, přičemž 
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exprese genu pro CGRP byla několikanásobně vyšší než exprese genu pro AM. Dále 

jsme zde prokázali přítomnost mRNA pro jednotlivé komponenty receptorového 

systému AM/CGRP, přičemž u intaktních jedinců exprese sledovaných genů 

v gangliích zadních míšních kořenů vykazovala sled 

RAMP3>RAMP2>CRLR>RAMP1, zatímco v nodózním gangliu 

RAMP3>RAMP2=CRLR>RAMP1 (obr. 4.1.1.5). U potkanů po aplikaci STZ došlo 

k malému (1,4 násobek), avšak signifikantnímu vzestupu exprese mRNA pro CGRP 

v nodózním gangliu (obr. 4.1.1.6). 

Diskuse  

V srdci diabetických jedinců dochází k významnému postižení inervace 

i kardiomyocytů (Herlitz a Malmberg, 1999). Předpokládá se, že je poškozena 

i senzorická část inervace, protože u pacientů s DM byla opakovaně popsána 

absence bolesti při akutní ischemii myokardu (Marchant et al., 1993; Adeghate, 

2004). Konkrétní změny nervového přenosu zodpovědné za tento fenomén, však 

dosud dostatečně popsány nebyly. Je známo, že potkani s indukovaným STZ 

diabetem mají sníženou expresi mRNA pro CGRP v senzorických neuronech 

lumbálních ganglií zadních kořenů míšních (Rittenhouse et al., 1996; Zochodne et 

al., 2001). Dalo by se tedy předpokládat, že stejným způsobem jsou postiženy 

i senzorické neurony v hrudní oblasti. Naše výsledky však ukazují, že exprese 

signálního systému AM/CGRP zůstává v hrudních gangliích zadních kořenů míšních 

u diabetických potkanů nezměněná. Kromě toho bylo zjištěno, že obsah CGRP 

v srdci potkana s DM se v porovnání s kontrolními jedinci nesnižuje, ale naopak se u 

dlouhotrvajícího onemocnění mírně zvyšuje (Chottová Dvoráková et al., 2005). To 

přispělo k domněnce, že vliv DM na expresi a obsah CGRP je orgánově specifický, 

neboť v kůži a oční duhovce byl popsán vzestup peptidu CGRP (Karanth et al., 1990;  

Marfurt a Echtenkamp, 1995), naopak v tenkém střevě pokles (Belai a Burnstock, 

1996), zatímco v rohovce zůstal beze změny (Marfurt a Echtenkamp, 1995). 

Informace o bolestivých podnětech senzorické neurony nodózního ganglia 

pravděpodobně do CNS nepřenášejí (Fu a Longhurst, 2009), přestože populace 

těchto buněk CGRP obsahuje a je tedy jedním z jeho zdrojů v srdci (Hayakawa et al., 

2011). Na rozdíl od spinálních ganglií vede stimulace těchto neuronů k poklesu 

srdeční frekvence a krevního tlaku (Fu a Longhurst, 2009). Tyto funkčně rozdílné 

senzorické neurony srdce reagují rozdílně na dlouhodobé působení DM. V naší studii 

jsme zjistili, že aplikace STZ vyvolala vzestup exprese mRNA pro CGRP v nodózních 
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gangliích. Ten může být způsoben buď zvýšením exprese v neuronech, které 

produkují tento neuropeptid i před onemocněním, nebo, jako např. v dýchacích 

cestách při alergii, expresí v neuronech, které CGRP doposud netvořily (Fischer et 

al., 1996). Vzhledem k tomu, že počet neuronů vykazujících CGRP-imunoreaktivitu 

se v nodózních gangliích u potkanů po aplikaci STZ nezvyšuje (Regalia et al., 2002), 

lze předpokládat, že pravděpodobnější příčinou je vzestup exprese mRNA pro CGRP 

v neuronech tvořících CGRP i před aplikací STZ. 

Diabetická kardiomyopatie je definována jako patologický proces, který 

postihuje myokard diabetických pacientů, v jehož důsledku dochází ke vzniku 

strukturních změn vedoucích k hypertrofii levé komory a diastolické i systolické 

dysfunkci (Hayat et al., 2004). Řada potkaních modelů s hypertrofií levé komory je 

spojena se zvýšenou expresí mRNA pro AM, RAMP2 a RAMP3 (Kuwasako et al., 

2011). 

AM je v srdci uvolňován z buněk hladké cévní svaloviny, endotelových buněk 

a fibroblastů a působí zde jako parakrinní faktor s významnou úlohou v regulaci 

kardiovaskulární homeostázy (Hinson et al., 2000). Bylo zjištěno, že AM má pozitivní 

inotropní efekt, čímž zvyšuje srdeční výdej (Ihara et al., 2000), dále inhibuje vznik 

hypertrofie myokardu a proliferaci fibroblastů (Tsuruda et al., 1998;  Horio et al., 

1999). Navíc bylo zjištěno, že AM působí preventivně proti vzniku myokardiálního 

poškození (Shimekake et al., 1995). Vzhledem k tomu, že se exprese mRNA pro AM 

ve všech srdečních oddílech neliší, jak ukazují výsledky našich experimentů, může 

AM tímto způsobem ovlivňovat činnost celého srdce. 

Exprese a úloha AM byla studována nejen za fyziologické situace, ale i u řady 

patologických stavů. Bylo např. zjištěno, že exprese AM v srdci stoupá při hypertenzi 

(Pan et al., 2006), městnavé srdeční slabosti (Jougasaki et al., 1996; Oie et al., 

2000), srdeční ischémii (Oie et al., 2000) či akutním DM (Tang et al., 2007). Řada 

těchto patologických stavů včetně DM je zároveň spojena se vzestupem plazmatické 

hladiny AM, která je ukazatelem tíže onemocnění (García-Unzueta et al., 1998; Brain 

a Grant, 2004). Zda a jakým způsobem je ovlivněna exprese AM v srdci jedinců 

s chronickým DM však dosud dostatečně popsáno nebylo. V naší studii jsme zjistili, 

že dlouhotrvající DM nevyvolá v žádném ze srdečních oddílů změny v expresi mRNA 

pro AM, avšak ovlivňuje expresi jeho receptorů. Na cílové tkáně působí AM 

prostřednictvím dvou specifických receptorů tvořených CRLR a RAMP2 nebo 

RAMP3 (Muff et al., 1995; McLatchie et al., 1998). Oie spolu se svými 

spolupracovníky (Oie et al., 2005) stanovil přítomnost obou těchto heterodimerů 

v srdci, a zároveň zjistil, že zde převládá komplex CRLR/RAMP2. Tento poznatek je 
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v souladu s našimi výsledky, které ukazují na dvacetinásobně vyšší expresi RAMP2 

než RAMP3 ve všech srdečních oddílech kontrolních potkanů. 

 Výsledky řady studií naznačují, že v souvislosti s různými 

kardiovaskulárními onemocněními dochází v srdci ke změně exprese regulačních 

proteinů RAMP. Při městnavém srdečním selhání byl popsán vzestup exprese 

RAMP2 (Totsune et al., 2000), naopak chronické srdeční selhání vyvolané aortální 

stenózou je spojeno se vzestupem exprese RAMP1 a RAMP3, avšak nikoliv RAMP2 

v síních i komorách (Cueille et al., 2002). Řada dalších modelů hypertenze je 

spojena se zvýšenou expresí RAMP3 v kardiovaskulárním systému (Nishikimi et al., 

2003; Pan et al., 2006; Zhao et al., 2006). 

 Z našich výsledků vyplývá, že za poruchu přenosu senzorické 

informace ze srdce není pravděpodobně zodpovědný signální systém CGRP, protože 

jsme na úrovni exprese jednotlivých genů neprokázali pokles exprese. Nedostatečný 

přenos signálu nemusí být tedy způsoben nedostatečnou tvorbou mediátoru či 

receptoru, ale může být způsoben poruchou uvolňování mediátoru z nervových 

zakončení. Pro tuto skutečnost svědčí vzestup obsahu CGRP peptidu v srdci 

potkana s chronickým DM (Chottová Dvoráková et al., 2005; Lu et al., 2001). V této 

práci jsme navíc prokázali, že v diabetickém srdci je nejvíce zasažena exprese 

RAMP3. RAMP3 je považován za kardioprotektivní faktor, protože zesiluje signál AM 

při kardiovaskulárním stresu (Gibbons et al., 2007). Lze předpokládat, že protektivní 

úloha AM se může uplatnit rovněž v diabetickém srdci. K tomuto závěru nás vede 

skutečnost, že exprese genu pro AM zůstává v srdci zachována i při chronickém DM, 

zatímco exprese genu pro RAMP3 se zvyšuje. 

 

 Kontroly STZ p 

Glykémie (mmol/l) 

8 týdnů 4,89 ± 0,81 24,92 ± 3.09 < 0,0001 

26 týdnů 5,16 ± 0,98 22,44 ± 2.02 < 0,0001 

Tělesná hmotnost (g) 

8 týdnů 220 ± 9,6 168 ± 15,3 < 0,0001 

26 týdnů 239 ± 13,3 170 ± 12,8 < 0,0001 

 
Tab. 2: Průměrné hodnoty plazmatické hladiny glukózy a tělesné hmotnosti jedinců 

v jednotlivých experimentálních skupinách. Naměřené hodnoty kontrolních jedinců a diabetických 
zvířat se signifikantně liší.  
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Obr. 4.1.1.1a: Síla kontrakce při frekvenci 
stimulace 1 Hz; 

+
p<0,05, ve srovnání s kontrolami.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 4.1.1.1b: Klidová a spontánní srdeční 

frekvence u kontrolních a diabetických potkanů; 
+
p<0,05, 

ve srovnání s kontrolami. Naměřené hodnoty síly 
kontrakce i srdeční frekvence jsou u diabetických jedinců 
statisticky významně nižší než u kontrolních zvířat. 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4.1.1.2: RT-qPCR, srdce kontrolních zvířat. Kvantitativní stanovení mRNA pro AM, 
CRLR, RAMP1, RAMP2 a RAMP3 v srdci (LA = levá síň, RA = pravá síň, LV = levá komora, RV = 
pravá komora). Exprese sledovaných genů je vyjádřena v hodnotách ΔCq (vztaženo k expresi β-
aktinu). Nízké hodnoty znamenají vysokou úroveň exprese. Mediátorová RNA pro AM, CRLR, 
RAMP1, RAMP2 a RAMP3 je přítomna bez významných rozdílů mezi síněmi a komorami, či levou a 
pravou stranou. Nejvíce jsou exprimovány geny pro AM, CRLR a RAMP2. 

+
p<0,05; 

§
p<0,0005; 

#
p<0,0001. 
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Obr. 4.1.1.3: RT-qPCR, vliv aplikace STZ na expresi sledovaných genů v jednotlivých 
srdečních oddílech (LA = levá síň, RA = pravá síň, LV = levá komora, RV = pravá komora) 8 týdnů po 
aplikaci. Data jsou prezentována jako relativní exprese (RE) vztažená k β-aktinu jako referenčnímu 
genu. Relativní expresi u kontrol byla přiřazena hodnota 1 a hodnoty ΔCq u diabetických potkanů byly 
vztaženy k této hodnotě. Statisticky významný vzestup exprese mRNA pro CRLR je patrný v pravé 
komoře diabetických jedinců. 

+
p<0,05 

 

 

 

Obr. 4.1.1.4: RT-qPCR, vliv aplikace STZ na expresi sledovaných genů v jednotlivých 
srdečních oddílech (LA = levá síň, RA = pravá síň, LV = levá komora, RV = pravá komora) 26 týdnů 
po aplikaci. Data jsou prezentována jako relativní exprese (RE) vztažená k β-aktinu jako referenčnímu 
genu. Relativní expresi u kontrol byla přiřazena hodnota 1 a hodnoty ΔCq u diabetických potkanů byly 
vztaženy k této hodnotě. Statisticky významný vzestup exprese mRNA pro RAMP3 je patrný v pravé 
síni a levé komoře diabetických jedinců. 

+
p<0,05  
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Obr. 4.1.1.5: RT-qPCR, spinální (DRG) a nodózní ganglia 
kontrolních potkanů. Exprese sledovaných genů je vyjádřena v 
hodnotách ΔCq (vztaženo k expresi β-aktinu), kdy nízké hodnoty 
znamenají vysokou úroveň exprese. Exprese genu pro CGRP je 
v obou gangliích několikanásobně vyšší než exprese genu pro AM. 
Exprese mRNA pro jednotlivé komponenty receptorového systému 
CGRP/AM má ve spinálních gangliích následující sled: 
RAMP3>RAMP2>CRLR>RAMP1, zatímco v nodózním gangliu 
RAMP3>RAMP2=CRLR>RAMP1. 

+
p<0,05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4.1.1.6: RT-qPCR, vliv aplikace STZ na 
expresi sledovaných genů ve spinálních (DRG) a 
nodózních gangliích 26 týdnů po aplikaci STZ. Data jsou 
prezentována jako relativní exprese (RE) vztažená k β-
aktinu jako referenčnímu genu. Relativní expresi u kontrol 
byla přiřazena hodnota 1 a hodnoty ΔCq u diabetických 
potkanů byly vztaženy k této hodnotě. Z grafu je patrný 
signifikantní vzestup exprese mRNA pro CGRP 
v nodózním gangliu. 

+
p<0,05 
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5.1.2 NK1 receptor v srdci normálního a diabetického potkana 

Úvod  

V předcházející kapitole bylo zmíněno, že chronický DM mimo jiné poškozuje 

senzorickou srdeční inervaci. Srdeční senzorická vlákna kromě již zmíněného CGRP 

uvolňují také SP (Lundberg, 1996). Největší koncentrace těchto vláken byla v srdci 

prokázána v oblastech SA a AV uzlu a ve stěně koronárních cév (Weihe a Reinecke, 

1981). Dále bylo zjištěno, že zdrojem SP v srdci mohou být i buňky nenervového 

původu, např. endotelové buňky, makrofágy nebo lymfocyty (Lai et al., 1998; Chang 

et al., 2013). Na cílové tkáně působí SP prostřednictvím NK receptorů, přičemž 

nejvyšší afinitu vykazuje SP vůči NK1 receptoru (Maggi, 1995b; Mantyh, 2002). 

Třebaže byla v srdci potkana prokázána přítomnost vazebných míst pro SP a to 

zejména v okolí koronárních arterií a srdečních chlopní (Walsh et al., 1996), 

podrobné informace o lokalizaci a typu těchto receptorů nejsou dosud dostupné. 

Cílem naší studie bylo v první řadě prokázat přítomnost specifické mRNA a 

proteinu NK1 receptoru v srdci pomocí metod kvantitativní RT-PCR a Western blotu, 

a dále stanovit tkáňovou distribuci NK1 v srdci intaktního laboratorního potkana 

prostřednictvím nepřímé imunohistochemie a laserové mikrodisekce. Následně jsme 

zjišťovali, zda a do jaké míry je exprese genu pro NK1 receptor v srdci potkana 

ovlivněna chronickým DM. 

Materiál a metody  

Indukci DM, přípravu vzorků, izolaci RNA a proteinu, laserovou mikrodisekci, 

nepřímou imunofluorescenci, reverzní transkripci i qPCR jsme prováděli dle postupu 

popsaného v kapitole 3. 

Kvantitativní RT-PCR 

Podmínky pro PCR amplifikační reakci byly následující: iniciální denaturace 

15 min při 95 °C, následovalo 47 cyklů po 30 s při 95 °C, 25 s při 60 °C a 30 s při 

72 °C. Byly použity primery (Generi Biotech, Hradec Králové, CZ) specifické pro β-

aktin a NK1 receptor (tab. 1). 

Western blot 

Pracovní postup byl popsán v kapitole 3. Pro detekci NK1 proteinu receptoru 

jsme použili králičí primární protilátky proti NK1 receptoru (1:2 000; MBL International 

Corporation, Woburn, USA), kterou jsme následně označili pomocí kitu Vectastain 
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ABC obsahujícího křenovou peroxidázu a DAB s 3,3´-diaminobenzidinem (Vector 

Lab, CA, USA). 

Nepřímá imunofluorescence 

Značení jsme provedli za pomoci králičí primární protilátky proti NK1 receptoru 

(1:500, MBL International Corporation). Zároveň s touto protilátkou jsme aplikovali 

myší protilátku proti RECA1 (1:20, Serotec, Oxford, UK; Duijvestein et al. 1992), 

která se používá jako marker pro endotelové buňky. Jako sekundární protilátky jsme 

použili kozí imunoglobulin (Ig) proti králičí protilátce navázaný na FITC (1:30, 

Calbiochem, San Diego, CA) a oslí Ig proti myší protilátce navázaný na Cy3 (1:50, 

Dianova, Hamburg, BRD). 

Laserová mikrodisekce 

Připravili jsme čerstvé řezy srdce laboratorního potkana, které jsme nanesli na 

speciální podložní sklíčka. Následně jsme postupovali dle pracovního protokolu 

popsaného v kapitole 3. Vyizolovali jsme kardiomyocyty, těla intrakardiálních neuronů 

a buňky hladké cévní svaloviny koronárních arterií. 

Výsledky  

Výsledky RT-qPCR provedené u vzorků RNA vyizolované z homogenátů tkání 

jednotlivých srdečních oddílů prokázaly přítomnost mRNA pro NK1 receptor. Velmi 

vysoké hodnoty Cq však naznačují, že exprese tohoto receptoru je v srdci nízká. 

V srdci kontrolních potkanů jsme zjistili, že exprese genu pro NK1 receptor je 

nejvyšší v levé síni, přičemž rozdíl proti zbývajícím srdečním oddílům je přibližně 

stonásobný (obr. 4.1.2.1). Western blot prokázal přítomnost NK1 receptoru 

v jednotlivých srdečních oddílech laboratorního potkana, přičemž tloušťka bandu 

vykazujícího imunoreakci se specifickou protilátkou naznačuje, že v síních je obsah 

NK1 receptoru významně vyšší než v komorách (obr. 4.1.2.2). Za pomoci 

imunofluorescence jsme zaznamenali specifickou imunoreakci na povrchu některých 

intrakardiálních neuronů, dále v nervových vláknech a v malých buňkách, které však 

nevykazovaly reakci s protilátkou proti RECA1, markeru endotelových buněk. Z toho 

je zřejmé, že se nejedná o endotelové buňky. Za účelem přesnějšího určení typu 

těchto buněk jsme provedli laserovou mikrodisekci buněk hladké cévní svaloviny 

koronárních cév, kardiomyocytů a intrakardiálních neuronů (obr. 4.1.2.3). Přítomnost 

mRNA pro NK1 receptor jsme zaznamenali pouze v jednom vzorku neuronů ze tří, 

vzorky kardiomyocytů i buněk hladké svaloviny byly negativní (obr. 4.1.2.4). 



61 
 

Chronický DM o délce trvání 26 a 53 týdnů ovlivnil expresi mRNA pro NK1 

receptor následovně: došlo ke statisticky významnému poklesu exprese sledovaného 

genu v pravé síni po uplynutí 53 týdnů od indukce DM, zatímco v pravé komoře se 

naopak exprese NK1 receptoru zvýšila. V ostatních srdečních oddílech jsme žádné 

změny nezaznamenali (obr. 4.1.2.5). 

Diskuse 

V první části této práce jsme se zaměřili na průkaz přítomnosti NK1 receptoru 

v srdci intaktního laboratorního potkana a na jeho tkáňovou distribuci. Prokázali jsme 

přítomnost sledovaného receptoru ve všech srdečních oddílech, a to jak na úrovni 

mRNA, tak na úrovni proteinu. Zároveň jsme zjistili, že nejvíce je tento receptor 

zastoupen v levé síni. Toto zjištění spolu s výsledky nepřímé imunofluorescence 

prokazujícími přítomnost sledovaného receptoru na povrchu těl některých 

intrakardiálních neuronů je v souladu se skutečností, že většina těl intrakardiálních 

neuronů je v srdci laboratorního potkana lokalizována v oblasti levé síně a 

mezisíňového septa (Pardini et al., 1987). 

Úroveň exprese NK1 receptoru v srdci lze celkově označit za velmi nízkou. 

V porovnání s expresí CRLR, což je specifický receptor pro CGRP, peptid 

uvolňovaný spolu se SP ze senzorických nervových zakončení, se jedná o hodnoty 

více než stonásobně nižší (Mistrova et al., 2014). Důvodem absence signálu u dvou 

vzorků srdečních ganglií z laserové mikrodisekce může být relativně vyšší 

zastoupení neuronů neobsahujících daný receptor, čímž se mohlo dostat celkové 

množství mRNA pro NK1 receptor v těchto vzorcích pod detekční limit použité 

metody. Mediátorová RNA pro NK1 receptor, jež jsme prokázali v komorách, by 

mohla pocházet z buněk vykazujících imunoreakci s protilátkou proti NK1 receptoru, 

jejichž typ se nám nepodařilo přesně určit, ale předpokládáme, že se jedná 

o fibroblasty. 

Prostřednictvím laserové mikrodisekce jsme prokázali, že kardiomyocyty ani 

buňky hladké cévní svaloviny koronárních cév neexprimují detekovatelné množství 

mRNA pro NK1 receptor. Rovněž nepřímá imunofluorescence neprokázala 

přítomnost specifické reakce těchto buněk s protilátkou proti NK1 receptoru. Výše 

popsané skutečnosti tedy naznačují absenci NK1 receptoru v těchto typech buněk. 

Kromě toho jsme prostřednictvím nepřímé imunofluorescence prokázali absenci 

imunoreakce s protilátkou proti NK1 receptoru v endotelových buňkách. Tento 

výsledek jsme nemohli potvrdit laserovou mikrodisekcí, protože touto metodou nelze 
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z tkáňového řezu získat endotelové buňky v množství dostatečném pro RT-qPCR 

analýzu. 

Následně jsme se zaměřili na výzkum případného vlivu DM na expresi NK1 

receptoru v jednotlivých srdečních oddílech. NK1 receptor v srdci zprostředkovává 

vazodilatační účinky SP na koronární arterie (Hoover et al., 2000). Význam tohoto 

účinku „in vivo“ nebyl dosud dostatečně stanoven, protože SP je uvolňována ze 

senzorických nervových zakončení spolu s CGRP, látkou s významným 

vazodilatačním účinkem. 

Dosavadní výsledky experimentů naznačují, že CGRP vykazuje v srdci 

významnější vazodilatační účinek než SP (Harrison a Geppetti, 2001). Význam 

signálního systému SP pro dilataci koronárního řečiště by se mohl zvýšit za situace, 

kdy by došlo k poškození signálního systému CGRP například vlivem onemocnění. 

Kromě toho bylo zjištěno, že SP moduluje srdeční činnost prostřednictvím 

intrakardiálního nervového systému, neboť potencuje účinek ACh (Zhang et al., 

2001). 

Z našich experimentů vyplývá, že některé neurony srdečních ganglií mají na 

svém povrchu NK1 receptory. V levé srdeční síni potkana, kde se nachází větší 

množství srdečních ganglií, jsme u diabetických potkanů nezaznamenali významnou 

změnu exprese NK1 receptoru. Ale v pravé síni jsme zjistili statisticky významný 

pokles exprese sledovaného receptoru. Bylo zjištěno, že součástí klinického obrazu 

diabetika je i klidová tachykardie (Voulgari et al., 2010). Nižší vazebná schopnost 

NK1 receptorů v důsledku poklesu jejich exprese v pravé síni by mohla být jednou 

z příčin zjištěné tachykardie. 

 

 

Obr. 4.1.2.1: RT-qPCR, srdce kontrolních 
zvířat. Kvantitativní stanovení mRNA pro NK1 receptor 
v srdci (LA = levá síň, RA = pravá síň, LV = levá 
komora, RV = pravá komora) u intaktních zvířat. 
Exprese sledovaných genů je vyjádřena v hodnotách 
ΔCq (vztaženo k expresi β-aktinu). Nízké hodnoty 
znamenají vysokou úroveň exprese. V LA je exprese 
receptoru statisticky významně vyšší než v ostatních 
srdečních oddílech. Signifikantní rozdíl v expresi NK1 
receptoru je patrný i mezi pravou síní a pravou 
komorou. 

+
p<0,05; 

#
p<0,0001 
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Obr. 4.1.2.2: Western blot. Průkaz přítomnosti proteinu NK1 receptoru v jednotlivých 
srdečních oddílech (LA = levá síň, RA = pravá síň, LV = levá komora, RV = pravá komora) a v tenkém 
střevě (INT). Širší bandy u vzorků srdečních síní ukazují na výrazně vyšší přítomnost sledovaného 
receptoru v síních než v komorách. 

 

 

 

 

Obr. 4.1.2.3: Laserová mikrodisekce. Příklad výběru a disekce zkoumaných buněk. 
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Obr. 4.1.2.4: Gelová elektroforéza zobrazující výsledek analýzy vzorků získaných laserovou 
mikrodisekcí. Jeden vzorek intrakardiálních neuronů obsahuje mRNA pro NK1 receptor. Vzorek 8 – 
neurony spinálních ggl.; vzorek 9 – kardiomyocyty; vzorek 10 – bb. hladké svaloviny; vzorek 11 – 
intrakardiální neurony; vzorek 12 – bb. hladké svaloviny; vzorek 13 – bb. hladké svaloviny; vzorek 14 – 
intrakardiální neurony; vzorek 15 – neurony spinálních ggl.; vzorek 16 – neurony spinálních ggl. 

 

 

 

 

 

Obr. 4.1.2.5: RT-qPCR, vliv aplikace STZ na expresi NK1 receptoru v jednotlivých srdečních 
oddílech (LA=levá síň, RA=pravá síň, LV=levá komora, RV=pravá komora) kontrolních jedinců a 
jedinců 26 a 53 týdnů po aplikaci STZ. Data jsou prezentována jako relativní exprese (RE) vztažená 
k β-aktinu jako referenčnímu genu. Relativní expresi u kontrol byla přiřazena hodnota 1 a hodnoty 
ΔCq u diabetických potkanů byly vztaženy k této hodnotě. Exprese sledovaného genu se statisticky 
významně snížila v pravé síni po uplynutí 53 týdnů od indukce diabetu, zatímco v pravé komoře se 
naopak exprese NK1 receptoru zvýšila. 

+
p<0,05 
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5.2 Ovlivnění srdeční inervace laboratorního potkana různými 

typy stresu 

5.2.1 Vliv dvou typů stresu na expresi a distribuci TH v srdci potkanů s 

odlišnou aktivitou HPA osy 

Úvod  

V srdci se TH nachází v sympatických nervových vláknech, subpopulaci 

intrakardiálních neuronů (Slavíková et al., 2003), SIF buňkách (Kriebel et al., 1991) a 

rovněž v  ICA buňkách, které se nacházejí nejenom v blízkosti srdečních ganglií 

v síních, ale i v komorách (Huang et al., 1996a). Vzhledem k tomu, že transkripce a 

translace genu probíhá v tělech buněk a nikoliv v nervových vláknech, jsou zdrojem 

mRNA pro TH v srdci pravděpodobně katecholaminergní intrakardiální neurony, SIF 

a ICA buňky. 

Cílem této studie bylo zjistit, zda každý ze srdečních oddílů exprimuje mRNA 

pro TH, a dále zda je tato exprese ovlivněna akutním psychogenním či 

kombinovaným stresem. Kromě toho nás zajímalo, zda a do jaké míry se na regulaci 

této exprese podílí aktivita HPA osy. Jako model jsme použili potkany dvou kmenů, 

referenční kmen SD a kmen LE, u kterého je geneticky podmíněná snížená reaktivita 

HPA osy určující výslednou stresovou odpověď zvířete (Klenerova et al., 2002). 

Materiál a metody  

Aplikaci stresu, přípravu vzorků, izolaci RNA, reverzní transkripci qPCR 

i nepřímou imunofluorescenci jsme prováděli dle postupu popsaného v kapitole 3.  

Kvantitativní RT-PCR 

Podmínky pro PCR amplifikační reakci byly následující: iniciální denaturace 

15 min při 95 °C, následovalo 47 cyklů po 30 s při 95 °C, 25 s při 60 či 64 °C a 30 s 

při 72 °C. Byly použity primery (Generi Biotech, Hradec Králové, CZ) specifické pro 

TH a β-aktin (tab. 1). 

Nepřímá imunofluorescence 

Značení jsme provedli za pomoci králičí primární protilátky proti TH (1:500, 

Calbiochem, San Diego, CA) a myší primární protilátky proti DBH (1:100, Biotrend, 

Köln, BRD). Ke zviditelnění pozitivní imunoreakce jsme použili sekundární protilátky 

s navázanou fluorescenční barvou Texas Red (1:30, Calbiochem, San Diego, CA) 

nebo FITC (1:50, Calbiochem, San Diego, CA). 
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Výsledky  

U kontrolních potkanů obou kmenů byla exprese genu pro TH významně vyšší 

v srdečních síních ve srovnání s komorami. V některých vzorcích srdečních komor se 

nám sice podařilo detekovat přítomnost mRNA pro TH, avšak její množství bylo tak 

malé, že nebylo možné provést kvantitativní hodnocení. U jedinců obou kmenů byla 

exprese genu statisticky významně vyšší v levých síních než v síních pravých. Rozdíl 

v expresi tohoto genu mezi jedinci obou kmenů byl rovněž významný, přičemž vyšší 

hladiny exprese jsme zaznamenali u jedinců kmene LE (obr. 4.2.1.1). 

Aplikace obou typů akutního stresu vyvolala u potkanů kmene SD vzestup 

exprese mRNA pro TH, přičemž lze říci, že pravé srdeční síně reagovaly citlivěji než 

levé. V levých síních jsme statisticky významný vzestup exprese zaznamenali pouze 

3 hod po aplikaci kombinovaného stresu (ICS3), zatímco v pravých síních již 1 hod 

po aplikaci obou typů stresu (IS1 a ICS1) a tento vzestup byl ještě výraznější v obou 

experimentálních skupinách za 3 hod (IS3 a ICS3; obr. 4.2.1.2). U potkanů kmene LE 

jsme rovněž zaznamenali statisticky významný vzestup sledovaného genu, avšak 

pouze v levé síni 3 hod po aplikaci psychogenního stresu (IS3). Expresi sledovaného 

genu v pravé síni aplikace žádného z typů stresu neovlivnila. (obr. 4.2.1.3). Hodnoty 

exprese mRNA pro TH v pravých srdečních síních kontrolních jedinců kmene LE 

korelují s nejvyššími hodnotami exprese tohoto genu v pravých srdečních síních 

kmene SD 3 hod po aplikaci obou typů stresu (IS3 a ICS3; obr. 4.2.1.4). 

Imunofluorescencí jsme prokázali přítomnost SIF a ICA buněk 

v intrakardiálních gangliích jedinců každé experimentální skupiny. SIF buňky 

vykazovali imunoreakci pouze s protilátkou proti TH, zatímco ICA buňky reagovali 

s protilátkou proti TH i proti DBH. Kromě toho jsme v intrakardiálních gangliích, 

srdeční svalovině síní a stěně arteriol zaznamenali TH-imunoreaktivní nervová 

vlákna (obr. 4.2.1.5). V distribuci imunoreakce mezi jednotlivými experimentálními 

skupinami nebyly patrné žádné rozdíly. 

Diskuse  

V této práci jsme se zaměřili na stanovení exprese genu pro TH v srdečních 

síních za klidového stavu a po aplikaci dvou typů stresu. Jak již bylo zmíněno 

v přehledu současného stavu poznání, TH je limitujícím enzymem syntézy KA. 

Vzestup exprese tohoto genu byl zaznamenán při stresu např. v sympatických 

gangliích či dřeni nadledvin (Nankova et al., 1996; Kvetnansky et al., 2004). 
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Z našich pokusů vyplývá, že exprese mRNA pro TH je významně vyšší 

v síních než v komorách, což je v souladu s poznáním, že většina intrakardiálních 

neuronů se v srdci laboratorního potkana nachází v levých a v menší míře v pravých 

síních (Pardini et al., 1987). Vzhledem k tomu, že některé z těchto neuronů vykazují 

charakteristiku sympatických neuronů včetně syntézy KA (Slavíková et al., 2003), lze 

rozdíly exprese v síních očekávat. Zdrojem KA v komorách jsou pravděpodobně 

poměrně málo početné ICA buňky (Huang et al., 1996a) a dále i buňky hladké cévní 

svaloviny a endotelu, které jsou rovněž schopny produkovat malé množství TH 

(Sorriento et al., 2012; Pfeil et al., 2014). Malý počet buněk produkujících TH 

v komorách odpovídá nízké expresi tohoto genu v komorách. 

V souvislosti se stresem se v srdci potkana významně zvyšuje obsah TH, DBH 

i PNMT (Gavrilovic et al., 2010). Dosud se hlavní význam při regulaci odpovědi 

organismu na stres přisuzoval především HPA ose. Zdrojem výše zmíněných 

enzymů v srdci však mohou být kromě sympatických nervových vláken, která do 

srdce přicházejí ze sympatických ganglií, také intrakardiálně lokalizované sympatické 

neurony a další nenervové buňky obsahující TH. Studium genomové exprese 

enzymů podílejících se na tvorbě KA přispívá k novému poznání mechanismů 

regulace srdeční činnosti při stresu. 

Námi zaznamenaný vzestup exprese mRNA pro TH v síních potkana po 

aplikovaném stresu naznačuje, že při stresové situaci se na adaptačním procesu 

srdeční činnosti podílí rovněž intrakardiální nervový systém. 

Vyšší množství KA v srdci zodpovědných za vzestup srdeční frekvence 

i stažlivosti při stresu nepochází tedy výhradně z extrakardiálních zdrojů, ale určitá 

část těchto KA je tvořena přímo v srdci. Není bez zajímavosti, že na této zvýšené 

tvorbě se významněji podílí pravá síň než síň levá. Klidová exprese mRNA pro TH je 

vyšší v levé síni, což odpovídá i skutečnosti, že v levé síni se nachází větší množství 

srdečních gangliových buněk než vpravo. Ganglia intrakardiálního plexu plní rozdílné 

úkoly. Příkladem mohou být ganglia v pravé síni, jejichž hlavní funkcí je regulace 

srdeční frekvence (Gray et al., 2004). Z našich výsledků vyplývá, že právě tato 

srdeční ganglia jsou pravděpodobně nejvíce ovlivněna aplikovaným stresem. 

Zajímavé je zjištění, že klidová hodnota exprese genu pro TH je v síních 

potkanů kmene LE významně vyšší než u jedinců kmene SD, avšak aplikace stresu u 

těchto jedinců nevedla k jejímu vzestupu. Námi aplikovaný stres vyvolal vzestup 

exprese tohoto genu v pravých síních všech experimentálních skupin jedinců kmene 

SD, přičemž tato hodnota byla vyšší u jedinců s delší prodlevou od skončení stresu 
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(skupiny IS3 a ICS3). Nejvyšší naměřené hodnoty u zvířat kmene SD byly shodné 

s hodnotami naměřenými u kontrolních jedinců kmene LE.  

 

 

 

 

 

 

Obr. 4.2.1.1: RT-qPCR, srdce kontrolních zvířat. Kvantitativní stanovení mRNA pro TH v 
srdečních síních intaktních jedinců kmene SD a LE (LA = levá síň, RA = pravá síň). Exprese 
sledovaných genů je vyjádřena v hodnotách ΔCq (vztaženo k expresi β-aktinu), kdy nízké hodnoty 
znamenají vysokou úroveň exprese. Exprese genu pro TH je statisticky významně vyšší u jedinců 
kmene LE v porovnání s potkany kmene SD. Rozdíl v expresi tohoto genu je rovněž mezi síněmi, kdy 
v levých síních je významně vyšší než v síních pravých u jedinců obou studovaných kmenů. 

#
p<0,01; 

*p<0,005 
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Obr. 4.2.1.2: RT-qPCR, vliv aplikace dvou typů akutního stresu (IS - imobilizační stres, ICS – 
imobilizační stres kombinovaný s chladovým stresem) na expresi TH v srdečních síních (LA = levá 
síň, RA = pravá síň) potkanů kmene SD. Data jsou prezentována jako relativní exprese (RE) mRNA 
pro TH vztažená k β-aktinu jako referenčnímu genu. RE u kontrol byla přiřazena hodnota 1 a hodnoty 
ΔCq u stresovaných potkanů byly vztaženy k této hodnotě. V levých síních je statisticky významný 
vzestup exprese pouze 3 hod po aplikaci kombinovaného stresu, zatímco v pravých síních již 1 hod po 
aplikaci obou typů stresu a tento vzestup je ještě výraznější v obou experimentálních skupinách za 3 
hod. 

+
p<0,05 ve srovnání s odpovídajícími kontrolami. 

 

 

 

 

Obr. 4.2.1.3: RT-qPCR, vliv aplikace dvou typů stresu (IS - imobilizační stres, ICS – 
imobilizační stres kombinovaný s chladovým stresem) na expresi TH v srdečních síních (LA = levá 
síň, RA = pravá síň) potkanů kmene LE. Data jsou prezentována jako relativní exprese (RE) mRNA 
pro TH vztažená k β-aktinu jako referenčnímu genu. RE u kontrol byla přiřazena hodnota 1 a hodnoty 
ΔCq u stresovaných potkanů byly vztaženy k této hodnotě. Vzestup exprese mRNA pro TH je 
signifikantní pouze v levé síni jedinců experimentální skupiny IS3. V pravých síních aplikace stresu 
úroveň exprese sledovaného genu v porovnání s kontrolní skupinou neovlivnila. 

+
p<0,05 
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Obr. 4.2.1.4: RT-qPCR, vliv aplikace dvou typů stresu (IS - imobilizační stres, ICS – 
imobilizační stres kombinovaný s chladovým stresem) na expresi TH v pravých srdečních síních (RA) 
kontrolních potkanů kmene LE a stresovaných jedinců kmene SD. Exprese sledovaných genů je 
vyjádřena v hodnotách ΔCq (vztaženo k expresi β-aktinu), kdy nízké hodnoty znamenají vysokou 
úroveň exprese. Jedinci kmene SD z experimentálních skupin IS3 a ICS3, u nichž byl změřen 
nejvýraznější vzestup exprese genu pro TH, dosáhli klidových hodnot stanovených u jedinců kmene 
LE. 

+
p<0,05 

 

 

 

 

 

Obr. 4.2.1.5: Nepřímá imunofluorescence. Imunohistochemický průkaz lokalizace TH a DBH 
v srdečních síních kontrolního potkana kmene SD, potkana po aplikaci imobilizačního stresu (IS) a 
kombinovaného stresu (ICS). SIF (šipky) a ICA (hlavičky šipek) buňky byly lokalizovány uvnitř 
intrakardiálního ganglia jedince každé experimentální skupiny. SIF buňky vykazovaly pouze TH-
imunoreaktivitu (IR), zatímco ICA buňky byly TH a DBH-imunopozitivní. Kromě toho jsou zde patrná 
TH-IR nervová vlákna, která jsou lokalizovaná uvnitř srdečních ganglií i mezi kardiomyocyty síní 
jedinců všech experimentálních skupin.  
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5.2.2 Účinek dvou typů stresu na expresi genů pro ChAT a M2 receptorů 

v srdečních síních potkanů s odlišnou aktivitou HPA osy 

Úvod 

V předchozí studii jsme prokázali, že stres ovlivňuje produkci KA, jejichž 

zdrojem jsou v srdci potkana mimo jiné sympatické neurony. Vzhledem k tomu, že 

intrakardiální nervový systém obsahuje sympatické i parasympatické neurony a 

funguje jako celek, zajímalo nás, zda a do jaké míry je stresem ovlivněna cholinergní 

komponenta. Konkrétně jsme se zabývali studiem exprese dvou genů: genu pro 

ChAT (EC 2.3.1.6), enzym syntetizující ACh, a genu pro M2 receptor, který účinky 

ACh na cílovou tkáň zprostředkovává. Stejně jako v předcházející práci jsme 

sledovali vliv dvou odlišných stresových podnětů na expresi obou těchto genů v levé 

a pravé srdeční síni 3 h po aplikaci stresu, tedy době, kdy byla nejvíce ovlivněna 

exprese genu pro TH. Dále nás zajímal vliv aktivity HPA osy na výslednou expresi 

mRNA uvedených genů. 

Materiál a metody  

Aplikaci stresu, přípravu vzorků, izolaci RNA, reverzní transkripci i qPCR jsme 

prováděli dle postupu popsaného v kapitole 3. 

Kvantitativní RT-PCR 

Podmínky pro PCR amplifikační reakci byly následující: iniciální denaturace 

v jednom cyklu 15 min při 95 °C, následovalo 47 cyklů po 30 s při 95 °C, 25 s při 

59 °C a 30 s při 72 °C. Byly použity primery (Generi Biotech, Hradec Králové, CZ) 

specifické pro β-aktin, ChAT a M2 receptor (tab. 1). 

Výsledky 

U kontrolních potkanů obou kmenů byla exprese mRNA pro ChAT vyšší 

v levých síních než v síních pravých, přičemž tento rozdíl byl vyšší u kmene LE než 

u kmene SD (obr. 4.2.2.1). Klidová exprese genu pro M2 receptory byla v levé i pravé 

síni přibližně shodná jak u potkanů kmene SD, tak i u jedinců kmene LE, přičemž při 

srovnání těchto kmenů navzájem bylo zjištěno, že množství mRNA pro M2 receptor je 

statisticky signifikantně vyšší v síních potkanů kmene LE v porovnání s jedinci kmene 

SD (obr. 4.2.2.1). 

Aplikace kombinovaného stresu (psychogenní a fyzická složka účinku) 

vyvolala vzestup exprese mRNA pro ChAT v pravé srdeční síni u jedinců 
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experimentální skupiny ICS3 obou testovaných kmenů, avšak pouze u kmene SD 

tato změna dosáhla statistické významnosti (tab. 4.2.2.3). V levé síni jsme rovněž 

zaznamenali tendenci k vzestupu exprese genu pro ChAT. Třebaže tento vzestup 

nedosáhl statistické významnosti, došlo k vymizení rozdílu v expresi sledovaného 

genu mezi kontrolními jedinci kmene LE a jedinci kmene SD experimentální skupiny 

ICS3 (obr. 4.2.2.2). Naopak v pravé síni potkanů kmene LE došlo působením 

kombinovaného stresu k vzestupu exprese na úroveň klidové hodnoty potkanů 

kmene SD (obr. 4.2.2.2). U potkanů SD jsme v pravé síni po aplikaci stresorů 

zaznamenali tendenci k poklesu exprese M2 receptoru, zatímco u potkanů LE jsme 

stejný, avšak signifikantní, pokles zaznamenali v levé síni jedinců po aplikaci 

psychogenního stresu skupiny IS3 (tab. 3; obr. 4.2.2.3). 

Diskuse 

Vyšší úroveň exprese mRNA pro ChAT v levé srdeční síni než v pravé odráží 

skutečnost, že v oblasti levé síně a síňového septa, které bylo v našich preparátech 

součástí vzorku označeného LA, se nachází větší počet srdečních ganglií (Baptista a 

Kirby, 1997). Z našich výsledků dále vyplývá, že za fyziologických podmínek existují 

významné kvantitativní rozdíly v srdeční expresi ChAT mezi jedinci kmene SD a LE. 

Tyto rozdíly dosud nebyly nikde popsány a o jejich důvodu lze pouze spekulovat. O 

jedincích kmene LE je známo, že vykazují významně nižší aktivitu HPA osy, což je 

způsobeno nižší produkcí kortikoliberinu a následným uvolňováním menšího 

množství kortikosteronu do krve (Sternberg et al., 1992). Zda a do jaké míry se tyto 

rozdíly mohou promítnout do exprese některých genů, dosud nebylo studováno. 

Zároveň dosud nebyly popsány ani případné další genetické rozdíly mezi těmito 

kmeny. 

Z našich výsledků vyplývá, že, zatímco úroveň exprese genu pro ChAT se 

v levé síni po aplikaci různých typů stresu nezměnila, v pravé srdeční síni ke změně 

exprese mRNA pro ChAT došlo, a to konkrétně po aplikaci kombinovaného stresu 

(imobilizace a chladu). U jedinců kmene LE tato změna nedosáhla statistické 

významnosti, avšak u jedinců kmene SD byl vzestup desetinásobný. Vzhledem 

k tomu, že v pravé síni se gangliové buňky nacházejí především v blízkosti vstupu 

vena cava superior (Baptista a Kirby, 1997), tedy v oblasti, kde je rovněž umístěn SA 

uzel, můžeme předpokládat, že zjištěné změny v expresi ChAT budou souviset se 

změnami srdeční frekvence. Možný vzestup tvorby mediátoru, který vykazuje 

negativní chronotropní efekt, se může na první pohled jevit v souvislosti se stresem 
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nelogický, ale mohl by hrát úlohu ve vzájemném působení srdečního sympatiku a 

parasympatiku formou zesíleného antagonismu. Zvýšená tvorba ACh tedy může 

napomoci k vzestupu srdeční frekvence. 

Při srovnání exprese M2 receptoru mezi jedinci kmenů SD a LE jsme 

zaznamenali statisticky významné rozdíly u obou síní. Významně vyšší expresi 

tohoto genu u potkanů kmene LE v pravých síních by bylo možné vysvětlit prostou 

reakcí buněk na nedostatek mediátoru, protože u potkanů kmene LE je zde 

v porovnání s potkany SD signifikantně nižší exprese genu pro ChAT. 

Opodstatněnost této spekulace by bylo možné potvrdit stanovením množství proteinu 

ChAT v pravé síni potkanů kmene LE. V literatuře však dosud tyto informace 

dostupné nejsou. 

Aplikace stresu měla u jedinců obou kmenů rozdílný vliv na expresi genu pro 

M2 receptory. Zatímco u potkanů kmene LE způsobila pokles exprese sledovaného 

genu v levých síních, u jedinců kmene SD byl zaznamenán pokles pouze v pravé síni 

skupiny IS3. Odlišný efekt IS3 na expresi mRNA pro M2 receptory u kmenů LE a SD 

lze přisoudit genetické odlišnosti obou kmenů, které se liší aktivitou HPA osy. Důvod 

pro silnější inhibiční působení IS3 než ICS3 není znám a vyžádá si další studie. 

Závěrem lze říci, že stres ovlivňuje i parasympatickou složku srdeční inervace, 

přičemž významnější změny jsme zaznamenali v srdeční síni pravé. Exprese obou 

sledovaných genů se v srdečních síních potkanů kmene LE významně liší od 

potkanů kmene SD, a to za klidového stavu i po aplikaci stresu. Podstata tohoto 

rozdílu není dosud dostatečně objasněna. 
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 skupina srdeční oddíl N RE SEM p 

SD kontroly levá síň 6 1,00 0,17 - 

pravá síň 6 1,00 0,37 - 

IS3 levá síň 6 0,83 0,21 0,31 

pravá síň 5 2,11 0,73 0,48 

ICS3 levá síň 6 3,01 0,80 0,39 

pravá síň 4 9,99 1,82   0,004 

LE kontroly levá síň 4 1,00 0,41 - 

pravá síň 6 1,00 0,20 - 

IS3 levá síň 5 0,81 0,12 0,76 

pravá síň 6 0,93 0,69 0,25 

ICS3 levá síň 6 3,42 2,44 1,00 

pravá síň 4 5,96 2,06 0,09 

 
Tab. 3. Exprese ChAT v obou srdečních síních u kontrol a potkanů po aplikaci imobilizačního 

(IS3) a kombinovaného (ICS3) stresu. Data jsou prezentována jako relativní exprese (RE) mRNA pro 

ChAT vztažená k -aktinu jako referenčnímu genu. RE u kontrol byla přiřazena hodnota 1 a hodnoty 

Cq po stresu byly vztaženy k této hodnotě. Signifikance pro p<0,05 je vyjádřena v posledním sloupci 
tučně. 

 

 skupina srdeční oddíl N RE SEM p 

SD kontroly levá síň 6 1,00 0,29 - 

pravá síň 6 1,00 0,24 - 

IS3 levá síň 6 1,68 0,33 0,31 

pravá síň 6 0,37 0,10 0,04 

ICS3 levá síň 6 1,25 0,38 0,82 

pravá síň 6 0,60 0,20 0,13 

LE kontroly levá síň 4 1,00 0,31 - 

pravá síň 6 1,00 0,23 - 

IS3 levá síň 6 0,44 0,17 0,04 

pravá síň 6 1,10 0,22 0,70 

ICS3 levá síň 5 0,63 0,26 0,41 

pravá síň 6 0,85 0,17 0,31 

 
Tab. 4. Exprese M2 receptorů v obou srdečních síních u kontrol a potkanů po aplikaci 

imobilizačního (IS3) a kombinovaného (ICS3) stresu. Data jsou prezentována jako relativní exprese 

(RE) mRNA pro M2 receptory vztažená k -aktinu jako referenčnímu genu. RE u kontrol byla přiřazena 

hodnota 1 a hodnoty Cq po stresu byly vztaženy k této hodnotě. Signifikance pro p<0,05 je vyjádřena 
v posledním sloupci tučně. 
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Obr. 4.2.2.1: RT-qPCR, srdce kontrolních zvířat. Kvantitativní stanovení mRNA pro ChAT a 
M2 receptory (M2R) v srdečních síních intaktních jedinců kmene SD a LE (LA = levá síň, RA = pravá 
síň). Exprese sledovaných genů je vyjádřena v hodnotách ΔCq (vztaženo k expresi β-aktinu) pro 
porovnání úrovně exprese v srdečních síních (nízké hodnoty znamenají vysokou úroveň exprese). 
Exprese genu pro ChAT je v levé síni statisticky významně vyšší než v síni pravé u jedinců obou 
kmenů. U jedinců kmene LE je exprese genu pro ChAT vyšší v levé síni a nižší v pravé síni 
v porovnání s potkany kmene SD. Exprese genu pro M2R je statisticky významně vyšší u jedinců 
kmene LE v porovnání s potkany kmene SD. 

#
p<0,01; *p<0,005 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4.2.2.2: RT-qPCR, vliv aplikace dvou typů stresu (IS - imobilizační stres, ICS – 
imobilizační stres kombinovaný s chladovým stresem) na expresi ChAT v levých (LA) a pravých (RA) 
srdečních síních kontrolních a stresovaných jedinců kmenů SD a LE. Exprese sledovaných genů je 
vyjádřena v hodnotách ΔCq (vztaženo k expresi β-aktinu) pro porovnání úrovně exprese v jednotlivých 
experimentálních skupinách (nízké hodnoty znamenají vysokou úroveň exprese). Exprese u 
kontrolních jedinců obou kmenů se signifikantně odlišuje. Aplikace stresu nevyvolala v levé síni změny 
v expresi genu pro ChAT v žádné z experimentálních skupin, zatímco v pravé síni vyvolala vzestup 
exprese sledovaného genu v experimentální skupině ICS3 u jedinců kmene SD. 

+
p<0,05; *p<0,005 
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Obr. 4.2.2.3: RT-qPCR, vliv aplikace dvou typů stresu (IS - imobilizační stres, ICS – 
imobilizační stres kombinovaný s chladovým stresem) na expresi M2 receptorů v pravých srdečních 
síních (RA) kontrolních potkanů a stresovaných jedinců kmenů SD a LE. Exprese sledovaných genů je 
vyjádřena v hodnotách ΔCq (vztaženo k expresi β-aktinu), kdy nízké hodnoty znamenají vysokou 
úroveň exprese. Exprese u kontrolních jedinců obou kmenů se signifikantně odlišuje. Aplikace 
psychického stresu (IS3) vyvolala v levé síni pokles exprese sledovaného genu u jedinců kmene LE, 
zatímco v pravé síni je tento pokles patrný u jedinců kmene SD. 

+
p<0,05; 

#
p<0,01; *p<0,005 
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5.2.3 Vliv dvou typů stresu na expresi a distribuci oxytocinového 

receptoru v srdci potkanů s odlišnou aktivitou HPA osy 

Úvod 

Oxytocin (OT) je neurohormon, který se zároveň uplatňuje i jako 

neuromediátor a neuromodulátor. Úloha OT v nervovém přenosu byla zjištěna a 

popsána mnohem později než jeho hormonální působení (Gutkowska et al., 2000). 

Zdrojem OT v organismu není výhradně CNS, ale jeho produkce byla 

zdokumentována i v celé řadě periferních tkání (Jankowski et al., 2000; Monstein et 

al., 2004). V srdci vykazuje negativně inotropní a chronotropní účinky (Jankowski et 

al., 1998; Mukaddam-Daher et al., 2001) a ovlivňuje uvolňování atriálního 

natriuretického peptidu (Gutkowska et al., 1997; Gutkowska a Jankowski, 2008). 

Kromě toho se předpokládá, že OT se může v srdci uplatňovat i jako regulátor za 

stresové situace (Petersson a Uvnas-Moberg, 2007). Navíc se pravděpodobně 

účastní i v průběhu srdečního vývoje (Jankowski et al., 2004). Dosud však nebyl 

dostatečně popsán mechanismus jeho účinku. Působení OT na cílové tkáně je 

zprostředkováno specifickým oxytocinovým receptorem (OTR). Gutkowská se 

spolupracovníky (Gutkowska et al., 2000) popsala přítomnost těchto receptorů 

v kardiomyocytech srdečních síní. 

Cílem naší práce bylo stanovit klidovou expresi, prokázat přítomnost proteinu 

OTR a jeho přesnou lokalizaci v srdci potkanů dvou kmenů: kontrolního SD a kmene 

LE charakterizovaného sníženou reaktivitou HPA osy na stres. Následně jsme 

studovali vliv dvou typů akutního stresu, psychického a kombinovaného zahrnujícího 

psychickou a fyzickou složku, na expresi mRNA pro OTR a distribuci OTR proteinu 

v jednotlivých srdečních oddílech. 

Materiál a metody 

Aplikaci stresu, přípravu vzorků, izolaci RNA a proteinu, Western blot, 

nepřímou imunofluorescenci, reverzní transkripci i qPCR jsme prováděli dle postupu 

popsaného v kapitole 3. 

Kvantitativní RT-PCR 

Podmínky pro PCR amplifikační reakci byly následující: iniciální denaturace 

v jednom cyklu 15 min při 95 °C, následovalo 47 cyklů po 30 s při 95 °C, 25 s při 

60 °C a 30 s při 72 °C. Byly použity primery (Generi Biotech, Hradec Králové, CZ) 

specifické pro β-aktin a pro OTR (tab. 1). 
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Western blot 

Pracovní postup byl popsán v kapitole 3. Pro detekci OTR proteinu jsme 

použili králičí primární protilátky proti OTR (1:15 000; Abcam, Cambridge, UK). 

Následně jsme primární protilátku označili pomocí kitu Vectastain ABC obsahujícího 

křenovou peroxidázu a DAB s 3,3´-diaminobenzidinem (Vector Lab, CA, USA). 

Nepřímá imunofluorescence 

Pracovní postup byl popsán v kapitole 3. Značení OTR jsme provedli za 

pomoci králičí primární protilátky proti OTR (1:500; Abcam, Cambridge, UK). Zároveň 

s touto protilátkou jsme aplikovali myší protilátku proti neuronálnímu proteinu beta-

tubulinu (1:500; Abcam). Jako sekundární protilátky jsme použili Ig proti králičí 

protilátce Alexa Fluor 488 (1:400; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a Ig proti myší 

protilátce Alexa Fluor 546 (1:600; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

Výsledky 

Přítomnost mRNA pro OTR jsme prokázali ve všech srdečních oddílech (levá 

a pravá síň, levá a pravá komora) potkanů obou kmenů. Exprese tohoto genu byla 

statisticky významně vyšší v síních ve srovnání s komorami. Mezi korespondujícími 

srdečními oddíly u potkanů kmene SD a kmene LE jsme žádný významný rozdíl 

nezaznamenali (obr. 4.2.3.1). Metodou Western blotu jsme prokázali přítomnost 

proteinu OTR ve všech čtyřech srdečních oddílech (obr. 4.2.3.2). 

Nepřímou imunofluorescencí jsme OTR identifikovali v plazmatické membráně 

kardiomyocytů. Neurony OTR neobsahovaly (obr. 4.2.3.3). Rozdíl v intenzitě pozitivní 

imunoreakce v síních a komorách kontrolních a stresovaných jedinců jsme 

nezaznamenali. U stresovaných potkanů jsme však pozorovali změnu distribuce 

imunopozitivity v kardiomyocytech, kdy imunoreaktivita byla lokalizována zejména 

v oblasti buněčných jader (obr. 4.2.3.3). 

Vliv obou sledovaných typů stresu na expresi mRNA pro OTR se lišil. Největší 

rozdíl exprese genu jsme u obou kmenů zaznamenali v pravé síni. Zatímco u kmene 

SD se relativní exprese genu zvýšila, u LE jsme zjistili signifikantní pokles. 

V myokardu komor jsme pozorovali silnější působení kombinovaného stresu, který 

v levé i pravé komoře obou kmenů vyvolal signifikantní vzestup exprese OTR. Levé 

síně jedinců obou kmenů reagovaly na stres poklesem exprese mRNA pro OTR 

(obr.   4.2.3.4 a 4.2.3.5). 
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Diskuse 

Naše výsledky potvrzují přítomnost OTR v kardiomyocytech. Expresi mRNA 

pro OTR jsme zaznamenali ve všech srdečních oddílech, přičemž nejvyšší hodnoty 

exprese jsme naměřili v levé síni a nejnižší v levé komoře. Tato zjištění jsou 

v souladu s výsledky experimentů Gutkowské a jejích spolupracovníků (Gutkowska a 

Jankowski, 2008). 

OT se v organismu uplatňuje zejména při procesech spojených s reprodukcí. 

Kromě toho však bylo prokázáno, že se OT uvolňuje do oběhu v souvislosti s řadou 

typů akutního stresu, např. fyzickým, metabolickým či osmotickým (Hashiguchi et al., 

1997; Engelmann et al., 1998; Nishioka et al., 1998), ale i se stresem chronickým 

(Ondrejcakova et al., 2010). Po aplikaci různých typů stresu byla naměřena zvýšená 

plazmatická hladina OT (Dubovicky et al., 2007; Grippo et al., 2007), jejíž fyziologická 

funkce není zatím zcela objasněna. Je pravděpodobné, že se OT podílí na regulaci 

objemu tělesných tekutin při stresu (Hew-Butler et al., 2008) a kontrole krevního tlaku 

(Bakos et al., 2008). Výsledky nedávných studií naznačují kardioprotektivní efekt OT 

při ischémii (Ondrejcakova et al., 2009). 

V srdci byl v souvislosti s vyšší fyzickou aktivitou popsán pokles koncentrace 

OT (Bakos et al., 2007) a vzestup exprese OTR (Gutkowska et al., 2007). Naše 

výsledky ukazují, že psychický stres ovlivňuje expresi OTR odlišně v srdečních síních 

a komorách. V levé síni jsme zaznamenali pokles exprese na polovinu hodnoty 

kontrolních potkanů, zatímco v levé komoře se exprese sledovaného genu zvýšila na 

trojnásobek. Kombinovaný stres ovlivnil expresi OTR zejména v komorách, kde jsme 

naměřili několikanásobné zvýšení oproti hodnotám kontrolních jedinců. Tyto rozdíly 

v reakci jednotlivých srdečních oddílů na stres by mohly spočívat v rozdílné funkci, 

kterou zde OT plní. Bylo zjištěno, že chronická aplikace OT vede ke zvýšení 

hmotnostního poměru srdce/tělo, které by mohlo být způsobeno zvětšením 

kardiomyocytů (Ondrejcakova et al., 2010). Vzestup počtu OTR by tomuto efektu 

mohl napomáhat. Je třeba však mít na paměti, že zvýšená exprese mRNA pro OTR 

nemusí nutně znamenat vzestup počtu receptorů. 

OT v podmínkách stresu nepůsobí pouze na periferní tkáně, ale ovlivňuje 

reaktivitu organismu na stres působením na HPA osu, jejíž aktivitu zvyšuje 

především stimulací uvolňování ACTH (Jezova et al., 1995; Ondrejcakova et al., 

2010). Kromě toho stimuluje uvolňování KA (Mahata a Ghosh, 1991). K tomu, 

abychom zjistili, do jaké míry se aktivita HPA osy podílí na změnách exprese OTR 
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v srdci vyvolaných stresem, jsme porovnali výsledky u dvou kmenů potkanů: 

kontrolního SD a LE, pro který je charakteristická nízká aktivita HPA osy. 

Zjistili jsme, že komory i síně obou zkoumaných kmenů reagují na stres 

stejným způsobem s výjimkou pravé síně, a že významný rozdíl v reakci mezi těmito 

kmeny spočívá i v intenzitě odpovědi levé síně i komory. 

Psychogenní stres vyvolal u obou kmenů pokles exprese OTR v levé síni, 

u  SD potkanů byl tento pokles signifikantní pouze v experimentální skupině IS3, 

zatímco u potkanů kmene LE byl tento pokles signifikantní v experimentálních 

skupinách IS1 i IS3. Pokles exprese OTR jsme u LE potkanů zaznamenali 

i  v pravých síních obou zmíněných skupin, zatímco u SD potkanů jsme naopak 

pozorovali zvýšenou expresi OTR. 

Kombinovaný stres vyvolal v  komorách obou kmenů významný vzestup 

exprese sledovaného genu. U potkanů kmene LE bylo zvýšení výrazně vyšší 

v levých komorách, zatímco u jedinců kmene SD byl vzestup v obou komorách 

přibližně stejný. V levých srdečních síních jsme zaznamenali pokles exprese OTR, 

statisticky významný však byl pouze u LE potkanů experimentální skupiny ICS3. Tyto 

výsledky ukazují, že úroveň aktivity HPA osy při stresu ovlivňuje expresi OTR v srdci, 

protože jedinci s porušenou aktivitou HPA osy vykazují při stresu větší změny 

exprese OTR. Z toho lze usuzovat, že aktivita HPA osy při stresu vykazuje 

stabilizační účinek na expresi OTR receptoru v srdci. 

Imunohistochemické experimenty ukázali, že po aplikaci stresu dochází 

pravděpodobně k redistribuci OTR v rámci kardiomyocytu. Klidová lokalizace OTR je 

především v buněčné membráně, což je typické i pro ostatní receptory patřící do 

skupiny receptorů vážících se ke G-proteinu. U stresovaných jedinců jsme však 

zaznamenali v levé komoře agregaci OTR imunoreaktivity v oblasti buněčného jádra. 

V poslední době bylo zjištěno, že některé receptory spřažené s G-proteinem mohou 

být po aktivaci translokovány do membrány buněčného jádra (Gobeil et al., 2006; 

Tadevosyan et al., 2012). Podobným způsobem se chová i OTR, který je v některých 

typech buněk přítomen v jádře i bez kontaktu buňky s OT, ale u jiných typů buněk se 

do jádra dostává až po styku buňky s OT (Kinsey et al., 2007). Tyto receptory se 

mohou uplatňovat při regulaci některých signálních drah, což by mohlo vést ke vzniku 

srdečních poruch. Jejich konkrétní úloha ve fyziologických i patologických procesech 

však musí být ještě objasněna. 
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Obr. 4.2.3.1.: RT-qPCR, srdce kontrolních zvířat. Kvantitativní stanovení mRNA pro OTR v 
jednotlivých srdečních oddílech (LA = levá síň, RA = pravá síň, LV = levá komora, RV = pravá 
komora) u intaktních zvířat kmene SD a LE. Exprese sledovaných genů je vyjádřena v hodnotách ΔCq 
(vztaženo k expresi β-aktinu), kdy nízké hodnoty znamenají vysokou úroveň exprese. Signifikantní 
rozdíl jsme zaznamenali mezi síněmi a komorami u obou kmenů. 

+
p<0,05 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4.2.3.2.: Western blot. Průkaz přítomnosti OTR v jednotlivých srdečních oddílech (LA = 
levá síň, RA = pravá síň, LV = levá komora, RV = pravá komora). 
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Obr. 4.2.3.3.: Nepřímá imunofluorescence. Imunohistochemický průkaz lokalizace OTR v levé 
srdeční síni potkana. A) Specifické značení OTR; B) značení buněčných jader; C) OTR a buněčná 
jádra; D) specifické značení neuronů; E) OTR a neuronální marker; F) OTR, buněčná jádra a 
neuronální marker. 
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Obr. 4.2.3.4.: RT-qPCR, vliv aplikace dvou typů stresu na expresi OTR v jednotlivých 
srdečních oddílech (LA = levá síň, RA = pravá síň, LV = levá komora, RV = pravá komora) potkanů 
kmene SD. Data jsou prezentována jako relativní exprese (RE) vztažená k β-aktinu jako referenčnímu 
genu. RE u kontrol byla přiřazena hodnota 1 a hodnoty ΔCq u stresovaných potkanů byly vztaženy 
k této hodnotě. IS způsobil pokles exprese v levé síni, ale vzestup exprese v pravé síni a levé komoře. 
Kombinovaný stres vyvolal v obou komorách signifikantní vzestup exprese OTR. 

+
p<0,05 

 

 

 

 

Obr. 4.2.3.5.: RT-qPCR, vliv aplikace dvou typů stresu na expresi OTR v jednotlivých 
srdečních oddílech (LA = levá síň, RA = pravá síň, LV = levá komora, RV = pravá komora) potkanů 
kmene LE. Data jsou prezentována jako relativní exprese (RE) vztažená k β-aktinu jako referenčnímu 
genu. RE u kontrol byla přiřazena hodnota 1 a hodnoty ΔCq u stresovaných potkanů byly vztaženy 
k této hodnotě. Imobilizační stres způsobil pokles exprese v levé i pravé síni. Kombinovaný stres 
vyvolal v obou síních statisticky významný pokles a v komorách signifikantní vzestup exprese OTR. 
+
p<0,05  
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5.2.4 Vliv dvou typů stresu na expresi ANP v srdci potkanů s odlišnou 

aktivitou HPA osy 

Úvod  

Srdeční atriální natriuretický peptid (ANP) se podílí na regulaci krevního tlaku 

a homeostáze tělesných tekutin (Imura et al., 1992). V kardiomyocytech srdečních 

síní je syntetizován atriální natriuretický peptid a mozkový natriuretický peptid, které 

jsou uvolňovány při zvýšeném protažení stěny síní (Edwards et al., 1988). Další ze 

skupiny těchto peptidů je natriuretický peptid typu C, který je tvořen endotelovými 

buňkami cév. Atriální i mozkový natriuretický peptid jsou tvořeny rovněž v srdečních 

komorách, avšak v mnohem menším množství než v síních (McGrath et al., 2005). 

Účinky obou těchto peptidů jsou podobné, zvyšují diurézu, natriurézu a vyvolávají 

vazodilataci (Vesely et al., 2001). 

Stress vede k rychlé aktivaci HPA osy a sympatoadrenálního systému 

s následkem zvýšené resorpce vody a solí, který může způsobit oběhové přetížení. 

Exprese, syntéza i sekrece ANP se v srdci zvyšuje zejména za situace chronického 

dynamického přetížení, přičemž stimulací sekrece jsou mechanické, ale 

i neuroendokrinní impulzy (de Bold et al., 1996). U kardiovaskulárních poruch, na 

jejichž vzniku se podílel stres, byly zaznamenány zvýšené plazmatické hladiny 

natriuretických peptidů (Hayek a Nemer, 2011). Veselý a spolupracovníci (Vesely et 

al., 2001) prokázali, že natriuretické peptidy specificky inhibují HPA systém u potkana 

i u člověka. 

Dosud však není známo, zda akutní stres ovlivňuje expresi genu pro ANP 

v srdci a jakou roli v této expresi hraje aktivita HPA osy. Cílem našich experimentů 

bylo potvrdit přítomnost ANP v srdci potkana, stanovit kvantitativní expresi jeho genu 

v jednotlivých srdečních oddílech, zjistit, zdali exprese mRNA proANP je ovlivněna 

působením různých typů akutního stresu a zda a jaký podíl na expresi tohoto genu 

má aktivace HPA osy.  

Materiál a metody  

Aplikaci stresu, přípravu vzorků, izolaci RNA, reverzní transkripci i qPCR jsme 

prováděli dle postupu popsaného v kapitole 3. 

Kvantitativní RT-PCR 

Podmínky pro PCR amplifikační reakci byly následující: iniciální denaturace 

v jednom cyklu 15 min při 95 °C, následovalo 47 cyklů po 30 s při 95 °C, 25 s při 
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58 °C a 30 s při 72 °C. Byly použity primery (Generi Biotech, Hradec Králové, CZ) 

specifické pro β-aktin a pro ANP (tab. 1). 

Nepřímá imunofluorescence 

Pracovní postup byl popsán v kapitole 3. Značení ANP jsme provedli za 

pomoci králičí primární protilátky proti ANP (1:100; Millipore, Temecula, CA, USA). 

Zároveň s touto protilátkou jsme aplikovali myší protilátku proti neuronálnímu 

proteinu PGP (1:100; UltraClone Limited, UK), který se používá jako marker pro 

neurony. Jako sekundární protilátky jsme použili Ig proti králičí primární protilátce 

s navázaným barvivem Texas Red (1:200; Calbiochem, Darmstadt, BRD) a Ig proti 

myší primární protilátce s navázaným biotinem (1:200; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

USA) po čemž následovala inkubace se streptavidinem označeným FITC (1:200; 

Calbiochem, San Diego, CA). 

Výsledky  

Přítomnost imunoreakce s protilátkou proti ANP jsme sledovali ve všech 

srdečních oddílech kontrolních i stresovaných jedinců. V obou srdečních síních 

jedinců obou kmenů jsme zaznamenali pozitivní imunoreakci na přítomnost ANP 

lokalizovanou v cytoplazmě kardiomyocytů, zatímco v komorách jsme přítomnost 

specifické imunoreakce neprokázali. Pomocí metody dvojího značení jsme zjistili, že 

ANP není přítomen v tělech intrakardiálních neuronů ani v nervových vláknech 

nacházejících se v oblasti srdečních ganglií či v blízkosti kardiomyocytů. Třebaže tato 

metoda je především kvalitativní, v některých případech je možné zaznamenat 

kvantitativní rozdíly, pokud je obsah sledovaného proteinu u porovnávaných vzorků 

významně odlišný. V tomto případě jsme však žádné viditelné kvantitativní rozdíly 

mezi kontrolními a stresovanými jedinci nezaznamenali (obr. 4.2.4.1). 

Expresi genu pro proANP jsme zaznamenali ve všech čtyřech srdečních 

oddílech kontrolních jedinců i jedinců po aplikaci stresu obou testovaných kmenů. 

Zjistili jsme, že úroveň exprese sledovaného genu není v jednotlivých srdečních 

oddílech stejná, a dále, že existuje rozdíl v expresi proANP i mezi jedinci kmene SD 

a kmene LE (obr. 4.2.4.2). Pro přehlednější vyjádření rozdílů jsme zvolili úroveň 

exprese proANP v LV jako referenční (tedy rovnu jedné) a vůči ní jsme vyjádřili 

expresi v ostatních srdečních oddílech. U kontrolních jedinců kmene SD byla exprese 

následující: LA (F = 138,8; p > 0,005) > RA (F = 39,2; p > 0,005) > RV (F = 10,1; 

p > 0,005) > LV, zatímco u potkanů kmene LE takováto: LA (F = 465,9; p > 0,005) > 

RA (F = 267,6; p > 0,005) > LV (F = 1) > RV (F = 0,14; p > 0,01). Při porovnání 
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exprese sledovaného genu ve stejných oddílech obou kmenů jsme zjistili, že 

s výjimkou RV je exprese vyšší u potkanů LE než potkanů SD, přičemž rozdíl mezi 

síněmi byl výraznější než rozdíl mezi komorami (obr. 4.2.4.3). 

Dále jsme sledovali vliv dvou typů stresu na expresi proANP v jednotlivých 

srdečních oddílech. Psychogenní stres vyvolal vzestup exprese sledovaného genu 

v obou síních a levé komoře potkanů kmene SD, který jsme zaznamenali 1 h (IS1) i 3 

h (IS3) po aplikaci stresu (obr. 4.2.4.4). Indukce kombinovaného stresu (psychogenní 

a fyzická složka účinku) vedla rovněž k vzestupu exprese proANP, a to v levé síni a 

levé komoře v experimentální skupině ICS3 (obr. 4.2.4.4). Reakce potkanů kmene 

LE na aplikovaný stres se odlišovala od reakce potkanů kmene SD. Přechodný 

pokles exprese sledovaného genu jsme zaznamenali v pravých síních již 1 h po 

aplikaci obou typů stresu (IS1 a ICS1; obr. 4.2.4.5). 

Diskuse 

Naše výsledky potvrdily přítomnost ANP v kardiomyocytech srdečních síní. 

Gen proANP kóduje syntézu prohormonu o délce 126 AMK. Tento prohormon 

zahrnuje několik peptidů: (a) prvních 30 AMK tvoří tzv. LANH, z angl. „Long-Acting 

Natriuretic Hormone“, (b) následující AMK (31–67) tvoří peptid s vazodilatačním 

účinkem, (c) AMK 79–98 tvoří kaliuretický peptid a (d) AMK 99–126 tvoří vlastní ANP.  

Naše zjištění ukazující na významně vyšší expresi genu proANP v srdečních 

síních než komorách jsou v souladu s již dříve publikovanými výsledky (Ogawa et al., 

1995; Ruskoaho, 2003). 

Při stresu dochází k aktivaci HPA osy, což vede k uvolnění antidiuretického 

hormonu a kortikoliberinu do hypofyzárního portálního systému a následnému 

zvýšení sekrece ACTH. Výsledkem je zvýšená hladina kortikoidů v plazmě (Franci et 

al., 1992). Kromě toho se v periferní krvi zvyšuje i hladina KA. Důsledkem této 

kaskády hormonálních změn je zadržování vody a soli v organismu spojené se 

zvýšeným objemem krve a krevním tlakem (Espiner, 1987; Nicholls et al., 1987). 

Psychogenní stres vyvolal významný vzestup exprese proANP genu v obou síních a 

levé komoře, zatímco kombinovaný stres působil stejným způsobem v levé síni a 

levé komoře. V roce 1996 De Bold se spolupracovníky popsal rozdílnou regulaci 

exprese genu proANP v síních a komorách: v síních je regulována prostřednictvím 

mechanických stimulů, zatímco v komorách závisí především na hormonální situaci 

v organismu (de Bold et al., 1996). Kromě toho zaznamenali, že i transkripční 

kontrola produkce ANP se v síních a komorách liší (Bianciotti a De Bold, 2000; 
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Bianciotti a de Bold, 2001). Ty mohou korespondovat s našimi výsledky, kdy 

nejvýraznější zvýšení exprese proANP bylo u potkanů kmene SD zaznamenáno 

v levé komoře při stresu. Jak již bylo výše zmíněno, v takové situaci dochází 

v organismu k významným hormonálním změnám. Vliv hormonů na proANP expresi 

byl popsán i po aplikaci mineralokortikoidů a glukokortikoidů, přičemž aplikace 

deoxykortikosteronu vyvolala u potkana vzestup plazmatické hladiny ANP a zvýšení 

exprese mRNA pro proANP v srdečních síních (Ballermann et al., 1986). Gardner se 

spolupracovníky (Gardner et al., 1988) zjistil, že aplikace dexamethazonu vedla u 

potkana k dvojnásobnému vzestupu exprese mRNA pro proANP v síních i komorách. 

Naproti tomu byla pozorována i negativní zpětná vazba mezi kortizolem a expresí 

genu proANP, neboť vzestup ANP snížil koncentraci cirkulujícího kortizolu (Vesely et 

al., 2001). Příčinou tohoto poklesu je pravděpodobně působení ANP na hladinu 

kortikoliberinu v krvi, kterou snižuje. Tím dochází k redukci množství uvolňovaného 

ACTH, který fyziologicky stimuluje produkci kortizolu (Vesely et al., 2001). Kromě 

toho bylo také zjištěno, že NA stimuluje transkripci a sekreci proANP (Vesely, 2002). 

Aplikace stresu však u potkanů kmene LE expresi genu proANP v žádné části 

srdce nezvýšila. U těchto jedinců se sníženou aktivitou HPA osy jsme zaznamenali 

po působení psychogenního stresu dokonce pokles exprese sledovaného genu 

v pravé síni. Avšak vysoká klidová exprese mRNA pro ANP v obou síních těchto 

potkanů svědčí pro schopnost kardiomyocytů syntetizovat a eventuálně uvolňovat 

dostatečné množství ANP v případě potřeby. 

Závěrem lze konstatovat, že pravděpodobnou příčinou uvedených rozdílů 

exprese genu za různých podmínek je odlišné složení ECT působící na 

kardiomyocyty. 
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Obr. 4.2.4.1.: Nepřímá imunofluorescence. Metoda dvojího značení aplikovaná na levou síň 
kontrolního potkana kmene SD. Pomocí PGP jsme lokalizovali nervová vlákna a těla intrakardiálních 
neuronů. Lokalizace ANP je zřetelně mimo nervovou tkáň, nachází se v cytoplazmě kardiomyocytů. 
Měřítko odpovídá 100 μm. b: Lokalizace ANP v síních stresovaných potkanů kmene SD se viditelně 
neodlišuje od kontrolních jedinců. Nezaznamenali jsme žádné viditelné změny ani v intenzitě 
fluorescence v srdci potkana žádné experimentální skupiny. Měřítko odpovídá 100 μm. 
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Obr. 4.2.4.2.: RT-qPCR, srdce kontrolních zvířat. Kvantitativní stanovení mRNA pro 
preproANP v jednotlivých srdečních oddílech (LA = levá síň, RA = pravá síň, LV = levá komora, RV = 
pravá komora) u intaktních potkanů kmene SD a LE. Exprese sledovaných genů je vyjádřena v 
hodnotách ΔCq (vztaženo k expresi β-aktinu) pro porovnání úrovně exprese v jednotlivých srdečních 
oddílech (nízké hodnoty znamenají vysokou úroveň exprese). V síních je úroveň exprese významně 
vyšší než v komorách. Signifikantní rozdíl jsme zaznamenali mezi síněmi a pravými komorami u obou 
kmenů. 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4.2.4.3.: RT-qPCR, srdce kontrolních zvířat kmenů SD a LE. Porovnání exprese mRNA 
pro preproANP v jednotlivých srdečních oddílech (LA = levá síň, RA = pravá síň, LV = levá komora, 
RV = pravá komora) u intaktních jedinců mezi kmeny SD a LE, přičemž úrovni exprese sledovaného 
genu v jednotlivých srdečních oddílech jedinců kmene SD byla přiřazena hodnota 1 a vůči ní 
porovnána exprese v odpovídajícím srdečním oddílu jedinců kmene LE. V obou síních a levé komoře 
je exprese vyšší u potkanů LE než potkanů SD, přičemž rozdíl mezi síněmi je výraznější než rozdíl 
mezi komorami. V pravé komoře je exprese nižší u potkanů LE než potkanů SD. 

+
p<0,05 
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Obr. 4.2.4.4.: RT-qPCR, vliv aplikace dvou typů stresu na expresi ANP v jednotlivých 
srdečních oddílech (LA = levá síň, RA = pravá síň, LV = levá komora, RV = pravá komora) potkanů 
kmene SD. Data jsou prezentována jako relativní exprese (RE) vztažená k β-aktinu jako referenčnímu 
genu. RE u kontrol byla přiřazena hodnota 1 a hodnoty ΔCq u stresovaných potkanů byly vztaženy 
k této hodnotě. Vzestup exprese sledovaného genu je patrný v obou síních a levé komoře potkanů 
kmene SD 1 hodinu (IS1) i 3 hodiny (IS3) po aplikaci imobilizačního stresu a v levých síních a 
komorách 3 hodiny po aplikaci kombinovaného stresu (ICS3). 

+
p<0,05 

 

 

 

 

 

Obr. 4.2.4.5.: RT-qPCR, vliv aplikace dvou typů stresu na expresi ANP v jednotlivých 
srdečních oddílech (LA = levá síň, RA = pravá síň, LV = levá komora, RV = pravá komora) potkanů 
kmene LE. Data jsou prezentována jako relativní exprese (RE) vztažená k β-aktinu jako referenčnímu 
genu. RE u kontrol byla přiřazena hodnota 1 a hodnoty ΔCq u stresovaných potkanů byly vztaženy 
k této hodnotě. Na grafu je viditelný přechodný pokles exprese sledovaného genu v pravých síních 
experimentálních skupin IS1 a ICS1. 

+
p<0,05  
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6 Závěr 

Pravidelná aktivita srdce, pokrývající stále se měnící požadavky celého 

organismu, musí být co nejspolehlivěji řízena a kontrolována. Regulační mechanismy 

srdeční činnosti jsou značně komplikované a dosud ne zcela objasněny. Cílem 

našich experimentů bylo přispět k objasnění role autonomní inervace srdce 

prostřednictvím klasických mediátorů, ale i neuropeptidů a jejich receptorových 

systémů. 

Intrakardiální nervový systém je tvořen sympatickými a parasympatickými 

eferentními neurony, aferentními neurony a interneurony, které vytvářejí lokální 

okruhy. Informace přicházející do srdce prostřednictvím autonomního nervového 

systému spolu se signály z místních senzorických neuronů jsou tímto nervovým 

systémem zpracovány a výsledný signál pak ovlivňuje činnost srdce. Přenos 

informací mezi neurony tohoto nervového systému i mezi neurony a kardiomyocyty je 

zprostředkován řadou mediátorů zahrnujících jak klasické přenašeče NA a ACh, tak 

neuropeptidy a další látky (Kukanová a Mravec, 2006). Pro správné fungování tohoto 

systému je nezbytná nejen adekvátní tvorba a uvolňování všech zúčastněných 

přenašečů, ale i funkční receptory v cílových buňkách. Studium těchto signálních 

systémů nám umožňuje lépe pochopit jejich funkci i co změny, které doprovázejí 

některé patologické stavy zahrnujících i diabetes mellitus, znamenají. 

Častou komplikací diabetu mellitu je kardiovaskulární autonomní neuropatie, 

která hraje významnou patofyziologickou roli v genezi a progresi ischemické choroby 

srdeční či srdečního selhání u obou typů diabetu. U diabetických pacientů je častým 

příznakem poškození intrakardiálního nervového systému asymptomatický průběh 

ischemie myokardu. Absence bolesti charakteristické pro akutní fázi srdeční ischemie 

by mohla být způsobena poškozením senzorické části srdeční inervace. Proto jsme 

se zaměřili na studium signálního systému CGRP, peptidu uvolňovaného v srdci 

senzorickými nervovými vlákny.  

Naše výsledky naznačují, že porucha přenosu senzorické informace ze srdce 

není pravděpodobně způsobena poruchou funkce signálního systém CGRP, protože 

jsme neprokázali, že by chronický diabetes u potkana způsobil pokles exprese 

zúčastněných mRNA. Problém nedostatečného přenosu signálu nemusí být 

způsoben nedostatečnou tvorbou mediátoru či receptoru, nýbrž může být způsoben 

poruchou uvolňování mediátoru z nervových zakončení (Chottová Dvořáková et al., 

2005). V této práci jsme naopak prokázali, že v rámci signálního systému AM/CGRP 

je v diabetickém srdci nejvíce změněna exprese RAMP3. Vzhledem k tomu, že 

RAMP3 je považován za kardioprotektivní faktor, protože zesiluje signál AM při 
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kardiovaskulárním stresu (Gibbons et al., 2007), je předpoklad, že protektivní úloha 

AM se může uplatnit rovněž v diabetickém srdci. K tomuto závěru nás vede 

skutečnost, že exprese genu pro AM zůstává v srdci zachována i při chronickém 

diabetu, zatímco exprese genu pro RAMP3 se zvyšuje. 

Senzorická nervová vlákna v srdci kromě CGRP uvolňují také SP, jehož 

signální systém je v srdci zmapován pouze částečně. Zjistili jsme, že exprese genu 

NK1 receptoru, který zodpovídá za působení SP na cílové buňky, je v srdci asi 

stonásobně nižší než exprese genu receptoru pro CGRP. Z našich výsledků je dále 

patrné, že v síních se nachází významně vyšší množství mRNA i proteinu tohoto 

receptoru ve srovnání s komorami. Důvodem může být jeho přítomnost v některých 

tělech neuronů intrakardiálních ganglií, což naznačuje, že SP se může podílet na 

regulaci aktivity intrakardiálního nervového systému. V diabetickém srdci jsme 

prokázali pokles exprese genu pro tento receptor v pravé síni. Do jaké míry je tato 

změna zodpovědná za popsané poruchy přenosu informace o bolesti při srdeční 

ischemii u diabetického pacienta, bude předmětem našeho dalšího výzkumu.  

Při studiu vlivu stresu na mechanismy signálního přenosu jsme využili dva 

kmeny potkanů: kontrolní SD a LE, kmen s geneticky podmíněnou sníženou 

reaktivitou HPA osy. Jedinci kmene LE jsou často využíváni při výzkumu vztahů mezi 

neuroendokrinní a imunitní odpovědí na podněty. Je o nich známo, že vykazují 

významně nižší aktivitu HPA osy při aplikaci různých typů stresu, což je 

pravděpodobně způsobeno nižší produkcí kortikoliberinu a následným uvolňováním 

menšího množství kortikosteronu než je běžné za analogických podmínek u jedinců 

kmene SD. Dosud však nebylo popsáno, zda a jaké jsou konkrétní rozdíly mezi 

jedinci těchto dvou kmenů v inervaci srdce. Z našich experimentů vyplývá, že úroveň 

exprese genů enzymů zodpovědných za syntézu klasických přenašečů NA a ACh se 

u jedinců obou kmenů významně liší. Vyšší expresi mRNA pro TH jsme zaznamenali 

u jedinců kmene LE v srdečních síních, kde jsou u potkana lokalizována těla neuronů 

intrakardiálního nervového systému, než v síních potkanů kmene SD. Totéž platí i 

pro cholinergní receptory typu M2. Výjimkou je exprese mRNA pro ChAT v pravých 

srdečních síních, která je vyšší u jedinců kmene SD než u potkanů LE. Dalším 

významným peptidem, který se tvoří a uvolňuje v srdci a uplatňuje se v regulaci 

kardiovaskulárního systému, je ANP. Rovněž jeho exprese je u jedinců kmene LE 

významně vyšší než u potkanů kmene SD. 

Stres je důležitý stav organizmu, jenž je navozen podněty, které se označují 

jako stresory. Důsledkem působení těchto stresorů je adaptační odpověď organizmu, 

jejímž cílem je zachování homeostázy a zabránění poškození či smrti organismu. Při 

stresu dochází k aktivaci HPA osy, k aktivaci sympatoadrenálního systému a také k 

aktivaci mozkového emočního systému (Koob a Nestler, 1997). Rozsáhlé výzkumy 
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prokázaly, že odlišné stresory vyvolávají specifickou odpověď organizmu, výsledný 

efekt je rovněž závislý na stavu organizmu, a to především na aktivitě HPA osy 

(Pacák et al., 1995). Účinky stresu na myokard byly zatím prozkoumány jen 

částečně. Pozornost byla věnována především účasti sympatiku (Aisa et a., 2009, 

Brain 2010), zatímco případná aktivita parasympatiku za těchto stavů byla dosud 

opomíjena. Z našich pozorování vyplývá, že stres ovlivňuje jak sympatickou, tak 

parasympatickou složku srdeční inervace, přičemž významnější změny jsme 

zaznamenali v pravé srdeční síni než v síni levé. U jedinců kmene SD se 

v souvislosti s akutním stresem významně zvýšila exprese genů enzymů, které se 

účastní syntézy TH a ACh, čímž se úroveň exprese těchto genů přiblížila úrovni 

klidové exprese u jedinců kmene LE. V pravých síních potkanů SD se exprese 

mRNA pro ChAT významně zvýšila, čímž se ještě prohloubil rozdíl mezi jedinci obou 

kmenů, neboť u potkanů kmene LE jsme signifikantní vzestup po aplikaci stresu 

nezaznamenali.  

Významný rozdíl mezi jedinci obou kmenů v reakci na akutní stres jsme 

zaznamenali při studiu exprese OTR v pravé srdeční síni. Zatímco u kmene SD se 

relativní exprese genu zvýšila, u LE jsme zjistili signifikantní pokles. Analogické 

výsledky jsme v pravé síni zaznamenali i při stanovení exprese mRNA pro ANP.  

Tyto výsledky ukazují, že úroveň aktivity HPA osy při stresu ovlivňuje expresi 

zkoumaných genů v srdci. Zajímavé je zjištění, že klidové exprese těchto genů jsou 

ve většině případů u jedinců se sníženou aktivitou HPA osy vyšší. Příčina tohoto jevu 

není dosud objasněna, proto bychom se tomu chtěli v následujících letech věnovat.  

V navazující práci bychom chtěli pokračovat ve studiu ovlivnění srdeční 

inervace stresem a jinými patologickými stavy, např. jaterního selhání. Náš zájem je 

stále směřován i do oblasti diabetu mellitu. Rádi bychom k výzkumné činnosti použily 

laboratorní kmen potkanů ZDF (Zucker Diabetic Fatty). 

Diabetes mellitus a stres, samostatně i společně, představují závažné faktory 

podílející se na vzniku kardiovaskulárních onemocnění. Jednou z významných, ale 

někdy opomíjených cest řešení je předcházení jejich vzniku. Prevencí DM i stresu je 

dodržování zásad zdravého životního stylu, pravidelná sportovní aktivita spojená s 

odpočinkem, omezení konzumace alkoholu, nekuřáctví a udržování kvalitních 

sociálních vazeb s rodinou a přáteli. 
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