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Abstrakt

V poslednich dekadach dochazi k vyraznému narlGstu diabetu mellitu a
chronické stresové zatéze, které maji znacny negativni dopad na télesné i
psychické zdravi jedince. Opakované a dlouhodobé pUsobeni zvySené hladiny
glukdzy, vystupfiovana aktivita sympatického nervového systému a vzestup
plazmatické hladiny stresovych hormonud ovliviiuje vétSinu organu v téle, véetné
srdce a cév. Cinnost kardiovaskularniho systému je regulovana znadnym
mnozstvim neurotransmiterd, hormonu i neuropeptidd a zmény v inervaci
kardiovaskularniho systému v dusledku obou nemoci mohou vést k poskozeni
jeho funkce.

PfedloZzena dizertaCni prace se zaméfuje nejen na roli klasické, ale
predevSim peptidergni inervace srdce. Cilem bylo pfispét k objasnéni podilu
neuropeptidd a jejich receptorovych systémud na vzniku a vyvoji poSkozeni srdce -
vlivem diabetu mellitu a plsobenim stresoru. Poznani fyziologickych vlastnosti
neuropeptidl a jejich u€asti na patogenezi obou onemocnéni a s nimi spojenych
komplikaci by mohlo pomoci ve stanoveni optimalnich terapeutickych postup
fady onemocnéni, popf. vyuziti kardioprotektivniho ucinku neuropeptidu.

Prvni oddil prace je zaméfen na studium vlivu streptozotocinového diabetu
na senzorickou ¢ast srdeCni inervace laboratorniho potkana, ktera se podili na
pfenosu bolestivych podnétd. Stanovili jsme expresi genu signalniho systému
adrenomedulin/peptid odvozeny od genu pro kalcitonin (AM/CGRP). NaSe
vysledky naznacuji, ze porucha pfenosu senzorické informace ze srdce neni
pravdépodobné zpusobena poruchou funkce signalniho systém CGRP, protoze
jsme neprokazali, ze by chronicky diabetes u potkana zpusobil pokles exprese
zuCastnénych mRNA. Senzoricka vldkna vsrdci kromé CGRP uvolniuji
substanci P, proto jsme se zaméfili na studium exprese genu substance P a NK1
receptoru. Z naSich vysledkl je patrné, ze v sinich se nachazi vyznamné vysSi
mnozstvi mRNA i proteinu tohoto receptoru ve srovnani s komorami. Duvodem
muze byt jeho pFitomnost v nékterych télech neuront intrakardialnich ganglii, coz
naznacuje, ze SP se muze podilet na aktivité intrakardialniho nervového systému.

Druha Cast prace se vénuje ovlivnéni srde¢ni inervace laboratorniho
potkana rlznymi typy stresu. Pfi experimentalni praci jsme vyuzili dva kmeny
potkanG: kontrolni Spraque-Dowley (SD) a Lewis (LE), kmen s geneticky
podminénou snizenou reaktivitou HPA osy. Sledovali vliv rozdilnych typl stresu
na expresi a pripadné i distribuci gend enzymu tyrozin hydroxylazy (TH) a cholin
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acetyl transferazy (ChAT) zaroven s M, receptory. Zjistili jsme, Ze uroven exprese
genu enzymU zodpovédnych za syntézu klasickych pfenasSecu noradrenalinu a
acetylcholinu se u jedincl obou kmenU vyznamné lisi. Vy38i expresi mRNA pro TH
jsme zaznamenali u jedinct kmene LE v srdeCnich sinich, kde jsou u potkana
lokalizovana téla neuront intrakardialniho nervového systému. Totéz plati i pro
cholinergni receptory typu M,. Vyjimkou je exprese mRNA pro ChAT v pravych
srdecCnich sinich, ktera je vysSi u jedinci kmene SD nez u potkanu LE.

DalSim vyznamnym peptidem, ktery se tvofi a uvoliuje v srdci a uplatriuje
se v regulaci kardiovaskularniho systému, je atrialni natriureticky peptid. Rovnéz
jeho exprese je u jedincu kmene LE vyznamné vysSi nez u potkant kmene SD. Pfi
studiu exprese genu oxytocinového receptoru, jsme zaznamenali v pravé srdecni
sini vyznamny rozdil mezi jedinci obou kmenu v reakci na akutni stres. Zatimco u
kmene SD se relativni exprese genu zvysila, u LE jsme zjistili signifikantni pokles.
Analogické vysledky jsme v pravé sini zaznamenali i pfi stanoveni exprese mRNA
pro ANP. Tyto vysledky ukazuji, Ze uroven aktivity HPA osy pfi stresu ovliviuje
expresi zkoumanych genu v srdci.



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 M,
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 M, 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 mMRNA 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 pouzitych zkratek a symbolt

A adrenalin

ACTH adrenokortikotropni hormon

ACh acetylcholin

AMK aminokyselina

ANP atrialni natriureticky peptid

AP akéni potencial

AR adrenergni receptor

ATP adenozintrifosfat

A.u. arbitrarni jednotka

CAMP cyklicky 3‘6'-adenozinmonofosfat
cDNA komplementarni DNA

CGRP peptid odvozeny od genu pro kalcitonin
CGRPR receptor pro peptid odvozeny od genu pro kalcitonin
CNS centralni nervovy systém

Cq kvantitativni cyklus

CRLR receptor podobny kalcitoninovému receptoru
DBH dopamin B-hydroxylaza

DM diabetes mellitus

DNA deoxyribonukleova kyselina

DOPA 3,4-dihydroxyfenylalanin

DRG spinalni ganglia, ganglia zadnich kofend misnich
FITC fluorescein izothiocyanat

Gi inhibi¢ni G-protein

Gs stimulacni G-protein

h hodina

HPA hypotalamus—hypofyza—nadledviny
ChAT cholinacetyltransferaza

ICA intrakardialni katecholaminergni

ICS kombinovany imobilizaCni stres

lg imunoglobulin

IS imobiliza¢ni stres

KA katecholaminy

KAN kardiovaskularni autonomni neuropatie
LA leva sin

LE Lewis



LV leva komora

M muskarinovy

MAO monoaminooxidaza

min minuta

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina

N nikotinovy

NA noradrenalin

NANC neadrenergni necholinergni

NK neurokinin

oT oxytocin

OTR oxytocinovy receptor

PACAP skupina peptidu aktivovanych adenylatcyklazou

pb par bazi

PBS pufrovany fyziologicky roztok

PCR polymerazova fetézova reakce

PNMT fenyletanolamin N - metyltransferaza

gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce

RA prava sin

RAMP protein modulujici aktivitu receptoru

RE relativni exprese

RNA ribonukleova kyselina

RT-PCR reverzni prepis nasledovany polymerazovou fetézovou
reakci

RV prava komora

S sekunda

SA sinoatrialni

SD Spraque-Dowley

SDS sodiumdodecylsulfat

SIF malé intenzivné fluoreskujici

SP substance P

STZ streptozotocin

TF tepova frekvence

TH tyrozinhydroxylaza

VIP vazoaktivni intestinalni polypeptid
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2 Teoreticky uvod

2.1 Prehled srdeéni inervace u zdravého jedince

Srdecni sval fungujici jako paralelni pumpa je zdrojem automatické elektrické
aktivity, ktera predchazi aktivité mechanické. Vzhledem k tomu, Zze srdce musi za
nejriiznéjSich okolnosti co nejpfesnéji zajistit aktualni potfeby celého organismu,
jsou kontrolni mechanismy jeho €innosti znacné komplikované.

Cinnost srdce je regulovana na nékolika urovnich zahrnujicich mistni
mechanismy i extrakardialni vlivy. NejnizSi uroven je zprostfedkovana neurony
srde¢nich ganglii, ktera informace nejen pFepojuji, jak se plivodné predpokladalo,
ale zaroven vlastni aktivitou moduluji €innost neurond srde¢niho plexu.
Experimentalni vysledky poslednich let pomohly k odhaleni slozitosti a vyznamu
funkce intrakardialnich neuronu, které vytvareji vnitfni nervovy systém srdce
(Armour et al., 1997; Baptista a Kirby, 1997; Arora et al., 2001). S ohledem na
morfologické a fyziologické vlastnosti je intrakardialni nervovy systém také
oznacovan jako ,maly mozek srdce®. Morfologie i funkce tohoto systému bude
detailnéji popsana v kapitole ,Vnitfni srde¢ni nervovy systém®. Za vySSi uroven
regulace je zodpovédny autonomni nervovy systém. NejvySSi stupen Fizeni
srdecni Cinnosti zahrnuje aktivitu neokortexu, limbického systému a hypotalamu
(Armour, 1999).

Na autonomni regulaci srdce se podili sympaticka (adrenergni) a
parasympaticka (cholinergni) komponenta. Jejich prostfednictvim je ovliviiovana
srdecni frekvence (chronotropie), kontraktilita (inotropie), rychlost vedeni vzruchu
(dromotropie) a vzruSivost (bathmotropie). Sympatikus vykazuje ucinky
kardioexcitacni na rozdil od parasympatiku, jehoZz vliv je kardioinhibi¢ni (Higgins et
al., 1973; Bers, 2002).

Puvodni predstava, ze obé €asti autonomniho nervového systému pracuji
oddélené, byla upfesnéna na zakladé zjisténi, Ze jejich aktivity se navzajem
reciproné ovliviuji (Kollai a Koizumi, 1979). Tento funkéni vztah vykazuje
charakteristiku zesileného antagonismu. Bylo zjiSténo, Ze synchronni stimulace
bloudivého nervu zpusobi vétSi absolutni pokles srde¢ni frekvence za ucasti
sympatické aktivity, nez bez ni (Levy, 1971).

Experimentalni a klinické studie pfinesly novy pohled na problematiku
organizace periferni Casti autonomni inervace. Ukazalo se, Ze postgangliova
eferentni viakna obou systémua ovliviuji pfevodni systém srdecni a pracovni

kardiomyocyty a zaroven sympaticky systém usmeérfiuje pratok krve koronarnim
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fecCiStém (Levy et al., 1966; Levy, 1971; Randall et al., 1972; Bonham et al., 1987;
Feigl, 1998; Weihe et al., 2005). Dale bylo zjisténo, Ze senzoricka inervace srdce
umoznuje obousmeérné spojeni mezi srdcem a centralnim nervovym systémem
(CNS; Kawashima, 2005; Surtees et al., 2008).

Hustota inervace je rozdilna mezi jednotlivymi vrstvami srde¢ni svaloviny a
zaroven je vyznamné veétsi v sinich nez v komorach (Wittling et al., 1998a; Wittling
et al., 1998b; Kawano et al., 2003). Srdecni komory, odpovédné za silu kontrakce,
jsou inervovany prevazné sympatickymi vliakny, zatimco parasympatické terminaly
inervuji pfedevsim srdecni siné (Zipes, 2008; Triposkiadis et al., 2009).

2.1.1 Sympaticka eferentni inervace srdce

Vliv sympatické inervace na srdce je uskuteChovan a regulovan pomoci
kardiovaskularnich reflext, které mohou aktivitu sympatiku snizovat, jako reflexy
vychazejici z aortalnich, karotickych a plicnich baroreceptort; nebo ji zvySovat, a
to v pfipadé stimulace perifernich chemoreceptord (Malliani et al.,, 1983;
Triposkiadis et al., 2009).

Sympaticka inervace srdce je tvofena dvouneuronovou sestupnou
visceromotorickou drahou. Bunéc¢na téla pregangliovych sympatickych neuronu se
nachazeji v intermediolateralnich jadrech postrannich rohd misnich hrudnich
segmentd Th;-Thsg. Pregangliova vliakna vystupuji z michy pfednimi kofeny a jako
rami communicantes albi smérfuji k paravertebralnimu sympatickému kmeni, kde
vétSina z nich konCi synapsi s tély postgangliovych neurond (Kawashima, 2005;
Langley, 1892; Cihak, 2004). Mediatorem pregangliovych neuront je acetylcholin
(ACh) vazajici se na nervovy typ nikotinového acetylcholinového receptoru
(Moaddel a Wainer, 2003; Goldstein, 2010).

Lokalizace tél postgangliovych sympatickych neuronu je slozita z divodu
znacné mezidruhové a interindividualni variability (Axford, 1928; Wrete, 1959).
Synapse mezi pregangliovymi a postgangliovymi neurony se u laboratorniho
potkana nachazeji pfevazné ve stfednim krénim a hvézdicovitém gangliu (Pardini
et al., 1989). U clovéka je lokalizace tél postgangliovych neuronu rozloZzena ve
tfech krénich gangliich, v hvézdicovitém gangliu (ggl. stellatum) vzniklém spojenim
dolniho kréniho a 1. hrudniho ganglia a v prvnich &tyfech hrudnich gangliich
sympatického kmene (Kuntz, 1947; Kawashima, 2005). Postgangliova vlakna jsou
k srdci vedena cestou nn. cardiaci (n. cardiacus cervicalis superior, medius a
inferior; nn. cardiaci thoracici). Po vstupu do srdce se dostavaji do blizkosti
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kardiomyocytu, kde se vétvi na terminalni vlakna vytvarejici sit okolo srdecnich
bunék (Triposkiadis et al.,, 2009). Ve svém prubéhu maji vlakna varikozity
obsahujici vacky s mediatorem. Gradient sympatické inervace sméfuje od srdecni
baze ke hrotu (Pierpont et al., 1985).

Klasickym pfenaseCem postgangliovych sympatickych neuronu v srdci je
noradrenalin (NA) a pfislusna nervova vlakna jsou oznaCovana jako adrenergni
(Jacobowitz, 1967; Hirst et al., 1996). Syntéza NA byla podrobné popsana jiz
vroce 1956 von Eulerem a Hillarpem (von Euler a Hillarp, 1956). Vychozim
substratem pro tvorbu NA je esencialni aminokyselina (AMK) tyrozin. Prvnim
krokem kaskady je hydroxylace tyrozinu na 3,4-dihydroxyfenylalanin (DOPA) za
ucasti enzymu tyrozinhydroxylazy (TH). DOPA je nasledné dekarboxylovana na
dopamin za katalyzy nespecifickou dekarboxylazou. Z dopaminu uc¢inkem enzymu
dopamin-beta-hydroxylazy (DBH) vznika NA, ktery je uskladnén v synaptickych
vaccich (Weiner, 1970). Limitujicim faktorem syntézy NA je aktivita TH (Smith,
1971) a dostupnost tyrozinu (Milner a Wurtman, 1986). NA je tvofen do zasoby,
skladovan v synaptickych vaccich v postgangliovych nervovych zakonenich
sympatiku a v pfipadé potfeby uvolnén procesem exocytozy.

Akéni potencial (AP), ktery po axonu doputuje do mist s varikositami, vede
k depolarizaci cytoplazmatické membrany, otevieni napétové fizenych Ca?*
kanalt a vtoku Ca* do burky. ZvySeni intracelularni koncentrace Ca®" vyvola
pohyb vackd s mediatorem, umozni splynuti membrany vezikul s membranou
axonu a uvolnéni obsahu vezikul. V pribéhu sympatické stimulace se uvolnuje
pouze malé procento zvytvofeného a uskladnéného NA (Goldstein, 2010).
NA difunduje do okoli a vaze se na adrenergni receptory (AR) lokalizované
v membrané pracovnich a pfevodnich bunék (Ahlquist, 1948). Vazba mezi
mediatorem a receptorem vyvola uc€inek NA. DalSim mistem pusobeni NA jsou
presynaptické AR typu a,a a ayc, které funguji na podkladé negativni zpétné
vazby. Jejich prostfednictvim je kontrolovano mnozstvi uvolfiovaného NA z
nervovych zakoncCeni (Aggarwal et al.,, 2001; Balogh et al., 2009; Gyires et al.,
2009). Srdce je zaroven ovliviiovano i katecholaminy (KA), které jsou k srde¢nim
bunikam zaneseny krevnim proudem z dfené nadledvin.

Z extracelularniho prostoru je NA odstrafiovan prostfednictvim nékolika
mechanismu. Pfiblizné 80 % NA vstupuje za pomoci specifického membranového
transportéru typu 1 zpét do presynaptického zakonceni (Leineweber et al., 2002).
Zde se uklada do granul nebo je metabolizovan na zevni mitochondrialni

membrané enzymem monoaminooxidazou-A (MAO-A). Druhym mistem
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degradace jsou cilové burnky neneuronalniho puvodu, kde se MAO nachazi ve
dvou formach MAO-A a MAO-B (Langer, 1974; Goldstein, 2010). Velmi mala ¢ast
NA je degradovana enzymem katechol O-methyltransferazou lokalizovanym
v cytoplazmatické membrané cilovych bunék (Leineweber et al., 2002). Zbyvajici
mnozstvi NA prestupuje do krevniho obéhu, kde se stava soucasti celkové
plazmatické hladiny KA.

Protein AR se vzdy sklada ze 7 transmembranovych domén spojenych
s heterotrimerickym G-proteinem, jehoz heterogenita je velmi vysoka. Dosud byla
prokazana existence desitek typu. Na zakladé struktury a funkce se rozliSuji dvé
zakladni skupiny AR, a to a-AR a B-AR, které se s ohledem na rozdilnou afinitu
k agonistim a antagonistim dale déli na jednotlivé podtypy. V soucasné dobé je
znamo celkem 9 podtypu AR: 3 typy a;-AR (Q1a, Q1p, Q1p), 3 typy 02-AR (024, O2g,
ayc) a 3 typy B-AR (B1, B2, B3) (Bylund et al., 1994; Hieble et al., 1995). Alfa-AR se
vzajemné liSi v pofadi AMK, tkanové expresi a signalizacnich kaskadach (Graham
et al., 1996). Jednotlivé podtypy B-AR byly definovany na zakladé rozdilné afinity
k adrenalinu (A) a NA. Beta;-AR maji stejnou afinitu k obéma agonistim, zatimco
B2-AR vykazuji 100krat vyssi afinitu k A nez NA (Lands et al., 1967).

Plavodni pfedstava, Ze jednotlivé podtypy B-AR jsou organové specificke,
napf. B1-AR na membrané kardiomyocytd nebo f,-AR v hladké svaloviné cév a
bronch(l, byla jiz pfekonana (Lands et al.,, 1967). Jak dokladaji Cetné studie,
v ramci jednoho organu, avSak ne nutné na membrané stejné buriky, mohou byt
zastoupeny oba typy téchto receptorl (Brodde, 1990). V sav&im srdci jsou
pritomny oba typy AR, av8ak s pfevahou B-AR, a to B1-AR na kardiomyocytech a
B2-AR na srdecnich fibroblastech (Porter a Turner, 2009; Triposkiadis et al., 2009).

Ze skupiny a;-AR byly v srdci laboratornich potkant detekovany vSechny
3 0;-AR podtypy mediatorové ribonukleové kyseliny (mRNA), ale pouze aia-AR a
a18-AR typy jsou pfitomny i ve formé proteinu (Rokosh et al., 1994; Stewart et al.,
1994). AR typu a; se nachazeji ve vSech srdeCnich oddilech laboratorniho
potkana s pfevahou v komorach a v porovnani se savci, jako jsou mysi, morce
nebo Clovék, je jejich hladina pfiblizné 8krat vyssi (Steinfath et al., 1992; Michel et
al., 1994). Pritomnost a;-AR byla detekovana na povrchu kardiomyocytl, zatimco
u srdec€nich fibroblastl prokazana nebyla (Vatner, 1988; Stewart et al., 1994).

NovéjSi studie prokazuji vyskyt a;-AR na jaderné membrané komorovych
myocytl u novorozenych i dospélych potkantd (Buu et al., 1993; Wright et al.,
2008; Wright et al., 2012). U hlodavcu i Clovéka se aia- a a;g-AR vyskytuji
predevSim na kardiomyocytech (O'Connell et al., 2003; Jensen et al., 2009a),
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zatimco a;p-AR v hladké svaloviné koronarnich tepen (Jensen et al.,, 2009b).
Ukazuje se, Ze existuje analogie v expresi jednotlivych podtypd a;- AR
v koronarnich arteriich a myokardu, nebot lidské srdce, stejné jako potkani,
obsahuje rovnéz vSechny 3 podtypy ai:-AR (Michel et al.,, 1994; Rokosh et al.,
1996; Jensen et al., 2009a).

AR typu a; jsou velice dobfe znamy svym vazokonstrikCnim uCinkem na
cévni sténu. Alfa;-AR primarné kontrahuji koronarni arterie, zatimco a,-AR puUsobi
prfedevSim na urovni arteriol (Heusch et al., 2000). Stimulace a;-AR endogennimi
KA zpUsobuje za fyziologické situace pouze malé zmény v priméru koronarnich
arterii  (Hodgson et al.,, 1989; Lorenzoni et al., 1996), ale vcévach
s ateroskleroticky zménénym endotelem je zuzeni vyraznéjSi a mulze vést
k ischémii myokardu (Baumgart et al., 1999; Heusch et al., 2000). Pouzitim
selektivnich a;-AR antagonistl by mohla byt navozena vazodilatace koronarni cév
a zlepSeni krevniho zasobeni srdecni tkané bez vedlejSich ucinkd na srdce (Kern
et al., 1985; Shannon a Chaudhry, 2006; Jensen et al., 2009a).

AR podtypu aza- spolu s ayc jsou lokalizovany presynapticky a kontroluji
mnoZzstvi uvolnéného NA ze srdeCnich sympatickych terminal. Jejich destrukce
vede k srdecni hypertrofii s naslednym selhanim v dusledku chronicky zvySeného
uvolnovani KA (Triposkiadis et al., 2009).

V srdci Clovéka byly identifikovany rovnéz vSechny 3 podskupiny B-AR
(Bylund et al., 1994) a to na pracovnich kardiomyocytech (Lymperopoulos et al.,
2013), fibroblastech, endotelialnich bufkach i na bunkach prfevodniho systému
srde¢niho (Lymperopoulos a Bathgate, 2013; Lymperopoulos et al., 2013).
AR typu B; pfevazuji a ve srovnani s B2-AR jsou exprimovany v poméru 70:30.
Vyskyt B2 je vySSi v sinich v porovnani s komorami (Ikezono et al., 1987). AR typu
B2 (60 %) byly spolu s a;-AR (30 %) rovnéz detekovany ve véncitych tepnach a byl
prokazan jejich vazodilatacni efekt (Jensen et al., 2009b).

Pfitomnost B3-AR mRNA byla v srdci opakované prokazana (Gauthier et al.,
2000; Myslivecek et al., 2006) a protein B3-AR byl detekovan imunohistochemicky
(De Matteis et al., 2002). Betas-AR jsou vSak za fyziologickych podminek neaktivni
(Skeberdis et al., 2008).

Jak jiz bylo zminéno, signalni cesta vSech (B-AR je uskuteChovana
prostfednictvim G-proteinu. Zatimco (31-AR aktivuji stimulacni G protein (Gs), B2 -
AR stimuluji jak Gs, tak i inhibi¢ni G protein (G;). K pfechodu od Gs k G; dochazi
vlivem dlouhodobé stimulace B,-AR (Communal et al., 1999). Gs pracuje jako

receptorovy akcelerator, G; jako receptorova brzda (Feldman et al., 2005). Mimo to
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B-AR vyuzivaji dalSich signalnich cest, zejména protein kinazu aktivovanou
mitogenem a Ca?*/ na kalmodulinu zavislou protein kinazu Il (Baker et al., 2003;
Galandrin a Bouvier, 2006; Xiao et al., 2006).

Vazba ligandu na B-AR spojeny s Gs vede k aktivaci adenylatcyklazy a tim
ke zvySené produkci intracelularniho cyklického adenozinmonofosfatu (CAMP),
ktery se vaze na protein kinazu A. Ta poté vykazuje celou fadu funkci:
1) fosforyluje L-typ Ca®" kanali a aktivuje ryanodinovy receptor, zvysujici
cytoplazmatickou hladinu Ca®" a vedouci k zesilené kontrakci (Benes et al., 2012),
2) stimuluje hyperpolarizaci aktivovany proud kationtd tekouci do burky, ktery
ovliviiuje vznik a prubéh rytmické aktivity pacemakerovych bunék (Ludwig et al.,
1998), 3)fosforylaci fosfolambanu, modulatoru vapnikové pumpy zavislé na
pritomnosti adenozintrifosfatu (ATP), snizuje jeho inhibi¢ni efekt. Tim urychluje
zpétny prenos Ca?" iontli do sarkoplasmatického retikula a zkracuje dobu relaxace
srde¢ni svaloviny (Sulakhe a Vo, 1995), 4) snizuje citlivost myofilament k Ca** a
tim urychluje jejich relaxaci (Sulakhe a Vo, 1995), 5) aktivaci fosfolemmanu,
podjednotky Na*/K*ATPazy, snizuje inhibi¢ni vliv na aktivitu této pumpy. To vede
k rychlejsimu presunu Na'/K" a zkraceni doby navratu potfebné k dosazeni stavu
klidového membranového napéti (Despa et al., 2005).

U Clovéka stimulace B1- a B2-AR vykazuje pozitivné inotropni a chronotropni
ucinek spolu s pozitivné lusitropnim a dromotropnim uc€inkem (Floras, 2009;
Triposkiadis et al., 2009). Ve sténé koronarnich artérii aktivace B;- a B.-AR vede
k jejich dilataci (Amenta et al., 1991; Monopoli et al., 1993). Kromé jiz zminénych
vliva, B:-AR podporuji také apoptézu kardiomyocytu (Xiao et al., 1999), zatimco
dlouhotrvajici aktivace B.-AR ma antiapoptoticky efekt a tedy kardioprotektivni
ucinek (Chesley et al., 2000).

V protikladu k B1- a B2-AR je stimulace B3-AR spojena s vyraznym poklesem
kontraktility komorového myokardu (Gauthier et al., 2000). Tento negativné
inotropni Ucinek byl zaznamenan i s pouzitim agonistu B3-AR (Tavernier et al.,
2003). Signalni draha je pravdépodobné zprostfedkovana enzymem syntazou
oxidu dusnatého, ktera je lokalizovana na endotelovych bunkach a
kardiomyocytech (Schulz et al., 2005; Moens et al., 2010). Pfedpokladany vyznam
funkce téchto receptort spociva v ochrané myokardu béhem intenzivni adrenergni
stimulace, fungujici jako negativni zpétna vazba pusobici proti pozitivné
inotropnimu vlivu KA (Gauthier et al., 1998; Rozec et al., 2009). Nicméng, uloha
Bs-AR v pribéhu fyziologickych i patologickych podminek je pfedmétem dalSiho
zkoumani.
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Dlouhodoba stimulace a;-AR ma pfiznivy troficky vliv na postnatalni vyvoj a
rist srdce. V dospélosti vykazuje adaptivni a protektivni ucinek pfi pUsobeni
chronického stresu a v pribéhu srde¢niho selhani, kdy mnozstvi al-AR je zvySeno
bez zmény funkce. To je v protikladu k B-AR, jejichz exprese na urovni mRNA je
u srdec¢niho selhani snizena, a zarovenn maji tyto receptory porusSenou funkci
(Bristow et al., 1982; Jensen et al., 2009a). Kardioprotektivni u€inek KA zahrnuje
nékolik adaptivnich procesd, jako je inhibice zaniku myocytu, zvySeny proteinovy a
glukézovy metabolismus a zesileny pozitivné inotropni ucinek (Jensen et al.,
2011).

2.1.2 Parasympaticka eferentni inervace srdce

Parasympaticka inervace srdce je zajiStovana prostfednictvim rami cardiaci
nervi vagi. Téla pregangliovych neuronu jsou lokalizovana v prodlouzené mise
v nucleus ambiguus (Plecha et al., 1988), v mensSi mife v nucleus dorsalis nervi
vagi a v oblasti mezi obéma jadry (Nosaka et al., 1979; 1zzo et al., 1993; Taylor et
al., 1999; Cheng et al., 2004). Axony téchto neuronu jsou soucasti bloudivého
nervu, ktery vystupuje z lebky skrze foramen jugulare, v jehoz blizkosti je ulozeno
ganglion jugulare a nodosum. Cast vlaken inervuijicich srdce se oddéli a pokraduje
k srdci, kde tvofi synapse s postgangliovymi parasympatickymi neurony. Ty jsou
v srdci uloZeny pfevazné subepikardialné v gangliich Citajicich desitky az stovky
neuron(l (Cihak, 2004).

Axony postgangliovych neuronl jsou kratké, nemyelizované a tvofi bohatou
srdecCni pleteni. Hustota téchto vlaken je v jednotlivych srdecnich oddilech rozdilna
svyznamnou pfevahou v sinich. Stanovenim obsahu ACh a aktivity
cholinacetytransferazy (ChAT) bylo zjisténo, Ze koncentrace ACh v komorach tvofi
pouze asi 1/5 v porovnani s jeho koncentraci v sinich (Kent et al., 1974). Nejvyssi
hustota ChAT byla nalezena v oblasti sinoatrialniho uzlu (SA; Slavikova a Tucek,
1982).

Syntéza ACh probiha v cytoplazmé nervovych zakonleni ze substratu
acetylkoenzymu A a cholinu v reakci katalyzované enzymem ChAT (Macintosh,
1959). Predpoklada se, ze mnozstvi cholinu v misté tvorby je limitujicim faktorem
tvorby ACh (Geiger et al., 1992; Tucek, 1983). Zatimco acetylkoenzym A je tvofen
procesem oxidativni dekarboxylace pyruvatu v mitochondriich, cholin je ziskavan
z riznych zdroju. Jeho zasobarnou jsou jednak fosfolipidy tvofici soucast
membrany kardiomyocytu, dale plazma a vyznamnym poskytovatelem cholinu je

17



isam ACh (Corradetti et al.,, 1983). Po uvolnéni ACh a zprostfedkovani
fyziologického ucinku je $tépen enzymem acetylcholinesterazou (Massoulie et al.,
1993) a vice jak polovina vzniklého cholinu je opét vyuzita k syntéze ACh (Collier
a Macintosh, 1969). Cholin je do nervového zakon&eni transportovan
z extracelularniho prostfedi cholinovym prenaseCem zavislym na pfitomnosti
sodiku (Yamamura a Snyder, 1973). Vytvofeny ACh je skladovan ve vaccich
terminalnich vlaken (Macintosh, 1959), kam je pfenesen prostfednictvim
glykoproteinu nesouciho oznacCeni vezikularni acetylcholinovy transportér
(Anderson et al., 1983). Pritomnost tohoto prenaseCe lze prokazat vazbou
specifické protilatky proti vezikularnimu acetylcholinovému transportéru, ktera je
vyuzivana k identifikaci cholinergnich neuront (Eiden, 1998).

Na bunécné urovni je ucinek ACh zprostfedkovan dvéma strukturné
rozdilnymi typy cholinergnich receptord. Ty se, s ohledem na jejich afinitu
k pfirozenym alkaloiddm muskarinu a nikotinu, rozdéluji na muskarinové (M) a
nikotinové (N) (Hulme et al., 1990; Caulfield a Birdsall, 1998; Wess, 2004).
Parasympatické regulace srdce se uc€astni predevsim M receptory.

Dosud bylo popsano celkem pét podtypu M receptorl, oznacujici se My, My,
M3, My, Ms (Caulfield a Birdsall, 1998). V membranach srdeCnich bunék
laboratorniho potkana byla plvodné zjiSténa existence pouze M, receptort (Kirsch
et al., 1988), av8ak dalsi studie, ktera byla zalozena na kvantitativnim stanoveni
exprese genl pro M;-Ms receptory, potvrdila v srdci potkana pfitomnost mRNA
vSech podtypld M receptori. Znich byla nejvice zastoupena mMRNA pro
M, receptory. Exprese této mRNA byla v sinich dvojnasobna v porovnani
s komorami (Krejci a Tucek, 2002). Tomuto zjisténi odpovidaji i vysledky dalSi
studie zamérené na stanoveni pfitomnosti a mnozstvi proteinl jednotlivych typ(
M receptoru. Autofi zjistili, Zze v sinich potkana jsou pfitomny pouze M, receptory,
zatimco v komorach jsou navic i receptory typu M; a Ms.s, pfiCemz tyto receptory
zde tvofi fadové jednotky procent vSech pfitomnych M receptord (Myslivecek et
al.,, 2008). Naproti tomu studie provedena na lidskych srdcich prokazala
pfitomnost M1, M2, M3 a Ms receptoru, pfiCemz receptory podtypu M; a Ms byly
nalezeny v sinich i komorach. Dominantnim podtypem byl stejné jako u potkana
stanoven M, podtyp, jehoz mnozstvi bylo v sinich i komorach srovnatelné (Wang
et al., 2001).

Aktivace M receptorl vede k poklesu srde¢ni frekvence zménou elektrické
aktivity SA uzlu (Levy, 1997), zpomalenim vedeni elektrickych impulsu pfes

atrioventrikularni uzel (Priola, 1980) a kromé toho i k méné vyraznému snizeni
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komorové kontrakce (Reeves a Hefner, 1961). Pokles uvedenych parametrd
vyusti ve sniZeni srde€niho vydeje. Za negativné chronotropni a inotropni efekt
parasympatiku jsou na srdci zodpovédné M, receptory (Harvey a Belevych, 2003).
M, a M, receptory se prednostné vazi na G;. Funkcné jsou tyto receptory sprazeny
s adenylat cyklazou, na jejiz aktivitu maji inhibic¢ni vliv, vedouci k poklesu tvorby
cAMP. Dusledkem této aktivace je prodlouzeni doby otevieni draslikovych kanall
a zkraceni doby trvani pomalé diastolické depolarizace (Zholos et al., 2004).
Receptory podtypd M; a Ms; aktivuji fosfolipazu C s naslednym vzestupem
koncentrace intracelularnino vapniku ¢i aktivace opozdéného rektifikujiciho
draslikového proudu (Wang et al., 2004; Harvey, 2012).

Dosud popsané funkce M3 receptorl zahrnuji regulaci srdecni frekvence
(Wang et al., 2004), modulaci stazlivosti, ovlivnéni mezibunéné komunikace a
propagace AP (Yue et al., 2006). Tyto receptory maji pravdépodobné urcity podil
na vzniku a trvani sinové fibrilace (Liu et al., 2005). Selektivni aktivace M3
receptor na membrané pracovnich bunék pomoci pilokarpinu zkracuje dobu
trvani AP, aktivuje Cinnost protein kinazy C a spousti fosforylaci iontovych kanalu
jak v srdec€nich sinich, tak i v komorach (Abramochkin et al., 2008; Abramochkin
et al., 2013). NovéjSi experimenty ukazuji na kardioprotektivni ucinek M3 receptoru
pfi srdeCnim infarktu u laboratorniho potkana (Liu et al., 20044a; Liu et al., 2004b).

2.1.3 Senzoricka inervace srdce

Senzoricka nervova vlakna pFenaseji informace ze srdce do patefni a
prodlouzené michy, kde prostfednictvim interneuront ovliviuji sympatické a
parasympatické eferentni pregangliové neurony. Hraji roli nejen v detekci a
monitorovani srdeCnich udalosti, jako je ischémie a reperfuze (Zahner et al.,
2003), ale maji mnohem komplexné&jsi ulohu v udrZzovani tkanové homeostazy a v
pfenosu bolestivych podnétd (Dyavanapalli et al., 2014).

Langley popsal srdeCni autonomni inervaci pred vice nez sto lety, pficemz
jiz tehdy pfedpokladal, Zze senzoricka vlakna jsou dulezitou soucasti autonomniho
nervového systému a hraji vyznamnou roli v autonomnich reflexech, stejné tak
jako v prenosu visceralni bolesti (Langley, 1903). Zaved| pouzivani pojmu
aferentni sympaticka vlakna. Dnes je znamo, Ze senzoricka vlakna jsou soucasti
obou vétvi autonomniho nervového systému, avSak vétsi ¢ast nalezi k sympatické
komponenté (Armour, 1999). Vyznamné je zjiSténi, Zze terminaly senzorickych
nervovych vlaken mohou byt stimulovany také antidromné a uvoliovat v srdci
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mediatory na zakladé axonalnich reflexd (Lundberg, 1996). Tato oboustranna,
aferentni i eferentni funkce senzorické srdeéni inervace vedla k zavedeni nazvu
senzorimotoricka inervace (Burnstock, 1990).

Senzoricka vlakna reaguji na mechanické i chemické podnéty (Gagliardi et
al., 1988; Armour, 1999). Nervova zakonCeni jsou drazdéna endogennimi
chemickymi latkami jako je NA, ATP, neuropeptid Y (NPY), adenozin, opioidni
peptidy, vazoaktivni intestinalni peptid (VIP) a také latkami uvolhovanymi béhem
ischémie jako je bradykinin, serotonin, histamin ¢&i tromboxan A, (Cinca a
Rodriguez-Sinovas, 2000; Fu a Longhurst, 2009). Vyvolani bolestivého podnétu je
u obou vétvi autonomniho nervstva zplsobeno podrazdénim senzorickych
zakoncCeni bradykininem, serotoninem a prostaglandiny (Meller a Gebhart, 1992).
Drazdéni srdecnich senzorickych neuront vede k reflexni aktivaci sympatické
komponenty, jejimz vysledkem je u Clovéka i laboratorniho potkana zvySeni
srdec¢ni frekvence (Gennari a Fischer, 1985; Saito et al., 1986). Experimentalné
lze jejich podrazdéni vyvolat u anestezovanych zvifat epikardialni aplikaci
kapsaicinu, bradykininu nebo adenozinu (Staszewska-Woolley a Woolley, 1990).

Téla senzorickych neuronl inervujicich srdce lezi v gangliich zadnich
kofenl misnich v rozsahu Cg-Thg (Vance a Bowker, 1983; Janes et al., 1986;
Kukanova a Mravec, 2006). Podnéty =z epikardu, myokardu, endokardu a
z koronarnich arterii jsou vedeny nemyelinizovanymi axony pfes sympaticky kmen
a nasledné cestou zadnich kofenl misSnich do zadniho rohu misSniho (Cervero,
1994; Huang et al., 1996b). V Sedé hmoté misSni vytvareji axony senzorickych
neuronU synapse s interneurony na stejné urovni, jako jsou lokalizovana ganglia
(Barr a Kirnan, 1993) nebo putuji o nékolik segmentu vySe &i nize (Kuo et al.,
1984). Vzruchy dale postupuji k neurondm tvoficim jadro v prodlouzené mise
zvané nucleus tractus solitarius (Spyer, 1994). Zde se shromazduji aferentni
viscerosenzorické informace pfichazejici ze srdce, z baro- a chemoreceptort cév
a dale z dychaciho a traviciho ustroji (Xie et al., 1999).

Do nucleus tractus solitarius se senzorické informace ze srdce dostavaji
i prostfednictvim bloudivého nervu, a to diky senzorickym neuronim, jejichz téla
lezi v nodéznim gangliu. Terminalni vlakna téchto neuronu tvofi sit v blizkosti
kardiomyocytu, nikoliv vSak v okoli hlavnich intrakardialnich ganglii (Cheng et al.,
1997).

Pfenosu senzorickych informaci se ucCastni klasické mediatory
i neuropeptidy (Zhuo et al., 1997). Syntéza neuropeptidid probiha v télech

senzorickych neuroni a do nervovych zakon&eni jsou dopravovany axonalnim
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transportem (Mulderry et al., 1988; Yoshizawa et al., 2013). V srdci senzoricka
vlakna uvolfiuji neuropeptidy, jako je peptid odvozeny od genu pro kalcitonin
(CGRP, z angl. ,Calcitonin Gene-Related Peptide®) a substance P (SP), které
moduluji tonus cévni svaloviny a vykazuji pozitivné chronotropni a inotropni u€inek
(Franco-Cereceda a Lundberg, 1988; Hoover et al., 2000).

2.1.4 Vnitrni srde€ni nervovy systém

V puvodnim konceptu nervové kontroly srdce byla srdeCni ganglia
povazovana pouze za jednoduché prevodni stanice, které pfenasely vzruchy mezi
parasympatickymi pregangliovymi a postgangliovymi neurony. Tato ganglia vSak
maji mnohem komplexnéjsi strukturu a funkci. PFijimaji informace z CNS i ze
srdce a hrudniku, zpracovavaji je a vyslednou odpovédi ovliviuji srde¢ni aktivitu
v rezimu oznaCovaném v literatufe ,from beat to beat“ (Horackova a Armour, 1995;
Randall et al., 2003; Armour, 2004).

Vnitfni srdeCni nervovy systém je tvofen heterogenni populaci bunék
zahrnujici téla postgangliovych parasympatickych i sympatickych neurond,
senzorickych neurond, interneuronti a nervovych zakon&eni. PoCetné vyznamna
populace unipolarnich neuronl propojuje vSechny soucasti do bohaté sité (Pauza
et al., 1997; Slavikova et al., 2003; Kukanova a Mravec, 2006). V gangliich byla
také prokazana pfitomnost malych intenzivné fluoreskujicich (SIF, z angl. ,Small
Intensely Fluorescent) bunék (Shvalev a Sosunov, 1985). Téla neuronu jsou
obklopena gliovymi burikami, nazyvanymi satelitni buriky (Pannese, 1981).

Pocet neuronu v gangliich je velmi variabilni. Je odhadovano, ze v lidském
srdci se nachazi nékolik tisic neuron a jejich téla maji riznou velikost i tvar
(Armour et al., 1997). Pomoci elektronové mikroskopie byly v lidskych srdecnich
gangliich identifikovany axodendritické synapse. Axosomatické spoje byly
nalezeny u laboratorniho potkana, zatimco u Clovéka jsou spiSe vyjimecné (Ellison
a Hibbs, 1976).

Srde¢ni ganglia jsou lokalizovana pfedevSim v okoli vstupu velkych Zil,
kolem kofene aorty a v oblasti mezisifiového septa (King a Coakley, 1958). Na
zadnim povrchu obou sini laboratorniho potkana se nachazi pfiblizné 5 srdecnich
ganglii. Vice jak 50 % vS8ech neuront je lokalizovano v horni &asti interatrialniho
septa a jejich vlakna tvofi pletené na pfednim povrchu obou sini a komor (pfedni
pravosinova a levosifiova pleten). Pfiblizné ¢tvrtina neuronll se nachazi na zadnim
povrchu levé sing, odkud axony sméfuji na zadni povrch sini i komor. Méné nez
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25 % neuronl se vyskytuje v dolni ¢asti mezisifiového septa a nha zadnim povrchu
pravé siné, odkud jejich vlakna smérfuji k predni sténé pravé siné. Nejméné
neuronu bylo nalezeno ve shluku obkruzujicim aortu, ktery inervuje ventralni stény
obou komor a koronarni tepny (Pardini et al., 1987).

U Clovéka se srde€ni ganglia nachazeji subepikardialné, v tukové tkani na
dorzalni strané baze srdecni, pfi usti plicnich zil a v oblasti mezi nimi (Johnson et
al., 2004). Do soucCasné doby bylo identifikovano 10 oblasti nejcastéjSiho vyskytu:
5 voblasti obou sini a stejny pocet v hornich oblastech komor. Propojenost
srdeCnich ganglii pfibyva v pribéhu intrauterinnino Zivota C¢lovéka, takze
v novorozeneckém véku je systém jiz velmi dobfe vyvinut (Navaratnam, 1965;
Shvalev a Sosunov, 1989).

Za fyziologickych podminek je €innost srde¢ni nervové pletené modulovana
sympatikem a parasympatikem (Armour et al., 1997; Hou et al., 2007). Lokalni
obvod vSak vykazuje aktivitu i za podminek, kdy je extrakardialni regulace
vyfazena z funkce, napf. pfi chronické decentralizaci. Z této skutec¢nosti vyplyva,
Ze intramuralni srdeCni neurony mohou byt aktivovany i senzorickymi neurony
plexu (Huang et al., 1993) monitorujicimi aktualni situaci v myokardu. Tato
skute¢nost vedla k vytvoreni konceptu ,malého srde¢niho mozku“ (Randall, 2000).

Neurony v srde€nich gangliich tvofi a uvolnuji kromé& ACh a NA celou fadu
dalSich prenasec€u (Richardson et al., 2003; Slavikova et al., 2005). SIF bunky
syntetizuji dopamin a serotonin, nékteré magnocelularni neurony jsou schopny
tvofit i A (Slavikova et al.,, 2003). Prokazana zde byla i pfitomnost enzymu
podilejicich se na syntéze histaminu (Singh et al., 1999). Chemicka rozmanitost
intrakardialnich neuroni muze odrazet funkéni specializaci téchto neurond
(Richardson et al., 2003).

Vyznam funkce intrakardialniho nervového systému se muize projevit
v souvislosti s vykony provadénymi na srdci. Jeho dullezitost se zvySuje po
transplantaci srdce, kdy je pferusen regulaéni vliv CNS, potransplantacni
decentralizaci, puvodné oznaCované vyrazem ,potransplantaéni denervace®
(Schultz, 2001).

Potencionalné negativni dopad na intrakardialni nervovy systém maji také
chirurgické postupy pfi chlopennich nahradach, kdy fez tkani je veden oblastmi
s vysokym vyskytem ganglii (Singh et al., 1996). Tuto hypotézu podporuje
pozorovani vyrazného snizeni pooperacnich arytmii u pacientd s koronarnim
bypasem se zachovanym epikardialnim tukem v mistech, kde se vyskytuji
intrakardialni ganglia (Cummings et al., 2004).
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2.1.5 Neadrenergni necholinergni inervace srdce

Pdvodné se predpokladalo, Zze kazdy neuron urcité populace tvofi a
uvolnuje pouze jeden typ pfenaSeCe (Burnstock, 2009), a proto byly NA a ACh po
dlouhou dobu povazovany za jediné mediatory eferentni &asti autonomniho
nervstva. PocCatkem 60. let 20. stoleti byla tato teorie vyvracena objevem
neadrenergnich necholinergnich (NANC) visceromotorickych vlaken, jejichz
terminaly byly poprvé popsany v hladké svaloviné traviciho traktu a v moCovém
méchyfi (Von Euler a Gaddum, 1931; Itoh et al., 1995; Goyal a Hirano, 1996) a
poCatkem 90. let i v srde¢ni tkani (Hoover et al., 2000). Prvnim identifikovanym
mediatorem byl ATP a pfislusné neurony byly oznacCeny jako purinergni. Vedle
purinergnich neuront byla v srdeCnim plexu potvrzena bohata 3kala dalSich
mediatort zahrnujici napf. galanin, CGRP, SP, somatostatin, cholecystokinin i
bombesin (Bayorh a Feuerstein, 1985; Raybould a Tache, 1988; Schindler et al.,
1996).

Z postgangliovych sympatickych viaken se uvolfiuje NA spole¢né s NPY a
z terminal postgangliovych parasympatickych vlaken je s ACh secernovan VIP.
Podstatu této koexistence a kotransmise definoval na pocatku 90. let minulého
stoleti Burnstock (Burnstock, 1990).

Neuropeptidy syntetizované a uvoliované neurony srdecnich ganglii
predstavuji nejpocetnéjSi a chemicky nejpestiejSi skupinu NANC pirenasecu
autonomniho nervového systému. Jsou syntetizovany na ribozomech drsného
endoplazmatického retikula v téle nervové bunky a axonalnim transportem
dopraveny do nervovych terminal (Ganten et al., 1991). Zde jsou skladovany ve
velkych synaptickych vaccich bud samostatné nebo ve vzajemné kombinaci
s klasickymi prenaseci (Fried, 1995). K jejich uvolnéni dochazi procesem
exocytdézy pfi vysSi frekvenci vzruchové aktivity neurond (Edwards a Bloom,
1982). Neuropeptidy ovliviiuji pfenos informace nejen mezi neurony, ale také mezi
neurony a bunkami efektoru, a proto jsou povazovany za neuromodulatory.
K mistim jejich pusobeni nalezi i presynapticky element, ve kterém mohou ménit
mnozstvi uvolhovaného mediatoru a sou€asné vazbou na receptor v cilové tkani
ovliviiovat intracelularni pochody. Neuropeptidy také plni ulohu lokalnich
neurohormonu. Jsou pomalu degradovany, difunduji do okolni tkané a parakrinné
ovliviuji funkci bunék (Bean et al., 1994).

Uginky neuropeptidt v tkanich jsou dvoji: kratkodobé a dlouhodobé.
V porovnani s klasickymi mediatory pfeviada dlouhodobé plsobeni neuropeptidd,
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které se uplatrfiuje prfedevSim béhem vyvoje tkani, jejich cévniho zasobeni a
inervace, ale také za riznych patologickych stavu (Sun et al., 1998; Burnstock,
2002; Protas et al., 2003; Burnstock a Verkhratsky, 2010).

V srdeCnim nervovém plexu jsou za hlavni a nejvyznamnéjSi povazovany:
NPY, VIP, SP a CGRP.

Neuropeptid Y

NPY je tvofen 36 AMK, vznika odstépenim z dlouhé, prekurzorové molekuly
preproNPY v sekreCnich vaccich v pribéhu axonalniho transportu. Poprvé byl
izolovan z prase¢iho mozku (Tatemoto, 1982).

NPY je povazovan za nejrozSifenéjSi peptid centralniho i periferniho
nervového systému. NPY je skladovan a uvolfiovan z postgangliovych
sympatickych zakonceni spole¢né s NA (Lundberg et al., 1983). Pfitomnost NPY
vSak byla prokazana i v bunétnych télech intrakardialnich neurond srdec¢nich
ganglii (Richardson et al., 2003; Slavikova et al., 2003). Neurony obsahujici NPY
se v kardialnim plexu laboratorniho potkana vyskytuji v hojném poc¢tu, méné
zastoupené jsou v srdci lidském (Wharton a Gulbenkian, 1987). Zdrojem NPY
v srdci jsou kardiomyocyty sini a komor, bunky hladké cévni svaloviny, endotel
koronarnich cév a endokardu (Jacques et al., 2003; Zukowska et al., 2003).

Na cilové tkané pulsobi NPY prostfednictvim specifickych Y receptord.
Klasickymi farmakologickymi studiemi bylo prokazano 6 podtypl receptor(
spojenych s G-proteinem, oznacovanych jako Y1-6R (Silva et al.,, 2002).
V plazmatické membrané kardiomyocytd byly identifikovany Y1R a Y2R
(McDermott et al., 1997).

NPY ma vyrazné odliSné ucinky v zavislosti na podtypu receptord, na které
se vaze. Signalni cesta prostfednictvim soucasné aktivace receptord Y2R a Y5R
ma nezbytnou ulohu v novotvorbé cévniho zasobeni v prubéhu ischemické
revaskularizace (Ekstrand et al., 2003). Plsobi-li v§ak NPY prostfednictvim Y1R a
Y5R, je vysledkem této vazby zuzeni koronarnich cév a podil na vzniku srdecni
hypertrofie (Kuo et al., 2007). Rust hladké svaloviny cév je navozen aktivaci Y1
receptoru (Pons et al., 2004). Vazbou NPY na Y1R dochazi k zesileni
vazokonstrikce koronarniho fecCisté navozené NA a k prohloubeni snizeného
koronarniho pratoku (Potter a McCloskey, 1992; Hauser et al., 1996). V srdci NPY
vykazuje inhibi¢ni vliv na ucinek vagu sniZzenym uvolfiovanim ACh, ¢imz zesiluje
u€innost pusobeni sympatiku (Smith-White et al., 2003). Zaroven byly prokazany
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trofické ucCinky NPY na myokard, jeho cévni zasobeni a cévni endotel
prostfednictvim Y1R a Y2R (Zukowska-Grojec et al., 1998a; Zukowska-Grojec et
al., 1998b).

Vazoaktivni intestinalni peptid

Molekula VIP je tvofena 28 AMK a vlastni u€inna forma vznika
enzymatickym Stépenim prekurzorové molekuly preproVIP (ltoh et al., 1983).
Spole¢né s dalSimi latkami je VIP fazen do skupiny peptidd aktivujicich
adenylatcyklazu (PACAP), jejiz aktivace v srdci, v koronarnich cévach a v aorté je
zavisla na mnozstvi uvolnéného VIP (Taton et al., 1982; Schoeffter a Stoclet,
1985; Bell a McDermott, 1994). Stuperi aktivace adenylatcyklazy se lisi jak
mezidruhové, tak také tkarnové a organové (Chatelain et al., 1983; Huang a
Rorstad, 1984). V 70. letech minulého stoleti byl VIP poprvé izolovan ze stfeva
prasete a zjiStén jeho vazodilatacni u€inek (Said a Mutt, 1970).

Poté, co bylo stanoveno, ze zdrojem VIP v tenkém stfevé jsou nervova
vlakna, byla jeho pfitomnost potvrzena také v centralnim i perifernim nervovém
systému, kde puUsobi jako neuropfenase¢ a neuromodulator (Schutzberg et al.,
1980). Pozdéji byl VIP nalezen i v dalSich organech a tkanich, napf. v dychacim,
vylu€ovacim a pohlavnim systému (Alm et al., 1980; Dey et al., 1981).

V srdci jsou zdrojem VIP neurony intrakardialnich ganglii (DeHaven a
Cuevas, 2004). Zde je VIP lokalizovan spolu s klasickym mediatorem ACh ve
velkych vaccich (Fried, 1995) a jeho uvolnéni je podpofeno vysokou frekvenci
vagové stimulace (Shvilkin et al., 1994). Puvodni domnénka, ze VIP je hlavnim
kotransmiterem ACh byla pozmé&néna v souvislosti se zjiSténim, Ze ne vSechny
neurony, které obsahuji VIP, obsahuji také ChAT, marker cholinergnich neurona.
Pfitomnost VIP tedy nelze vztahovat pouze k parasympatické inervaci (Horackova
et al., 2000; Kuncova et al., 2003). Vyskyt VIP imunopozitivhich vlaken byl
prokazan v srdecCnich sinich i komorach, s vyraznou pfevahou v pravé komofe
(Weihe et al., 1984). Vlakna uvoliujici VIP byla detekovana nejen v tésné blizkosti
bunék pracovniho myokardu, ale také s vysokou hustotou v oblasti SA a AV uzlu
(Weihe a Reinecke, 1981; Weihe et al., 1984). VIP byl také prokazan v nervoveé
pleteni probihajici podél koronarnich tepen a Zil.

Biologicky efekt VIP je zprostfedkovan vazbou na specifické receptory
spojené s G-proteinem, které se oznacuji VPAC1, VPAC2 a PAC1 (Sreedharan et
al., 1993; Usdin et al., 1994). Zatimco VPAC1 a VPAC2 vykazuji srovnatelnou
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afinitu k VIP i k peptidim PACAP, PAC1 vaze VIP s 1000krat nizsi afinitou nez
PACAP (Harmar et al., 1998). V kardiomyocytech, pfevazné pravé komory, byla
prokazana pfitomnost vSech ftfi typu téchto receptoru, pfiCemz PAC1 pocetné
prevazovaly (Taton et al., 1982). Je vSak velmi pravdépodobné, Zze ne vSechny
kardiomyocyty maji na svém povrchu vSechny typy VIP receptori (Baron et al.,
2001). Receptory VPAC2 a PACL1 byly v srdci dale identifikovany na povrchu
fibroblastd (Sano et al., 2002) a bylo zjisttno, Ze PACAP vykazuje
kardioprotektivni uc€inek inhibici proliferace srdec¢nich fibroblasti (Dvorakova,
2005).

VIP ma pozitivné inotropni ucinky, zesiluje atrialni, a predevSim
ventrikularni stazlivost (Saetrum Opgaard et al., 2001). Sou€asné zvySuje srdecCni
frekvenci, kdy pozitivné chronotropni ucinek je vyrazné vyS8Si u VIP oproti NA
(Popma et al., 1990; Champion et al., 1996). V souvislosti s kotransmisi ACh s VIP
je zajimavy jejich protichudny ucinek, nebot ACh srdec¢ni frekvenci snizuje (Hill et
al., 1993).

V koronarnich arteriich VIP reguluje normalni vazomotoricky tonus (Brum et
al., 1986). Uvolnéni vétsiho mnozstvi VIP pfi vysokofrekvenénim drazdéni
parasympatickych vlaken zplUsobuje vazodilataci hladké svaloviny koronarnich
cév, snizeni cévniho odporu a nasledné zvySeni koronarniho prutoku.
Vazodilatacni efekt VIP je vyraznéjSi u arterii v porovnani se zilami, vzhledem
k vyraznéjsi hustoté VIP receptord (Luu et al., 1993). Sila vazodilataniho ucinku
je rozdilna, VIP je v porovnani s ACh 50-100krat uc€innéjsi (Fahrenkrug, 1989).

Substance P

Objev SP je datovan do roku 1931, kdy byla tato latka izolovana z extraktu
mozku a traviciho traktu koné (Von Euler a Gaddum, 1931). SP obsahuje pouze
11 AMK a je produktem enzymatického pulsobeni proteazy-konvertazy na
prekurzorovou molekulu preprotachykininu. SP a neurokinin A jsou
nejvyznamnéjSimi  Cleny skupiny tachykinini, ke kterym se fadi spole¢né
s neurokininem B, neuropeptidem K a y (Otsuka a Yoshioka, 1993; Regoli et al.,
1994). Toto skupinové oznacCeni bylo zvoleno na zakladé schopnosti vyvolat
rychlou kontrakci hladké svaloviny traviciho traktu. Sav¢i SP vznika z genu TAC1
(dfive oznaCovaného jako preprotachykinin-A), stejné tak NKA, NPK a NPy (Carter
a Krause, 1990). Tvorba prekurzoru SP probiha v télech neuronu (Harmar et al.,
1980; Harmar a Keen, 1982). Poté je skladovana ve vaccich (Merighi et al., 1988;
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Plenderleith et al., 1990) a axonalnim transportem dopravena do terminalnich
zakoncCeni, kde probiha konecné enzymatické opracovani.

SP pusobi jako neuropfenase¢/neuromodulator v centralni i periferni
nervové soustavé (Pernow, 1983). V srdci byla prokazana pfitomnost SP
v nervovych zakon&enich senzorickych neurond, a to pfevazné s CGRP (Weihe et
al., 1981; Lundberg a Hokfelt, 1986). Tyto neurony jsou aktivovany bolestivymi
podnéty a vykazuji jak senzorickou, tak i motorickou funkci. Bolestivé signaly ze
srdce jsou pfenaseny prostfednictvim SP uvolfiované na urovni centralniho
zakonCeni, zatimco ovlivnéni motorické aktivity je umoznéno uvolnénim SP
z periferniho nervového vybézku (Franco-Cereceda, 1988). Zdrojem SP jsou téla
neuronu lokalizovanych v nodéznim gangliu a v gangliich zadnich kofend miSnich
(Sternini, 1991). Nervova vlakna obsahujici SP jsou lokalizovana v intrakardialnich
srde¢nich gangliich, koronarnich arteriich, a nékolika dalSich srde¢nich oblasti
jako jsou: pfevodni systém srdec¢ni a kontraktilni svalovina (Weihe et al., 1984).

Na cilové tkané plsobi SP prostfednictvim neurokininovych (NK) receptoru
NK1-NK3 spojenych s G-proteinem, pfiCemz nejvyssi afinitu vykazuje SP vUci
NK1 receptoru (Mantyh et al.,, 1984; Dehlin et al., 2013). NK receptory jsou
pritomny pfedevsim v koronarnich cévach a intrakardialnich gangliich (Hoover et
al., 2000).

SP vykazuje silné vazodilatacni ucinky zavislé na pfitomnosti a uvolnéni
oxidu dusnatého (Bossaller et al., 1992). K zesilené vazodilataci pfispivaji
i endotelialni bunky, které rovnéz uvolfiuji SP (Loesch a Burnstock, 1988).
Ovlivnénim aktivity cholinergnich neuron podporuje SP negativné chronotropni
i inotropni vliv parasympatiku na srdce (Hoover, 1990). Zaroven SP vykazuje
stimulacni efekt na kardiomyocyty a srdeéni fibroblasty (Dehlin a Levick, 2014).

Peptid odvozeny od genu pro kalcitonin

Neuropeptid CGRP je fazen do Siroké skupiny pfibuznych peptida, ktera
zahrnuje adrenomedulin, intermedin, kalcitonin a amylin (Holmes et al., 2013).
Tyto peptidy jsou si nejen strukturné a funkéné velmi blizké, ale sdileji i stejné
receptorove systémy.

CGRP je sloZzeny z 37 AMK (Amara et al., 1982). Lidska forma tohoto
peptidu byla izolovana z karcinomu §titné Zlazy (Morris et al., 1984). Ve tkanich je
CGRP pfitomen ve dvou formach, které jsou oznaCovany aCGRP a BCGRP. Tyto
formy se u potkana od sebe navzajem odliSuji pouze jednou AMK a u Clovéka
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ttemi AMK (Amara et al., 1985). Varianta a vznika alternativnim pfepisem genu
pro kalcitonin, zatimco pfi vzniku formy 3 se pfepisuje zcela odliSny gen (Amara et
al., 1985; Alevizaki et al., 1986). Obé formy vykazuji velmi podobné ucCinky na
cilovou tkan, takze vyznam genové duplicity neni zcela jasny.

CGRP je lokalizovan v tenkych, nemyelinizovanych vlaknech typu C
senzorickych neuront, které maiji aferentni i eferentni funkci. Stimulace téchto
neuronl vede k uvolnéni CGRP spole¢né se SP (Lundberg et al., 1985; Franco-
Cereceda et al.,, 1987). V srdci se CGRP nachazi v senzorimotorickych
neuronech inervujicich myokard i sténu koronarnich cév ruznych Zzivoc&iSnych
druhl v&etné Clovéka (Franco-Cereceda, 1988; Franco-Cereceda, 1991; Maggi,
1995a). Tato nervova vlakna opradaji sifiove i komorové kardiomyocyty, pfiemz
ve Veétsi hustoté se nachazeji voblasti SA a AV uzlu a také v perikardu i
endokardu (Mulderry et al., 1985). NejvétSi koncentrace specifickych vazebnych
mist byla identifikovana v koronarnich tepnach a pravé sini, mensi pak v levé sini
a obou komorach (Coupe et al., 1990).

Uvolnéni CGRP spolu se SP zterminalnich zakon&eni senzorickych
neurond je v srdci zprostfedkovano receptory TRPV1 (z angl. ,Transient Receptor
Potential Vanilloid 1%). Tento typ receptoru je aktivovan bolestivym podnétem,
extracelularni acidézou a kapsaicinem (Rosenbaum et al., 2004).

CGRP plsobi na cilové tkané prostfednictvim dvou typU receptord,
CGRPR1 tzv. na antagonisty citlivy a CGRPR2 na antagonisty nereagujici (Dennis
et al., 1989; Dumont et al., 1997). Naklonovanim CGRPR1 bylo zjisténo, ze se
jeho struktura zcela shoduje s receptorem podobnym receptoru pro kalcitonin
(CRLR, z angl. ,Calcitonin Receptor-Like Receptor®), ktery byl jiz dfive oznacen
jako receptor vazajici CGRP. Biologicka aktivita CGRP se uskutecnuje
prostfednictvim komplexu, skladajiciho se z CRLR spojeného s jednim ze ftfi
modifikujicich protein0 oznaCovanych RAMP1-3 (z angl. ,Receptor Activity-
Modifying Protein®), které jsou nezbytné pro funkcéni aktivitu celého komplexu.
Spojenim CRLR s RAMP1 se vytvofi receptor pro CGRP a s RAMP3 sdileny
receptor pro CGRP/AM (Muff et al., 1995; Poyner, 1995). Na bunécné urovni
stimuluje aktivitu adenylatcyklazy a zvySuje tvorbu cAMP (Preibisz, 1993; Brain a
Cambridge, 1996).

CGRP vykazuje celou Fadu biologickych ucinkd v centralni i periferni
nervové soustavé (Sexton, 1991; Wimalawansa, 1997), ale také napfiklad
v gastrointenstinalnim Ci dychacim systému (Muff et al.,, 1995; Wimalawansa,

1996; van Rossum et al., 1997).
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V cévnim systtmu ma CGRP vyrazné vazodilatacni ucCinky, které jsou
v tepenné Casti vice prozkoumany v porovnani se zilnim fecistém (Holzer, 1992).
Relaxaéni vliv vykazuje CGRP i na hladkou svalovinu koronarniho fecisté (Franco-
Cereceda, 1991; Gulbenkian et al., 1993), ¢imz zvySuje prokrveni myokardu
(Miyauchi et al., 1987; Wang a Fiscus, 1989). V porovnani s prostaglandiny ma
CGRP 10krat vysSi ucCinek na cévy a oproti klasickym latkam s vazodilatacnim
ucinkem, jako je ACh, adenozin, histamin ¢i SP, je CGRP dokonce 100 az
1000krat uc€inngjsi (Tippins, 1986). U potkana se CGRP podili na regulaci
bazalniho koronarniho prutoku (Yaoita et al.,, 1994) a je pokladan za
kardioprotektivni latku pfi ischemickém poskozeni myokardu (Li et al., 1996).

V srdci se CGRP podili na pfenosu bolestivych podnéti ze srdecni tkané
do CNS (Caterina et al., 1997). Pozitivné chronotropni a inotropni u€inky CGRP
|ze pozorovat na izolovanych kardiomyocytech ¢lovéka a laboratorniho potkana i
pfi velmi nizkych koncentracich (Miyauchi et al., 1988; Saetrum Opgaard et al.,
2000).

2.2 Diabetes mellitus a kardiovaskularni aparat

Diabetes mellitus (DM; uplavice cukrova, cukrovka) je heterogenni, chronické
onemocnéni vznikajici pfi nedostateCné tvorbé nebo ucCinku inzulinu, jehoz
zakladnim rysem je zvySena koncentrace glukézy v krvii DM je provazen
komplexni poruchou metabolismu cukrl, tukd a bilkovin a veSkeré pfiznaky tohoto
onemocnéni vznikaji nasledkem hyperglykémie, inzulinorezistence a dyslipidémie
(Fang et al., 2004). Z dlouhodobého pohledu vyskyt DM roste a ma charakter
celosvétové epidemie, stejné jako pocéet chronickych komplikaci. V Ceské
republice dosahovala v roce 2012 prevalence DM 8,2 % (UZIS, 2015).
onemocnéni. Kardiovaskularni komplikace se u diabetikl vyskytuji v porovnani
s nediabetickou populaci az desetkrat Castéji a jsou pfi€inou témér 70 % umrti
diabetickych pacientd (Moss et al., 1991). K chronickym komplikacim DM se fadi
mikro- a makro-vaskularni pos$kozeni, kardiovaskularni autonomni neuropatie
(KAN) jako soucCast diabetické autonomni neuropatie (DAN) a diabeticka
kardiomyopatie.

S ohledem na experimentalni cile této prace se podrobnéji zaméfim na
diabetickou autonomni neuropatii, kardiomyopatii a pFedevSim na zmény
postihujici neuropeptidy a jejich receptory.
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2.2.1 Diabeticka angiopatie

nejCastéjsi priCiny smrti, nebot v souvislosti s onemocnénim cév umira pfiblizné
80% diabetickych pacientd (Aronson, 2008). PoSkozeni v oblasti mikrocirkulace je
oznacovano jako mikrovaskularni komplikace. Diabeticka mikroangiopatie se
klinicky manifestuje jako diabeticka retinopatie, nefropatie a neuropatie.

Diabeticka neuropatie je neurologickou komplikaci postihujici téméf kazdého
diabetika s trvanim nemoci nad 10 let (Tesfaye et al., 2010). Vyvoj syndromu je
postupny, Casto asymptomaticky a proto je jeho zachyt a spravna diagnostika
zatizen znacnou chybou. S jistotou lze konstatovat, Ze prevalence diabetické
neuropatie se zvySuje s pfibyvajicim vékem, délkou trvani DM a nedostatecnou
kompenzaci diabetu (Valensi et al., 1997). V progresi diabetické neuropatie hraje
vyznamnou roli hypercholesterolémie a hypertriglyceridémie, dale pak hypertenze,
obezita i koufeni (Adler et al., 1997; Wiggin et al., 2009). Diabeticka neuropatie
postihuje mimo jiné i autonomni nervy, a pfedevsim jejich senzorickou ¢ast.

Pricina DANu neni zcela objasnéna a je pravdépodobné kombinaci
metabolickych a neurovaskularnich faktor(d. ZvySena hladina glukézy spousti
aktivaci protein kinazy C vedouci k vazokonstrikci, snizenému krevnimu zasobeni
nervové tkané a jejimu poskozeni (Veves a King, 2001; Obrosova, 2009).
Oxidativni stres navozeny zvySenou hladinou glukézy vede k poSkozeni cévniho
endotelu a sniZeni biologické dostupnosti oxidu dusnatého (Cameron a Cotter,
1997), jehoz nizka hladina opét vede k poSkozeni endotelu a nervové tkané
(Hoeldtke et al., 2002). Nedostatek ristovych faktord a esencialnich mastnych
kyselin, spole¢né se vzniklymi pozdnimi produkty glykace vede ke snizeni
krevniho zasobeni, nervové hypoxii a poskozeni funkce nerva (Winkler a Kempler,
2010). Podil na poskozeni nervového pfenosu ma také autoimunitni zanét
(Pittenger et al., 1999).

DAN zahrnuje poruchu funkce autonomni inervace gastrointestinalniho
traktu, pohlavniho a mo€ového systému a kardiovaskularniho aparatu (Vinik et al.,
2003). DAN ma negativni dopad na kvalitu Zivota a dobu pfezivani diabetickych
pacientu (Vinik a Erbas, 2001; Vinik a Erbas, 2006; Cohen-Solal et al., 2008).

Postizeni autonomni inervace kardiovaskularniho aparatu vede Kk rozvoiji
KAN. KAN zahrnuje aferentni i eferentni slozku sympatické a parasympatické Casti
autonomniho nervstva. Porucha funkce zpUsobuje abnormality v srdeéni frekvenci
i cévni dynamice a vyustuje v narust klidové srde¢ni frekvence se snizenou
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srdecCni variabilitou (Weimer, 2010). KAN hraje vyznamnou patofyziologickou roli
v progresi ischemické choroby srde¢ni Ci srde¢niho selhani u obou typu DM
(Gerritsen et al., 2001). Hypertenze a postizeni koronarnich tepen muize vést k
dysfunkci levé komory srdecni. Jeji pfiCinou muze byt snizeny pritok krve srde¢ni
svalovinou, sympaticka denervace a zmény postihujici neuropeptidergni systém
(Debono a Cachia, 2007). Klinicky se KAN manifestuje intoleranci k fyzické zatézi
(Roy et al., 1989), asymptomatickou myokardialni ischémii (Marchant et al., 1993),
ortostatickou hypotenzi (Low et al., 1975) a klidovou tachykardii (Ziegler, 1994).

2.2.2 Diabeticka kardiomyopatie

Diabeticka kardiomyopatie je definovana jako porucha funkce myokardu
zplsobena DM nezavisle na vlivu ischemické choroby srdec¢ni, arterialni
hypertenze a bez prokazatelnych chlopennich vad (Paillole et al., 1989).
V dusledku systémového onemocnéni dochazi k sekundarnimu poskozeni
myokardu, které se projevuje rozSifenim jednotlivych srde€nich oddilt, zejména
levé komory (Maron et al., 2006). V dasledku niz8i sily kontrakce komoroveé
svaloviny je mnozstvi krve vypuzené do velkého obéhu nizSi a vznika porucha
Cerpaci funkce srdce. Diabeticka kardiomyopatie se u diabetik( podili na vysokém
vyskytu srdec€niho selhani a na zhor§eném prabéhu kardiovaskularnich pfihod.

Pfesny mechanismus vzniku diabetické kardiomyopatie neni dosud zcela
objasnén. Za hlavni rizikové faktory se povazuji vék, hypertenze, obezita a
kardiomyopatie uplathiuji, se fadi poskozeni malych cév (mikroangiopatie se
zhor$enim koronarniho pratoku a vaskularni endotelialni dysfunkce), metabolické
poruchy (deplece glukézového transportéru GLUT-4 a nedostatek karnitinu),
oxidativni stres a mitochondrialni dysfunkce s naslednou apoptézou, bunéénou
smrti a fibr6zou myokardu spojenou se vzestupem zanétlivych cytokini (Haudek
et al., 2007; Westermann et al., 2007; Wang et al., 2009).

V cCasnych fazich choroby se diabeticka kardiomyopatie manifestuje
poruchou diastolické funkce levé komory, pozdéji i poruchou funkce systolické
(Mahgoub a Abd-Elfattah, 1998). Tyto zmény zpusobuji, Ze srdce diabetikl ma
snizenou schopnost vyrovnat se s ischémii, koronarnimi pfihodami nebo vétSim
zatizenim. Framinghamska studie prokazala, Ze diabetiti muzi maji 2krat vysSi a
Zzeny 5krat vySsi pravdépodobnost srdec¢niho selhani v porovnani s kontrolni
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skupinou, ktera je pfedstavovana lidmi stejného vékového rozpéti bez DM (Kannel
a McGee, 1979).

2.2.3 Role neuropeptidti v diabetickém posSkozeni srdce a cév

V poslednich letech se vyzkum mimo jiné zaméfuje na objasnéni role
neuropeptidd jako je NPY, VIP, SP, CGRP a jejich receptorovych systémul na
vzniku a vyvoji diabetického poskozeni srdce a cév. Kardiovaskularni komplikace
DM vznikaji v disledku diabetické neuropatie, mikro- a makro-vaskularniho
postizeni (Aneja et al., 2008). Poznani jejich fyziologickych vlastnosti a podilu na
patogenezi diabetickych komplikaci by mohlo pomoci ve stanoveni optimalniho
terapeutického postupu, popf. vyuziti kardioprotektivniho ucinku neuropeptidd.

Neuropeptid Y

NPY a jeho receptory, zejména Y1R, Y2R a Y6R, hraji vyznamnou roli
v patogenezi DM i jeho kardiovaskularnich komplikaci. Zaroven se podileji na
onemocnénich jako je hypertenze Ci ateroskleréza (Pedrazzini et al., 2003; Pons
et al., 2004). U pacientd s DM Il. typu byla nalezena zvySena hladina cirkulujiciho
NPY (Satoh et al., 1999; llhan et al., 2010; Matyal et al., 2011), zatimco
koncentrace NPY ve tkani pravé srde¢ni siné byla snizena (Ejaz et al., 2011,
Matyal et al., 2011).

Ze studii receptord pro NPY v lidském srdci vyplyva, Ze genova a
proteinova exprese Y1R se u pacientd s DM Il. typu v porovnani s jedinci bez DM
tvoficich kontrolni skupinu neliSi, zatimco exprese Y2R a Y5R se snizila (Ejaz et
al., 2011). V jiné praci v8ak autofi prokazali vyssi expresi mMRNA pro Y2R a Y5R
I proteinu v pravé srdec¢ni sini diabetického pacienta (Matyal et al., 2011). PfiCinou
téchto protichddnych vysledki muze byt rozdilny vyskyt rdznych doprovodnych
onemocnéni.

U modelu rozvinutého DM 1. typu byl v srdci laboratorniho potkana zjistén
pokles genoveé i proteinové exprese NPY, zatimco genova exprese Y1 receptoru
byla zvy$ena (Chottova Dvorakova et al., 2008). Casteéna uprava DM vedla k
narastu koncentrace NPY v srdecnich sinich (Kuncova et al., 2005). Rozdilné
novotvorby cév, zvySenou apoptézou a vzestupem proliferace hladké svaloviny
cév (citace).
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Vazoaktivni intestinalni peptid

Negativni zmény v syntéze a uvolfiovani VIP v srdci mohou byt jednim
z faktord podilejicich se na patogenezi srdeCnich onemocnéni nejen
u diabetickych pacientl. Signifikantni pokles koncentrace VIP v srdci byl
pozorovan u pacientu s kardiomyopatii, u nichz byl snizen i pocet specifickych
receptord, které v8ak vykazovaly vysSi afinitu k VIP (Hershberger et al., 1989;
Kalfin et al., 1994). U modelu spontanné hypertenznich potkant dochazi k poklesu
koncentrace VIP v myokardu a toto snizeni koreluje se stupném myokardialni
fibrézy (Ye et al., 2002).

U diabetického potkana je hladina preproVIP mRNA, stejné tak jako VIP
snizena ve vSech 4 srdeCnich oddilech (Dvorakova et al., 2006). Exprese
receptort pro VIP, VPAC1 a VPAC2 vykazuji znacné rozdily mezi jednotlivymi
srde¢nimi oddily. V sinich je pocateCni snizeni exprese mRNA pro VPAC2
nasledovano zvySenim, zatimco inicialné zvySena exprese genu pro stejny
receptor v komorach poklesla po 16 tydnech trvani DM az na uroveri hodnot
u kontrolnich zvifat (Dvorakova et al., 2006). Pravdépodobnym vysvétlenim pro
tyto zmény je pfitomnost jinych, nez neuronalnich zdroja VIP. Je znamo, ze VIP je
secernovan lymfocyty (Delgado et al., 2002) a ze PACAP mRNA je exprimovana
v kultufe kardiomyocytl (Sano et al., 2002).

VIP je znam pro svlj vyrazny protizanétlivy efekt. Jeho pfiznivy
imunoregulaéni vliv byl ovéfen na zvifecich modelech chronického zanétu (Pozo
et al., 2007). VIP by se mohl stat nadéjnou terapeutickou latkou v Ié€bé mnohych
autoimunitnich chorob, v€etné DM (Sanlioglu et al., 2012).

Substance P

Experimentalni i klinické studie ukazuji, ze signalni systém SP je pevné
spjat s regulaci kardiovaskularnino systému a vlivem DM vykazuje urcité
abnormality (lwasaki et al., 2006). U pacientd s DM |I. typu, pfedevSim u téch
s vyraznymi pfiznaky diabetické neuropatie, byla sérova hladina SP vyznamné
sniZzena (Kunt et al., 2000). Snizena hladina SP v séru byla stanovena také
u diabetickych pacientl s ischemickou chorobou srdecni a pfedpoklada se urdity
podil SP na jejim vzniku a vyvoji (Wang et al., 2012).

Exprese proteinu NK receptoru v pravé sini diabetickych pacientl byla nizsi
v porovnani s kontrolni skupinou jedinci bez DM (Ejaz et al.,, 2011). Pokles
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exprese NK1 receptoru byl zjistén v pravé sini potkant s DM vyvolanym aplikaci
streptozotocinu (STZ; Dvorakova et al.,, 2007). SP je jednim z neuropeptidu
podilejicich se na vzniku srdec¢ni fibrozy (Melendez et al., 2011). Tyto udaje
naznacuji, ze SP hraje roli v patogenezi diabetické kardiomyopatie.

Studium potencionalni role SP pfi rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni
u Clovéka je vyznamné komplikovano jeho velmi kratkym poloCasem rozpadu a
nizkou hladinou v myokardu (Ernst et al., 2008). V soucCasné dobé se usili
zaméfuje na vyvoj metody, ktera by detekovala misto labilni SP stabilngjsi
molekuly pro-SP.

Peptid odvozeny od genu pro kalcitonin

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, vysoky pocet diabetickych pacientd trpi
vyraznymi a zivot ohrozujicimi kardiovaskularnimi komplikacemi, jako je infarkt
myokardu nebo diabeticka kardiomyopatie. V souvislosti s témito onemocnénimi
byly mimo jiné pozorovany zmény neuropeptidu CGRP, a to konkrétné jeho
snizena hladina v plazmé i v srdci pacientud trpicich DM (Wang et al., 2012).

U vysokého poctu pacientd s DM se vyvine difuzni stenéza koronarnich
tepen, ktera vede k nedostateCnému zasobeni srdeCni tkané kyslikem a
k naslednému ischemickému poSkozeni (Grundy et al., 1999). SoucCasny rozvoj
senzorické polyneuropatie muze vyustit ve funkéni a strukturalni poskozeni
nociceptivnich neuront u téchto pacientu (Kruglikov et al., 2004). To vede ke
snhizenému uvolfiovani CGRP (Song et al., 2009) a k podpofe ischemickych zmén
na srdci (Howden et al., 1988).

U laboratorniho potkana bylo zjisténo zvySené mnozstvi CGRP ve vSech
srde¢nich oddilech po 16 tydnech od aplikace STZ. Toto zjisténi mUze byt
vysvétleno snizenym uvolfiovani CGRP z nervovych termindll, které vedlo
k nahromadéni peptidu uvnitf axonu navzdory snizenému zasobeni z téla neuronu
(Chottova Dvorakova et al., 2005).

Exprese genu pro CRLR a RAMP3 vzrlsta v ¢asné i pozdni fazi reperfuze
(Li et al., 2009). SoucCasné exprese genu pro RAMP3 byla zvy$ena, zatimco
CRLR, RAMP1 a RAMP2 zistaly nezménény v srdci laboratorni potkana
s dlouhodobym DM (Mistrova et al., 2014).

Srdce diabetickych pacientd je nachylngjsi k ischemicko-reperfuznimu
poskozeni. Dlouhodobé plsobeni zvy$ené hladiny glukdzy je spojovano s vieklym
zotavovanim srdecCnich funkci po ischémii (Wei et al.,, 2009). Pokles exprese
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kardialnich TRPV1 a neuropeptidu CGRP podporuje myslenku funkéniho zhorSeni
neuro-efektorového pfenosu u diabetickych potkanu. Ischemicky ,preconditioning®,
coz je metoda, pfi které se vyvola nékolik period kratké, neletalni, cilené
aplikované ischémie (Murry et al., 1986; Arstall et al., 1998; Yellon et al., 1998),
nevyvolal uvolnéni CGRP do koronarniho obé&hu. Ale exogenni aplikace CGRP
obnovila pozitivni efekt preconditioningu na srdecni funkce (Lu et al., 2001).

Tyto nesrovnalosti ve vysledcich prokazuji neuronalni defekt vedouci k
poklesu uvolfiovani endogenniho CGRP. Kardioprotektivni u¢inek CGRP u
ischemicko-reperfuznino posSkozeni srdce v laboratornich podminkach byl jiz
prokazan (Li et al.,, 1996; Liu et al., 2011; Zheng et al.,, 2012). Proto se u
diabetickych pacientd naskytd moznost terapeutického zasahu exogennim
podanim CGRP nebo ovlivnénim mechanismu jeho uvolfovani. Kardioprotektivni
pusobeni CGRP by mohlo vést ke zlepSeni zmén &i k poklesu rozsahu poskozeni
myokardu vlivem DM.

2.3 Stres a kardiovaskularni systém

Stres je obranna reakce organismu proti plisobicimu stresoru s cilem udrzet
homeostazu, zabranit poSkozeni €i smrti organismu (Cannon, 1929). Stresorem,
tedy zatézovym faktorem a spoustéem stresové reakce, muze byt u Clovéka
jakakoliv nepfizniva zména vnitfnich nebo vnéjSich podminek, fyzikalni, chemicke,
biologické Ci psychické povahy. U laboratorniho potkana vyuzivame k navozeni
stresové odpovédi nejCastéji imobilizaci zvifete. Dopad stresovych udalosti zavisi
na raznych faktorech, napf. na télesném, osobnostnim &i genetickém typu jedince,
dale na intenzité, zavaznosti, naCasovani a dobé trvani stresové situace.

VSechny faktory, jez lze pocitat mezi stresory, vyznamné ovliviu;ji
fyziologické i psychologické funkce (Goldstein, 1995). RozliSujeme pozitivni zatéz
neboli eustres, ktery ve vyvazené mife pusobi jako motivaéni sila stimulujici
jedince k vétsi aktivité a k vyS§Sim vykonUim. Naproti tomu chronické nadmérné
zatizeni tzv. distres ma potencionalné negativni dopad na psychické a télesné
zdravi jedince (VecCefova-Prochazkova, 2004).

Organismus reaguje na puUsobeni stresoru uniformni odpovédi. Podnéty,
jako je imobilizace, hypoglykémie &i emocni stres, jsou v CNS zpracovany
limbickym systémem, pfedev8im amygdalou. Nasledné& mozkova kura v koordinaci
s hypotalamem aktivuje sympatoadrenalni osu. Pregangliova sympaticka viakna
vychazejici zncl. intermediolateralis, pfevazné ve vySi Ths-Thg, konCi
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v modifikovaném sympatickém gangliu, ve dfeni nadledvin (Kuehnel, 2003).
V prvni fazi, ktera byva oznacovana jako poplachova reakce, nervové stimuly
vedou ke zménam v uvoliovani KA. Jednorazové vystaveni imobilizacnimu stresu
(IS) po dobu 2 hod je provazeno poklesem celkového mnozstvi A v dfeni
nadledvin bez signifikantnich zmén NA (Kvetnansky a Mikulaj, 1970). Opakovana
aplikace stejného stresoru navrati hladinu KA k normalu a ustanovi novou,
zvySenou bazalni hodnotu KA (Kvetnansky et al., 1970).

KA jsou spoluzodpovédné za behavioralni, biochemické a fyziologické
zmény. Jejich ukolem je pfipravit organismus na alarmovou reakci ,boj nebo uték®
(Cannon, 1939; Cannon a Lissak, 1939). Dychani se urychluje a stoupa srdec¢ni
vydej a tim i krevni tlak (Kvetnansky et al., 2013).

Pfevazujicim hormonem stresové reakce ze skupiny KA je A, ktery ma
kombinovanou a i B sympatomimetickou aktivitu. Jeho plsobenim dochazi k tzv.
centralizaci obéhu, soustfedéni krve do zivotné dulezitych organu, jako je napfr.
mozek a srdce. Uginek A na srdce vykazuje pozitivng inotropni, chronotropni,
dromotropni, bathmotropni i lusitropni efekt (Atkinson, 2003). Dale A ovliviiuje
metabolické procesy: stimuluje glykogenolyzu, lipolyzu a proteokatabolismus, ¢imz
zvySuje hladinu glukoézy v krvi (Ward a Linden, 2010).

ZvySena hladina A je hlavnim stimulatorem tvorby hypotalamického
kortikoliberinu, jehoz uvolnénim je zahajena nasledujici faze obrany organismu
(Selye, 1998), kontrolovana osou hypotalamus—hypofyza—nadledviny (HPA,
z angl. ,Hypothalamic-Pituitary-Adrenal®). A je spojovacim mezic¢lankem obou
regulacnich os. Zvy8ena hladina kortikoliberinu  ovliviuje  uvolnéni
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) z pfedniho laloku hypofyzy do krevniho
obéhu (Buckingham, 1998). Cirkulujici ACTH stimuluje kiru nadledvin k vyplaveni
glukokortikoidu, predevSim kortizolu, ale také mineralokortikoidu.

Stresova obranna reakce je energeticky naroCna a vyCerpava rezervy
organismu. Pro organismus je uzite€na pouze za situace, pokud trva kratkou
dobu. Pfi dlouhodobém pusobeni stresovych podnéti mohou obranné
mechanismy organismus poSkodit. Opakované a dlouhodobé uvolfiovani glukézy
v kombinaci se snizenou citlivosti tkani na ni mize byt jednim z fady faktoru
podilejicich se na vzniku DM II. typu a jeho kardiovaskularnich komplikaci (King a
Grant, 2016). NejrozSifenéjSi civilizaCni choroba, ischemicka choroba srdecni,
jejimz nejobavangjSim projevem je infarkt myokardu, se také muize rozvinout
v dusledku dlouhodobého pusobeni stresu (Klener, 2011).
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ZvySena aktivita sympatiku a narust plazmatické hladiny stresovych
hormont ovliviiuje vétSinu organt vtéle véetn& srdce a cév. Cinnost
kardiovaskularnino  systému je za stavu stresu regulovana fadou
neurotransmitertl, hormont a neuropeptidd.

2.3.1 Zmény srdecni inervace vlivem stresu

Regulace srde¢ni aktivity v pribéhu stresové odpovédi je zprostfedkovana
vegetativnim nervovym systémem (Gomeza et al., 1999; Burnstock, 2009).
Periferni sympaticky nervovy systém je sloZzen z nékolika podsystému, které jsou
vSak vlivem odliSnych stresorl rozdilné regulovany. Jeho soucasti je
sympatomedularni, sympatoneuralni, dopaminergni auto/parakrinni systém a
neneuronalni  systém, predstavovany SIF buikami a intrakardialnimi
katecholaminergnimi burnkami (ICA, z angl. ,Intrinsic Cardiac Adrenergic®)
(Goldstein a Kopin, 2008; Kvetnansky et al., 2009; Goldstein, 2010). ICA buriky,
nejsou chromaffinni bufky a nemaji puvod v neuronalni tkani (Huang et al.,
1996a). ICA bunky obsahuji mRNA a proteiny enzymu fenyletanolaminu N-
metyltransferazy (PNMT), ulastni se tvorby KA i jejich zpétného vychytavani
(Saygili et al., 2011). Pfitomnost srde¢nich ICA bunék schopnych plnit funkci
adrenergniho systému parakrinni cestou, byla nalezena v souvislosti se zjiSténim,
Ze transplantované srdce je schopno do urcité miry reagovat na aktualni potreby
organismu i s vyfazenou sympatickou inervaci (Goncalvesova et al., 2004).

Stres usmérnuje syntézu KA prostfednictvim regulace exprese ftfi klicovych
enzymu: TH, DBH a PNMT (Kobayashi a Nagatsu, 2005; Goldstein, 2010).

Tvorba KA je vyvolana rozdilnymi cestami v disledku pusobeni akutniho
nebo chronického stresu a zaroven odliSné na urovni sympatickych ganglii a dfené
nadledvin. Vliv stresor(, jako je chlad, bolest nebo cvi€eni, na sympatoneuralni
systém je meéné prostudovan, nebot postgangliové neurony uvoliujici NA maji
difuzni strukturu v porovnani se dfeni nadledvin. Vystaveni laboratorniho potkana
pusobeni stresoru spousti enzymatickou aktivitu TH a DBH, zvySuje mRNA pro TH
v sympatickém hornim krénim a hvézdicovittm gangliu (Kiran a Ulus, 1992;
Nankova et al., 1996). Pfepis genu pro TH se zvySuje 5 minut (min.) po aplikaci IS,
ale tato odpovéd ma kratké trvani (Kvetnansky et al., 2013).

Koncentrace A je v srdci mnohonasobné nizSi v porovnani s NA. Navzdory
tomuto nizkému mnozstvi byl nalezen vzrust koncentrace A vlivem jednorazového
i opakovaného 1IS. IS u laboratorniho potkana zvySuje koncentraci A v obou
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srdec¢nich komorach, zatimco hladina NA v levé komore klesa a naopak vzrista
v pravé komore, pfedevsim u chronicky stresovanych zvirat (Tillinger et al., 2014).
Narast hladiny A v komorach je nasledkem stresem indukovaného vychytavani
z cirkulace nebo zvySené tvorby A pfimo v srdci (Krizanova et al., 2001). V levé
komorfe hladina A koreluje s mnozstvim mRNA pro B,-AR a B3-AR, i s [(2-AR
proteinem. Korelace je tedy vyraznéjsi v levé komore, nebot’ v pravé komore byla
nalezena korelace jen mezi mnozstvimi A a 2>-AR mRNA i proteinem (Tillinger et
al., 2014).

Stres  také indukuje prostfednictvim glukokortikoidu aktivitu
katecholaminergnich  enzym(O v neneuronalnich  bunkach. Glukokortikoidy
uvolnéné v dusledku probihajici stresové odpovédi indukuji syntézu A v ICA
bufikach za ucasti PNMT (Kvetnansky et al., 2009). Aktivita PNMT byla
detekovana v sympatickych gangliich novorozenych i dospélych laboratornich
potkanu a je zvySena po aplikaci kortikosteronu (Paivarinta et al., 1989). Vlivem
akutniho i chronického IS vzrista exprese genu pro PNMT i PNMT protein ve
hvézdicovitém gangliu (Kubovcakova et al., 2006). Z enzymu ucastnicich se
tvorby KA byl v srde€nich SIF burikach zjistén enzym TH, ale ne DBH (Slavikova
et al., 2003). Podil u€asti SIF bunék na zménach srdecni inervace vlivem stresu
nebyl dosud objasnén.

Opakované byla potvrzena hypotéza, Ze pro udrzeni homeostatické
rovnovahy nervového tonu obou vétvi autonomniho systému je pozZadovana
rovnovaha ve funkci a mnozstvi B-AR a M receptort v srde€ni tkani (Myslivecek et
al., 1996; Brodde a Leineweber, 2004; Stavrakis et al., 2011). Aktivace urcitého
typu receptorového systému, adrenergniho nebo cholinergniho ovliviiuje nejen
aktivovany systém, ale zarovern zplUsobuje zmény antagonistické soustavy
(Myslivecek et al., 2004; Myslivecek et al., 2007).

Zmény srdecnich B;-AR a B2-AR vyvolané stresem byly poprvé popsany
v 80. letech minulého stoleti (Torda et al., 1981; Torda et al., 1985). Bylo zjisténo,
Ze jednorazova i chronicka aplikace stresu ma rozdilny vliv na jednotlivé srdeCni
oddily. Aplikace stresoru vyvolava slozité zmény receptorového proteinu B-AR
I vazebnych mist s vyraznou pfevahou v levé komorfe v porovnani s komorou
pravou (Laukova et al., 2014). V levé komofe mnozstvi mRNA, koncentrace
proteinu a pocCet vazebnych mist B3-AR signifikantné vzrostly vlivem chronického
stresu, zatimco tyto parametry pro B2-AR klesly pusobenim akutniho i chronického
stresu. Pokles kardiostimulacnich (,-AR je vyznamnym mechanismem, ktery
pfispiva k udrzeni srde¢ni homeostazy (Tillinger et al., 2014). Obdobné byl
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nasledkem chronické aplikace stresu prokazan vzestup Bs-AR a pokles (,-AR
v levé sini (Laukova et al., 2014).

Pldsobenim chronického stresu byl v pravé komofre zjistén pokles mRNA
pro B.-AR a vzestup mRNA pro B3-AR, ale nebyly zaznamenany zmény v genové
expresi ani mnozstvi proteind u B;-AR vlivem obou typl stresu (Tillinger et al.,
2014). V srdci laboratorniho potkana klesa v pribéhu opakovaného IS pocet al -
AR. Tato zména pretrvava i 24 hod po ukonceni aplikace stresoru a koreluje se
zménou uvolnéni perifernich KA (Torda et al., 1985).

IS vedl k poklesu hustoty M receptort i snizeni aktivity adenylatcyklazy.
Zmény hustoty receptoru se liSily v jednotlivych srde¢nich oddilech a byly zavislé
na Case od ukon€eni imobilizacni periody. NejvyraznéjSi snizeni poctu
M receptoru bylo zaznamenano v pravé sini se zachovalymi gangliovymi bunikami
(Myslivecek et al., 2004).

2.3.2 Uloha neuropeptidd v poskozeni srdce vlivem stresu
Neuropeptid Y

Jiz fadu let je znama ucast NPY a jeho receptord v patogenezi fady
onemocnéni zpUsobenych stresem (Zukowska-Grojec, 1995; Heilig, 2004;
Morales-Medina et al., 2010). Na centralni urovni vykazuje NPY inhibi¢ni vliv na
sympatickou aktivitu, projevujici se poklesem krevniho tlaku, srde¢ni frekvence a
metabolického obratu (Heilig, 2004; Kormos a Gaszner, 2013). NPY uvolfujici se
ze sympatickych nervovych zakoncCeni spole¢né s NA (Lundberg a Hokfelt, 1986)
pusobi naopak stimulacné a podporuje ucinky KA a glukokortikoidd (Kuo et al.,
2007).

NPY a NA spole¢né plsobi na sympatickém neuro-efektorovém spojeni a
jejich vysledny uc€inek na regulaci vaskularnich funkci se lisi vlivem rozdilnych
podminek. Akutni stres prednostné uvolfiuje NA a primarni odpovéd je
zodpovédna za udrZeni krevniho tlaku, pfechodny vzestup cévniho napéti a
srdeCnich funkci (Kuo et al., 2007). Naopak pusobenim chronického nebo
intenzivniho stresu, jako je vyCerpavajici fyzické cvi€eni (Goldstein, 1987), panické
ataky (Esler et al., 2006) Ci vystaveni chladu (Zukowska-Grojec a Vaz, 1988) se
uvoliuje predevS§im NPY, ktery zplUsobuje protrahovanou vazokonstrikci a
pfestavbu cévni stény (Morris, 1999).
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Pusobenim chronického stresu se u€inek NPY na cévni sténu zesiluje (Li et
al., 2003). Aktivace Y1R ve sténé cévy zpusobi pfimé zvySeni krevniho tlaku a
zaroven NPY stupriuje vazokonstrikci navozenou NA. Prostfednictvim
vaskularniho Y1R v tunica media se mnozi bunky hladké svaloviny za vzniku
neointimy. Vytvafi se poskozeni cévni stény podobné aterosklerotické lézi.
Zesilenou intimou, vzniklym trombem a uloZenymi makrofagy naplnénymi lipidy se
lumen cévy zuZuje a zpUsobuje tkafiovou ischémii (Li et al., 2005). Y1 antagonisté
blokuji stresem vyvolanou vazokonstrikci a okluzi cévy, proto by mohly byt
vyuzivany pfi terapii anginy pectoris (Li et al., 2005).

Jednou z metod k navozeni stresové odpovédi u laboratornich zvifat je
chladovy test. Plsobeni chladu vede k naristu plazmatické hladiny NPY (Li et al.,
2005), zvyseni stfedniho arterialniho tlaku a srdec¢ni frekvence a tyto zmény
pretrvavaji 1 hod po ukonceni chladového stresu (Zukowska-Grojec et al., 1996).
Uziti antagonistd Y1R inhibuje az 80 % vazokonstrikce vyvolané chladem
(Zukowska-Grojec et al., 1996). Podobné u ¢Clovéka NPY aplikovany do koronarni
artérie zpusobi vyraznou vazokonstrikci a snizeni krevniho zasobeni myokardu
(Clarke et al., 1987). U zvifat i u lidi je stresem indukované zvySeni koncentrace
NPY a vazokonstrikce vyraznéjsi u muzského pohlavi oproti zenskému. Tento na
pohlavi zavisly rozdil vznikd pravdépodobné vlivem silné androgeny fFizené
stimulace genové expresse NPY (Zukowska-Grojec et al., 1991).

Chronickému stresu je pfisuzovana spoluuCast na kardiovaskularnim a
metabolickém onemocnéni, pfedevsim obezité. ZvySena plazmaticka hladina NPY
se podili na narustu plazmatické hladiny lipidd a negativné ovliviiuje glukézovou
toleranci organismu (Vahatalo et al., 2016).

Vazoaktivni intestinalni peptid

Do soucCasné doby nebyly publikovany prace tykajici se podilu VIP na
zménach srdecni inervace vlivem akutniho €i chronického stresu. Jsou znamy
prace zabyvajici se distribuci VIP vsrdci (Onuoha et al, 1999) a
kardiovaskularniho vlivu VIP u zdravych lidi (Frase et al., 1987).

Substance P

Trvalé pasobeni IS u laboratorniho potkana vede k narustu sérové hladiny
SP a ke zvySené expresi NK1 receptoru ve sliznici, svalové i nervové vrstvé

vzestupného tracniku. Potencionalni roli v hypermobilité tlustého stfeva hraje L-typ
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vapnikovych kanalu hladké svaloviny (Lu et al., 2016). S ohledem na nékteré
shodné znaky a vlastnosti mezi svalovinou hladkou a srde¢ni, a dale také
pfitomnost L typu Ca kanalu v srdci, se nabizi moznost urcité spojitosti a
preneseni vysledkd vyzkumné prace z gastrointestinalniho traktu na srdce.

Pusobenim lehkého psychogenniho stresu se zvySuje aktivita sympatického
systému, krevni tlak, srde¢ni frekvence i srdecni variabilita (Feetham a Barrett-
Jolley, 2014). Dlouhodoby emocni stres indukuje tvorbu a uvolnéni hormonu/
neurotransmiteru  kortikoliberinu v paraventrikularnim jadru hypotalamu.
Kortikoliberin se v soucinosti s SP podili na vzniku hypertenze a poruchy Cerpaci
funkce srdce (Ku et al., 1998).

U pacientu trpicich posttraumatickou stresovou poruchou bylo na urovni
CNS, v amygdale, detekovano zvySené mnozstvi NK1 receptord (Frick et al.,
2015). Ve stejné oblasti, ale u mySi, SP prostfednictvim NK1receptoru ovlivhuje
inhibicni neurony, jejichz neurotransmiterem je kyselina gama-aminomaselna
(Sosulina et al., 2015).

Peptid odvozeny od genu pro kalcitonin

Tepelny stres ma za nasledek zvySené uvolnéni CGRP, které vykazuje
¢asnou i opozdénou ochranu myokardu i endotelovych bunék (Song et al., 1999).
Uvolnéni CGRP spolu sdalSimi endogennimi mediatory ma spojitost se
zprostfedkovanim preconditioningu (Li et al., 2000).
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3 Cile prace

Z prehledu sou€asného stavu poznani vyplyva nova pfedstava o morfologii
a funkci srde¢ni inervace rozsifena o existenci a funkci intrakardialniho nervového
plexu, ktery ovliviiuje srdecni €innost pasobenim celé fady pfenasecu. Poznatky
o funkci signalnich systému téchto pfenasecu v srdci jsou neupliné, stejné jako
poznatky o ucincich nové identifikovanych nenervovych faktorl. Nekonzistentni
jsou pozorovani tykajici se ovlivnéni téchto regulanich pasobkd chorobnymi stavy
nebo plsobenim stresord. Cilem mého postgradualniho studia bylo pfispét
k dalSimu poznani vybranych mechanismi nékterych signalnich kaskad za
fyziologickych nebo patologickych stavd. Do dizertacni prace jsem zahrnula
nasledujici studie:

1. Expresi genu signalniho systému AM/CGRP v srdci a senzorickych
gangliich intaktniho a diabetického laboratorniho potkana.

2. Expresi a distribuci NK1 receptoru v srdci normalniho a diabetického
potkana.
3. Stanoveni vlivu dvou typl akutniho stresu na expresi a distribuci TH

v srdci potkanud s odliSnou aktivitou HPA osy.

4. Vyzkum Gc&inku dvou typu akutniho stresu na expresi gent pro ChAT
a M, receptort v srdecnich sinich potkant s odliSnou aktivitou HPA osy.

5. Studium vlivu dvou typU stresu na expresi a distribuci oxytocinového
receptoru v srdci potkant s odliSnou aktivitou HPA osy.

6. Stanoveni vlivu dvou typl stresu na expresi genu pro ANP v srdci
potkanu s odliSnou aktivitou HPA osy.
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4 Pouzité metody

4.1 Priprava vzorku

V experimentech jsme pouzivali laboratorni potkany kmene Wistar, Sprague-
Dawley (SD) a Lewis (LE). V8echny experimenty na zvifatech jsme provadéli
v souladu s Evropskou smeérnici pro ochranu obratlovcl pro experimentalni a
ostatni védecké ucely (European Directive for the Protection of Vertebrate Animals
Used for Experimental a Other Scientific Purposes, 86/609/EU) po schvaleni
Odbornou komisi pro praci s laboratornimi zvifaty Lékarské fakulty Univerzity
Karlovy v Plzni. Déale jsme dbali na to, aby pocet zvifat pouzity v jednotlivych
ziskanych dat.

o Experimentalni model diabetu | typu

DM 1. typu Ize u laboratorniho potkana navodit aplikaci STZ, ktery selektivné
ni€i pankreatické [ burnky tim, Ze zpuUsobuje fragmentaci deoxyribonukleové
kyseliny (DNA; Yamamoto et al., 1997).

Dospélym samicim laboratorniho potkana kmene Wistar jsme nejdfive stanovili
hladinu glykémie spektrofotometricky (Bio-La-Test, Lachema, CZ) a poté jsme jim
jednorazové intravenézné aplikovali STZ v davce 65 mg/kg nebo vehikulum
(citratovy pufr) ve stejném objemu. Po uplynuti 48 hodin (h) jsme opét stanovili
hodnotu glykémie. Jedince s glykémii vysSi nez 18 mmol/l jsme zafadili do skupiny
diabetickych zvifat a pouzili v experimentu. V 8., 26. a 53. tydnu po aplikaci STZ Ci
vehikula jsme samice usmrtili inhalaci éteru a nasledné vyjmuli srdce, spinalni
ganglia (z urovné Th; — Ths) a nodozni ganglia. Nékteré preparaty srdce jsme
rozdélili na Ctyfi zakladni oddily (levou sifi se sifnovym septem, pravou sin, levou
komoru, pravou komoru) a rychle zamrazili (pro naslednou izolaci RNA nebo
proteinu), jiné jsme celé ponofili do fixacniho roztoku Zamboni na 24 h a poté
proplachli ve fosfatovém pufru a zamrazili (pro nepfimou imunofluorescenci),
Srdce uréena pro analyzu pomoci laserové mikrodisekce jsme cela Sokové
zmrazili ve vychlazeném izopentanu.

e Experimentalni model akutniho stresu

Jednoduchy IS s pfevahou psychogenni komponenty ucinku byl proveden
fixaci pfednich i zadnich koncetin (Klenerova a Sida, 1994). Pfi kombinaci IS
S ponofenim zvifat do vodni lazné o teploté 22 °C (ICS) se na odpovédi podili jak
psychogenni, tak fyzicka slozka (Klenerova et al., 2007).
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Dospéli samci kmene SD a kmene LE byli po dobu 60 min vystaveni
jednomu ¢i druhému typu akutniho stresu, poté byli vraceni zpét do chovné klece.
Dekapitovani byli 1 nebo 3 h po ukon€eni stresového podnétu (Cislice 1 ¢i 3 za
zkratkou typu stresu). Kontrolni zvifata zUstala do ukonceni pokusu v chovnych
klecich. Po usmrceni pokusného jedince jsme co nejrychleji vyjmuli srdce, z nichz
néktera jsme nasledné rozdélili na Ctyfi zakladni oddily a jednotlivé vzorky
zamrazili (pro izolaci RNA) a jina ponofili do fixacniho roztoku Zamboni na 24 h a
poté proplachli ve fosfatovém pufru a zamrazili (pro nepfimou imunofluorescenci).

Vzorky tkani ziskané v jednotlivych experimentech jsme bud okamzité
zpracovali, nebo jsme je zamrazili a uchovavali zmrazené pfi -80 °C do doby

Zpracovani.

4.2 Laserova mikrodisekce

v

Cerstvé pfipravené tkanové fezy srde€nich sini i komor jsme nanesli na
specialni membranova podlozni sklicka a nabarvili hematoxylinem. Pod inverznim
mikroskopem (1X71, Olympus, Japonsko) jsme identifikovali pozadované bunky
(respektive jejich profily), které jsme pfidatnym laserem (mmi Cellcut, Olympus,
Svycarsko) vyfizli a mikromanipulatorem s pfipevnénou zkumavkou prenesli do
vicka zkumavky. Toto jsme nékolikrat zopakovali, takze v kazdém vzorku bylo
nakonec obsazeno 50-80 profilll bunék. Do zkumavky jsme poté pfidali pufr z kitu
pro izolaci RNA a zamrazili nebo pokraCovali izolaci RNA pfesné dle protokolu
vyrobce (Qiagen, Hilden, BRD).

4.3 lzolace RNA

e Vzorky celé tkané

Izolaci RNA jsme provadéli za pomoci modifikované metody publikované
Chromczynskim a Sacchim (1987). Pouzili jsme RNAzol B (WAK-Chemie; Bad-
Soden, Germany) nebo TRI REAGENT (Sigma, Praha, CZ) a postupovali dle
navodu vyrobce. Ke kazdému vzorku jsme nejdfive pfidali RNAzol B nebo TRI
REAGENT a nasledné jsme ho zhomogenizovali pomoci homogeniza¢niho
pFistroje (Mixer Mill MM300; Retsch GmbH, Haan, BRD). Poté jsme zkumavku se
vzorkem zchladili v ledu, pfidali chloroform (100 pl na 1 ml; Sigma, Praha, CZ) a
dikladné protfepali. Nasledovala centrifugace vzorku pfi 4 °C (30 min pfi
10000 g) a preneseni vrchni, vodni, faze do nové zkumavky. Pfidali jsme
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isopropanol (Sigma, Praha, CZ) v poméru 1:1, ktery zpusobil precipitaci RNA. Po
opétovném zchlazeni v ledu (30 min) a zcentrifugovani (15 min pfi 12 000 Q)
vzorku pfi 4 °C se ziskana RNA nachazela na dné zkumavky ve formé pelety.
Odstranili jsme supernatant a RNA promyli v 70% etanolu. Nakonec jsme
ziskanou peletu nechali vyschnout a poté ji rozpustili v malém mnozstvi
redestilované vody. Cistotu a koncentraci RNA ve vzorku jsme zméfili
spektrofotometricky (Eppendorf, BRD). Pomoci DNazy | (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) jsme ze vzorku odstranili pfipadnou kontaminujici DNA.

e Vzorky ziskané pomoci laserové mikrodisekce

RNA z materialu ziskaného prostfednictvim laserové mikrodisekce jsme
izolovali pomoci RNeasy Micro kitu (Qiagen). Pfi izolaci jsme postupovali pfesné
podle navodu dodaného vyrobcem.

4.4 lzolace proteinu

Do zkumavky jsme dali vzorek tkané a extrakéni roztok v mnozZstvi
10 pl/1 mg tkané. Extrakéni roztok jsme pfipravili smichanim 1000 uyl 8M urey,
100 ul glycerolu, 50 pl 20% sodiumdodecylsulfatu (SDS), 10 yl 1M Tris (pH 6,8),
5 ul 1M dithiothreitolu, 5 pyl 100 mM fenylmethylsulfonyl fluoridu a 50 ul 20krat
proteaze inhibitoru. Vzorek jsme zhomogenizovali, zchladili v ledu a centrifugovali
(3 min pfi 8 000 g). Nasledné jsme koncentraci ziskaného proteinu zméfili
spektrofotometricky.

4.5 Reverzni transkripce

e Vzorky RNA izolované z homogenatu celé tkané

Z 1-4 ug ziskané RNA jsme syntetizovali komplementarni DNA (cDNA) pomoci
Superscript RNase H™ Reverse Transcriptazy 1l (200 U; Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Do reakéni smési jsme dale pfidali oligo(dT) primery (Generi Biotech,
Hradec Kralové, CZ) nebo random hexamery (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a
nukleotidy (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Postupovali jsme pfesné dle protokolu
vyrobce. Reakce probihala 50 min pfi 42 °C.

e Vzorky RNA z materialu ziskaného pomoci laserové mikrodisekce

Vzorky jsme v termocykleru po dobu 10 min hfali pfi 70 °C a poté zchladili na
4 °C po dobu 5 min. Nasledné jsme do zkumavky se vzorkem pfidali roztok
obsahujici 2,5 ul H,O, 2 pl 10krat pufr pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR,
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z angl. ,Polymerase Chain Reaction®), 4 yl 25 mM MgCl,, 1 yl 10 mM roztok
nukleotidt, 1 yl Random Hexamers, 0,5 pyl RNase inhibitoru a 1 yl MuLV reverzni
transkriptazy (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Vzorky jsme opét umistili do
termocykleru a spustili program reakce: 10 min pfi 20 °C, 75 min pfi 43 °C, 5 min
pfi 99 °C nasledovany zchlazenim na 4 °C.

Ziskanou cDNA jsme uchovavali pfi -80 °C a nasledné pouzili pro stanoveni
exprese vybranych gent pomoci PCR kontrolované v realném Case (QPCR).

4.6 Polymerazova retézova reakce kontrolovana v realném case

Reakce probihala v termocykleru I-Cycler (Bio-Rad, Hercules, USA).
Reakéni smés o objemu 25 pl obsahovala iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad),
primery (Generi Biotech, Hradec Kralové, CZ) a cDNA nebo plazmidovou DNA.
Podminky reakce byly nasledovné: 12 min denaturace pfi 94 °C, poté 35-50
amplifikacnich cykl(. Kazdy amplifikaéni cyklus zahrnoval 3 kroky: denaturace (30
s pfi 94 °C), hybridizace (30 s pfi 59-62 °C dle pouzitych primert) a syntéza (30
s pfi 72 °C). Nasledné byly vzorky zahfivany z 65 °C na 95 °C za soucCasného
méfeni urovné fluorescence. Vysledkem byla kfivka tani ziskanych produktd
reakce, ktera nam slouzila k posouzeni specifity reakce. Pouze vzorky s kfivkou
obsahujici jediny hrot jsme vybrali pro vyhodnoceni vysledkl. Jako negativni
kontrola nam slouzily vzorky RNA bez provedené reverzni transkripce a dale
vzorky, u nichz byl templat nahrazen vodou. U kazdého vzorku jsme pro kazdy
gen provedli qPCR ftfikrat. Pro vyhodnoceni vysledkld jsme pouzili aritmeticky
prumér ziskanych hodnot.

Oligonukleotidové primery jsme navrhli tak, aby byly pfepisovany sekvence
odpovidajici nukleotidim studovanych proteinQ, a zaroven jsme se snazili dodrzet
veskera doporuceni vedouci k ziskani fungujicich primert. Sekvence pouzitych
primerU i jejich zakladni charakteristiky jsou uvedeny v tab. 1.

Relativni exprese (RE) byla vypocitdna porovnanim prdmérnych hodnot
kvantitativnich cyklt (Cq) ziskanych pro kazdy stanovovany gen vuci primérné
hodnoté Cq kontrolniho genu. Vysledné exprese genl byly vypocteny podle
vzorce 279 coz odpovida rovnici podle Pfaffla (Pfaffl, 2001), kde mRNA
testovaného genu je vztahovano ke kontrolnimu genu. Statistickou analyzu
ziskanych dat jsme provadéli za pomoci neparametrickych testd Kruskal-Wallisova
(porovnani vice skupin) a Mann-Whitneyova (porovnani dvou skupin). Vysledky
byly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné rozdilné pouze v pfipadé, Ze hodnota
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p < 0,05. Pfi analyzach jsme pouzivali software STATISTICA (StatSoft, Tulsa,
USA).

Pro stanoveni ucinnosti reakce jsme pouzivali sériové nafedénou
plazmidovou DNA, ktera v sobé zahrnovala fragment stanovované DNA. Tento
fragment jsme ziskali tak, ze jsme provedli PCR s primery ohrani€ujicimi potfebny
fragment. Produkt této reakce jsme elektroforeticky rozdélili na 1,5% agardézovém
gelu, band odpovidajici délky jsme z gelu vyfizli a nasledné vyizolovali DNA. Poté
jsme ziskany fragment za pomoci kitu pGEM-T Vector System (Promega,
Madison, USA) pfesné dle navodu vyrobce vlozZili do genomu bakterie E. Coli. Ty
jsme nechali pfes noc narlust na agarovém gelu umisténém v inkubatoru pfi
teploté 37 °C. Z bunék obsahujicich vlozeny DNA fragment vyrostly Cisté bilé
kolonie, které jsme preoCkovali na novou plotnu. Po 18-ti hodinové inkubaci v
termostatu jsme ziskané kolonie pFenesli do LB-média (10 g tryptonu, 59
kvasinkového extraktu, 10 g NaCl v 950 ml deionizované vody) s ampicilinem (v
koncentraci 100 pug/ml), kde jsme je nasledné péstovali. Zaroven jsme pomoci
PCR provedli kontrolu, zda =ziskana kultura obsahuje potfebny fragment.
V kladném pfipadé jsme lahev s kulturou umistili na 2 h do tfepacky s vodni lazni
(150 kyvU/min a 37 °C). Poté jsme kulturu centrifugovali (15 min pfi 16 000 g) a ze
ziskané pelety (namnozené E. Coli) jsme vyizolovali DNA pomoci Genelute
Plasmid Mini-Prep kitu (Sigma, Praha, CZ). P¥i izolaci jsme postupovali pfesné dle
navodu vyrobce.

4.7 Western blot

Vzorek obsahujici 20 pg proteinu, pufrovany fyziologicky roztok (PBS,
z angl. ,Phosphate Buffered Saline® a pufr jsme nejdfive zahfali na 95 °C po dobu
5 min, centrifugovali (1 min pfi 5 000 g) a zchladili v ledu. Nasledné jsme ho
prenesli do jamky v SDS gelu a elektroforeticky rozdélili. Poté jsme na gel
obsahujici elektroforeticky rozdéleny vzorek pfilozZili membranu a ve specialni
komofe pomoci elektrického proudu indukovali pfenos proteini z gelu na
membranu. Pak jsme provedli blokovani nespecifickych vazebnych mist na
membrané pomoci 10% roztoku mlééného prasku v TTBS (50 mM Tris, 150 mM
NaCl a 0,05% Tween 20; 1 h na kyvné desce) a nasledné aplikaci primarni
protilatky (inkubace pfes noc). Nasledujici den jsme membranu oplachli v TTBS a
aplikovali jsme na ni sekundarni protilatku. Po uplynuti 1 h jsme membranu opét
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oplachli a na 5 min ji ponofili do chemiluminiscenéniho roztoku. Nakonec jsme
v temné komore pfiloZzenim k membrané exponovali film.

4.8 Neprima imunofluorescence

Na kryostatu (Leica Biosystems, CM3050, Bernshaim, BRD) jsme nafezali
zmrazenou tkan na fezy o tloustce 10 pm, které jsme nasledné nanesli na
specialni podlozni skla (SuperFrost Plus, Menzel-Glaser, Braunschweig, BRD).
V pfipadé, ze fezana tkan nebyla pfed zamrazenim fixovana, jsme provedli fixaci
ponofenim sklicka s fezy do fixaniho roztoku, poté oplachli v PBS a nechali
oschnout. S ohledem na protilatky nasledné na dany fez aplikované, jsme pro
fixaci pouzili Zamboni, 4% paraformaldehyd, aceton nebo isopropanol.

Na tkanové fezy jsme aplikovali preinkubacni roztok (10% normalniho
praseciho séra, 0,5% Tweenu, 0,1% hovéziho sérového albuminu v 0,6 M roztoku
chloridu sodného ve fosfatovém pufru; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA) a
nechali 1 h stat pfi pokojové teploté. Poté jsme roztok ze skliCek odstranili a
aplikovali jsme roztok jedné Ci vice primarnich protilatek. Nasledovala inkubace
pfes noc. Druhy den jsme skliCka oplachli ve fosfatovém pufru a nanesli na né
roztok sekundarnich protildtek znaCenych Texas Red, Cy3, fluorescein
isothiocyanatem (FITC), nebo Alexa Fluor (Calbiochem, Darmstadt, BRD; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO USA). Inkubace probihala za pokojové teploty po dobu 2 h.
Prebytek protilatky jsme odstranili ze sklicek pomoci fosfatového pufru, poté jsme
odsali pfebyteCnou tekutinu, fezy prevrstvili glycerolem (pH 8,6) a prekryli krycim
sklickem. Hotové preparaty jsme prohlizeli pod fluorescenénim mikroskopem
(Olympus BX60). Vysledky jsme dokumentovali pomoci pfipojené barevné kamery
(Olympus DP71).
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. Délka a poloha Teplota Cislov
Primer .
produktu amplifikace GeneBank

AM
Forward: GTC TTG GAC TTT GCG GGT TT 138 bp °
Reverse: TAA CAT CAG GGC GAT GGA AA (60-197) 59°C NM_012715
ANP
Forward: CAA CAC AGA TCT GAT GGA TTT CA 71 bp o
Reverse: CCT CAT CTT CTA CCG GCA TC (172-242) 58°C NM_012612.2
B-aktin
Forward: TTC CTT CCT GGG TAT GGA ATC 97 bp 60 °C NM_31144
Reverse: GTT GGC ATA GAG GTC TTT ACG G (873-969)
CGRP
Forward: GTT CTC CCC TTT CCT GGT TG 175 bp 61°C NM_001033956
Reverse: GCT CCC TGA CTT TCATCT GC (122-297)
CRLR
Forward: TGTAAGAGCCACTCTCATCTTGG 221 bp 62 °C NM_012717
Reverse: TGCCAAATTGGATTTTATACTGG (1407-1627)
ChAT
Forward: AGC TCA GTG ACA CCC ACA GG 139 bp 62 °C NM_001170593
Reverse: GAA TGC TCA CAC ACC ACA CC (1175-1313)
MR
Forward: GTC ACG AAA CCT CTG ACCTACC 230 pb 61°C NM_031016
Reverse: ATG ATG ACA GGC AGA TAG AAC G (824-1053)
NK1 R
Forward: GGT ACT ACG GCC TCT TCT ATT GC 329 pb 60 °C NM_012667
Reverse: CAG GAA GTA GATCAGTACAGTCACG (869-1197)
OTR
Forward: ATG ACC TTC ATC ATC GTACTG G 284 bp 61°C NM_012871
Reverse: GTG GAT GAG TTGCTC TTCTTG C (823-1106)
RAMP1
Forward: CAT GGA GAC CAT AGG GAAGAC T 137 bp 60 °C AF181550
Reverse: AGA ACT TGT CCA CTT CCG GAT TG (157-293)
RAMP2
Forward: CTC CCT CCG CTG TTA CTG CT 152 bp 60 °C AF181551
Reverse: TAC CAG CAA GGT AGG ACATTT GTT (99-250)
RAMP3
Forward: CAA CCT GTC GGA GTT CAT CGT 128 bp 60 °C NM_020100
Reverse: ACT GCC TAT GGATAC CCG TGA T (200-327)
TH
Forward: CTT CTC TGA CCA GGT GTA TCG 220 bp 59 °C L22651.1
Reverse: CTC TCG GTA GCC CAC GTACC (949-1168)

Tab. 1: Seznam pouzitych primer( a jejich charakteristika.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Vliv experimentalné indukovaného diabetu na expresi
signalnich systému neuropeptidti v srdci laboratorniho potkana

5.1.1 Exprese genu signalniho systému AM/CGRP v srdci a
senzorickych gangliich intaktniho a diabetického laboratorniho potkana

Uvod

U diabetického jedince dochazi v srdci k poSkozeni autonomni inervace, coz
mimo jiné vede k asymptomatické myokardialni ischémii (Marchant et al., 1993)
ukazujici na postizeni senzorické Casti inervace. Hlavnim mediatorem této inervace
je CGRP, ktery pusobi na cilové tkané prostfednictvim specifického receptoru
oznatovaného CRLR s pfipojenym regulaénim proteinem typu RAMP1 (Bell a
McDermott, 2008). Prostfednictvim stejného receptoru pouze s jinym regulaénim
proteinem, RAMP2 nebo RAMP3, plsobi na cilové tkané také AM. Tento signalni
systém byl jiz studovan v ledvinach laboratorniho potkana s indukovanym DM, a byla
zde zjisténa zvySena exprese mRNA pro AM a RAMP2 aniz by doslo ke zménam v
expresi pro RAMP3 (Hiragushi et al., 2004).

Pritomnost AM byla prokazana v myokardu srdeCnich sini a komor a
i v hladké svaloviné koronarnich artérii (Sakata et al., 1994). V srdci AM, stejné jako
CGRP, vykazuje vazodila¢ni ucinek (Chu et al.,, 2000), ktery je zprostfedkovan
pfimym u¢inkem na hladkou svalovinu cév a také plsobenim na endotelové burky
nasledné uvolfujici oxid dusnaty (Hinson et al.,, 2000). Mimo to AM vykazuje
i pozitivné inotropni efekt (lhara et al., 2000).

Zmény v expresi genu tohoto signalniho systému byly v srdci popsany u fady
patologickych stavi vCetné diabetické kardiomyopatie, kde vSak byly zkoumany
pouze v prubéhu prvnich 16 tydnG trvani STZ diabetu u laboratorniho potkana
(Chottova Dvorakova et al., 2005). Komplexni stanoveni vlivu tohoto onemocnéni na
signalni systém AM/CGRP zahrnujici i stanoveni exprese jednotlivych regula¢nich
proteini RAMP stale chybi.

Material a metody

Indukci DM, pfipravu vzorkd, izolaci RNA, reverzni transkripci i gQPCR jsme
provadéli dle postupu popsaného v kapitole 3.
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Kvantitativni RT-PCR

Podminky pro PCR amplifikacni reakci byly nasledujici: inicialni denaturace
v jednom cyklu 15 min pfi 95 °C, nasledovalo 47 cykll po 30 sekundach (s) pfi 95 °C,
25 s pii 60 °C pro B-aktin, RAMP1-3, 59 °C pro AM, 61 °C pro CGRP, 62 °C pro
CRLR a nakonec 30 s pfi 72 °C. Byly pouzity primery (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CZ) specifické pro B-aktin, AM, CGRP, CRLR, RAMP1, RAMP2 a RAMP3
(tab. 1).

Meéreni srdecni frekvence

Potkani obou experimentalnich skupin byli umisténi do malé komurky

s elektrodami zabudovanymi v podlaze, které byly pfipojeny k elektrokardiografii
(EKG Seiva Praktik, CZ). Po uplynuti 20 min adaptace bylo provedeno minutové
méfeni, které jsme zopakovali pétkrat (n = 6-10 z kazdé skupiny). Pro stanoveni
spontanni srdecni aktivity jsme pokusnym jedincim intraperitonealné (i.p.) aplikovali
atropin (antagonista M receptori; 4mg/kg télesné hmotnosti) a metipranolol
(antagonista B-AR; 2mg/kg télesné hmotnosti) a po uplynuti 15 min jsme opét
provedli méfeni elektrokardiografie. Ze ziskanych hodnot jsme vypocitali primér.

Meéreni sily kontrakce

Pokusnym zvifatim byl intraperitonealné aplikovan heparin (500 i. u.) a

10 min poté byli anestezovani intraperitonealni injekci uretanu (1,5 g/1 kg). Srdce
bylo rychle vyjmuto a z pravé srde¢ni komory byly vystfizeny vhodné papilarni svaly.
Preparat byl umistén do stimulacni lazné a pfipojen k mechanoelektrickému
prevadéci F30 (Hugo Sachs, SRN). Klidové napéti svalu bylo nastaveno tak, aby sila
kontrakce dosahovala 90-95% maxima pfi stimulacni frekvenci 1 Hz. Sval byl
elektricky stimulovan pravouhlymi impulsy pfivadénymi prostfednictvim optoizolaéni
jednotky z komer¢niho stimuldtoru Pulsemaster A300 (WPI, USA). Délka
stimulacniho pulsu byla 1 ms, amplituda byla o 50 % vySSi nez nalezeny stimulacni
prah. Preparat byl perfundovan oxygenovanym Tyrodovym roztokem (slozeni v
mmol/l: NaCl 137, KCI 4,5, MgCl, 1, CaCl, 2, glukéza 10, Hepes 5; pH upraveno na
7,4 pomoci NaOH) o teploté 36 °C. Preparat byl stimulovan frekvenci 1 Hz, data byla
nahravana po 30 min stabilizaci. Sila kontrakce byla vyjadfena v arbitrarnich
jednotkach (a.u.; z angl. ,Arbitrary Unite), klidové napéti odpovidalo nule. Nahravani
a analyza dat byla provedena pomoci programu DiSys (Merlin, Ceska republika).
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Vysledky

U kontrolnich jedincd byla plazmaticka hladina glukézy na lacno
5,0£0,9 mmol/l (N=21), u jedinct 8 tydnu po aplikaci STZ (STZ8) dosahovala hladina
glukézy 24,9+3,1 mmol/l (N=12) a u jedinct 26 tydnd po aplikaci STZ (STZ26)
22,420 mmol/l (N=11; hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + S.D.). Potkani
jedinci (p<0,0001; tab. 2).

Nejdfive jsme se zaméfili na stanoveni vlivu aplikace STZ na zakladni srdeCni
funkce, srdecni kontraktilitu a frekvenci. Zjistili jsme, Ze u diabetickych potkan
dochazi ke statisticky vyznamnému poklesu sily kontrakce v pravém papilarnim svalu
v obou experimentalnich skupinach, tedy 8 i 26 tydnu po aplikaci STZ. V kontrolni
skupiné byla sila kontrakce 4945,1 a. u. 8 tydnu a 47+£2,8 a. u. 26 tydnu po zacatku
experimentu, zatimco u diabetickych potkanl tyto hodnoty dCinily 26+3,1 a.u. a
23+2,9 a.u. (obr. 4.1.1.1a).

Klidova tepova frekvence (TF) se v souvislosti s vékem vyznamné nezménila.
U kontrolnich jedinct 8 tydna po zaCatku experimentu Cinila TF 33417 a 26 tydnl po
zaCatku experimentu 322+6. Aplikace STZ zpuUsobila u potkant vyznamny pokles
klidové TF, pficemz jeji prGmérna hodnota u jedincl skupiny STZ8 cinila 24817 a
skupiny STZ26 24519. Po blokadé vlivu sympatické a parasympatické inervace na
srdec¢ni frekvenci byla u kontrolnich jedincl namérena primérna hodnota TF 36416 a
36316. Jedinci skupiny STZ8 meéli TF 26915 a skupiny STZ26 2615 (obr. 4.1.1.1b).

Pfi studiu genové exprese jsme v srdci kontrolnich jedinct prokazali
pfitomnost mMRNA pro AM, CRLR, RAMP1, RAMP2 a RAMP3 ve vSech srdecnich
oddilech bez vyznamnych rozdild mezi sinémi a komorami, &i levou a pravou
stranou. Z téchto genul jsme pozorovali nejsilnéjSi expresi mMRNA pro AM, RAMP2 a
CRLR, zatimco exprese mRNA pro RAMP1 a RAMP3 byla niZsi (obr. 4.1.1.2).

V srdci diabetickych jedincu jsme zaznamenali &tyfnasobny vzestup exprese
MRNA pro CRLR v pravé komofe u skupiny STZ8. Kromé toho se u jedincl této
skupiny v pravé sini zvySila exprese mRNA pro RAMP3 a naopak snizila exprese
mRNA pro RAMP2, avsSak tyto zmény nedosahly statistické vyznamnosti
(obr. 4.1.1.3). U potkanu experimentalni skupiny STZ26 stoupla exprese mRNA pro
RAMP3 na trojnasobek v levé komofe a dvojnasobné v pravé sini, pfiemz exprese
ostatnich sledovanych genu zGstala nezménéna (obr. 4.1.1.4).

V gangliich zadnich kofent miSnich z oblasti (Th;-Th;) a v noddéznich
gangliich jsme prokazali pfitomnost mRNA pro oba testované neuropeptidy, pficemz
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exprese genu pro CGRP byla nékolikanasobné vysSi nez exprese genu pro AM. Dale
jsme zde prokazali pfitomnost mRNA pro jednotlivé komponenty receptorového
systému AM/CGRP, pficemz u intaktnich jedincd exprese sledovanych gen
v gangliich zadnich misnich kofena vykazovala sled
RAMP3>RAMP2>CRLR>RAMP1, zatimco v nodoéznim gangliu
RAMP3>RAMP2=CRLR>RAMP1 (obr. 4.1.1.5). U potkanu po aplikaci STZ doslo
k malému (1,4 nasobek), avSak signifikantnimu vzestupu exprese mRNA pro CGRP
v noddéznim gangliu (obr. 4.1.1.6).

Diskuse

V srdci diabetickych jedinci dochazi k vyznamnému postizeni inervace
i kardiomyocytt (Herlitz a Malmberg, 1999). Pfedpoklada se, Ze je poskozena
i senzoricka Cast inervace, protoZze u pacientt s DM byla opakované popsana
absence bolesti pfi akutni ischemii myokardu (Marchant et al., 1993; Adeghate,
2004). Konkrétni zmény nervového prenosu zodpovédné za tento fenomén, vsak
dosud dostate¢né popsany nebyly. Je znamo, Ze potkani s indukovanym STZ
diabetem maiji snizenou expresi mRNA pro CGRP v senzorickych neuronech
lumbalnich ganglii zadnich kofend miSnich (Rittenhouse et al., 1996; Zochodne et
al.,, 2001). Dalo by se tedy predpokladat, Zze stejnym zplsobem jsou postizeny
i senzorické neurony v hrudni oblasti. Nase vysledky vSak ukazuji, Ze exprese
signalniho systému AM/CGRP zustava v hrudnich gangliich zadnich kofentd misnich
u diabetickych potkani nezménéna. Kromé toho bylo zjisténo, Ze obsah CGRP
v srdci potkana s DM se v porovnani s kontrolnimi jedinci nesnizuje, ale naopak se u
dlouhotrvajiciho onemocnéni mirné zvySuje (Chottova Dvorakova et al., 2005). To
pfispélo k domnénce, Ze vliv DM na expresi a obsah CGRP je organové specificky,
nebot v kuzi a o€ni duhovce byl popsan vzestup peptidu CGRP (Karanth et al., 1990;
Marfurt a Echtenkamp, 1995), naopak v tenkém stfevé pokles (Belai a Burnstock,
1996), zatimco v rohovce zlstal beze zmény (Marfurt a Echtenkamp, 1995).

Informace o bolestivych podnétech senzorické neurony nodézniho ganglia
pravdépodobné do CNS nepfenaseji (Fu a Longhurst, 2009), pfestoze populace
téchto bunék CGRP obsahuje a je tedy jednim z jeho zdroja v srdci (Hayakawa et al.,
2011). Na rozdil od spinalnich ganglii vede stimulace téchto neuronud k poklesu
srdec¢ni frekvence a krevniho tlaku (Fu a Longhurst, 2009). Tyto funkéné rozdilné
senzorické neurony srdce reaguji rozdilné na dlouhodobé plsobeni DM. V nasi studii
jsme zjistili, Ze aplikace STZ vyvolala vzestup exprese mRNA pro CGRP v noddznich
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gangliich. Ten muze byt zplsoben bud zvySenim exprese v neuronech, které
produkuji tento neuropeptid i pfed onemocnénim, nebo, jako napf. v dychacich
cestach pfi alergii, expresi v neuronech, které CGRP doposud netvofily (Fischer et
al., 1996). Vzhledem k tomu, Ze poc€et neuronu vykazujicich CGRP-imunoreaktivitu
se v noddznich gangliich u potkanu po aplikaci STZ nezvySuje (Regalia et al., 2002),
Ize pfedpokladat, Ze pravdépodobnéjsi pficinou je vzestup exprese mRNA pro CGRP
v neuronech tvoficich CGRP i pfed aplikaci STZ.

Diabeticka kardiomyopatie je definovana jako patologicky proces, ktery
postihuje myokard diabetickych pacientd, v jehoz dusledku dochazi ke vzniku
strukturnich zmén vedoucich k hypertrofii levé komory a diastolické i systolické
dysfunkci (Hayat et al., 2004). Rada potkanich model s hypertrofii levé komory je
spojena se zvySenou expresi mMRNA pro AM, RAMP2 a RAMP3 (Kuwasako et al.,
2011).

AM je v srdci uvolfiovan z bunék hladké cévni svaloviny, endotelovych bunék
a fibroblastd a plsobi zde jako parakrinni faktor s vyznamnou ulohou v regulaci
kardiovaskularni homeostazy (Hinson et al., 2000). Bylo zjiSténo, Zze AM ma pozitivni
inotropni efekt, ¢imz zvySuje srde¢ni vydej (Ihara et al., 2000), dale inhibuje vznik
hypertrofie myokardu a proliferaci fibroblastd (Tsuruda et al., 1998; Horio et al.,
1999). Navic bylo zjisténo, ze AM pusobi preventivné proti vzniku myokardialniho
poskozeni (Shimekake et al., 1995). Vzhledem k tomu, Ze se exprese mRNA pro AM
ve vSech srdec¢nich oddilech nelisi, jak ukazuji vysledky naSich experimentl, muze
AM timto zpusobem ovliviiovat ¢innost celého srdce.

Exprese a uloha AM byla studovana nejen za fyziologické situace, ale i u fady
patologickych stavu. Bylo napf. zjisténo, Zze exprese AM v srdci stoupa pfi hypertenzi
(Pan et al., 2006), méstnaveé srdecni slabosti (Jougasaki et al., 1996; Oie et al.,
2000), srde&ni ischémii (Oie et al., 2000) & akutnim DM (Tang et al., 2007). Rada
téchto patologickych stavu v€etné DM je zaroven spojena se vzestupem plazmatické
hladiny AM, ktera je ukazatelem tize onemocnéni (Garcia-Unzueta et al., 1998; Brain
a Grant, 2004). Zda a jakym zplUsobem je ovlivnéna exprese AM v srdci jedincu
s chronickym DM vSak dosud dostate€né popsano nebylo. V nasi studii jsme zjistili,
Ze dlouhotrvajici DM nevyvola v Zzadném ze srde€nich oddild zmény v expresi mRNA
pro AM, avSak ovliviiuje expresi jeho receptorl. Na cilové tkané pusobi AM
prostfednictvim dvou specifickych receptord tvofenych CRLR a RAMP2 nebo
RAMP3 (Muff et al., 1995; McLatchie et al., 1998). Oie spolu se svymi
spolupracovniky (Oie et al.,, 2005) stanovil pfitomnost obou téchto heterodimert

v srdci, a zaroven zjistil, Ze zde prevlada komplex CRLR/RAMP2. Tento poznatek je
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v souladu s nasimi vysledky, které ukazuji na dvacetinasobné vyssi expresi RAMP2
nez RAMP3 ve vS§ech srdec¢nich oddilech kontrolnich potkana.

Vysledky fady studii naznacuji, Ze v souvislosti s raznymi
kardiovaskularnimi onemocnénimi dochazi v srdci ke zméné exprese regulacnich
protein RAMP. Pfi méstnavém srdeCnim selhani byl popsan vzestup exprese
RAMP2 (Totsune et al., 2000), naopak chronické srde¢ni selhani vyvolané aortalni
stendzou je spojeno se vzestupem exprese RAMP1 a RAMP3, avSak nikoliv RAMP2
v sinich i komorach (Cueille et al., 2002). Rada dal$ich modeli hypertenze je
spojena se zvysenou expresi RAMP3 v kardiovaskularnim systému (Nishikimi et al.,
2003; Pan et al., 2006; Zhao et al., 2006).

Z nasich vysledkd vyplyva, Ze za poruchu pfenosu senzorické
informace ze srdce neni pravdépodobné zodpovédny signalni systém CGRP, protoze
jsme na urovni exprese jednotlivych genl neprokazali pokles exprese. Nedostate¢ny
prenos signalu nemusi byt tedy zplsoben nedostate¢nou tvorbou mediatoru Ci
receptoru, ale muze byt zplsoben poruchou uvolfiovani mediatoru z nervovych
zakonceni. Pro tuto skuteCnost svédCi vzestup obsahu CGRP peptidu v srdci
potkana s chronickym DM (Chottova Dvorakova et al., 2005; Lu et al., 2001). V této
praci jsme navic prokazali, Ze v diabetickém srdci je nejvice zasaZena exprese
RAMP3. RAMP3 je povazovan za kardioprotektivni faktor, protoze zesiluje signal AM
pfi kardiovaskularnim stresu (Gibbons et al., 2007). Lze pfedpokladat, Ze protektivni
uloha AM se muze uplatnit rovnéz v diabetickém srdci. K tomuto zavéru nas vede
skute€nost, Ze exprese genu pro AM zlstava v srdci zachovana i pfi chronickém DM,
zatimco exprese genu pro RAMP3 se zvySuje.

Kontroly STZ p
Glykémie (mmol/l)
8 tydnu 4,89 + 0,81 24,92 + 3.09 <0,0001
26 tydna 5,16 £ 0,98 22,44 +2.02 < 0,0001
Télesna hmotnost (g)
8 tydnt 220+ 9,6 168 + 15,3 <0,0001
26 tydna 239+13,3 170+ 12,8 < 0,0001

Tab. 2: Prdmérné hodnoty plazmatické hladiny glukézy a télesné hmotnosti jedincl
v jednotlivych experimentalnich skupinach. Naméfené hodnoty kontrolnich jedinct a diabetickych
zvitat se signifikantné lisi.
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Obr. 4.1.1.1a: Sila kontrakce pfi frekvenci
stimulace 1 Hz; "p<0,05, ve srovnani s kontrolami.

Obr. 4.1.1.1b: Klidovd a spontanni srdecni
frekvence u kontrolnich a diabetickych potkant; “p<0,05,
ve srovnani s kontrolami. Naméfené hodnoty sily
kontrakce i srdecni frekvence jsou u diabetickych jedincl
statisticky vyznamné nizsi nez u kontrolnich zvifat.
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Obr. 4.1.1.2: RT-gPCR, srdce kontrolnich zvifat. Kvantitativni stanoveni mRNA pro AM,

CRLR, RAMP1, RAMP2 a RAMP3 v srdci (LA = leva sifi, RA = prava sifi, LV = leva komora, RV =
prava komora). Exprese sledovanych genl je vyjadfena v hodnotach ACq (vztazeno k expresi B-
aktinu). Nizké hodnoty znamenaji vysokou urovern exprese. Mediatorova RNA pro AM, CRLR,
RAMP1, RAMP2 a RAMP3 je pfitomna bez vyznamnych rozdili mezi sinémi a komorami, €i levou a
Eravou stranou. Nejvice jsou exprimovany 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 sledovanych genud v jednotlivych
srde¢nich oddilech (LA = leva sifi, RA = prava sif, LV = leva komora, RV = prava komora) 8 tydnd po
aplikaci. Data jsou prezentovana jako relativni exprese (RE) vztazena k (B-aktinu jako referenénimu
genu. Relativni expresi u kontrol byla pfifazena hodnota 1 a hodnoty ACq u diabetickych potkan( byly
vztazeny k této hodnoté. Statisticky vyznamny vzestup exprese mRNA pro CRLR je patrny v pravé
komore diabetickych jedincd. “p<0,05
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Obr. 4.1.1.4: RT-gPCR, vliv aplikace STZ na expresi sledovanych genl( v jednotlivych
srdeCnich oddilech (LA = leva sif, RA = prava sif, LV = leva komora, RV = prava komora) 26 tydnu
po aplikaci. Data jsou prezentovana jako relativni exprese (RE) vztaZzena k B-aktinu jako referenénimu
genu. Relativni expresi u kontrol byla pfifazena hodnota 1 a hodnoty ACq u diabetickych potkand byly
vztazeny k této hodnoté. Statisticky vyznamny vzestup exprese mRNA pro RAMP3 je patrny v pravé
sini a levé komore diabetickych jedinct. "p<0,05
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5.1.2 NK1 receptor v srdci normalniho a diabetického potkana

Uvod

V pfedchazejici kapitole bylo zminéno, Ze chronicky DM mimo jiné poskozuje
senzorickou srdecni inervaci. Srde¢ni senzoricka vliakna kromé jiz zminéného CGRP
uvolnuji také SP (Lundberg, 1996). NejvétSi koncentrace téchto vlaken byla v srdci
prokazana v oblastech SA a AV uzlu a ve sténé koronarnich cév (Weihe a Reinecke,
1981). Dale bylo zjisténo, Zze zdrojem SP v srdci mohou byt i buriky nenervového
puvodu, napf. endotelové buriky, makrofagy nebo lymfocyty (Lai et al., 1998; Chang
et al., 2013). Na cilové tkané plsobi SP prostfednictvim NK receptord, pfiCemz
nejvyssi afinitu vykazuje SP vic¢i NK1 receptoru (Maggi, 1995b; Mantyh, 2002).
Tfebaze byla v srdci potkana prokazana pfitomnost vazebnych mist pro SP a to
zejména v okoli koronarnich arterii a srde¢nich chlopni (Walsh et al., 1996),
podrobné informace o lokalizaci a typu téchto receptort nejsou dosud dostupné.

Cilem naSi studie bylo v prvni fadé prokazat pfitomnost specifické mRNA a
proteinu NK1 receptoru v srdci pomoci metod kvantitativni RT-PCR a Western blotu,
a dale stanovit tkanovou distribuci NK1 v srdci intaktniho laboratorniho potkana
prostfednictvim nepfimé imunohistochemie a laserové mikrodisekce. Nasledné jsme
zjisStovali, zda a do jaké miry je exprese genu pro NK1 receptor v srdci potkana
ovlivnéna chronickym DM.

Material a metody

Indukci DM, pfipravu vzorkd, izolaci RNA a proteinu, laserovou mikrodisekci,
nepfimou imunofluorescenci, reverzni transkripci i gPCR jsme provadéli dle postupu
popsaného v kapitole 3.

Kvantitativni RT-PCR

Podminky pro PCR amplifikacni reakci byly nasledujici: inicialni denaturace
15 min pfi 95 °C, nasledovalo 47 cykli po 30 s pfi 95 °C, 25 s pfi 60 °C a 30 s pfi
72 °C. Byly pouzity primery (Generi Biotech, Hradec Kralové, CZ) specifické pro -
aktin a NK1 receptor (tab. 1).

Western blot

Pracovni postup byl popsan v kapitole 3. Pro detekci NK1 proteinu receptoru
jsme pouzili kraliCi primarni protilatky proti NK1 receptoru (1:2 000; MBL International
Corporation, Woburn, USA), kterou jsme nasledné oznacili pomoci kitu Vectastain

59



ABC obsahujiciho kfenovou peroxidazu a DAB s 3,3’-diaminobenzidinem (Vector
Lab, CA, USA).

Neprima imunofluorescence

Znaceni jsme provedli za pomoci krali€i primarni protilatky proti NK1 receptoru
(1:500, MBL International Corporation). Zaroven s touto protilatkou jsme aplikovali
mysSi protilatku proti RECA1 (1:20, Serotec, Oxford, UK; Duijvestein et al. 1992),
ktera se pouziva jako marker pro endotelové bunky. Jako sekundarni protilatky jsme
pouzili kozi imunoglobulin (Ig) proti kraliCi protilatce navazany na FITC (1:30,
Calbiochem, San Diego, CA) a osli Ig proti mysi protilatce navazany na Cy3 (1:50,
Dianova, Hamburg, BRD).

Laserova mikrodisekce

Pripravili jsme Cerstvé fezy srdce laboratorniho potkana, které jsme nanesli na
specialni podlozni sklicka. Nasledné jsme postupovali dle pracovniho protokolu
popsaného v kapitole 3. Vyizolovali jsme kardiomyocyty, téla intrakardialnich neuront
a bunky hladké cévni svaloviny koronarnich arterii.

Vysledky

Vysledky RT-gPCR provedené u vzorkd RNA vyizolované z homogenatl tkani
jednotlivych srdecnich oddill prokazaly pfitomnost mMRNA pro NK1 receptor. Velmi
vysoké hodnoty Cq v8ak naznacuji, Ze exprese tohoto receptoru je v srdci nizka.
V srdci kontrolnich potkant jsme zjistili, Ze exprese genu pro NK1 receptor je
nejvyssi v levé sini, pfiCemz rozdil proti zbyvajicim srde¢nim oddilim je pfiblizné
stonasobny (obr. 4.1.2.1). Western blot prokazal pfitomnost NK1 receptoru
v jednotlivych srdecnich oddilech laboratorniho potkana, pficemz tloustka bandu
vykazujiciho imunoreakci se specifickou protilatkou naznacuje, ze v sinich je obsah
NK1 receptoru vyznamné vySSi nez v komorach (obr. 4.1.2.2). Za pomoci
imunofluorescence jsme zaznamenali specifickou imunoreakci na povrchu nékterych
intrakardialnich neurond, dale v nervovych viaknech a v malych burikach, které vSak
nevykazovaly reakci s protilatkou proti RECA1, markeru endotelovych bunék. Z toho
je zfejmé, ze se nejedna o endotelové buriky. Za ucelem presnéjSiho urceni typu
téchto bunék jsme provedli laserovou mikrodisekci bunék hladké cévni svaloviny
koronarnich cév, kardiomyocytd a intrakardialnich neurond (obr. 4.1.2.3). PFitomnost
MRNA pro NK1 receptor jsme zaznamenali pouze v jednom vzorku neuronu ze tfi,
vzorky kardiomyocytl i bunék hladké svaloviny byly negativni (obr. 4.1.2.4).
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Chronicky DM o délce trvani 26 a 53 tydnu ovlivnil expresi mMRNA pro NK1
receptor nasledovné: doslo ke statisticky vyznamnému poklesu exprese sledovaného
genu v praveé sini po uplynuti 53 tydnt od indukce DM, zatimco v pravé komofre se
naopak exprese NK1 receptoru zvysila. V ostatnich srde¢nich oddilech jsme Zadné
zmény nezaznamenali (obr. 4.1.2.5).

Diskuse

V prvni Casti této prace jsme se zaméfili na priikaz pfitomnosti NK1 receptoru
v srdci intaktniho laboratorniho potkana a na jeho tkanovou distribuci. Prokazali jsme
pfitomnost sledovaného receptoru ve vSech srde¢nich oddilech, a to jak na urovni
MRNA, tak na urovni proteinu. Zaroven jsme zjistili, ze nejvice je tento receptor
zastoupen v levé sini. Toto zjiSténi spolu s vysledky nepfimé imunofluorescence
prokazujicimi pfitomnost sledovaného receptoru na povrchu tél nékterych
intrakardialnich neuronu je v souladu se skute€nosti, Ze vétSina tél intrakardialnich
neuront je v srdci laboratorniho potkana lokalizovana v oblasti levé siné a
mezisinového septa (Pardini et al., 1987).

Uroveri exprese NK1 receptoru v srdci Ize celkové oznagit za velmi nizkou.
V porovnani s expresi CRLR, coZ je specificky receptor pro CGRP, peptid
uvolfiovany spolu se SP ze senzorickych nervovych zakonc&eni, se jedna o hodnoty
vice nez stonasobné nizsi (Mistrova et al., 2014). Dlvodem absence signalu u dvou
vzorkl srdeCnich ganglii zlaserové mikrodisekce muze byt relativné vysSi
zastoupeni neuronli neobsahujicich dany receptor, ¢imz se mohlo dostat celkové
mnozstvi mMRNA pro NK1 receptor v téchto vzorcich pod detekCni limit pouzité
metody. Mediatorova RNA pro NK1 receptor, jeZ jsme prokazali v komorach, by
mohla pochazet z bunék vykazujicich imunoreakci s protilatkou proti NK1 receptoru,
jejichz typ se nam nepodafilo pfesné urcit, ale predpokladame, Ze se jedna
o fibroblasty.

Prostfednictvim laserové mikrodisekce jsme prokazali, Ze kardiomyocyty ani
buriky hladké cévni svaloviny koronarnich cév neexprimuji detekovatelné mnozstvi
mMmRNA pro NK1 receptor. Rovnéz nepfima imunofluorescence neprokazala
pfitomnost specifické reakce téchto bunék s protilatkou proti NK1 receptoru. VySe
popsané skuteCnosti tedy naznacuji absenci NK1 receptoru v téchto typech bunék.
Kromé toho jsme prostfednictvim nepfimé imunofluorescence prokazali absenci
imunoreakce s protilatkou proti NK1 receptoru v endotelovych burikach. Tento
vysledek jsme nemohli potvrdit laserovou mikrodisekci, protoze touto metodou nelze
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z tkanového fezu ziskat endotelové bunky v mnozstvi dostate¢ném pro RT-gPCR
analyzu.

Nasledné jsme se zaméfili na vyzkum pfipadného vlivu DM na expresi NK1
receptoru v jednotlivych srde¢nich oddilech. NK1 receptor v srdci zprostfedkovava
vazodilata¢ni ucinky SP na koronarni arterie (Hoover et al., 2000). Vyznam tohoto
ucinku ,in vivo“ nebyl dosud dostateCné stanoven, protoze SP je uvolhovana ze
senzorickych  nervovych zakonéeni spolu s CGRP, latkou svyznamnym
vazodilataénim ucinkem.

Dosavadni vysledky experimentu naznacduji, ze CGRP vykazuje v srdci
vyznamnéjSi vazodilataéni uCinek nez SP (Harrison a Geppetti, 2001). Vyznam
signalniho systému SP pro dilataci koronarniho fecisté by se mohl zvysit za situace,
kdy by doSlo k poSkozeni signalniho systému CGRP napfiklad vlivem onemocnéni.
Kromé toho bylo zjisténo, Zze SP moduluje srde¢ni c&innost prostfednictvim
intrakardialniho nervového systému, nebot potencuje ucinek ACh (Zhang et al.,
2001).

Z nasich experimentl vyplyva, ze nékteré neurony srdecnich ganglii maji na
svém povrchu NK1 receptory. V levé srdeCni sini potkana, kde se nachazi vétsi
mnozstvi srde¢nich ganglii, jsme u diabetickych potkani nezaznamenali vyznamnou
zménu exprese NK1 receptoru. Ale v pravé sini jsme zjistili statisticky vyznamny
pokles exprese sledovaného receptoru. Bylo zjisténo, Ze soucasti klinického obrazu
diabetika je i klidova tachykardie (Voulgari et al., 2010). NizSi vazebna schopnost
NK1 receptort v disledku poklesu jejich exprese v pravé sini by mohla byt jednou
Z priCin zjisténé tachykardie.

“ z Obr. 4.1.2.1: RT-gPCR, srdce Kkontrolnich
‘ zvirat. Kvantitativni stanoveni mRNA pro NK1 receptor

e v srdci (LA = leva sin, RA = prava sin, LV = leva

= komora, RV = prava komora) u intaktnich zvifat.
- Exprese sledovanych genu je vyjadfena v hodnotach

ACq (vztazeno k expresi f-aktinu). Nizké hodnoty
i znamenaji vysokou uroven exprese. V LA je exprese
vd receptoru statisticky vyznamné vySSi nez v ostatnich
. srde€nich oddilech. Signifikantni rozdil v expresi NK1
- + ; Duswrsw  receptoru je patrny i mezi pravou sini a pravou

L T Rozsah neodiehl

o= —— " komorou. *p<0,05; “p<0,0001

Delta Cq
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Obr. 4.1.2.2: Western blot. Prukaz pfitomnosti proteinu NK1 receptoru v jednotlivych
srdeCnich oddilech (LA = leva sif, RA = prava sin, LV = leva komora, RV = prava komora) a v tenkém
stfevé (INT). Sirs§i bandy u vzork(l srdec¢nich sini ukazuji na vyrazné vy$si pfitomnost sledovaného

receptoru v sinich nez v komorach.

Obr. 4.1.2.3: Laserova mikrodisekce. Priklad vybéru a disekce zkoumanych bunék.
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Obr. 4.1.2.4: Gelova elektroforéza zobrazujici vysledek analyzy vzorkd ziskanych laserovou
mikrodisekci. Jeden vzorek intrakardialnich neuronli obsahuje mRNA pro NK1 receptor. Vzorek 8 —
neurony spinalnich ggl.; vzorek 9 — kardiomyocyty; vzorek 10 — bb. hladké svaloviny; vzorek 11 —
intrakardialni neurony; vzorek 12 — bb. hladké svaloviny; vzorek 13 — bb. hladké svaloviny; vzorek 14 —
intrakardialni neurony; vzorek 15 — neurony spinalnich ggl.; vzorek 16 — neurony spinalnich ggl.
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Obr. 4.1.2.5: RT-gPCR, vliv aplikace STZ na expresi NK1 receptoru v jednotlivych srdecnich
oddilech (LA=leva sin, RA=prava sin, LV=leva komora, RV=prava komora) kontrolnich jedinct a
jedincl 26 a 53 tydna po aplikaci STZ. Data jsou prezentovana jako relativni exprese (RE) vztazena
k B-aktinu jako referenénimu genu. Relativni expresi u kontrol byla pfifazena hodnota 1 a hodnoty
ACq u diabetickych potkanu byly vztazeny k této hodnoté. Exprese sledovaného genu se statisticky
vyznamné snizila v pravé sini po uplynuti 53 tydnd od indukce diabetu, zatimco v pravé komore se
naopak exprese NK1 receptoru zvysila. ‘p<0,05
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5.2 Ovlivnéni srdec¢ni inervace laboratorniho potkana rdznymi
typy stresu

5.2.1 Vliv dvou typul stresu na expresi a distribuci TH v srdci potkanu s
odliSnou aktivitou HPA osy

Uvod

V srdci se TH nachazi v sympatickych nervovych vlaknech, subpopulaci
intrakardialnich neuronu (Slavikova et al., 2003), SIF bunkach (Kriebel et al., 1991) a
rovnéz v ICA bunkach, které se nachazeji nejenom v blizkosti srdeCnich ganglii
v sinich, ale i v komorach (Huang et al., 1996a). Vzhledem k tomu, zZe transkripce a
translace genu probiha v télech bunék a nikoliv v nervovych vlaknech, jsou zdrojem
MRNA pro TH v srdci pravdépodobné katecholaminergni intrakardialni neurony, SIF
a ICA bunky.

Cilem této studie bylo zjistit, zda kazdy ze srdecnich oddilu exprimuje mRNA
pro TH, a dale zda je tato exprese ovlivnéna akutnim psychogennim Ci
kombinovanym stresem. Kromé toho nas zajimalo, zda a do jaké miry se na regulaci
této exprese podili aktivita HPA osy. Jako model jsme pouzili potkany dvou kmend,
referenéni kmen SD a kmen LE, u kterého je geneticky podminéna snizena reaktivita
HPA osy urc€ujici vyslednou stresovou odpoveéd zvifete (Klenerova et al., 2002).

Material a metody

Aplikaci stresu, pfipravu vzorkl, izolaci RNA, reverzni transkripci qPCR
i nepfimou imunofluorescenci jsme provadéli dle postupu popsaného v kapitole 3.

Kvantitativni RT-PCR

Podminky pro PCR amplifikaéni reakci byly nasledujici: inicialni denaturace
15 min pfi 95 °C, nasledovalo 47 cykll po 30 s pfi 95 °C, 25 s pfi 60 €i 64 °C a 30 s
pfi 72 °C. Byly pouzity primery (Generi Biotech, Hradec Kralové, CZ) specifické pro
TH a B-aktin (tab. 1).

Nepfima imunofluorescence

Znaceni jsme provedli za pomoci krali¢i primarni protilatky proti TH (1:500,
Calbiochem, San Diego, CA) a mySi primarni protilatky proti DBH (1:100, Biotrend,
Kdln, BRD). Ke zviditelnéni pozitivni imunoreakce jsme pouZili sekundarni protilatky
s navazanou fluorescencni barvou Texas Red (1:30, Calbiochem, San Diego, CA)
nebo FITC (1:50, Calbiochem, San Diego, CA).
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Vysledky

U kontrolnich potkant obou kmenu byla exprese genu pro TH vyznamné vysSi
v srdeCnich sinich ve srovnani s komorami. V nékterych vzorcich srde¢nich komor se
nam sice podafrilo detekovat pfitomnost mRNA pro TH, avsak jeji mnozstvi bylo tak
malé, Ze nebylo mozné provést kvantitativni hodnoceni. U jedinct obou kmenu byla
exprese genu statisticky vyznamné vysSsi v levych sinich nez v sinich pravych. Rozdil
v expresi tohoto genu mezi jedinci obou kmenu byl rovnéz vyznamny, pfi¢emz vysSi
hladiny exprese jsme zaznamenali u jedinct kmene LE (obr. 4.2.1.1).

Aplikace obou typl akutniho stresu vyvolala u potkant kmene SD vzestup
exprese mMRNA pro TH, pfiCemz Ize fici, Ze pravé srdeCni siné reagovaly citlivéji nez
levé. V levych sinich jsme statisticky vyznamny vzestup exprese zaznamenali pouze
3 hod po aplikaci kombinovaného stresu (ICS3), zatimco v pravych sinich jiz 1 hod
po aplikaci obou typu stresu (IS1 a ICS1) a tento vzestup byl jesté vyraznéjsi v obou
experimentalnich skupinach za 3 hod (1S3 a ICS3; obr. 4.2.1.2). U potkant kmene LE
jsme rovnéz zaznamenali statisticky vyznamny vzestup sledovaného genu, avsak
pouze v levé sini 3 hod po aplikaci psychogenniho stresu (IS3). Expresi sledovaného
genu v pravé sini aplikace zadného z typl stresu neovlivnila. (obr. 4.2.1.3). Hodnoty
exprese mRNA pro TH v pravych srde¢nich sinich kontrolnich jedinci kmene LE
koreluji s nejvy$Simi hodnotami exprese tohoto genu v pravych srdecnich sinich
kmene SD 3 hod po aplikaci obou typl stresu (IS3 a ICS3; obr. 4.2.1.4).

Imunofluorescenci jsme prokazali pfitomnost SIF a ICA bunék
v intrakardialnich gangliich jedinci kazdé experimentalni skupiny. SIF burky
vykazovali imunoreakci pouze s protilatkou proti TH, zatimco ICA buriky reagovali
s protilatkou proti TH i proti DBH. Kromé toho jsme v intrakardialnich gangliich,
srdeCni svaloviné sini a sténé arteriol zaznamenali TH-imunoreaktivni nervova
vlakna (obr. 4.2.1.5). V distribuci imunoreakce mezi jednotlivymi experimentalnimi
skupinami nebyly patrné zadné rozdily.

Diskuse

V této praci jsme se zaméfili na stanoveni exprese genu pro TH v srde¢nich
sinich za klidového stavu a po aplikaci dvou typd stresu. Jak jiz bylo zminéno
v pfehledu sou€asného stavu poznani, TH je limitujicim enzymem syntézy KA.
Vzestup exprese tohoto genu byl zaznamenan pfi stresu napf. v sympatickych
gangliich ¢&i dfeni nadledvin (Nankova et al., 1996; Kvetnansky et al., 2004).
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Z naSich pokusu vyplyva, Ze exprese mRNA pro TH je vyznamné vyS$Si
v sinich nez v komorach, coz je v souladu s poznanim, ze vétSina intrakardialnich
neuronuy se v srdci laboratorniho potkana nachazi v levych a v mensi mife v pravych
sinich (Pardini et al., 1987). Vzhledem k tomu, Ze nékteré z téchto neuronu vykazuji
charakteristiku sympatickych neuronu véetné syntézy KA (Slavikova et al., 2003), Ize
rozdily exprese v sinich oCekavat. Zdrojem KA v komorach jsou pravdépodobné
pomérné malo pocetné ICA bunky (Huang et al., 1996a) a dale i buriky hladké cévni
svaloviny a endotelu, které jsou rovnéz schopny produkovat malé mnozstvi TH
(Sorriento et al., 2012; Pfeil et al., 2014). Maly pocet bunék produkujicich TH
v komorach odpovida nizké expresi tohoto genu v komorach.

V souvislosti se stresem se v srdci potkana vyznamné zvysuje obsah TH, DBH
i PNMT (Gauvrilovic et al.,, 2010). Dosud se hlavni vyznam pfi regulaci odpovédi
organismu na stres pfisuzoval prfedevSim HPA ose. Zdrojem vySe zminénych
enzymu v srdci v8ak mohou byt kromé sympatickych nervovych viaken, ktera do
srdce prichazeji ze sympatickych ganglii, takeé intrakardialné lokalizované sympatické
neurony a dalSi nenervové buriky obsahujici TH. Studium genomové exprese
enzymU podilejicich se na tvorbé KA pfispiva k novému poznani mechanism
regulace srdec€ni €innosti pfi stresu.

Nami zaznamenany vzestup exprese mRNA pro TH v sinich potkana po
aplikovaném stresu naznacuje, Ze pfi stresové situaci se na adaptacnim procesu
srdecni Cinnosti podili rovnéz intrakardialni nervovy system.

Vy8Si mnozstvi KA v srdci zodpovédnych za vzestup srdecni frekvence
i stazlivosti pfi stresu nepochazi tedy vyhradné z extrakardialnich zdroju, ale urcita
Cast téchto KA je tvofena pfimo v srdci. Neni bez zajimavosti, Ze na této zvySené
tvorbé se vyznamnéji podili prava sin nez sin leva. Klidova exprese mRNA pro TH je
vySSi v levé sini, coZ odpovida i skute€nosti, Ze v levé sini se nachazi vétsi mnozstvi
srdeCnich gangliovych bunék nez vpravo. Ganglia intrakardialniho plexu plni rozdilné
ukoly. Pfikladem mohou byt ganglia v pravé sini, jejichZ hlavni funkci je regulace
srdeCni frekvence (Gray et al., 2004). Z naSich vysledku vyplyva, ze pravé tato
srdec¢ni ganglia jsou pravdépodobné nejvice ovlivnéna aplikovanym stresem.

Zajimaveé je zjisténi, Zze klidova hodnota exprese genu pro TH je v sinich
potkant kmene LE vyznamné vysSi nez u jedincl kmene SD, avSak aplikace stresu u
téchto jedincl nevedla k jejimu vzestupu. Nami aplikovany stres vyvolal vzestup
exprese tohoto genu v pravych sinich vSech experimentalnich skupin jedincli kmene
SD, pfic¢emz tato hodnota byla vy3Si u jedincu s delSi prodlevou od skon&eni stresu
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(skupiny 1S3 a ICS3). NejvysSi naméfené hodnoty u zvifat kmene SD byly shodné

s hodnotami naméfenymi u kontrolnich jedinct kmene LE.

Deltg Cq

10

©

— Median
[0 25%-75%
T Rozsah neodlehl.

Obr. 4.2.1.1: RT-gPCR, srdce kontrolnich zvifat. Kvantitativni stanoveni mRNA pro TH v
srde€nich sinich intaktnich jedincd kmene SD a LE (LA = leva sif, RA = prava sif). Exprese
sledovanych genu je vyjadfena v hodnotach ACq (vztazeno k expresi (3-aktinu), kdy nizké hodnoty
znamenaji vysokou uroven exprese. Exprese genu pro TH je statisticky vyznamné vyssi u jedincl
kmene LE v porovnani s potkany kmene SD. Rozdil v expresi tohoto genu je rovnéz mezi sinémi, kdy
v levych sinich je vyznamné vysi nez v sinich pravych u jedinct obou studovanych kment. *p<0,01;

*p<0,005
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Obr. 4.2.1.2: RT-gPCR, vliv aplikace dvou typu akutniho stresu (IS - imobilizacni stres, ICS —
imobilizacni stres kombinovany s chladovym stresem) na expresi TH v srde¢nich sinich (LA = leva
sifi, RA = prava sin) potkant kmene SD. Data jsou prezentovana jako relativni exprese (RE) mRNA
pro TH vztazena k B-aktinu jako referenénimu genu. RE u kontrol byla pfifazena hodnota 1 a hodnoty
ACq u stresovanych potkan( byly vztaZzeny k této hodnoté. V levych sinich je statisticky vyznamny
vzestup exprese pouze 3 hod po aplikaci kombinovaného stresu, zatimco v pravych sinich jiz 1 hod po
aplikaci obou typul stresu a tento vzestup je jeSté vyraznéj$i v obou experimentalnich skupinach za 3
hod. "p<0,05 ve srovnani s odpovidajicimi kontrolami.
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Obr. 4.2.1.3: RT-gPCR, vliv aplikace dvou typu stresu (IS - imobilizaéni stres, ICS —
imobilizaéni stres kombinovany s chladovym stresem) na expresi TH v srdecnich sinich (LA = leva
sin, RA = prava sif) potkant kmene LE. Data jsou prezentovana jako relativni exprese (RE) mRNA
pro TH vztaZzenda k B-aktinu jako referenénimu genu. RE u kontrol byla pfifazena hodnota 1 a hodnoty
ACq u stresovanych potkant byly vztazeny k této hodnoté. Vzestup exprese mRNA pro TH je
signifikantni pouze v levé sini jedincl experimentalni skupiny IS3. V pravych sinich aplikace stresu
uroven exprese sledovaného genu v porovnani s kontrolni skupinou neovlivnila. *p<0,05
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Obr. 4.2.1.4: RT-qPCR, vliv aplikace dvou typd stresu (IS - imobilizaéni stres, ICS —
imobilizaéni stres kombinovany s chladovym stresem) na expresi TH v pravych srde¢nich sinich (RA)
kontrolnich potkani kmene LE a stresovanych jedincli kmene SD. Exprese sledovanych genu je
vyjadfena v hodnotach ACq (vztazeno k expresi f3-aktinu), kdy nizké hodnoty znamenaji vysokou
uroven exprese. Jedinci kmene SD z experimentalnich skupin 1S3 a ICS3, u nichz byl zméfen
nejvyraznéjSi vzestup exprese genu pro TH, dosahli klidovych hodnot stanovenych u jedinct kmene
LE. "p<0,05

Kontrola

Obr. 4.2.1.5: Nepfima imunofluorescence. Imunohistochemicky prikaz lokalizace TH a DBH
v srde€nich sinich kontrolniho potkana kmene SD, potkana po aplikaci imobilizacniho stresu (IS) a
kombinovaného stresu (ICS). SIF (Sipky) a ICA (hlavicky Sipek) buriky byly lokalizovany uvnitf
intrakardialniho ganglia jedince kazdé experimentalni skupiny. SIF buriky vykazovaly pouze TH-
imunoreaktivitu (IR), zatimco ICA bunky byly TH a DBH-imunopozitivni. Kromé toho jsou zde patrna
TH-IR nervova vilakna, ktera jsou lokalizovana uvnitf srde¢nich ganglii i mezi kardiomyocyty sini
jedincu vSech experimentalnich skupin.
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5.2.2 Uginek dvou typt stresu na expresi gendi pro ChAT a M, receptort
v srde€nich sinich potkanu s odliSnou aktivitou HPA osy

Uvod

V pfedchozi studii jsme prokazali, Ze stres ovliviuje produkci KA, jejichz
zdrojem jsou Vv srdci potkana mimo jiné sympatické neurony. Vzhledem k tomu, zZe
intrakardialni nervovy systém obsahuje sympatické i parasympatické neurony a
funguje jako celek, zajimalo nas, zda a do jaké miry je stresem ovlivhéna cholinergni
komponenta. Konkrétné jsme se zabyvali studiem exprese dvou genu: genu pro
ChAT (EC 2.3.1.6), enzym syntetizujici ACh, a genu pro M, receptor, ktery ucinky
ACh na cilovou tkan zprostfedkovava. Stejné jako v pfedchazejici praci jsme
sledovali vliv dvou odliSnych stresovych podnétu na expresi obou téchto genu v levé
a pravé srdecni sini 3 h po aplikaci stresu, tedy dobé, kdy byla nejvice ovlivnéna
exprese genu pro TH. Dale nas zajimal vliv aktivity HPA osy na vyslednou expresi
mRNA uvedenych genda.

Material a metody

Aplikaci stresu, pFipravu vzorkd, izolaci RNA, reverzni transkripci i gPCR jsme
provadéli dle postupu popsaného v kapitole 3.

Kvantitativni RT-PCR

Podminky pro PCR amplifikacni reakci byly nasledujici: inicialni denaturace
v jednom cyklu 15 min pfi 95 °C, nasledovalo 47 cyklu po 30 s pfi 95 °C, 25 s pfi
59 °C a 30 s pfi 72 °C. Byly pouzity primery (Generi Biotech, Hradec Kralové, CZ)
specifické pro B-aktin, ChAT a M, receptor (tab. 1).

Vysledky

U kontrolnich potkani obou kmen( byla exprese mRNA pro ChAT vysSSi
v levych sinich nez v sinich pravych, pficemz tento rozdil byl vysSi u kmene LE nez
u kmene SD (obr. 4.2.2.1). Klidova exprese genu pro M, receptory byla v levé i pravé
sini pfiblizné shodna jak u potkanu kmene SD, tak i u jedinci kmene LE, pfi¢emz pfi
srovnani téchto kmenu navzajem bylo zjisténo, Zze mnozstvi mRNA pro M, receptor je
statisticky signifikantné vyssi v sinich potkant kmene LE v porovnani s jedinci kmene
SD (obr. 4.2.2.1).
Aplikace kombinovaného stresu (psychogenni a fyzicka sloZka ucinku)
vyvolala vzestup exprese mRNA pro ChAT v pravé srdecni sini u jedincu
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experimentalni skupiny ICS3 obou testovanych kmenu, aviak pouze u kmene SD
tato zména dosahla statistické vyznamnosti (tab. 4.2.2.3). V levé sini jsme rovnéz
zaznamenali tendenci k vzestupu exprese genu pro ChAT. TiebaZe tento vzestup
nedosahl statistické vyznamnosti, doSlo k vymizeni rozdilu v expresi sledovaného
genu mezi kontrolnimi jedinci kmene LE a jedinci kmene SD experimentalni skupiny
ICS3 (obr. 4.2.2.2). Naopak v pravé sini potkand kmene LE doslo puUsobenim
kombinovaného stresu k vzestupu exprese na uroven klidové hodnoty potkan
kmene SD (obr. 4.2.2.2). U potkant SD jsme v pravé sini po aplikaci stresoru
zaznamenali tendenci k poklesu exprese M, receptoru, zatimco u potkant LE jsme
stejny, avSak signifikantni, pokles zaznamenali v levé sini jedincd po aplikaci
psychogenniho stresu skupiny IS3 (tab. 3; obr. 4.2.2.3).

Diskuse

VyS&Si uroven exprese mRNA pro ChAT v levé srdec¢ni sini nez v pravé odrazi
skuteCnost, Ze v oblasti levé siné a sinoveého septa, které bylo v naSich preparatech
soucasti vzorku oznaceného LA, se nachazi vétsi poCet srdeCnich ganglii (Baptista a
Kirby, 1997). Z naSich vysledkl dale vyplyva, Ze za fyziologickych podminek existuji
vyznamné kvantitativni rozdily v srde¢ni expresi ChAT mezi jedinci kmene SD a LE.
Tyto rozdily dosud nebyly nikde popsany a o jejich ddvodu Ize pouze spekulovat. O
jedincich kmene LE je znamo, Ze vykazuji vyznamné nizsi aktivitu HPA osy, coz je
zpusobeno nizSi produkci kortikoliberinu a naslednym uvolfovanim mensiho
mnozstvi kortikosteronu do krve (Sternberg et al., 1992). Zda a do jaké miry se tyto
rozdily mohou promitnout do exprese nékterych gend, dosud nebylo studovano.
Zaroven dosud nebyly popsany ani pfipadné dalSi genetické rozdily mezi témito
kmeny.

Z naSich vysledkl vyplyva, ze, zatimco uroven exprese genu pro ChAT se
v levé sini po aplikaci riznych typu stresu nezménila, v pravé srdecni sini ke zméné
exprese mMRNA pro ChAT doslo, a to konkrétné po aplikaci kombinovaného stresu
(imobilizace a chladu). U jedincd kmene LE tato zména nedosahla statistické
vyznamnosti, avSak u jedinci kmene SD byl vzestup desetinasobny. Vzhledem
k tomu, Ze v pravé sini se gangliové bunky nachazeji pfedevsSim v blizkosti vstupu
vena cava superior (Baptista a Kirby, 1997), tedy v oblasti, kde je rovnéz umistén SA
uzel, mizeme predpokladat, Ze zjisténé zmény v expresi ChAT budou souviset se
zménami srdecni frekvence. Mozny vzestup tvorby mediatoru, ktery vykazuje
negativni chronotropni efekt, se muze na prvni pohled jevit v souvislosti se stresem
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nelogicky, ale mohl by hrat ulohu ve vzajemném pusobeni srde¢niho sympatiku a
parasympatiku formou zesileného antagonismu. ZvySena tvorba ACh tedy mulze
napomoci k vzestupu srdec¢ni frekvence.

Pfi srovnani exprese M, receptoru mezi jedinci kmend SD a LE jsme
zaznamenali statisticky vyznamné rozdily u obou sini. Vyznamné vySSi expresi
tohoto genu u potkand kmene LE v pravych sinich by bylo mozné vysvétlit prostou
reakci bunék na nedostatek mediatoru, protoZze u potkand kmene LE je zde
v porovnani s potkany SD signifikantné nizSi exprese genu pro ChAT.
Opodstatnénost této spekulace by bylo mozné potvrdit stanovenim mnozstvi proteinu
ChAT v pravé sini potkand kmene LE. V literatufe vSak dosud tyto informace
dostupné nejsou.

Aplikace stresu méla u jedincl obou kmenu rozdilny vliv na expresi genu pro
M, receptory. Zatimco u potkanl kmene LE zpusobila pokles exprese sledovaného
genu Vv levych sinich, u jedinci kmene SD byl zaznamenan pokles pouze v pravé sini
skupiny IS3. Odlisny efekt IS3 na expresi mMRNA pro M, receptory u kmenu LE a SD
Ize pfisoudit genetické odliSnosti obou kmenu, které se lisi aktivitou HPA osy. Dlvod

Zaveérem lze Fici, Ze stres ovlivhuje i parasympatickou sloZzku srdecni inervace,
pfiemz vyznamné&jSi zmény jsme zaznamenali v srdeCni sini pravé. Exprese obou
sledovanych genl se v srdeCnich sinich potkand kmene LE vyznamné lisi od
potkanu kmene SD, a to za klidového stavu i po aplikaci stresu. Podstata tohoto
rozdilu neni dosud dostateCné objasnéna.
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skupina srdeéni oddil RE SEM p
prava sin 1,00 0,37 -
IS3 leva sin 0,83 0,21 0,31
prava sin 2,11 0,73 0,48
ICS3 leva sin 3,01 0,80 0,39
prava sin 9,99 1,82 0,004
LE kontroly leva sin 1,00 0,41 -
prava sin 1,00 0,20 -
IS3 leva sin 0,81 0,12 0,76
prava sin 0,93 0,69 0,25
ICS3 leva sin 3,42 2,44 1,00
prava sin 5,96 2,06 0,09

Tab. 3. Exprese ChAT v obou srdecnich sinich u kontrol a potkanl po aplikaci imobilizaéniho
(IS3) a kombinovaného (ICS3) stresu. Data jsou prezentovana jako relativni exprese (RE) mRNA pro
ChAT vztazena k B-aktinu jako referen¢nimu genu. RE u kontrol byla pfifazena hodnota 1 a hodnoty
AC, po stresu byly vztazeny k této hodnoté. Signifikance pro p<0,05 je vyjadfena v poslednim sloupci
tuéné.

skupina srdecni oddil RE SEM p
prava sin 1,00 0,24 -
1S3 leva sin 1,68 0,33 0,31
prava sin 0,37 0,10 0,04
ICS3 leva sin 1,25 0,38 0,82
prava sin 0,60 0,20 0,13
LE kontroly leva sin 1,00 0,31 -
prava sin 1,00 0,23 -
IS3 leva sin 0,44 0,17 0,04
prava sin 1,10 0,22 0,70
ICS3 leva sin 0,63 0,26 0,41
prava sin 0,85 0,17 0,31

Tab. 4. Exprese M, receptorll v obou srde€nich sinich u kontrol a potkanl po aplikaci
imobilizaéniho (1IS3) a kombinovaného (ICS3) stresu. Data jsou prezentovana jako relativni exprese
(RE) mRNA pro M, receptory vztaZzend k p-aktinu jako referenénimu genu. RE u kontrol byla pfifazena
hodnota 1 a hodnoty AC4 po stresu byly vztazeny k této hodnoté. Signifikance pro p<0,05 je vyjadfena
v poslednim sloupci tu¢né.
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Obr. 4.2.2.1: RT-gPCR, srdce kontrolnich zvifat. Kvantitativni stanoveni mRNA pro ChAT a
M, receptory (M;R) v srdecnich sinich intaktnich jedincd kmene SD a LE (LA = leva sin, RA = prava
sifl). Exprese sledovanych genu je vyjadfena v hodnotach ACq (vztazeno k expresi B-aktinu) pro
porovnani urovné exprese v srdecnich sinich (nizké hodnoty znamenaji vysokou uroven exprese).
Exprese genu pro ChAT je v levé sini statisticky vyznamné vyS$S$i nez v sini pravé u jedinct obou
kment. U jedinci kmene LE je exprese genu pro ChAT vysSi vlevé sini a niz§i v pravé sini
v porovnani s potkany kmene SD. Exprese genu pro M,R je statisticky vyznamné vysSi u jedincl
kmene LE v porovnani s potkany kmene SD. “p<0,01; *p<0,005
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Obr. 4.2.2.2: RT-gPCR, vliv aplikace dvou typu stresu (IS - imobilizaéni stres, ICS —
imobilizacni stres kombinovany s chladovym stresem) na expresi ChAT v levych (LA) a pravych (RA)
srdeCnich sinich kontrolnich a stresovanych jedinct kmen( SD a LE. Exprese sledovanych genu je
vyjadfena v hodnotach AC, (vztaZeno k expresi B-aktinu) pro porovnani urovné exprese v jednotlivych
experimentalnich skupinach (nizké hodnoty znamenaji vysokou uUrovern exprese). Exprese u
kontrolnich jedincti obou kmen( se signifikantné odliSuje. Aplikace stresu nevyvolala v levé sini zmény
v expresi genu pro ChAT v zadné z experimentalnich skupin, zatimco v pravé sini vyvolala vzestup
exprese sledovaného genu v experimentalni skupiné ICS3 u jedinct kmene SD. "p<0,05; *p<0,005
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Obr. 4.2.2.3: RT-gPCR, vliv aplikace dvou typl stresu (IS - imobilizacni stres, ICS —
imobilizacni stres kombinovany s chladovym stresem) na expresi M, receptord v pravych srde¢nich
sinich (RA) kontrolnich potkanl a stresovanych jedinct kment SD a LE. Exprese sledovanych gen je
vyjadfena v hodnotach AC, (vztazeno k expresi B-aktinu), kdy nizké hodnoty znamenaji vysokou
uroven exprese. Exprese u kontrolnich jedinci obou kmenl se signifikantné odliSuje. Aplikace
psychického stresu (IS3) vyvolala v levé sini pokles exprese sledovaného genu u jedinct kmene LE,
zatimco v pravé sini je tento pokles patrny u jedincti kmene SD. “p<0,05; *p<0,01; *p<0,005
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5.2.3 Vliv dvou typu stresu na expresi a distribuci oxytocinového
receptoru v srdci potkant s odliSnou aktivitou HPA osy

Uvod

Oxytocin (OT) je neurohormon, ktery se zaroven uplatiuje i jako
neuromediator a neuromodulator. Uloha OT v nervovém prenosu byla zjisténa a
popsana mnohem pozdéji nez jeho hormonalni plsobeni (Gutkowska et al., 2000).

Zdrojem OT vorganismu neni vyhradné CNS, ale jeho produkce byla
zdokumentovana i v celé fadé perifernich tkani (Jankowski et al., 2000; Monstein et
al., 2004). V srdci vykazuje negativné inotropni a chronotropni ucinky (Jankowski et
al., 1998; Mukaddam-Daher et al.,, 2001) a ovliviiuje uvolhovani atrialniho
natriuretického peptidu (Gutkowska et al., 1997; Gutkowska a Jankowski, 2008).
Kromé toho se predpoklada, ze OT se muze v srdci uplathovat i jako regulator za
stresové situace (Petersson a Uvnas-Moberg, 2007). Navic se pravdépodobné
ucastni i v pribéhu srde¢niho vyvoje (Jankowski et al., 2004). Dosud vSak nebyl
dostate¢né popsan mechanismus jeho ucinku. Pusobeni OT na cilové tkané je
zprostfedkovano specifickym oxytocinovym receptorem (OTR). Gutkowska se
spolupracovniky (Gutkowska et al., 2000) popsala pfitomnost téchto receptor(
v kardiomyocytech srdecnich sini.

Cilem naSi prace bylo stanovit klidovou expresi, prokazat pfitomnost proteinu
OTR a jeho presnou lokalizaci v srdci potkanti dvou kmenu: kontrolniho SD a kmene
LE charakterizovaného snizenou reaktivitou HPA osy na stres. Nasledné jsme
studovali vliv dvou typu akutniho stresu, psychického a kombinovaného zahrnujiciho
psychickou a fyzickou slozku, na expresi mMRNA pro OTR a distribuci OTR proteinu
v jednotlivych srdeénich oddilech.

Material a metody

Aplikaci stresu, pfipravu vzorku, izolaci RNA a proteinu, Western blot,
nepfimou imunofluorescenci, reverzni transkripci i gPCR jsme provadéli dle postupu
popsaného v kapitole 3.

Kvantitativni RT-PCR

Podminky pro PCR amplifikacni reakci byly nasledujici: inicialni denaturace
v jednom cyklu 15 min pfi 95 °C, nasledovalo 47 cykll po 30 s pfi 95 °C, 25 s pfi
60 °C a 30 s pfi 72 °C. Byly pouzity primery (Generi Biotech, Hradec Kralove, CZ)
specifické pro B-aktin a pro OTR (tab. 1).
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Western blot

Pracovni postup byl popsan v kapitole 3. Pro detekci OTR proteinu jsme
pouzili krali¢i primarni protilatky proti OTR (1:15 000; Abcam, Cambridge, UK).
Nasledné jsme primarni protilatku oznacili pomoci kitu Vectastain ABC obsahujiciho
kfenovou peroxidazu a DAB s 3,3 -diaminobenzidinem (Vector Lab, CA, USA).

Neprima imunofluorescence

Pracovni postup byl popsan v kapitole 3. ZnacCeni OTR jsme provedli za
pomoci kraliCi primarni protilatky proti OTR (1:500; Abcam, Cambridge, UK). Zaroven
s touto protilatkou jsme aplikovali mysi protilatku proti neuronalnimu proteinu beta-
tubulinu (1:500; Abcam). Jako sekundarni protilatky jsme pouzili Ig proti kralici
protilatce Alexa Fluor 488 (1:400; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a Ig proti mysi
protilatce Alexa Fluor 546 (1:600; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Vysledky

Pfitomnost mRNA pro OTR jsme prokazali ve vSech srde¢nich oddilech (leva
a prava sif, leva a prava komora) potkanu obou kmenu. Exprese tohoto genu byla
statisticky vyznamné vysSSi v sinich ve srovnani s komorami. Mezi korespondujicimi
srde¢nimi oddily u potkand kmene SD a kmene LE jsme Zadny vyznamny rozdil
nezaznamenali (obr. 4.2.3.1). Metodou Western blotu jsme prokazali pfitomnost
proteinu OTR ve vSech Ctyfech srde€nich oddilech (obr. 4.2.3.2).

Nepfimou imunofluorescenci jsme OTR identifikovali v plazmatické membrané
kardiomyocyt. Neurony OTR neobsahovaly (obr. 4.2.3.3). Rozdil v intenzité pozitivni
imunoreakce v sinich a komorach kontrolnich a stresovanych jedincd jsme
nezaznamenali. U stresovanych potkanu jsme vSak pozorovali zménu distribuce
imunopozitivity v kardiomyocytech, kdy imunoreaktivita byla lokalizovana zejména
v oblasti bunéénych jader (obr. 4.2.3.3).

Vliv obou sledovanych typl stresu na expresi mMRNA pro OTR se liSil. Nejvétsi
rozdil exprese genu jsme u obou kmenl zaznamenali v pravé sini. Zatimco u kmene
SD se relativni exprese genu zvysSila, u LE jsme zjistili signifikantni pokles.
V myokardu komor jsme pozorovali silnéj$i pusobeni kombinovaného stresu, ktery
v levé i pravé komore obou kmenu vyvolal signifikantni vzestup exprese OTR. Levé
siné jedinct obou kmenu reagovaly na stres poklesem exprese mRNA pro OTR
(obr. 4.2.3.4a4.2.3.5).
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Diskuse

Nase vysledky potvrzuji pfitomnost OTR v kardiomyocytech. Expresi mRNA
pro OTR jsme zaznamenali ve vSech srdecnich oddilech, pficemz nejvysSi hodnoty
exprese jsme namefili vievé sini a nejnizSi vlevé komore. Tato zjisténi jsou
v souladu s vysledky experimentl Gutkowské a jejich spolupracovnikll (Gutkowska a
Jankowski, 2008).

OT se v organismu uplatiuje zejména pfi procesech spojenych s reprodukci.
Kromé toho vS8ak bylo prokazano, Zze se OT uvolfiuje do obéhu v souvislosti s fadou
typu akutniho stresu, napf. fyzickym, metabolickym & osmotickym (Hashiguchi et al.,
1997; Engelmann et al., 1998; Nishioka et al., 1998), ale i se stresem chronickym
(Ondrejcakova et al., 2010). Po aplikaci riznych typl stresu byla naméfena zvySena
plazmaticka hladina OT (Dubovicky et al., 2007; Grippo et al., 2007), jejiz fyziologicka
funkce neni zatim zcela objasnéna. Je pravdépodobné, Ze se OT podili na regulaci
objemu télesnych tekutin pfi stresu (Hew-Butler et al., 2008) a kontrole krevniho tlaku
(Bakos et al., 2008). Vysledky nedavnych studii naznacuji kardioprotektivni efekt OT
pfi ischémii (Ondrejcakova et al., 2009).

V srdci byl v souvislosti s vysSi fyzickou aktivitou popsan pokles koncentrace
OT (Bakos et al., 2007) a vzestup exprese OTR (Gutkowska et al., 2007). NaSe
vysledky ukazuiji, ze psychicky stres ovliviiuje expresi OTR odliSné v srdec¢nich sinich
a komorach. V levé sini jsme zaznamenali pokles exprese na polovinu hodnoty
kontrolnich potkan(, zatimco v levé komofe se exprese sledovaného genu zvysila na
trojnasobek. Kombinovany stres ovlivnil expresi OTR zejména v komorach, kde jsme
naméfili nékolikanasobné zvyseni oproti hodnotam kontrolnich jedincu. Tyto rozdily
v reakci jednotlivych srdec¢nich oddili na stres by mohly spocivat v rozdilné funkci,
kterou zde OT plni. Bylo zjisténo, Ze chronicka aplikace OT vede ke zvySeni
hmotnostniho poméru srdce/télo, které by mohlo byt zplsobeno zvétSenim
kardiomyocytt (Ondrejcakova et al., 2010). Vzestup pocétu OTR by tomuto efektu
mohl napomahat. Je tfeba vSak mit na paméti, Ze zvySena exprese mRNA pro OTR
nemusi nutné znamenat vzestup poctu receptord.

OT v podminkach stresu neplsobi pouze na periferni tkané, ale ovliviuje
reaktivitu organismu na stres pusobenim na HPA osu, jejiz aktivitu zvySuje
pfedevSim stimulaci uvolfiovani ACTH (Jezova et al., 1995; Ondrejcakova et al.,
2010). Kromé toho stimuluje uvolfiovani KA (Mahata a Ghosh, 1991). K tomu,
abychom zjistili, do jaké miry se aktivita HPA osy podili na zménach exprese OTR
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v srdci vyvolanych stresem, jsme porovnali vysledky u dvou kmenU potkana:
kontrolniho SD a LE, pro ktery je charakteristicka nizka aktivita HPA osy.

Zjistili jsme, Ze komory i siné obou zkoumanych kmenul reaguji na stres
stejnym zplsobem s vyjimkou pravé siné, a Ze vyznamny rozdil v reakci mezi témito
kmeny spociva i v intenzité odpovédi levé siné i komory.

Psychogenni stres vyvolal u obou kmenu pokles exprese OTR v levé sini,
u SD potkant byl tento pokles signifikantni pouze v experimentalni skupiné 1S3,
zatimco u potkant kmene LE byl tento pokles signifikantni v experimentalnich
skupinach 1S1 i 1S3. Pokles exprese OTR jsme u LE potkand zaznamenali
i v pravych sinich obou zminénych skupin, zatimco u SD potkand jsme naopak
pozorovali zvySenou expresi OTR.

Kombinovany stres vyvolal v komorach obou kmenl vyznamny vzestup
exprese sledovaného genu. U potkani kmene LE bylo zvySeni vyrazné vySsi
v levych komorach, zatimco u jedinci kmene SD byl vzestup v obou komorach
pfiblizné stejny. V levych srdec¢nich sinich jsme zaznamenali pokles exprese OTR,
statisticky vyznamny vSak byl pouze u LE potkanl experimentalni skupiny ICS3. Tyto
vysledky ukazuji, ze uroven aktivity HPA osy pfi stresu ovliviuje expresi OTR v srdci,
protoZe jedinci s poruSenou aktivitou HPA osy vykazuji pfi stresu vétSi zmény
exprese OTR. Ztoho lze usuzovat, ze aktivita HPA osy pfi stresu vykazuje
stabilizaéni ucinek na expresi OTR receptoru v srdci.

Imunohistochemické experimenty ukazali, Ze po aplikaci stresu dochazi
pravdépodobné k redistribuci OTR v ramci kardiomyocytu. Klidova lokalizace OTR je
pfedevSim v bunéfné membrané, coz je typické i pro ostatni receptory patfici do
skupiny receptori vazicich se ke G-proteinu. U stresovanych jedincu jsme vSak
zaznamenali v levé komore agregaci OTR imunoreaktivity v oblasti buné&ného jadra.
V posledni dobé bylo zjisténo, Ze nékteré receptory sprfazené s G-proteinem mohou
byt po aktivaci translokovany do membrany bunécného jadra (Gobeil et al., 2006;
Tadevosyan et al., 2012). Podobnym zplsobem se chova i OTR, ktery je v nékterych
typech bunék pfitomen v jadie i bez kontaktu buriky s OT, ale u jinych typu bunék se
do jadra dostava az po styku bunky s OT (Kinsey et al., 2007). Tyto receptory se
mohou uplatriovat pfi regulaci nékterych signalnich drah, coz by mohlo vést ke vzniku
srdeCnich poruch. Jejich konkrétni uloha ve fyziologickych i patologickych procesech
v8ak musi byt jeSté objasnéna.
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Obr. 4.2.3.1.: RT-gPCR, srdce kontrolnich zvifat. Kvantitativni stanoveni mRNA pro OTR v
jednotlivych srdecnich oddilech (LA = leva sin, RA = prava sifi, LV = leva komora, RV = prava
komora) u intaktnich zvifat kmene SD a LE. Exprese sledovanych gent je vyjadfena v hodnotach ACq
(vztaZzeno k expresi B-aktinu), kdy nizké hodnoty znamenaji vysokou uroveri exprese. Signifikantni
rozdil jsme zaznamenali mezi sinémi a komorami u obou kmend. ‘p<0,05

200 kDa

75 kDa

50 kDa A CRA IV W

Obr. 4.2.3.2.: Western blot. Prikaz pfitomnosti OTR v jednotlivych srde¢nich oddilech (LA =
leva sif, RA = prava sif, LV = leva komora, RV = prava komora).
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Obr. 4.2.3.3.: Nepfima imunofluorescence. Imunohistochemicky prukaz lokalizace OTR v levé
srdeCni sini potkana. A) Specifické znaceni OTR; B) znaceni bunécnych jader; C) OTR a bunécna
jadra; D) specifické znaCeni neurond; E) OTR a neuronalni marker; F) OTR, bunécna jadra a
neuronalni marker.
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Obr. 4.2.3.4.: RT-gPCR, vliv aplikace dvou typl stresu na expresi OTR v jednotlivych
srdecnich oddilech (LA = leva sif,, RA = prava sin, LV = leva komora, RV = prava komora) potkan
kmene SD. Data jsou prezentovana jako relativni exprese (RE) vztazena k (B-aktinu jako referenénimu
genu. RE u kontrol byla pfifazena hodnota 1 a hodnoty ACq u stresovanych potkant byly vztazeny
k této hodnoté. IS zpusobil pokles exprese v levé sini, ale vzestup exprese v pravé sini a levé komore.
Kombinovany stres vyvolal v obou komorach signifikantni vzestup exprese OTR. "p<0,05
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Obr. 4.2.3.5.: RT-gPCR, vliv aplikace dvou typl stresu na
srdecnich oddilech (LA = leva sifi, RA = prava sin, LV = leva komora, RV = prava komora) potkan
kmene LE. Data jsou prezentovana jako relativni exprese (RE) vztaZzené k p-aktinu jako referenénimu
genu. RE u kontrol byla pfifazena hodnota 1 a hodnoty ACq u stresovanych potkant byly vztazeny
k této hodnoté. Imobilizacni stres zpUsobil pokles exprese v levé i pravé sini. Kombinovany stres
vyvolal v obou sinich statisticky vyznamny pokles a v komorach signifikantni vzestup exprese OTR.
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expresi OTR v jednotlivych
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5.2.4 Vliv dvou typu stresu na expresi ANP v srdci potkanu s odliSnou
aktivitou HPA osy

Uvod

Srdecni atrialni natriureticky peptid (ANP) se podili na regulaci krevniho tlaku
a homeostaze télesnych tekutin (Imura et al., 1992). V kardiomyocytech srdec¢nich
sini je syntetizovan atrialni natriureticky peptid a mozkovy natriureticky peptid, které
jsou uvolfiovany pfi zvySeném protazeni stény sini (Edwards et al., 1988). DalSi ze
skupiny téchto peptidu je natriureticky peptid typu C, ktery je tvofen endotelovymi
burikami cév. Atrialni i mozkovy natriureticky peptid jsou tvofeny rovnéz v srdecnich
komorach, avSak v mnohem mensim mnozstvi nez v sinich (McGrath et al., 2005).
Uginky obou téchto peptidi jsou podobné, zvysuji diurézu, natriurézu a vyvolavaji
vazodilataci (Vesely et al., 2001).

Stress vede krychlé aktivaci HPA osy a sympatoadrenalniho systému
s nasledkem zvySené resorpce vody a soli, ktery miaze zpUsobit obéhové pretizeni.
Exprese, syntéza i sekrece ANP se v srdci zvySuje zejména za situace chronického
dynamického pretizeni, pficemz stimulaci sekrece jsou mechanické, ale
i neuroendokrinni impulzy (de Bold et al., 1996). U kardiovaskularnich poruch, na
jejichz vzniku se podilel stres, byly zaznamenany zvySené plazmatické hladiny
natriuretickych peptidd (Hayek a Nemer, 2011). Vesely a spolupracovnici (Vesely et
al., 2001) prokazali, Ze natriuretické peptidy specificky inhibuji HPA systém u potkana
i u Clovéka.

Dosud vS8ak neni znamo, zda akutni stres ovliviiuje expresi genu pro ANP
v srdci a jakou roli v této expresi hraje aktivita HPA osy. Cilem naSich experiment(
bylo potvrdit pfitomnost ANP v srdci potkana, stanovit kvantitativni expresi jeho genu
v jednotlivych srdecnich oddilech, zjistit, zdali exprese mMRNA proANP je ovlivnhéna
pusobenim riznych typu akutniho stresu a zda a jaky podil na expresi tohoto genu
ma aktivace HPA osy.

Material a metody

Aplikaci stresu, pfipravu vzorkd, izolaci RNA, reverzni transkripci i qPCR jsme
provadéli dle postupu popsaného v kapitole 3.

Kvantitativni RT-PCR

Podminky pro PCR amplifikacni reakci byly nasledujici: inicialni denaturace
v jednom cyklu 15 min pfi 95 °C, nasledovalo 47 cykll po 30 s pfi 95 °C, 25 s pfi
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58 °C a 30 s pfi 72 °C. Byly pouzity primery (Generi Biotech, Hradec Kralové, CZ)
specifické pro B-aktin a pro ANP (tab. 1).

Neprima imunofluorescence

Pracovni postup byl popsan v kapitole 3. ZnaCeni ANP jsme provedli za
pomoci krali¢i primarni protilatky proti ANP (1:100; Millipore, Temecula, CA, USA).
Zaroven s touto protilatkou jsme aplikovali mysi protilatku proti neuronalnimu
proteinu PGP (1:100; UltraClone Limited, UK), ktery se pouziva jako marker pro
neurony. Jako sekundarni protilatky jsme pouzili Ig proti krali€i primarni protilatce
s navazanym barvivem Texas Red (1:200; Calbiochem, Darmstadt, BRD) a Ig proti
mysSi primarni protilatce s navazanym biotinem (1:200; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO
USA) po ¢emz nasledovala inkubace se streptavidinem oznacenym FITC (1:200;
Calbiochem, San Diego, CA).

Vysledky

Pritomnost imunoreakce s protilatkou proti ANP jsme sledovali ve vSech
srde¢nich oddilech kontrolnich i stresovanych jedinch. V obou srdecnich sinich
jedincu obou kmenl jsme zaznamenali pozitivni imunoreakci na pFitomnost ANP
lokalizovanou v cytoplazmé kardiomyocytll, zatimco v komorach jsme pfitomnost
specifické imunoreakce neprokazali. Pomoci metody dvojiho znaceni jsme zjistili, ze
ANP neni pfitomen v télech intrakardialnich neuront ani v nervovych vlaknech
nachazejicich se v oblasti srde¢nich ganglii ¢i v blizkosti kardiomyocytu. Tfebaze tato
metoda je pfedevSim kvalitativni, v nékterych pfipadech je mozZzné zaznamenat
kvantitativni rozdily, pokud je obsah sledovaného proteinu u porovnavanych vzorkd
vyznamné odlisSny. V tomto pfipadé jsme vSak zadné viditelné kvantitativni rozdily
mezi kontrolnimi a stresovanymi jedinci nezaznamenali (obr. 4.2.4.1).

Expresi genu pro proANP jsme zaznamenali ve vSech Ctyfech srdec€nich
oddilech kontrolnich jedincl i jedinct po aplikaci stresu obou testovanych kmenda.
Zjistili jsme, Ze uroven exprese sledovaného genu neni v jednotlivych srdecnich
oddilech stejna, a dale, ze existuje rozdil v expresi proANP i mezi jedinci kmene SD
a kmene LE (obr. 4.2.4.2). Pro pfehlednéjSi vyjadieni rozdild jsme zvolili uroven
exprese proANP v LV jako referenéni (tedy rovnu jedné) a vuci ni jsme vyjadfili
expresi v ostatnich srde¢nich oddilech. U kontrolnich jedinci kmene SD byla exprese
nasledujici: LA (F = 138,8; p > 0,005) > RA (F = 39,2; p > 0,005) > RV (F = 10,1;
p > 0,005) > LV, zatimco u potkanu kmene LE takovato: LA (F = 465,9; p > 0,005) >
RA (F = 267,6; p > 0,005) > LV (F = 1) > RV (F = 0,14; p > 0,01). Pfi porovnani
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exprese sledovaného genu ve stejnych oddilech obou kmenlU jsme zjistili, Ze
s vyjimkou RV je exprese vysSi u potkanlt LE nez potkanu SD, pfi€emz rozdil mezi
sinémi byl vyraznéjsi nez rozdil mezi komorami (obr. 4.2.4.3).

Dale jsme sledovali vliv dvou typl stresu na expresi proANP v jednotlivych
srdeCnich oddilech. Psychogenni stres vyvolal vzestup exprese sledovaného genu
v obou sinich a levé komofe potkand kmene SD, ktery jsme zaznamenali 1 h (IS1) i 3
h (IS3) po aplikaci stresu (obr. 4.2.4.4). Indukce kombinovaného stresu (psychogenni
a fyzicka slozka ucinku) vedla rovnéz k vzestupu exprese proANP, a to v levé sini a
levé komore v experimentalni skupiné ICS3 (obr. 4.2.4.4). Reakce potkanu kmene
LE na aplikovany stres se odliSovala od reakce potkant kmene SD. Pfechodny
pokles exprese sledovaného genu jsme zaznamenali v pravych sinich jiz 1 h po
aplikaci obou typu stresu (IS1 a ICS1; obr. 4.2.4.5).

Diskuse

NasSe vysledky potvrdily pfitomnost ANP v kardiomyocytech srdecCnich sini.
Gen proANP koéduje syntézu prohormonu o délce 126 AMK. Tento prohormon
zahrnuje nékolik peptidu: (a) prvnich 30 AMK tvofi tzv. LANH, z angl. ,Long-Acting
Natriuretic Hormone*, (b) nasledujici AMK (31-67) tvofi peptid s vazodilataénim
ucinkem, (c) AMK 79-98 tvofri kaliureticky peptid a (d) AMK 99-126 tvofi vlastni ANP.

Nase zjisténi ukazujici na vyznamné vysSi expresi genu proANP v srdeCnich
sinich nez komorach jsou v souladu s jiz dfive publikovanymi vysledky (Ogawa et al.,
1995; Ruskoaho, 2003).

Pfi stresu dochazi k aktivaci HPA osy, coz vede k uvolnéni antidiuretického
hormonu a kortikoliberinu do hypofyzarniho portalniho systému a naslednému
zvySeni sekrece ACTH. Vysledkem je zvySena hladina kortikoidl v plazmé (Franci et
al., 1992). Kromé toho se v periferni krvi zvySuje i hladina KA. Dusledkem této
kaskady hormonalnich zmén je zadrzovani vody a soli v organismu spojené se
zvySenym objemem krve a krevnim tlakem (Espiner, 1987; Nicholls et al., 1987).
Psychogenni stres vyvolal vyznamny vzestup exprese proANP genu v obou sinich a
levé komore, zatimco kombinovany stres pulsobil stejnym zpUsobem v levé sini a
levé komore. V roce 1996 De Bold se spolupracovniky popsal rozdilnou regulaci
exprese genu proANP v sinich a komorach: v sinich je regulovana prostfednictvim
mechanickych stimull, zatimco v komorach zavisi pfedevSim na hormonalni situaci
v organismu (de Bold et al.,, 1996). Kromé toho zaznamenali, Ze i transkripéni
kontrola produkce ANP se v sinich a komorach [iSi (Bianciotti a De Bold, 2000;
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Bianciotti a de Bold, 2001). Ty mohou korespondovat s naSimi vysledky, kdy
nejvyraznéjSi zvysSeni exprese proANP bylo u potkand kmene SD zaznamenano
v levé komore pfi stresu. Jak jiz bylo vySe zminéno, v takové situaci dochazi
v organismu k vyznamnym hormonalnim zménam. Vliv hormonl na proANP expresi
byl popsan i po aplikaci mineralokortikoidd a glukokortikoidu, pficemz aplikace
deoxykortikosteronu vyvolala u potkana vzestup plazmatické hladiny ANP a zvySeni
exprese mMRNA pro proANP v srdec¢nich sinich (Ballermann et al., 1986). Gardner se
spolupracovniky (Gardner et al., 1988) zjistil, Zze aplikace dexamethazonu vedla u
potkana k dvojnasobnému vzestupu exprese mRNA pro proANP v sinich i komorach.
Naproti tomu byla pozorovana i negativni zpétna vazba mezi kortizolem a expresi
genu proANP, nebot vzestup ANP snizil koncentraci cirkulujiciho kortizolu (Vesely et
al., 2001). P¥icinou tohoto poklesu je pravdépodobné pusobeni ANP na hladinu
kortikoliberinu v krvi, kterou snizuje. Tim dochazi k redukci mnozstvi uvolfiovaného
ACTH, ktery fyziologicky stimuluje produkci kortizolu (Vesely et al., 2001). Kromé
toho bylo také zjisténo, Zze NA stimuluje transkripci a sekreci proANP (Vesely, 2002).

Aplikace stresu vSak u potkanu kmene LE expresi genu proANP v zadné casti
srdce nezvysSila. U téchto jedincu se snizenou aktivitou HPA osy jsme zaznamenali
po pusobeni psychogenniho stresu dokonce pokles exprese sledovaného genu
v pravé sini. AvSak vysoka klidova exprese mRNA pro ANP v obou sinich téchto
potkan svédc&i pro schopnost kardiomyocytld syntetizovat a eventualné uvolfiovat
dostateéné mnozstvi ANP v pfipadé potreby.

Zavérem lze konstatovat, Ze pravdépodobnou pfi¢inou uvedenych rozdilt
exprese genu za ruznych podminek je odliSné slozeni ECT puasobici na
kardiomyocyty.
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Obr. 4.2.4.1.: Nepfima imunofluorescence. Metoda dvojiho znaleni aplikovana na levou sif
kontrolniho potkana kmene SD. Pomoci PGP jsme lokalizovali nervova vlakna a téla intrakardiélnich
neuron(l. Lokalizace ANP je zfetelné mimo nervovou tkan, nachazi se v cytoplazmé kardiomyocytu.
Méfitko odpovida 100 um. b: Lokalizace ANP v sinich stresovanych potkand kmene SD se viditelné
neodliSuje od kontrolnich jedinchd. Nezaznamenali jsme Zzadné viditelné zmény ani v intenzité
fluorescence v srdci potkana zadné experimentalni skupiny. Méfitko odpovida 100 ym.
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Obr. 4.2.4.2.: RT-qPCR, srdce kontrolnich zvifat. Kvantitativni stanoveni mRNA pro
preproANP v jednotlivych srdecnich oddilech (LA = leva sin, RA = prava sin, LV = leva komora, RV =
prava komora) u intaktnich potkand kmene SD a LE. Exprese sledovanych genl je vyjadfena v
hodnotach ACq (vztazeno k expresi B-aktinu) pro porovnani urovné exprese v jednotlivych srdecnich
oddilech (nizké hodnoty znamenaji vysokou urover exprese). V sinich je urovern exprese vyznamné
vy$Si nez v komorach. Signifikantni rozdil jsme zaznamenali mezi sinémi a pravymi komorami u obou
kmenu.
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Obr. 4.2.4.3.: RT-gPCR, srdce kontrolnich zvifat kmenli SD a LE. Porovnani exprese mRNA
pro preproANP v jednotlivych srdeCnich oddilech (LA = leva sin, RA = prava sif, LV = leva komora,
RV = prava komora) u intaktnich jedinci mezi kmeny SD a LE, pfi€¢emz Urovni exprese sledovaného
genu vV jednotlivych srdeCnich oddilech jedincii kmene SD byla pfifazena hodnota 1 a vUiéi ni
porovnana exprese v odpovidajicim srde¢nim oddilu jedincd kmene LE. V obou sinich a levé komore
je exprese vyssi u potkan(l LE nez potkant SD, pfi¢emz rozdil mezi sinémi je vyraznéjsi nez rozdil
mezi komorami. V pravé komote je exprese niz$i u potkand LE neZ potkant SD. "p<0,05
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Obr. 4.2.4.4.: RT-gPCR, vliv aplikace dvou typu stresu na expresi ANP v jednotlivych
srde¢nich oddilech (LA = leva sifi, RA = prava sifi, LV = leva komora, RV = prava komora) potkant
kmene SD. Data jsou prezentovana jako relativni exprese (RE) vztazena k (B-aktinu jako referenénimu
genu. RE u kontrol byla pfifazena hodnota 1 a hodnoty ACq u stresovanych potkant byly vztazeny
k této hodnoté. Vzestup exprese sledovaného genu je patrny v obou sinich a levé komore potkanu
kmene SD 1 hodinu (IS1) i 3 hodiny (IS3) po aplikaci imobilizaéniho stresu a v levych sinich a
komorach 3 hodiny po aplikaci kombinovaného stresu (ICS3). 'p<0,05
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Obr. 4.2.4.5.: RT-gPCR, vliv aplikace dvou typl stresu na expresi ANP v jednotlivych
srdecnich oddilech (LA = leva sin, RA = prava sifi, LV = leva komora, RV = prava komora) potkan
kmene LE. Data jsou prezentovana jako relativni exprese (RE) vztazena k B-aktinu jako referenénimu
genu. RE u kontrol byla pfifazena hodnota 1 a hodnoty ACq u stresovanych potkanl byly vztazeny
k této hodnoté. Na grafu je viditelny pfechodny pokles exprese sledovaného genu v pravych sinich
experimentalnich skupin IS1 a ICS1. "p<0,05
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6 Zaver

Pravidelna aktivita srdce, pokryvajici stale se meénici pozZadavky celého
organismu, musi byt co nejspolehlivéji fizena a kontrolovana. Regulacni mechanismy
srde¢ni Cinnosti jsou znacné komplikované a dosud ne zcela objasnény. Cilem
nasSich experimentl bylo pfispét k objasnéni role autonomni inervace srdce
prostfednictvim klasickych mediatortu, ale i neuropeptidi a jejich receptorovych
systémda.

Intrakardialni nervovy systém je tvofen sympatickymi a parasympatickymi
eferentnimi neurony, aferentnimi neurony a interneurony, které vytvareji lokalni
okruhy. Informace pfichazejici do srdce prostfednictvim autonomniho nervového
systému spolu se signaly z mistnich senzorickych neuronl jsou timto nervovym
systémem zpracovany a vysledny signal pak ovliviiuje ¢&innost srdce. Pfenos
informaci mezi neurony tohoto nervového systému i mezi neurony a kardiomyocyty je
zprostfedkovan fadou mediatort zahrnujicich jak klasické prfenaseCe NA a ACh, tak
neuropeptidy a dalSi latky (Kukanova a Mravec, 2006). Pro spravné fungovani tohoto
systému je nezbytna nejen adekvatni tvorba a uvolfiovani v8ech zucastnénych
prenasecl, ale i funk&ni receptory v cilovych burikach. Studium téchto signalnich
systému nam umozfiuje Iépe pochopit jejich funkci i co zmény, které doprovazeji
nékteré patologickeé stavy zahrnujicich i diabetes mellitus, znamenaji.

Castou komplikaci diabetu mellitu je kardiovaskularni autonomni neuropatie,
ktera hraje vyznamnou patofyziologickou roli v genezi a progresi ischemické choroby
srdecni €i srde€niho selhani u obou typl diabetu. U diabetickych pacientl je ¢astym
pfiznakem poskozeni intrakardialniho nervového systému asymptomaticky prabéh
ischemie myokardu. Absence bolesti charakteristické pro akutni fazi srde¢ni ischemie
by mohla byt zpisobena poskozenim senzorické ¢asti srdeéni inervace. Proto jsme
se zaméifili na studium signalniho systému CGRP, peptidu uvolfiovaného v srdci
senzorickymi nervovymi viakny.

NaSe vysledky naznacuji, ze porucha pfenosu senzorické informace ze srdce
neni pravdépodobné zpusobena poruchou funkce signalniho systém CGRP, protoze
jsme neprokazali, Zze by chronicky diabetes u potkana zpusobil pokles exprese
zuCastnénych mRNA. Problém nedostate¢ného pfenosu signalu nemusi byt
zpusoben nedostatecnou tvorbou mediatoru &i receptoru, nybrz maze byt zplsoben
poruchou uvolfovani mediatoru z nervovych zakon&eni (Chottova Dvorakova et al.,
2005). V této praci jsme naopak prokazali, ze v ramci signalniho systému AM/CGRP
je v diabetickém srdci nejvice zménéna exprese RAMP3. Vzhledem k tomu, Ze

RAMP3 je povazovan za kardioprotektivni faktor, protoZe zesiluje signal AM pfi
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kardiovaskularnim stresu (Gibbons et al., 2007), je pfedpoklad, Ze protektivni uloha
AM se muze uplatnit rovnéz v diabetickém srdci. K tomuto zavéru nas vede
skuteCnost, Ze exprese genu pro AM zlstava v srdci zachovana i pfi chronickém
diabetu, zatimco exprese genu pro RAMP3 se zvysSuje.

Senzoricka nervova viakna v srdci kromé& CGRP uvoliuji také SP, jehoz
signalni systém je v srdci zmapovan pouze CasteCné. Zjistili jsme, Ze exprese genu
NK1 receptoru, ktery zodpovida za pusobeni SP na cilové buriky, je v srdci asi
stonasobné niz8i nez exprese genu receptoru pro CGRP. Z naSich vysledku je dale
patrné, Ze v sinich se nachazi vyznamné vySSi mnozstvi mRNA i proteinu tohoto
receptoru ve srovnani s komorami. Ddvodem muze byt jeho pfitomnost v nékterych
télech neuronu intrakardialnich ganglii, coz naznacuje, ze SP se mUze podilet na
regulaci aktivity intrakardialniho nervového systému. V diabetickém srdci jsme
prokazali pokles exprese genu pro tento receptor v pravé sini. Do jaké miry je tato
zména zodpovédna za popsané poruchy pfenosu informace o bolesti pfi srdecCni
ischemii u diabetického pacienta, bude pfredmétem naseho dalSiho vyzkumu.

Pfi studiu vlivu stresu na mechanismy signalniho pfenosu jsme vyuzili dva
kmeny potkanu: kontrolni SD a LE, kmen s geneticky podminénou snizenou
reaktivitou HPA osy. Jedinci kmene LE jsou ¢asto vyuzivani pfi vyzkumu vztah( mezi
neuroendokrinni a imunitni odpovédi na podnéty. Je o nich znamo, Ze vykazuji
vyznamné niz8i aktivitu HPA osy pfi aplikaci rGznych typu stresu, coz je
pravdépodobné zplsobeno nizSi produkci kortikoliberinu a naslednym uvolfovanim
mensiho mnozstvi kortikosteronu nez je bézné za analogickych podminek u jedincu
kmene SD. Dosud v8ak nebylo popsano, zda a jaké jsou konkrétni rozdily mezi
jedinci téchto dvou kmenU v inervaci srdce. Z naSich experimentl vyplyva, ze uroven
exprese genl enzymU zodpovédnych za syntézu klasickych pfenasecu NA a ACh se
u jedinctl obou kmenu vyznamné lisi. VySSi expresi mRNA pro TH jsme zaznamenali
u jedincu kmene LE v srdecnich sinich, kde jsou u potkana lokalizovana téla neuron(
intrakardialniho nervového systému, nez v sinich potkant kmene SD. Totéz plati i
pro cholinergni receptory typu M,. Vyjimkou je exprese mRNA pro ChAT v pravych
srdeCnich sinich, ktera je vyS$Si u jedinci kmene SD nez u potkant LE. DalSim
vyznamnym peptidem, ktery se tvofi a uvolfiuje v srdci a uplatiuje se v regulaci
kardiovaskularniho systému, je ANP. Rovnéz jeho exprese je u jedincl kmene LE
vyznamneé vysSi nez u potkant kmene SD.

Stres je dulezity stav organizmu, jenz je navozen podnéty, které se oznaduji
jako stresory. Dusledkem pusobeni téchto stresorl je adaptacni odpovéd organizmu,
jejimz cilem je zachovani homeostazy a zabranéni poskozeni ¢i smrti organismu. P¥i
stresu dochazi k aktivaci HPA osy, k aktivaci sympatoadrenalniho systému a také k
aktivaci mozkového emocniho systému (Koob a Nestler, 1997). Rozsahlé vyzkumy
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prokazaly, Ze odliSné stresory vyvolavaji specifickou odpovéd organizmu, vysledny
efekt je rovnéz zavisly na stavu organizmu, a to pfedevSim na aktivit¢ HPA osy
(Pacak et al., 1995). Uginky stresu na myokard byly zatim prozkoumany jen
CasteCné. Pozornost byla vénovana predevSim ucasti sympatiku (Aisa et a., 2009,
Brain 2010), zatimco pfipadna aktivita parasympatiku za téchto stavl byla dosud
opomijena. Z nasSich pozorovani vyplyva, Ze stres ovlivhuje jak sympatickou, tak
parasympatickou slozku srdecni inervace, pficemz vyznamnéjSi zmény jsme
zaznamenali v pravé srde¢ni sini nez vsini levé. U jedinci kmene SD se
v souvislosti s akutnim stresem vyznamné zvySila exprese gent enzymd, které se
ucastni syntézy TH a ACh, €imz se uroven exprese téchto genu pfiblizila urovni
klidové exprese u jedincu kmene LE. V pravych sinich potkani SD se exprese
MRNA pro ChAT vyznamné zvysSila, ¢imz se jesté prohloubil rozdil mezi jedinci obou
kmenu, nebot u potkani kmene LE jsme signifikantni vzestup po aplikaci stresu
nezaznamenali.

Vyznamny rozdil mezi jedinci obou kmenu v reakci na akutni stres jsme

zaznamenali pfi studiu exprese OTR v pravé srdec¢ni sini. Zatimco u kmene SD se
relativni exprese genu zvySila, u LE jsme zjistili signifikantni pokles. Analogické
vysledky jsme v pravé sini zaznamenali i pfi stanoveni exprese mRNA pro ANP.
Tyto vysledky ukazuji, Ze uroven aktivity HPA osy pfi stresu ovlivhuje expresi
zkoumanych genu v srdci. Zajimavé je zjisténi, ze klidové exprese téchto genu jsou
ve vétSiné pripadl u jedincl se snizenou aktivitou HPA osy vy$Si. PfiCina tohoto jevu
neni dosud objasnéna, proto bychom se tomu chtéli v nasledujicich letech vénovat.

V navazujici praci bychom chtéli pokraCovat ve studiu ovlivnéni srdecCni
inervace stresem a jinymi patologickymi stavy, napf. jaterniho selhani. Nas zajem je
stale sméfovan i do oblasti diabetu mellitu. Radi bychom k vyzkumné Cinnosti pouZzily
laboratorni kmen potkanu ZDF (Zucker Diabetic Fatty).

Diabetes mellitus a stres, samostatné i spole¢né, pfedstavuji zavazné faktory
podilejici se na vzniku kardiovaskularnich onemocnéni. Jednou z vyznamnych, ale
nékdy opomijenych cest feSeni je pfedchazeni jejich vzniku. Prevenci DM i stresu je
dodrzovani zasad zdraveho zivotniho stylu, pravidelna sportovni aktivita spojena s
odpocinkem, omezeni konzumace alkoholu, nekufactvi a udrzovani kvalitnich
socialnich vazeb s rodinou a prateli.
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