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ABSTRAKT 

Akutní chladová expozice zvyšuje riziko náhlých srdečních příhod, podobně expozice stálému 

světlu negativně působí na kardiovaskulární systém. Nicméně individální působení těchto 

faktorů a vliv jejich kombinace na kardiomyocyty není dosud znám.  Práce se zabývá vlivem 3 

denní chladové expozice a stálého světla na expresi β-adrenergních receptorů a spřažených G-

proteinů ve spojitosti s apoptotickými signály v levé komoře srdce potkana kmene Wistar. 

V rámci této práce byly stanoveny apoptotické proteiny BAX, BCL2, kaspáza 8 a významné 

komponenety β-adrenergní signalizace – β-adrenergní receptory β1, β2, G-proteiny, Gαs, Gi1/2 

a Gi3. Relativní exprese proteinů byla analyzována pomocí metody Western blot. Výsledky 

potvrzují detrimentální vliv chladové i světelné expozice. Avšak synergický účinek těchto dvou 

stresorů ukazuje překvapivé výsledky. 

Klíčová slova: chlad, světlo, β-adrenergní signalizace, apoptóza, oxidativní stres, vápník, 

mitochondrie, kardiomyocyt 

 



ABSTRACT 

Acute cold exposure increases the risk of sudden cardiac events, similarly exposure to 

constant light negatively affects the cardiovascular system. However, the individual effects of 

these factors and the effect of their combination on cardiomyocytes are not yet known. The 

thesis deals with the influence of a 3 day cold exposure and constant light on the expression of 

β-adrenergic receptors and associated G-proteins in association with apoptotic signals in the 

left ventricle of the Wistar rat heart. In this work apoptotic proteins BAX, BCL2, caspase 8 

and important components of β-adrenergic signalization - β1, β2, G-proteins, Gas, Gi1/2 and 

Gi3 were determined. The relative expression of the proteins was analyzed by Western 

blotting. The results confirm the detrimental effect of cold and light exposure. However, the 

synergistic effect of these two stressors shows surprising results. 

 

Key words: cold, light, β-adrenergic signalization, apoptosis, oxidative stress, calcium, 

mitochondria, cardiomyocyte 
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Seznam zkratek 

 

AC adenylátcykláza 

AIF apoptózou indukovaný faktor 

Apaf-1 apoptotic protease activating factor-1 

ARC cytoprotektivní represor apoptózy s kaspázovou regresní 

doménou 

BAD BCL2-associated agonist of cell death 

BAK BCL2-antagonist/killer 

BAX BCL2-associated X protein 

BCL2 B-cell lymphoma 2 

BCL-Xl B-cell lymphoma - extra large 

BID BH3 interacting domain death agonist 

BIM Bcl-2-like protein 11 

BMF Bcl-2-modifying factor 

BSA hovězí sérový albumin 

CaMKII kalmodulin dependentní kináza II  

cAMP cyklický adenosin monofosfát 

CARD caspase recruitment domains 

CASP8 kaspáza 8 

CREB cAMP response element-binding protein 

ERK extracellular regulated kinase 

FADD fas-associated protein with death domain 

FAO fatty acids β-oxidation 

FAO fatty acids β-oxidation 

GDP guanosyldifosfát 

GPCRs G protein coupled receptors 

GTP guanosyltrifosfát 

Gαi G-protein alpha inhibiční 

Gαs G-protein alpha stimulační 

ICER inducible cAMP early repressor 

IP3 inositoltrifosfát 

mPTP mitochondriální pór přechodné propustnosti 
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NAC N-acetylcystein 

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

PGC-1α  peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-

alpha 

PI3K fosfatidylinositol-3-kináza 

PKA protein kináza A 

PKB protein kináza B 

PMCA Ca2+ pumpa na sarkoplamatické membráně 

PPARα peroxisome proliferator-activated receptor alpha 

PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis 

RNS reaktivní formy dusíku (reactive nitrogen species) 

ROS reaktivní formy kyslíku (reactive oxygen species) 

RyR ryanidinový receptor 

SDS-

PAGE 

elektroforézou v polyakrylovém gelu v přítomnosti 

dodecylsíranu sodného (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis) 

SERCA Ca2+ ATPázová pumpa 

SOD superoxid dismutáza 

TNFR tumor necrosis factor receptor 

TRADD  tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH 

domain protein 
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1. ÚVOD 

Kardiovaskulární poruchy jsou v současné době neustále se rozšiřujícími civilizačními 

chorobami. Tento fakt je často přisuzován vlivu nadměrné stresové zátěže moderní doby. Cílem 

výzkumu je porozumět podstatě četných kardiovaskulárních onemocnění podmíněných 

nadměrným stresem. Stresová zátěž může být způsobena neadekvátní teplotou okolí, narušením 

cirkadiánních rytmů, hypoxií, hypoglykemií a mnoha dalšími faktory. Tato práce je zaměřena 

na stresovou zátěž způsobenou akutním chladem a stálým světlem. Po vystavení organismu 

akutnímu chladu dojde k aktivaci termoregulačních mechanismů, které jsou spuštěny přes 

signální dráhy adrenergního systému. Tyto mechanismy mají samozřejmě vliv na 

kardiovaskulární systém a vedou ke zvýšení tepové frekvence a zvýšené rezistenci periferních 

cév, které následně vedou ke zvýšení krevního tlaku. Při dlouhodobé expozici nepřiměřenému 

chladu může dojít k srdeční hypertrofii a přetížení srdce, které může vyústit v buňěčné 

poškození až k apoptóze samotného kardiomyocytu. Významným stresovým faktorem je i 

expozice stálému světlu, neboť dochází k narušení cirkadiánních rytmů. Tímto efektem mohou 

být postiženi lidé pracující na směny nebo s obdobným nepravidelným rytmem spánku a bdění. 

Narušení cirkadiánních rytmů může vést k desynchronizaci vegetativního nervového systému. 

Porozumění vlivu stresu na signální dráhy kardiomyocytu je velice důležité pro vývoj dalších 

terapeutických mechanismů a vyvarování se stresových faktorů působících na srdce.  
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2. VLIV AKUTNÍHO CHLADU NA ORGANISMUS 

 

Teplokrevní živočichové mají schopnost udržovat stálou tělesnou teplotu (+/- 2°C) a oddělovat 

tak teplotu těla od teploty okolí. K udržení stálé tělesné teploty náleží složité regulační 

mechanismy, které jsou řízeny z hypotalamu (Kanosue et al., 2010). Receptory pro vnímání 

tepla a chladu jsou umístěny na volných nervových zakončeních na periferii i uvnitř těla. 

V případě vystavení organismu chladu dochází k aktivaci sympatického nervového systému, 

který aktivuje akutní odpověď organismu. Tato odpověď na jedné straně brání ztrátám tepla a 

na druhé straně stimuluje jeho produkci. Stimulace sympatiku zapříčiní periferní 

vazokonstrikci,  vzpřímení ochlupení, zvýšení krevního tlaku a zrychlení srdečního tepu. 

Motorický nervový systém spustí svalový třes, čímž zvyšuje tvorbu tepla. Dalším 

mechanismem je aktivace hypothalamo-pituárně-adrenální osy (HPA osa), (Djordjevci, Cvijic, 

& Davidovic, 2003). Stimulace HPA osy stimuluje tvorbu glukokortikoidů, které mobilizují 

metabolismus a tvorbu tepla (Moriscot, et al., 1993). Dále je zvýšená tvorba arginin-

vazopresinu, který brání ztrátám vody a vzrůstá i thyroidní hormon, který reguluje 

metabolismus. Nemůžeme opomenout ani zvýšení aktivity renin-angiotenzin-aldosteron 

systému (Cassis, 1993). Tato dráha podporuje vazokonstrikci cév, uvolnění katecholaminů jak 

z dřeně nadledvin tak z nervových zakončení a brání ztrátám vody. Během aklimace na chlad 

dochází samozřejmě i k potlačení některých faktorů. Takovým faktorem se například jeví 

imunitní systém, který je potlačen vlivem zvýšené aktivity HPA osy, RAAS a katecholaminů 

(Guo-zhu et al., 2016). Vedle toho může dojít k poklesu motility žaludku a jeho vyprazdňování 

(Koo, Ogle, & Cho, 1985). Chlad je tedy stresor, který vyvolává vysoce komplexní odpověď 

organismu. Každý organismus je na chlad různě citlivý a adaptivní mechanismy se mohou i u 

savců lišit. To zda bude dlouhodobé vystavení chladu působit detrimentálně nebo zvýší 

odolnost jedince, závisí na teplotě a délce trvání expozice. Nicméně akutní vystavení chladu se 

u neadaptovaných jedinců vždy projevuje jako významný stresor.  

 

2.1 Vliv akutního chladu na srdce 

Řada studií dokládá, že vliv extrémního chladu má negativní dopad na kardiovaskulární 

soustavu i v případě krátkodobé a náhlé expozice, ke které běžně dochází v zimních měsících 

při přechodu z teplého prostředí do zimy. Statisticky bylo potvrzeno, že během zimního období 

dochází častěji k akutnímu infarktu myokardu (Sheth et al., 1999), vzniku atriální fibrilace 

(Frost et al., 2018) a výskytu srdeční hypertenze (Hirai et al., 2015). Dánská studie poukazuje 
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na zvýšení rizika vzniku atriální fibrilace v zimním období až o 20 % (Frost et al., 2018). 

Některé studie poukazují na zvýšenou hladinu rizikových markerů jako je cholesterol (Whaley 

et al., 1987), C-reaktivní protein, α1-antichymotripsyn a fibrinogen právě v tomto období 

(Woodhouse et al., 1994)   

     Vlivem periferní vazokonstrikce a zvýšené aktivity sympatiku dochází ke zvýšení krevního 

tlaku. Existují studie, které přímo potvrdily zvýšenou koncentraci noradrenalinu ve 

vezikulárních váčcích v nervových zakončeních u potkanů umístěných v místnosti o teplotě 

3°C (Brodde et al., 1976). Následně zvýšený krevní objem krve kolující v tělním jádře 

samozřejmě působí i na srdce, které je tak objemově přetěžováno (Brennan et al., 1982). 

Zvýšený objem krve tělního jádra je kompenzován zvýšenou diurézou (Sun et al., 2003; 

Diplomová práce Marvanová). K objemovému přetížení jsou více náchylní muži, starší 

generace a pacienti se srdeční hypertenzí (Sheth et al., 1999). Bylo prokázáno, že během 

chladové expozice dochází ke zvýšené aktivitě β-adrenergních receptorů, konkrétně β1 a β2 

(Janský et al., 2008). Oba receptory mohou působit stimulačním směrem, urychlují 

metabolismus a dochází tak k vyšší produkci tepla. Data naznačují, že při stimulaci agonistou 

β1 a β2 receptoru dochází ke zrychlení metabolismu u neadaptovaných jedinců i ke zvýšení 

srdečního tepu. Naopak u otužilých jedinců stimulací β1 (Dobutamin) a β2 (Bricanyl) receptorů 

ke zrychlení metabolismu nedochází. Studie se dále zabývá rychlostí srdečního tepu, kdy 

stimulací β2 dochází k pozitivně chronotropnímu účinku u otužilých i neotužilých jedinců, ale 

u otužilců je nárůst tepové frekvence podstatně menší. Stimulace β1 neměla na srdeční 

frekvenci vliv u obou skupin. Efekt je mírně potlačen u otužilců, kdy k pozitivní chronotropii 

dochází pouze z ½ proti neotužilým jedincům. Podávání agonisty β1 vedlo ke zvýšení 

systolického krevního tlaku, který byl více zvýšen u neotužilých jedinců, zatímco stimulace β2 

neměla na změnu systolického tlaku vliv. β-adrenergní receptory též ovlivňují periferní 

vazokonstrikci. Při podávání agonisty obou receptorů byla snížena teplota kůže na prstech, která 

vede ke zvýšení krevního tlaku aniž by došlo ke zrychlení srdečního tepu. Tento fakt naznačuje, 

že může dojít k periferní vazokonstrikci a zapojení tak β1 i β2 receptorů v hladké svalovině cév 

na periferii (Janský et al., 2008). Zvýšená aktivita sympatiku a objemové přetížení může vést 

ke zvýšenému vzniku aterosklerózy, ruptury aterosklerotických plátů a tím i častějšímu vzniku 

infarktu myokardu. Tendence ke zvýšení krevního tlaku potvrzují studie, které zmíněné faktory 

měřily na potkanním modelu. Potkani vykazovali zvýšení systolického i diastolického tlaku  při 

teplotě 6°C, které byli vystaveni po dobu 4 týdnů (Fregly et al, 1989). Nutno podotknout, že 

potkani byli chováni individuálně a bez podestýlky, aby bylo zabráněno vzájemnému zahřívání, 

vlhkost vzduchu se neudává. U těchto potkanů byly též poškozeny renální funkce. Další studie 
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poukazuje na úlohu α2-adrenergních receptorů ve změnách hemodynamiky (Lin et al. 2017). 

V tomto experimentu byl jedné skupině potkanů podáván Yohimibin (antagonista α2-

adrenergního receptoru). Poté byli potkani umístěni do klece s vodou o teplotě 4°C a výškou 

hladiny 2 cm po dobu 10 min. Následně byly vyjmuti, osušeni a na 20 min umístěni do 

standardních klecí. Poté byly opět na 10 min umístěni do klecí s vodou. Celý cyklus se opakoval 

3-krát. Během pokusu byl telemetricky monitorován srdeční tlak, tep a vaskulární oscilace. 

Výsledky byly porovnány s kontrolní skupinou a naznačují, že sympatická aktivace 

postsynaptických α2-adrenoceptorů způsobuje vazokonstrikci a zesílení myogenních 

vaskulárních oscilací, což může zase zvýšit průtok krve, aby se zabránilo poškození tkání při 

stresujícím chlazení. 

 

2.2 Vliv cirkadiánních rytmů na srdce 

Srdce, stejně jako další orgány, vykazuje svůj vlastní cirkadiánní rytmus. Tento rytmus je řízen 

centrálními hodinami umístěnými v suprachiasmatickém jádru anteriorní části hypothalamu 

(Campos et al., 2014). Hlavním humorálním regulátorem cirkadiánních rytmů je melatonin. 

Nejvyšší výlev melatoninu je v nočních hodinách a během dne klesá (Fracp et al., 2001). Jeho 

vliv na srdeční činnost byl a stále je rozsáhle studován. Protektivní vliv melatoninu na srdeční 

činnost ukazují studie zejména v roli antioxidantu (Zhu et al., 2015). Nicméně, je všeobecně 

známo, že během spánkové fáze dochází k poklesu srdečního tlaku i tepu (Yamasaki et al., 

1998), což může a nemusí být přímý účinek. Stejně, jako další studie, které dokládají  pozitivně 

chronotropní, bathmotropní i inotropní efekt natupijící v dopoledních hodinách (Hu et al., 2004, 

(Stergiou et al., 2002)  

     Kardiomyocyty i pacemerkerové buňky jsou pod kontrolou vlastních hodinových genů, 

které ovlivňují výše zmíněnou chronotropii, inotropii i tonicitu (Young et al.,  2001). V souladu 

s tímto rytmem je i výlev katecholaminů, který má též svůj cirkadiánní rytmus. Byl prokázán 

úzký vztah mezi melatoninem a adrenergním i cholinergním sytémem. Výlev katecholaminů 

stoupá v dopoledních hodinách po probuzení, odpoledne klesá a poté začne opět stoupat ve 

večerních hodinách (Scho et al., 1997). V této souvislosti jde tedy uvažovat o zvýšené 

pravděpodobnosti výskytu ichemických srdečních příhod nebo zvýšené arymtogenzi, ke kterým 

může docházet častěji v dopoledních hodinách (Kono et al., 1996).  Dalším humorálním 

regulátorem vykazující svůj cirkadiánní rytmus je výlev kortizolu. Jeho výlev má nejvyšší peak 

v ranních hodinách, kdy během dne postupně klesá (Debono et al., 2009). O kortizolu je dobře 

známo, že podporuje srdeční činnost. Projev nedostatku kortizolu se nazývá Adisonova 
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choroba, která je mimo jiné specifická snížením kontraktility srdečních papilárních svalů 

(Lefer, 1968)..  Bylo zjištěno, že pod kontrolou hodinových genů jsou samozřejmě i iontové 

kanály (K+ kanál, Ca2+ kanál), konexiny mezibuněčných spojů a další signální komponenty, 

které též vykazují rytmicitu ve své funkci (Yamashita et al., 2003,  Pfeffer et al., 2009,  Young, 

2018).  

     Vliv cirkadiánního rytmu byl též studován na úrovni mitochondrií. Stejně jako buněčný 

cyklus a jiné organely, tak i mitochondrie jsou pod vlivem cirkadiánních rytmů. Bylo zjištěno, 

že svoji rytmicitu vykazují transkripční faktory PPARα a PGC-1α (Oishi et al., 2005) a při 

narušení jejich rytmicky, dochází k defektům mitochondriální struktury i funkce. PGC-1α je 

hlavním regulátorem mitochondriální biogeneze (Schreiber et al., 2004). Změna exprese 

transkripčních faktorů vede k dysregulaci řady genů kódujících mitochondriální enzymy FAO 

(fatty acids β-oxidation), které regulují metabolismus mastných kyselin (Sack et al., 1996).  

      Bylo zjištěno, že v případě mutace některého z hodinových genů může dojít k narušení 

srdečního rytmu a dá se předpokládat, že narušení denního rytmu světla může mít též negativní 

dopad na srdeční funkce. Mutace hodinových genů byly studovány na myším modelu, kdy 

během aktivní části dne docházelo k poklesu rychlosti srdečního tepu proti kontrolní skupině 

(Bray et al., 2018). Dále lze předpokládat, že asynchronní působení světla na suprachiasmatické 

jádro v hypothalamu, může desynchronizovat i rytmus v buňkách na periferii. Efekt 

desynchronizace stálým světlem byl studován na lidech pracujících na směny. Účastníkům této 

studie byl měřen krevní tlak po dobu 24 h. Studie prokázala zvýšení systolického i diastolického 

tlaku u pracovníků nočních směn během spánkové fáze (Yamasaki et al., 1998), což může mít 

negativní dopad na kardiovaskulární systém. Snížení tlaku během spánkové fáze je považována 

za velmi důležité pro správnou funkci srdce a dostatečným spánkem ve vhodnou dobu můžeme 

předejít srdečním onemocněním (Verdecchia et al., 1989). Je známo, že narušení cirkadiánních 

rytmů může způsobit poškození buněk (Martino et al., 2007). Pokud je spánková fáze narušena, 

může docházet ke zvýšení tlaku, kontraktilní dysfunkci a k apoptóze (Sole et al., 2009). 

Japonská studie ukazuje, že krátkodobou světelnou stimulací ve večerních hodinách dochází ke 

zvýšené stimulaci autonomního nervového systému (Sakakibara et al., 2000). Tento fakt 

potvrzuje efekt světla na autonomní nervový systém a tak i výlev katecholaminů a jejich 

cirkadiánní závislost na kardiovaskulární systém. Další studie se zabývá spánkovou deprivací, 

kdy byly potkani spánkově deprivováni po dobu 72 hodin. Během experimentu byl potkanům 

kontinuálně měřen krevní tlaka a srdeční tep, kdy došlo k signifikantnímu zvýšení obou faktorů 

proti nedeprimované skupině (Yang et al., 2018). Je tedy zřejmé, že efekt spánkové deprivace 

přispívá k narušní cirkadiánních rytmů  a zatěžuje srdce. 
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3. β-ADRENERGNÍ SIGNALIZACE V KARDIOMYOCYTU 

 

Vlákna sympatiku ovlivňují srdeční činnost přes β-adrenergní receptory. Tato signalizační 

dráha (viz obrázek 1) má v kardiomyocytech pozitivně chronotropní, inotropní, dromotropní i 

bathmotropní účinek. β-adrenergní receptory jsou spřažené s G-proteinovou signalizací. Jako 

ligandy se na receptory váží katecholaminy, které vedle toho, že podléhají cirkadiánním 

rytmům, tak je jejich výlev stimulován specifickým i nespecifickým stresem. V srdeční 

svalovině se vyskytují 3 typy receptorů – β1, β2 a β3. Nejvíce zastoupený je β1 – 70%, dále je 

přítomný β2 – 27% a β3 – 3%.  

     Adrenergní receptor typu β1 má v kardiomyocytu stimulační účinek. Nejčastěji interaguje 

s Gα stimulační podjednotkou (Gαs) a zvyšuje tak srdeční činnost přes tvorbu cyklického AMP 

a následnou aktivaci protein kinázy A (PKA) (Gollasch et al., 1993). Distribuce receptoru byla 

pozorována rovnoměrně po obvodu cytoplazmatické membrány (Wencker et al., 2003). Jiné 

studie naznačují vyšší expresi v kaveolách vzhledem ke kratší vzdálenosti pro aktivaci AC 

(Papers, 2001). Během srdečního selhání dochází k nižší expresi těchto receptorů (Kiuchi et al., 

1993).  

       Podobně, při navázání ligandu na β2-adrenergní receptor dochází opět k aktivaci Gαs, 

avšak může zde dojít i k aktivaci Gα inhibiční podjednotky (Gαi). Pokud dojde k aktivaci 

stimulační podjednotky, dochází k tvorbě cAMP s vyšší efektivitou proti vazbě na β1-

adrenergní receptor (Papers, 2001). U zdravého srdce je spíše aktivována Gαi podjednotka, 

která má tlumivý účinek na kontraktilitu, avšak u selhávajícího srdce dochází spíše k aktivaci 

Gαs (Heinroth-hoffmann et al., 2006). Během srdečního selhání též dochází k redistribuci 

receptorů, které začnou být distribuovány více v ústí T-tubulů (Dick et al 2010). Reakční 

kaskáda je zmíněna níže.  

      Adrenergní receptor typu β3 může aktivovat Gα stimulační i inhibiční podjednotku. Na 

rozdíl od předešlých dvou receptorů není k jeho aktivaci nutná fosforylace (Lefkowitzt, 1993). 

Tento receptor je nejvíce exprimován v tukové tkáni (Papers, 2001). Během srdečního selhání 

může dojít ke zvýšení exprese β3 receptoru. In vitro studie naznačují negativní chronotropní i 

negativně inotropní efekt, dochází zde totiž k aktivaci Gα inhibiční podjednotky (Mannarino et 

al., 2008). In vivo studie naopak poukazují na pozitivně chronotropní i pozitivně inotropní 

efekt, pravděpodobně tedy může docházet též k aktivaci Gα stimulační podjednotky (Gauthier 
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et al. 1996). Při overexpresi  β3 receptoru u myší byla zjištěna zvýšená srdeční kontraktilita 

(Lindemann et al., 1983,  Kohout et al., 2001). Přesnější funkci tohoto receptoru je potřeba více 

prozkoumat jak v in vitro, tak v in vivo podmínkách. 

 

3.1 G-proteinová signalizace  

Řada významných buněčných receptorů je spřažena s heterotrimerními G-proteiny, v srdci jsou 

významné adrenergní a cholinergní dráhy. K aktivaci malých G-proteinových molekul dochází 

aktivací membránových receptorů, které jsou právě s těmito G-proteiny spřaženy – GPCRs (G 

protein coupled receptors). Signalizační dráhy vedou například k aktivaci adenylát cyklázy, 

fosfolipázy C, aktivaci druhých poslů a řadě dalších buněčných drah (Hippe et al., 2013). 

V lidské populaci je více než 800 druhů membránových receptorů spřažených s G-proteiny, 

jedná se tak o největší podrodinu receptorů. Všechny tyto receptory se skládají ze sedmi 

transmembránových α-helixů. Hlavní role receptorů spočívá v rozpoznání extracelulárních 

ligandů jako jsou hormony, neurotransmitery, proteiny, lipidy a další molekuly a následné 

přenesení signálu na intracelulární úroveň. Vazba extracelulárního ligandu probíhá na N-

koncové doméně (Bjarnadóttir et al., 2006). Po vazbě ligandu dochází na intracelulární straně 

k vazbě trimerního G-proteinu. Slovo G protein je odvozeno od jejich GTPázové aktivity. 

Samotný G-protein se skládá z podjednotky α, β a γ. Při aktivaci G proteinu dojde k disociaci 

podjednotky α od podjednotky βγ, která dále interaguje s efektorovými molekulami (Yano et 

al., 2017).  

 

3.1.1 Podjednotka Gα 

Receptory mohou vázat především 4 hlavní typy podjednotky α. Vazba konkrétního typu 

podjednotky se odvíjí od buněčného typu a jeho genové exprese. Právě vazba katalytické 

podjednotky α s receptorem je kritická pro transdukci signálu. Při aktivaci receptoru spřaženého 

s G-proteinem dochází na této podjednotce k výměně GDP za GTP a následnému rozdělení 

podjednotky α od komplexu βγ (Frank et al., 2003). Podjednotka α se tak může spojit s dalšími 

efektorovými molekulami. Hlavním typem α podjednotky je Gαs (stimulační). Jedná se o 

stimulační podjednotku, která vede k aktivaci dalších efektorových molekul. V případě β-

adrenergní signalizace tak dochází k aktivaci AC (Yano et al., 2017).  Naopak při vazbě Gαi 

vede k inhibici signální dráhy (Eredm et al., 2010). Při aktivaci Gαi podjednotky nemusí 
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docházet k disociaci od komplexu βγ. Celý komplex Gαβγ inhibiční může existovat jako 

heterotrimer nezávisle na jeho aktivaci (Frank et al., 2003). 

 

3.1.2 Podjednotka Gβγ 

Podjednotka β má strukturu β-barelu obsahující motiv o 40 aminokyselinách, který je typický 

aminokyselinami aspartát a tryptorfan na konci motivu. Tento β-barel se skládá ze sedmi 

skládaných listů, které interagují s podjednotkou γ (Sondek et al., 1996). Podjednotka γ se 

skládá ze dvou α-helixů (Milligan et al., 2006). Exprese podjednotek βγ je závislá na množství 

a aktivitě podjednotky α (Eredm et al., 2010). Samotná podjednotka βγ, může vykazovat svou 

vlastní aktivitu. Některé studie uvádějí, že může aktivovat K+ kanál v kardiomyocytu 

(Logothetis et al.,, 1987) nebo se účastnit na downregulaci efektorových proteinů (Clapham et 

al.,, 1993).  

 

 

3.2 Role G proteinů v kardiomyocytech 

 

3.2.1 Gα stimulační 

Po navázání katecholaminu na β1-adrenergní receptor se aktivuje Gα stimulační podjednotka, 

která aktivuje adenylátcyklázu (AC) za tvorby cyklického AMP (cAMP) (Streit et al., 2016). 

cAMP následně aktivuje proteinkinázu A (PKA). 

 

3.2.2 Role PKA v kardiomyocytu 

Cílovou kinázou sympatiku je převážně proteinkináza aktivovaná cAMP neboli PKA. Tato 

kináza má v srdci několik cílů, které vedou k pozitivně chronotropním, dromotropním a 

bathomotropním  účinkům. V principu urychlují aktivaci kontrakce i její relaxaci, zasahují tedy 

do dynamiky Ca2+ iontů v srdci. Katalytické podjednotky PKA fosforylují vápníkový kanál L-

typu, díky níž dochází k otevření kanálu a efluxu Ca2+ z extracelulárního prostoru (Gollasch et 

al., 1993). Dále dochází k fosforylaci ryanodinového receptoru a tak ke zvýšení  výlevu Ca2+ 

ze sarkoplazmatického retikula (Manni et al., 2008). Při výlevu vápníku dochází k odblokování 

komplexu troponinu s myosinem interakcí Ca2+ s troponinem C a tak k aktivaci ATP na 
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myosinových hlavách a jejich kontrakci. Množství uvolněného Ca2+ ze sarkoplazmatického 

retikula se zdá být konstantní a fosforylace RyR ovlivňuje pouze jeho kinetiku. Celková 

cytosolová koncentrace Ca2+ je však regulována vtokem Ca2+ z extracelulárního prostoru 

(Lindegger et al., 2005). Během svalové relaxace dochází ke snížení  vápníku v cytoplaymě 

čtyřmi mechanismy. Majoritní část Ca2+ je pumpována ATP pumpou na sarkoplazmatickém 

retikulu (SERCA). Při aktivaci adrenergní stimulační dráhy a následné fosforylaci 

fosfolambanu dochází ke zvýšené kapacitě tohoto přenosu (Lindemann et al., 1983) Stimulace 

může též probíhat na úrovni regulace Ca2+ ionty prostřednictvím kalmodulin dependentní 

kinázy II (CaMKII). Dalším mechanismem je aktivace Na+/Ca2+ výměníku (Weber et al., 2002) 

a aktivace Ca2+ pumpy (PMCA) na plazmatické membráně. Nezanedbatelná je aktivace Ca2+ 

uniporteru na mitochondriální membráně (Bassani et al., 1994). Vedle toho při nadměrné 

stimulaci β1-adrenergního receptoru může dojít k fosforylaci cAMP response element-binding 

proteinu (CREB), který má úlohu v regulaci transkripce a jeho stimulací může dojít k srdeční 

hypertrofii (Watson et al., 2007). Tento transkripční faktor zároveň indukuje expresi „inducible 

cAMP early repressoru“ (ICER), který potlačuje aktivaci antitapoptotického regulačního 

proteinu BCL2 (Tomita et al., 2003) a zasahuje tedy do řízení apoptotických procesů.  

 

3.2.3 Gα inhibiční 

Podjednotka Gαi působí antagonisticky s Gαs. Při aktivaci inhibiční podjednotky je snížena 

aktivace Ca2+ kanálu L-typu, tím je snížen vtok Ca2+ a dochází tak ke snížení kontrakce. 

Podjednotka může být aktivována β2 receptorem. Jeho stimulací se zvyšuje aktivace Gi2 i Gi3 

(Xiao et al., 1999).  Gαi též reguluje PI3K (Fosfatidylinositol-3-kinázu) a aktivuje tak Akt/PKB, 

která úzce souvisí s metabolismem glukózy, má antiapoptotické účinky a stimuluje 

„fyziologickou“ srdeční hypertrofii. Konkrétně Gαi2 stimuluje aktivaci ERK ½ (extracellular 

signal-regulated kinases), který stimuluje buněčný růst a dochází tak k srdeční hypertrofii. Gαi2 

a Gαi3 mají však odlišný vliv na regulaci kanálu L-typu. Gαi2 pravděpodobně snižuje proud 

tímto kanálem, zatímco Gαi3 proud naopak zvyšuje (Dizayee et al., 2011). Tuto skutečnost již 

naznačuje Foerster et al., 2003, kdy zjistil, že u srdečního selhání dochází k vyšší expresi Gαi2. 

Existují studie, které tvrdí, že Gαi2 působí negativně chronotropně i negativně inotropně - 

snižuje vtok Ca2+ L kanálem (Zuberi et al., 2010). 
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Obrázek 1: β-adrenergní signalizace – β-Aderenerní receptory 1 a 2 s kaskádou svých 

efektorových molekul (upraveno podle Saucerman a McCulloch, 2006) 

Vysvětlivky: β1-AR = β-adrenergní receptor 1, β2-AR = β-adrenergní receptor 2, Gs = 

stimulační G-protein, Gi = inhibiční G-protein, PI3 = inositol-tri-fosfát, AC = adenylátcykláza, 

CaMKII = kalmodulin dependentní kináza II, cAMP = cyklický adenosin monofosfát, ERK = 

extracelulární signál regulační kináza, Akt = protein kináza B, PKA = protein kináza A, RyR 

= Ryanidinový receptor, Tni = troponin I, PLB = fosfolipáza B, Ica = proud vápníku, CREB = 

cAMP response element-binding protein, ICER = inducible cAmP early repressor 
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4. APOPTÓZA V SRDCI 

 

Srdeční tkáň má vysoce oxidativní metabolismus a proto patří mezi nejcitlivější tkáně na 

nedostatek kyslíku. Zvýšený stres stimuluje adrenergní a kortikoidní systém, což může vést pří 

chronické stimulaci k přetížení srdečního svalu. Na buněčné úrovni může dojít k zahájení 

degradačních mechanismů Ca2+ přetížením, ROS, hypoxií nebo hypoglykemií.  

      Tyto mechanismy vedoucí k smrti buněk doprovází řadu onemocnění jako je infarkt 

myokardu, ischemická choroba srdeční nebo srdeční selhání (Wencker et al., 2003). Společným 

faktorem všech těchto onemocnění je poškození energetické homeostázy kardiomoycytů.  

Apoptóza je přirozený děj, který vede k buněčné smrti definovanými mechanismy. Je spuštěna 

již během embryonálního vývoje, kdy tak napomáhá diferenciaci tkání (Kerr, Wyllie, & Currie, 

1972) . Na rozdíl od nekrózy vyžaduje proces apoptózy energii ve formě ATP (Li et al., 1997). 

      K bunečnému poškození může dojít řadou vlivů jako je oxidativní stres, hypoxické 

poškození, radioaktivním záření nebo narušením cirkadiánních rytmů. Během procesu 

apoptózy dochází v buňce k morfologickým změnám, které začínají bobtnáním mitochondrií. 

Dále dochází ke kondenzaci chromatinu a rozpadu DNA i plazmatické membrány (Kerr et al., 

1972).  

      K apoptóze může dojít dvěma hlavními mechanismy - vnějším, kdy buňka dostává signál 

pomocí ligandu z vnějšího prostředí a vnitřním, kdy buňka dává signál sama sobě. V případě 

vnější cesty (viz obrázek 2) dochází k aktivaci receptoru na plazmatické membráně (Banner et 

al., 1993). Tímto receptorem může být TNFR (Tumor necrosis factor receptor) nebo Fas 

receptor. Aktivace receptoru je spuštěna navázáním ligandu, kterým může být makrofágem 

uvolněný cytokin a dojde tak k aktivaci asociované adaptorové domény TRADD v případě 

TNFR a FADD v případě Fas receptoru (Antwerp et al., 1996). Ve většině případů se zdá, že 

iniciační kaspázou této signální dráhy je kaspáza 8 (21kDa), avšak v některých případech to 

může být též kaspáza 10 (Sprick et al., 2002). FADD doména působí na kaspázu 8 jako 

stabilizační lešení, která se zároveň sama rozštěpí (Muzio et al., 1998). Aktivní kaspáza 8 

aktivuje další efektorové kaspázy. Dochází zde především k aktivaci kaspázy 3. Často je 

aktivována i kaspáza 9, ta však může být inhibována proteiny z BCL2 rodiny. Dále dochází 

k aktivaci kaspáz 2, 6 nebo 7 (Kreutz et al., 2012, Hirata et al., 1998, Slee et al., 1999).  

      Kaspázy jsou rodinou proteáz, které štěpí proteiny za aspartátovými rezidui (Kaufmann et 

al., 1993). Jsou exprimované v neaktivní formě jako prokaspázy ve formě dimeru. Při jejich 

aktivaci dochází k rozštěpení prokaspázy do její aktivní formy. Do této rodiny patří 2 podrodiny 



20 
 

– iniciační a efektorové. Iniciační kaspázy aktivují efektorové, které štěpí jednotlivé proteiny 

za tvorby apoptiotických tělísek (Hawkins et al., 2000). Apoptotiická tělíska jsou následně 

fagocytována makrofágy (Wajant, 2002). 

      

 

Obrázek 2: Vnější cesta apoptózy – aktivace Fas receptoru a následná kaskáda aktivací dalších 

proteinů (Wajant, 2002) 

   

 

     Během aktivace vnější cesty apoptózy může být stimulována i vniřní cesta apoptózy – 

(mitochondriální). Kaspáza 8 může aktivovat kaspázu 9, která stimuluje uvolnění cytochromu 

C. Tento mechanismus může být zahájen i sám o sobě jako stresová odpověď na Ca2+ přetížení, 

hypoxii (Soares et al., 2005), hypoglykemii (Cardoso et al., 2013) nebo oxidativní stres.  

      Při porušení energetické homeostázy mitochondrie dojde k otevření mPT póru 



21 
 

(mitochondrial permeability transition pore) který propojí obě mitochondriální membrány. 

Touto zvýšenou propustností membrány dojde ke zkratu proudu oxidační fosforylace. 

Mitochondrie se snaží vyrovnat osmotický tlak a dojde tak k jejich bobtnání (swellingu) (Sesso 

et al. 2012). Mimo jiné dojde k uvolnění signální molekuly pro spuštění vnitřní cesty apoptózy 

- cytochromu C z intermembránového prostoru do cytosolu (González et al., 2010). O tom, zda 

dojde k apoptóze či nekróze rozhoduje koncentrace ATP. Pokud je zahájena apoptóza vnitřní 

cestou (viz obrázek 3), tak je na cytochrom C navázán dokovací protein Apaf-1 a změní tak 

jeho konformaci. Touto vazbou vznikne apoptozom, který  spustí aktivaci kaspáz. Na 

apoptozom se naváže kaspáza 9 svou death doménou CARD. Tato vazba vede k rozštěpení 

samotné kaspázy a tak k její aktivaci. Aktivní kaspáza-9 pak štěpí a aktivuje další kaspázy (2; 

3; 6; 7). Na aktivační kaspázu 9 mohou působit její regulační efektorové kaspázy, jako je tomu 

u kaspázy 3, která působí na kaspázu 9 pozitivní zpětnou vazbou. Na konci této aktivační 

kaskády kaspáza 6 aktivuje kaspázu 8 a 10 (Slee et al., 1999), které nastartují sledem reakcí  

fragmentaci DNA (Li et al., 1997), RNA a dalších proteinů.  

 

Obrázek 3: Vnitřní (mitochondriální) cesta apoptózy (upraveno podle Estaquier, 2012) 
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4.1 Regulace apoptózy 

Vnitřní cesta apoptóza je regulována proteiny z Bcl2 rodiny. Geny proteinů Bcl2 rodiny byli 

poprvé identifikovány ve folikulárních lymfomových B-buňkách (Zavala et al., 1985). Mezi 

členy této proteinové rodiny spadají proapoptotické i antiapoptotické proteiny.  

      Mezi proapototické proteiny patří globulární protein BAX a BAK obsahující 9 α-helixů 

(Suzuki et al. , 2000, Moldoveanu et al., 2006). Molekulární velikost BAXu je 21 kDa a BAKu 

23 kDa. BAK je lokalizován na vnější mitochondriální membráně, zatímco BAX je volně 

v cytosolu (Griffiths et al., 1999, Wolter et al., 1997). Při aktivaci apoptózy se BAX translokuje 

z cytosolu na vnější mitochondriální membránu a spolu s BAK přes své BH3 domény vytvoří 

oligomer (George et al., 2007). Během oligomerizace dochází ke konformační změně a insercí 

α-helixu 5 a 6 jsou do vnější mitochondriální membrány tvořeny póry (Muchmore et al., 1996). 

Vytvořením póru dojde k uvolnění cytochromu C.  

      Druhou skupinou této rodiny jsou antiapoptotické proteiny integrované na vnější 

mitochondriální membráně. Mimo to se mohou vyskytovat na membráně endoplazmatického 

retikula nebo na jaderné membráně (Borner et al., 1994). Mezi ně patří BCL-2, BCL-X, MCL-

1 a BCL-W. Tyto proteiny obsahují 4 BH(1-4) domény (Kvansakul et al., 2008).  

      BCL2 protein se skládá z 8 α-helixů a jeho molekulární velikost je 26 kDa. Jeho úlohou je 

vyvazování proapoptotických proteinů a zabraňování tak jejich oligomerizaci. Dalším anti-

apoptotickým mechanismem je zabránění aktivitě kaspáz (Bruey et al., 2007). BCL2 též snižuje 

pravděpodobnost uvolňování cytochromu C prostřednictvím mPTP vazbou na vnější 

mitochondriální membránu, a brání  tak ztrátě membránového potenciálu (Yang et al., 2012)  

      Dalším významným antiapoptotickým proteinem je BCL-xl. Tento protein má podobný 

význam jako BCL2 – zabraňuje aktivitě kaspáz (Bruey et al., 2007) a uvolnění cytochromu C.  

     Poslední skupinou BCL2 rodiny jsou BH3 only proteiny, kam patří BIM, PUMA, BID, 

BAD, BMF a NOXA. Tyto proteiny obsahují homologní úsek v BH3 doméně 

s proapoptotickými proteiny. BH3 only proteiny jsou aktivovány během stresové signalizace. 

Zároveň mohou inhibovat antiapoptiotcké proteiny této rodiny a usnadnit tak proces apoptózy 

(Uren et al., 2007).  

      Dalším důležitým regulační proteinem je Akt (PKB). Akt je na IP3 závislá kináza, která 

může inhibovat apoptózu několika mechanismy. Akt může fosforylovat regulační protein BAD 

(Datta et al., 1997), přímo kaspázu 9 (Cardone et al., 2012) nebo fosforylací FKHRL1 

transkripčního faktoru a tím zablokování transkripce Fas receptoru. Všechny zmíněné děje 

vedou k zablokování apoptózy.  
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5. SRDEČNÍ POŠKOZENÍ 

 

5.1 Apoptóza kardiomyocytu 

V kardiomyocytech byly prokázány obě cesty apoptózy – vnitřní i vnější. Vzhledem k tomu, že 

kardiomyocyty mají vysoce oxidativní metabolismus a obsahují tak velké množství 

mitochondrií, vnitřní cesta apoptózy je mnohem častější.  

      Tlakové přetížení vyvolávající srdeční hypertenzi aktivuje TNF a FAS receptory, které 

mohou stimulovat vnější apoptotickou dráhu (Ferrari et al., 1995). Existují klinické studie, které 

zkoumaly inhibitory TNF-α. Při chronickém srdečním selháním se prováděly klinické studie s 

použitím sloučenin, které poškozují cirkulující TNF-α. V těchto studiích je použit Etanercept, 

který váže a neutralizuje cirkulující TNF-α. Zatímco malé pilotní studie vykazují povzbudivé 

výsledky (Balakumar et al., 2006, Bozkurt et al., 2002), rozsáhlejší studie teorii naopak 

vyvracejí (Chung et al., 2003).  

      Další studie se zabývají kaspázami. Některé ukazují, že exprese kaspáz se snižuje 

s narůstajícím věkem. V dospělém srdci je jejich exprese velmi nízká (Bahi et al., 2006). 

Novodobá studie uvádí, že apoptóza může být indukována v srdci bez aktivace kaspáz 

pravděpodobně prostřednictvím faktoru indukujícího apoptózu (AIF). Obě cesty apoptózy 

mohou být potlačeny cytoprotektivním represorem apoptózy s kaspázovou regresní doménou 

(ARC) (Bae et al., 2010). ARC inhibuje vnější cestu apoptózy interakcí s kaspázou 8 a dalšími 

komponenty smrti jako je FADD. Inhibice vnitřní cesty je zablokováním BAX (Gustafsson et 

al., 2004). AIF je ukotvený svým N-koncem do vnitřní mitochondriální membrány a svým C-

koncem ční do intermembránového prostoru. Tento faktor je důležitou součástí I. komplexu 

oxidační fosforylace. Pokud dojde ke spuštění apoptózy, AIF je rozštěpen a uvolněn do 

cytosolu, odkud je translokován do jádra kde napomáhá kondenzaci chromatinu a fragmentaci 

jádra (Daugas et al., 2000). Zároveň je hladina AIF důležitá pro srdeční funkci a jeho inaktivace 

je pozorována u dilatovaných kardiomyocytů (Joza et al., 2001). Daugas et al., 2000 však 

prokazuje zvýšenou hladina AIF při ischemicko/reperfúzním poškození.. Dalším apoptotickým 

proteinem v kardiomyocytu je endonukleáza G. Její lokalizace je v intermembránovém 

prostoru mitochondrie. Při aktivaci apoptózy je translokována do jádra, kde štěpí DNA. Její 

úloha byla prokázána v buňkách postižených ischemicko-reperfúzním poškození (Bahi et al., 

2006). Propojení vnější cesty apoptózy s vnitřní může být v kardiomyocytu přes kaspázu 8. 
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Kaspázou 8 je rozštěpen regulační protein BID, který se svým C-koncem translokuje na vnější 

mitochondriální membránu, kde pravděpodobně aktivuje vnitřní cestu.  

    

5.2 Vápníkové přetížení 

Úloha vápníku v živém organisu je velmi důležitá. Jedná se o signální molekulu v mnoha 

buněčných pochodech. Intracelulární koncentrace vápníku je na velmi nízkých hodnotách, která  

je přísně regulována. Změna intracelulární koncentrace Ca2+ vyvolává buněčnou odpověď jako 

je kontrakce svalového vlákna, buněčný transport, otevření iontových kanálů, aktivace 

signálních drah a mnoha dalších. Pokud dojde k nadměrnému zvýšení vtoku vápníku přes Ca2+ 

kanály na plazmatické membráně z extracelulárního prostoru nebo přes Ca2+ kanály na 

sarkoplazmatického retikula, může dojít k buněčnému poškození. Na zvýšenou koncentraci 

vápníku jsou vysoce citlivé mitochondrie. Jeho následkem může dojít k narušení oxidační 

fosforylace a tím k tvorbě kyslíkových radikálů. Vlivem oxidativního stresu a vápníkového 

přetížení může dojít k otevření výše zmíněného mPT póru (Hunter et al., 1979). 

.  

 

5.3 Oxidativní stres 

Hlavním energetickým zdrojem buněk jsou mitochondrie. Nejvíce energie je získáváno 

oxidativní fosforylací, během které dochází k tvorbě ATP. Pokud je buňka pod vlivem stresu 

například z Ca2+ přetížení, hypoxie (Soares et al., 2005) nebo hypoglykemie (Cardoso et al., 

2013) může docházet k tvorbě kyslíkových radikálů. Tyto radikály vznikají nedokonalou 

oxidací kyslíku a mohou buňku poškozovat. Navíc mohou reagovat s oxidem dusnatým za 

vzniku ještě více buňku ohrožujícího peroxinitritu. Zvýšenou koncentrací kyslíkových radikálů 

může dojít k otevření mPT póru, vylití cytochromu C a spuštění tak apoptózy. Na obranu může 

mitochondrie použít několik mechanismů. Radikály mohou být oxidovány buď neenzymaticky 

vytamínem A, C, E a glutathionem nebo enzymaticky superoxid dismutázou (SOD), katalázou 

a glutathion peroxidázou. SOD oxiduje volné radikály na kyslík a peroxid vodíku (McCord et 

al., 1969), kataláza dále redukuje peroxid vodíku na vodu a kyslík. Během oxidativního stresu 

je zvýšená aktivace ERK, která pomáhá buňce přežít (Xia et al., 1995). Oxidativní stres je 

součástí řady onemocnění jako je ateroskleróza, diabetes, pulmonární fibróza nebo 

neurodegenerativní onemocnění.  
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5.4 N-acetylcystein 

Tato látka patří mezi běžně užívané léčivo ze skupiny expektorancií (viz obrázek 4). V praxi se 

používá při léčbě chronické obstrukční plicní nemoci, nefropatiích a HIV. Jeho význam kromě 

mukolytických účinků spočívá v antioxidačních účincích. N-acetylcystein je prekurzorem 

glutathionu, který je známé antioxidační činidlo v živém organismu (Carlsten et al.,2018). 

Glutathion je zodpovědný za udržování oxidativní rovnováhy v buňce. Je schopný přímo 

oxidovat reaktivní formy kyslíku nebo katalýzou pomocí glutathion peroxidázy přes NADH.          

     Příznivé účinky N-acetylcysteinu v kardiologii byly potvrzeny v několika studiích. Při 

použití N-acetylcyteinu v kombinaci s nitroglycerinem došlo méně často k infarktu myokardu 

(Horowitz et al., 1988). Další studie uvádějí příznivý účinek tohoto antioxidantu během 

ischemicko-reperfúzního poškození (Orhan et al., 2006).  

 

 

Obrázek 4: Molekula N-acetylcysteinu 

(https://www.remediahomeopathy.com/img/upload/arzneibild_gross/n-

acetylcystein.10709.jpg)
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6. CÍLE DIPLOMOVÉ PRÁCE 

 

Cílem diplomové práce bylo stanovit markery apotózy a vybrané proteiny β-adrenergní 

signalizace v levé komoře potkanů vystavených akutnímu chladu (3 dny) a stálému světlu (3 

dny).  
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7. MATERIÁL A METODY 

 

7.1 Laboratorní zvířata a jejich expozice 

K pokusu byli použiti laboratorní potkani samci kmene Wistar (300 až 350g, n=6). Experiment 

zahrnoval 4 skupiny: 

  potkani vystaveni 12 hodin světlu a 12 hodin tmě při pokojové teplotě 25°C po dobu 

tří dnů - kontrolní skupina (K) 

 potkani vystaveni 72 hodin světlu při pokojové teplotě 25°C (LL) 

 potkani vystaveni 12 hodin světlu a 12 hodin tmě při teplotě 6°C ±1°C (C-LD) 

 potkani vystaveni 72 hodin světlu při teplotě 6°C ±1°C (CH-LL) 

     Druhá část experimentu zahrnovala další čtyři skupiny potkanů, kde každá skupina potkanů 

byla vystavena stejným podmínkám jako výše zmíněné s rozdílem, že každému potkanovi byl 

během expozice intraperitoneálně podáván antioxidant N-acetylcystein (10 mg/100 g 1 x 

denně).  

    

  

7.2 Odběr myokardu a jeho zpracování 

Po tří denní adaptaci byla potkanům odebrána srdce v hluboké anestezii (10 mg/100 g), (viz 

příloha tabulka č. 1). Následně byl potkan otevřen přes hrudní oblast, byla odebrána srdeční 

tkáň a rozstříhána na levou a pravou komoru a septum. Vzorky levých komor byly zabaleny do 

alobalu a zamraženy v tekutém dusíku.  

 

7.3 Mitochondriální bobtnání 

Mitochondriální bobtnání bylo provedeno podle (Drahota et al., 2012). Metoda je založená na 

principu poklesu absorbance (λ= 520 nm) mitochondrií titrované roztokem CaCl2. Levá komora 

srdce potkana byla homogenizována teflonovým homogenizátorem při teplotě 0 °C/na ledu jako 

roztok 10% homogenátu smíchaného s 0,25 M sacharózy, 10 mM Tris-HCl, 2 mM EGTA a 0,5 

mg/L  hovězího sérového albuminu (BSA) při pH = 7.2. Následně byla tkáň centrifugována 
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(800 RPM, 10 min). Po centrifugaci byl pelet dvakrát promyt v pufru Tris-sacharóza (bez 

EGTA a BSA, pH = 7.2) a poté opět centrifugován (8 000 RPM, 10 min, 4 °C). Nově usazený 

pelet byl resuspendován v 500 μL téhož pufru. Koncentrace bílkovin byla stanovena dle 

Bradfordovy metody (viz níže). Metoda měření mitochondriálního bobtnání je založena na 

základě poklesu absorbance při 520 nm měřeného ve spektrofotometru Shimadzu UV-1601 při 

pokojové teplotě.  Do médium pro mitochondrie (viz příloha tabulka č. 2) byly přidány 

mitochondrie (zhruba 0,4 mg/1 ml) tak, aby bylo dosaženo absorbance o hodnotě kolem 1.  

Mitochondrie byly v médiu inkubovány zhruba 1 minutu a poté bylo přidáno 200 µM CaCl2. 

Snížení absorbance bylo sledováno kontinuálně  po dobu 5 min v 0,1 s intervalech. Z 3 000 

získaných hodnot každého vzorku byla vyhodnocena křivka poklesu absorbance mitochondrií 

a tím zhodnocení mitochondriálního bobtnání (z níž maximální míra bobtnání odpovídá 

nejprudšímu poklesu A v intervalu 10 sekund).  

 

7.4 Izolace hrubé membránové frakce 

Izolace hrubých membrán byla provedena podle (Novotný et al., 1999) Postup byl následující. 

Zmražená tkáň levé komory srdce (LV) potkana byla zvážena na analytických vahách. 

Následně byla tato tkáň vhozena  do porcelánové misky s tekutým dusíkem, kde byla rozdrcena 

pomocí tloučku a převedena do předvážených zkumavek  se ¾ očekávaného výsledného 

objemu roztoku TMES v poměru 5 µl TMES/1 mg tkáně, tj. 20% homogenát. Poté byla tkáň 

intenzivně homogenizována ve skleněném homogenizátoru po dobu 1 min. Následně byl 

homogenát centrifugován (2 100 RPM, 10 min, 4°C, Hettich číslo 1610). Po centrifugaci byl 

supernatant odebrán do čisté zkumavky a byl uchován na ledu. Pelet byl následně 

resuspendován ve skleněném homogenizátoru 1 min v roztoku TMES (5 µl TMES /1 mg tkáně) 

a následně centrifugován (2100 RPM 10 min, 4°C). Vzniklý supernatant byl slit s předchozím 

supernatantem a převeden do centrifugačních zkumavek (Beckmann). Na přesné vyvážení 

zkumavek byl použit roztok TMES. Takto připravené zkumavky byly centrifugovány (23 500 

RPM, 30 min, 4°C, rotor Ti 50.2, centrifuga Beckman). Cytosololová část (supernatant) byla 

odebrána do zkumavek a hrubá membránová frakce (pelet) byl resuspendován v roztoku TME 

v poměru 1:1,5 (viz příloha tabulka č. 1). Všechny vzorky membránové frakce se následně 

sonifikovaly (Bandelin) a byly rozpipetovány po 200 µl do předem označených 

mikrozkumavek eppendorf.  
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7.5 Stanovení proteinů 

Proteiny byly stanoveny dle Bradfordovy metody. Byla použita 96 jamková destička a 

připravena kalibrační křivka z hovězího sérového albuminu (BSA) dle následující koncentrační 

řady připravené v deoinizované vodě (0,025 µg/µl; 0,05 µg/µl; 0,1 µg/µl; 0,2 µg/µl; 0,4 µg/µl; 

0,6 µg/µl; 0,8 µg/µl; 1 µl/µg).  

      Do prvních šesti jamek bylo napipetováno vždy 10 µl vody a kalibrační křivka byla 

napipetována z každé koncentrace po 10 ul v tripletech. Každý vzorek cytosolové nebo 

membránové frakce byl vždy 30x naředěn v H2O a napipetován opět v tripletu po 10 µl. 

Nakonec bylo do všech jamek přidáno 250 µl Bradfordova činidla a byla destička 10 minut 

inkubována při pokojové teplotě. Následně byly proteiny změřeny programem Gen 51.08. 

Změřená koncentrace byla zpětně přepočítána na koncentrace vzorků (30x vyšší, než změřená 

koncentrace) a zaevidovány do tabulky v excelu. Vzorky byly pro následnou analýzu uchovány 

v mrazicím boxu -80°C.  

 

7.6 SDS-PAGE elektorforéza 

Vzorky byly rozředěny na koncentraci 2 µg/µl roztoky SLB, DTT a TME (viz příloha tabulka 

č. 3). Na separaci proteinů byl použit polyakrylamidový 12% separační gel (viz příloha tabulka 

č. 4) a 5% zaostřovací gel  (viz příloha tabulka č. 4). Po sestavení aparatury pro elektroforézu a 

zalití gelů vnitřním elektrodovým pufrem (viz příloha tabulka č. 5), byly do gelu naneseny 

vzorky. Pro jednotlivá měření proteinů byly použity zvlášť vzorky cytosolové  a  membránové 

frakce.  Vzorky byly naneseny do gelu v množství 20 µg v 10 µl v případě cytosolové frakce a 

15 µg v 7,5 µg v případě membránové dle určeného pořadí (viz příloha tabulka č. 6). Jako 

kontrolní vzorek byla použita směs vzorků připravených smícháním vzorků z kontrolní skupiny 

potkanů. Hmotnost sledovaných proteinů byla identifikována pomocí molekulového markeru 

Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad). Následně byly gely umístěny do nádoby pro 

elektroforézu a zality vnějším elektrodovým pufrem (viz příloha tabulka č. 5). Elektroforéza 

probíhala zpravidla za podmínek konstantního napětí 100 V prvních 45 min a následně při 150 

V dalších 45 min a konstantního proudu 700 mA při pokojové teplotě.  

 

7.7 Western Blotting 

Po dokončení elektroforézy a vyjmutí gelů z aparatury byly gely inkubovány v pufru Towbin 

(viz příloha tabulka č. 7), 15 min. Následně byla sestavena aparatura pro western blotting (viz 
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obrázek č. 6). Pro blotování byly použity nitrocelulózové membrány. Blotting probíhal za 

podmínek konstantního napětí 100 V a proudu mezi 250 a 350 mA 60 min při teplotě 4°C.   

 

Obrázek 5: Schéma sestavení blotovací kazety. 

 

7.8 Imunodetekce 

Po dokončení western blottingu byly membrány inkubovány v promývacím roztoku TTBS (viz 

příloha, tabulka č. 8) 15 min. Proteiny na membráně byly poté zablokovány zpravidla 5 % 

nízkotučným sušeným mlékem rozpuštěným v TTBS 1 h při pokojové teplotě. U protilátky 

BAX byl použit pouze 3% blok. Poté byly membrány promyty opět v TTBS 15 min. Následně 

byla primární protilátka (viz příloha, tabulka č. 9) inkubována přes noc při 4°C. Druhý den byly 

membrány promyty v TTBS 3 x 15 min a poté byla aplikována sekundární protilátka Anti-

Rabbit IgG NA934V (viz příloha tabulka č. 9). Nakonec byly membrány osušeny filtračním 

papírem a bylo na ně naneseno 400 µl chemiluminiscenční detekční směsi (Thermo Scientific). 

Proteiny na membráně byly detekovány přítrojem LAS-4000 (Genetica, FujiFilm) a 

denzitometricky vyhodnoceny programem Quantity One (BioRad).  

 

7.9 Statistické vyhodnocení 

Naměřené hodnoty byly statisticky vyhodnoceny programem GraphPad Prism 7. Ke 

statistickému zhodnocení byl použit One-way ANOVA multiple comparisons test, hodnoty 

vyjádřeny v % kontroly (kontrola 100%), hladina významnosti p<0.05, n=3, n=5 a n=6.  
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8. VÝSLEDKY  

 

1) Mitochondriální bobtnání 

Mitochondriální bobtnáni testuje citlivost izolovaných mitochondriíí k přetížení Ca2+ ionty. 

Měřili jsme rychlost bobtnání, která je vyjádřena jako změna absorbance za min na proteinu 

vzorku. Zjistili jsme signifikatně vyšší rychlost bobnání po třech dnech na stálem světle u 

skupiny LL o 187% a velmi podobně po třech dnech chladu u skupiny C-LD o 184% ve 

srovnání s kontrolní skupinou K (viz graf 1). Naopak u u kombinace obou stresoru u skupiny 

C-LL došlo k návratu ke kontrolní skupině.  
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Graf 1: Mitochondriální bobtnání stanovené v levé komoře srdce při koncentraci 200 µM 

CaCl2. u potkanů vystavených buď stálému světlu (LL) nebo stálenému chladu (C-LD) nebo 

kombinaci obou stresorů (C-LL) po dobu tří dnů. Výsledky byly statisticky hodnoceny vzhledem 

ke s kontrole (K).* p<0,05. Chybové úsečky představují ± SD, n= 3 
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2) Efekt 3 denní chladové expozice a osvětlení na expresi apoptotických proteinů 

Na základě detrimentálních výsledků bobtnání jsme stanovili expresi apoptotických proteinů 

BAX, BCL2 a kaspázy 8. K měření byla použita SDS-PAGE elektroforéza a Western Blotting. 

Graf ukazující tendenci k apoptóze, tedy graf poměru exprese BAX/BCL2, nevykazuje 

signifikantní odchylky (viz graf 2). Exprese proteinu BAX je signifikantně zvýšena u skupiny 

LL a skupiny C-LD proti kontrolním skupinám (viz graf 3). U skupiny  LL je zvýšení o 132% 

a u skupiny C-LD o 79%. Dále byl měřen antiapoptotický protein BCL2 (viz graf 4). Jeho 

signifikantní zvýšení se projevilo u skupiny LL a to o 78%. Podobně jako protein BAX 

vykazuje kaspáza 8 signifikantní zvýšení u skupiny LL, které je o 92% (viz graf 5). U ostatních 

skupin nejsou odchylky signifikantní.  

 

 

 

 

P o m ě r  B A X /B C L 2

Im
u

n
o

r
e

a
k

ti
v

it
a

 [
A

.U
.]

K L
L

C
-L

D

C
-L

L

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

 

Graf 2: Poměr exprese apoptotického proteinu BAX a antiapoptotického proteinu BCL2 

stanovené v levé komoře srdce byly stanoveny u potkanů vystavených buď stálému světlu (LL) 

nebo stálenému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou stresorů (C-LL) po dobu tří dnů. Hodnoty 

jsou vyjádřeny v procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové úsečky představují ± SD, 

n = 5. 
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Graf 3: Exprese apoptotického proteinu BAX stanovená v levé komoře srdce u potkanů 

vystavených buď stálému světlu (LL) nebo stálenému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou 

stresorů (C-LL) po dobu tří dnů. Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech kontroly (K = 100%). * 

p <0,05, chybové úsečky představují ± SD, n = 6. 
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Graf 4: Exprese antiapoptotického BCL2 stanovená v levé komoře srdce u potkanů vystavených 

buď stálému světlu (LL) nebo stálenému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou stresorů (C-LL) 

po dobu tří dnů. Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové 

úsečky představují ± SD, n = 6. 
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Graf 5: Exprese iniciační kaspázy 8 stanovená v levé komoře srdce u potkanů vystavených buď 

stálému světlu (LL) nebo stálému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou stresorů (C-LL) po dobu 

tří dnů. Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové úsečky 

představují ± SD, n = 6. 
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3) Efekt 3 denní chladové expozice a osvětlení na β-adrenergní signalizaci 

Dále byly stanoveny hladiny β-adrenergních receptorů β1 a β2 a G-proteinů v hrubé membránové 

frakci. Je zajímavé, že oba β1 a β2 jsou signifikantně sníženy u skupiny LL o 22% (viz graf 6)  

a o 25% (viz graf 7) v uvedeném pořadí. Exprese stimulačního G-proteinu Gαs je signifikantně 

snížena u skupiny C-LD o 26% (viz graf 8), zatímco  Gi1/2 a Gi3  podjednotky jsou sníženy u 

všech exponovaných skupin téměř identicky,  kdy u skupiny LL hodnoty poklesly  o 44%, u 

skupiny C-LD o 47% a u skupiny C-LL dokonce o 68% (viz graf 9 a 10).    
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Graf 6: Exprese adrenergního receptoru β1 byla stnovena v levé komoře srdce u potkanů 

vystavených buď stálému světlu (LL) nebo stálému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou 

stresorů (C-LL) po dobu tří dnů. Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech kontroly (K = 100%). * 

p <0,05, chybové úsečky představují ± SD, n = 6. 
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Graf 7: Exprese adrenergního receptoru β2 byla stnovena v levé komoře srdce u potkanů 

vystavených buď stálému světlu (LL) nebo stálému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou 

stresorů (C-LL) po dobu tří dnů.. Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech kontroly (K = 100%). 

* p <0,05, chybové úsečky představují ± SD, n = 6. 
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Graf 8: Exprese stimulační podjednotky Gαs byla stnovena v levé komoře u potkanů 

vystavených buď stálému světlu (LL) nebo stálenému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou 

stresorů (C-LL) po dobu tří dnů. Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech kontroly (K = 100%). * 

p <0,05, chybové úsečky představují ± SD, n = 6. 
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Graf 9: Exprese inhibiční podjednotky Gi1/2. byla stnovena v levé komoře u potkanů vystavených 

buď stálému světlu (LL) nebo stálému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou stresorů (C-LL) po 

dobu tří dnů. Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové 

úsečky představují ± SD, n = 6. 
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Graf 10: Exprese inhibiční podjednotky Gi3 byla stanovena v levé komoře u potkanů 

vystavených buď stálému světlu (LL) nebo stálému chladu (C-LD) nebo kombinaci obou 

stresorů (C-LL) po dobu tří dnů. Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech kontroly (K = 100%). * 

p <0,05, chybové úsečky představují ± SD, n = 6. 
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4) Efekt 3 denní chladové expozice a stálému osvětlení po podání  N-acetylcysteinu na 

apoptotické makrery  

Po podání N-Acetylcysteinu způsobilo nesignifikantní avšak nepřehlédnutelný výkyv hodnot 

poměru hladin proteiů BAX/BCL2 proti intaktní skupině ve směu k proapoptotickým 

tendencím (Graf 11). Tento výkyv a současně velký rozptyl hodnot byl dán převážně změnami 

v expesi BAX (Graf 12), zatímco u BCL2 byly hodnoty velmi konzistnentí. Ani u chladově 

exponovaných zvířat a zvířat vystavených stálému světlu při podávání N-acetylcysteinu 

nedošlo k signikantím změnám vzhledem k velkému rozptylu naměřených hodnot. Naproti 

tomu kombinace obou stresorů při podávní N-acetylcysteinu  vedla k návratu hodnot na úroveň 

intaktní skupiny a naměřené hodnoty nabyly zpět velmi konzistentní rozložení. Hladiny 

proteinů BAX a kaspázy 8 významně vzrostly u skupiny stálého světla LL - o 120% a 64 % v 

uvedeném pořadí (Graf 13 a 14). Po expozici samotnému chladu zůstaly též hodnoty BAX 

významně zvýšeny C-LD o 91% (viz graf 12) a N-acetylcystein tedy neprokázal žádný vliv. 

Nicméně nelze opomneout, že podání N-acetylcysteinu značně zvýšilo rozptyl hodnot u intaktní 

skupiny a u skupin, které byly exponované jednomu stresoru. Je zajímavé, že antiapoptotický 

protein BCL2 je signifikantně zvýšen pouze u skupiny C-LL až o 73% (viz graf 13).  
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Graf 11: Poměr exprese apoptotického proteinu BAX a antiapoptotického proteinu BCL2. K = 

kontrolní skupina, NAC-LL = osvětlená skupina ovlivněná N-acetylcysteinem, C-LD = 

chladová skupina ovlivněná N-acetylcysteinem, C-LL = chladová a osvětlená skupina 

ovlivněná N-acetylcysteinem. Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech kontroly (K = 100%). * p 

<0,05, chybové úsečky představují ± SD, n = 6. 
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Graf 12: Exprese apoptotického proteinu BAX. K = kontrolní skupina, NAC-LL = osvětlená 

skupina ovlivněná N-acetylcysteinem, C-LD = chladová skupina ovlivněná N-acetylcysteinem, 

C-LL = chladová a osvětlená skupina ovlivněná N-acetylcysteinem. Hodnoty jsou vyjádřeny v 

procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové úsečky představují ± SD, n = 6. 
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Graf 13: Exprese apoptotického proteinu BAX. K = kontrolní skupina, NAC-LL = osvětlená 

skupina ovlivněná N-acetylcysteinem, C-LD = chladová skupina ovlivněná N-acetylcysteinem, 

C-LL = chladová a osvětlená skupina ovlivněná N-acetylcysteinem. Hodnoty jsou vyjádřeny v 

procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové úsečky představují ± SD, n = 6. 
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Graf 14: Exprese iniciační kaspázy 8.. K = kontrolní skupina, NAC-LL = osvětlená skupina 

ovlivněná N-acetylcysteinem, C-LD = chladová skupina ovlivněná N-acetylcysteinem, C-LL = 

chladová a osvětlená skupina ovlivněná N-acetylcysteinem. Hodnoty jsou vyjádřeny v 

procentech kontroly (K = 100%). * p <0,05, chybové úsečky představují ± SD, n = 6. 
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9. DISKUZE 

 

Tato práce měla za cíl stanovit míru apoptózy a β-adrenergní signalizaci u skupin potkanů 

ovlivněných stresovými faktory – akutním chladem (3 dny) a stálým světlem (3 dny). Potkani 

tvořili celkem 4 experimentální skupiny z nichž jednu kontrolní (K) a zbylé 3 vystavené 

světelnému a chladovému stresu (LL, C-LD a C-LL). Nejprve bylo naší laboratoří změřeno 

mitochondriální bobtnání. Jak je již uvedeno v kapitole o apoptóze, zvýšená citlivost 

mitochondrií k přetížení vápníkem zvyšuje pravděpodobnost aktivace apoptózy a tak degradaci 

kardiomyocytů (Lisa et al., 2001). Zjistili jsme, že nejvyšší rychlost mitochondriálního bobtnání 

je u skupiny potkanů vystavených stálému světlu nebo akutnímu chladu. Graf bobtnání 

naznačuje podobnost vlivu těchto stresových faktorů na citlivost mitochondrií k přetížení 

vápníkem což může vést k snížení prahu aktivace apoptózy v kardiomyocytu (graf 1). 

Zajímavost tohoto výsledku však spočívá v poklesu bobtnání u skupiny potkanů vystavených 

oběma stresovým faktorům zároveň. Zde vidíme pokles hodnot, které se podobají hodnotám 

kontrolní skupiny. Jsou známé škodlivé účinky akutní chladové expozice na srdeční funkci, 

které mohou vést k srdečním onemocněním jako je ischemická choroba srdeční (Sheth et al. 

1999), ateroskleróza (Lin et al.2017) a srdeční hypertenze (Hirai et al., 2015). Současně je 

známo, že narušení cirkadiánních rytmů má detrimentální účinek na kardiomyocyty vedoucí u 

lidí k obdobným typům onemocnění - srdeční hypertenze  (Yamasaki et al., 1998), srdeční 

selhání (Martino et al., 2007). V naší studii byl však prokázán synergický efekt kombinace 

stálého světla a stálého chladu na potkanech, který vedl k potlačení individuálních 

detrimentálních účinku chladu a světla. Na základě překvapivého zjištění jsme se dále zabývali 

expresí proapoptotického proteinu BAX (Suzuki et al., 2000), iniciační CASP8 (Kominami et 

al., 2012) a antiapoptotického proteinu BCL2 (Bruey et al., 2007).  

      Při měření exprese apoptotického proteinu BAX došlo k nejvyššímu zvýšení u skupiny 

potkanů vystavených pouze stálému světlu a to o 132%. V souladu s tímto trendem je zvýšena 

i iniciační kaspáza 8 a to o 92%. V případě, že jsou potkani vystaveni stálému světlu dochází 

k narušení cirkadiánních rytmů a tím k desynchronizaci melatoninu. O melatoninu je dobře 

známo, že potlačuje proapoptotický BAX a zvyšuje antiapoptotický BCL2, takže má silné 

antiapoptotické účinky (Zhao et al., 2016). V rámci našeho měření exprese BCL2 proteinu 

došlo opět k signifikantnímu zvýšení u skupiny LL a to o 78%. Z tohoto pohledu by se mohlo 

zdát, že 3 dny stálého světla úplně nepotlačují produkci melatoninu, ale desynchronizují jeho 
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působení, a tak na úrovni srdce dochází ke kompenzační odpovědi na zvýšení BAX a tím i 

zvýšení BCL2, o čemž vypovídá i graf poměru BAX/BCL2. Tento homeostatický mechanismus 

v literatuře není popsán. Tří denní chladová expozice ještě signifikantně zvyšuje BAX, ale 

pouze o 79% a na úrovni BCL2 už nedochází k signifikantnímu zvýšení, pouze je zde tendence. 

Zvýšená exprese proapoptotického proteinu BAXu během chladové expozice je již dobře 

známa z předešlých studií, kde byla exprese měřena na myším modelu. V této studii byly myši 

pravidelně umisťovány na 4 h denně do místnosti o teplotě -20°C po dobu jednoho a dvou 

týdnů. Výsledky studie ukazují signifikatní zýšení BAXu po jednom i po dvou týdnech (Cong 

et al., 2018). Náš výsledek je tedy v souladu s touto studií, avšak je možné, že k aktivaci 

apoptózy přesto nedochází, protože exprese CASP8 odpovídá kontrolní skupině.  

Nesignifikantně zvýšený apoptotický účinek opět ukazuje graf poměru BAX/BCL2. Je nutno 

podotknout, že potkani byli chováni po 2 v podestlaných klecích. Zde tedy mohlo dojít 

k vzájemnému zahřívání mezi potkany a potlačení tak škodlivých účinků chladové expozice. 

Stresově nejvíce zatíženou skupinou naší studie byly potkani vystavení chladu i světlu. 

V případě proapoptotického BAX i antiapoptotického BCL2 je exprese obou proteinů 

srovnatelná s kontrolní skupinou. Tento výsledek ukazuje, že tendence ke zvýšení 

apoptotického účinku obou stresorů není zahájena. V literatuře synergický efekt kombinace 

chladové a světelné expozice není popsán. Překvapivý fakt je v souladu s grafem bobtnání, kde 

tento výsledek koresponduje s výsledkem mitochondriálního bobtnání, který dále naznačuje 

potlačení detrimentálních vlivů synergickou kombinaci obou stresových faktorů a tak snížení 

prahu apoptotického účinku.  

      Dále jsme se zabývali studiem β-adrenergní signalizace. Pomocí metody Western blot byla 

změřena relativní exprese receptorů β1 a β2. Zjistili jsme, že β1 je signifikantně snížen u 

skupiny LL o 22% a β2 o 25%. Dále byla regulace měřena na úrovni G-proteinů. Zde dochází 

k signifikantnímu snížení obou měřených inhibičních podjednotek. V případě exprese Gi1/2 je 

snížení u skupiny LL o 44% (viz graf 9) a u Gi3 o 47% (viz graf 10). Měřena byla i stimulační 

podjednotka, zde však nedochází k signifikantní odchylce (viz graf 8). Zde tedy pravděpodobně 

dochází ke kompenzačnímu efektu snížené exprese β-adrenergních receptorů snížením exprese 

inhibičních podjednotek. Studiem účinku melatoninu na β-adrenergní signalizaci se zabývá 

velmi málo prací. Polská studie se zabývá účinkem melatoninu na krevní tlak (Rechciński et 

al., 2006) . Do experimentu byli zahrnuti pacienti s ischemickou chorobou srdeční a srdeční 

hypertenzí během spánku. Pacientům bylo podáváno 5 mg melatoninu před spaním. Efekt 

melatoninu měl způsobit snížení krevního tlaku během spánkové fáze. Výsledky této studie 

jsou však rozporuplné.  Ke snížení krevního tlaku během spánkové fáze po podání melatoninu 
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došlo u 1/3 pacientů, ke zvýšení došlo u 23% pacientů. Avšak existuje řada studií, které se 

zabývají narušením cirkadiánních rytmů a jejich negativního dopadu na srdeční funkce 

(Martino et al., 2007). Z námi změřených výsledků by se dalo usuzovat, že narušením 

cirkadiánních rytmů došlo ke zvýšené aktivitě β-adrenergní signalizace snížením exprese G-

inhibičních podjednotek. Dále byla měřena β-adrenergní signalizace u chladově exponovaných 

potkanů. Na úrovni receptorů nedošlo k signifikantním změnám. Na úrovni G-proteinové 

signalizace došlo k signifikantnímu snížení Gαs (26%) i obou inhibičních podjednotek – Gi1/2 

(47%) a Gi3 (46%). O extrémní chladové expozici je dobře známo, že má detrimentální účinky 

na srdeční funkci. Studie se nejčastěji zabývají vlivem extrémního chladu na lidské srdce. Je 

potvrzeno, že v zimním období dochází ke zvýšené sekreci katecholaminů (Brodde et al., 1976), 

zvýšeného cholesterolu (Whaley et al., 1987) a dochází ke zvýšené frekvenci infarktu myokardu 

(Sheth et al., 1999). Další studie na lidech ukazuje, že během chladové expozice dochází 

k modulaci až desenzitizaci β1 a β2 adrenergního receptoru (Janský et al., 2008). Vliv akutního 

chladu na β-adrenergní signalizaci byl studován i na potkaním modelu. Na myším transgenním 

modelu byl zkoumán knockout β1 receptoru v hnědé tukové tkáni. V případě, že byly myši 

vystaveny chladu (místnost 4°C po dobu 3h) došlo k hypotermii. Z této studie vyplývá, že 

stimulací β1 dochází k produkci tepla. Ačkoliv u našeho modelu ke zvýšené expresi β-

adrenergních receptorů nedošlo, došlo ke snížené expresi inhibičních podjednotek a tím ke 

snížení inhibice celé dráhy. Zde je opět nutno připomenout, že byli potkani v podestlaných 

klecích po dvou, takže chladová expozice nemusela mít na potkany extrémní dopad. Nejvíce 

zatíženou skupinou byla opět skupina exponovaná stálému chladu a světlu. Tato skupina 

vykazovala opět sníženou expresi G-proteinových inhibičních podjednotek (Gi1/2 o 68% a Gi3 

též o 68%). Aktivační podjednotka ani exprese receptorů nejsou od kontrolní skupiny 

odchýleny.  Zde pravděpodobně dochází opět ke kompenzačnímu vlivu chladové expozice na 

snížení počtu β-adrenergních receptorů, a tak vyšší možnosti tvorby tepla. K tomuto ještě 

přispívá světelná expozice, která stimuluje aktivitu sympatiku v případě jasného denního světla 

(Scho et al., 1997).  

     Poslední část experimentu zahrnovala 4 experimentální skupiny vystavené stejným 

podmínkám jako předešlé skupiny s tím rozdílem, že byl potkanům podáván antioxidant N-

acetylcystein. Antioxidant byl aplikován intraperitoneálně jednou denně ráno vždy ve stejnou 

hodinu. Odběr srdce se konal v době, kdy měla být podána další dávka antioxidantu. Po podání 

N-acetylcysteinu však opět došlo k signifikantnímu zvýšení proapoptotického proteinu BAX u 

skupiny LL o 120% podobně jako u LL bez NAC. Tudíž NAC nezabránil zvýšené expresi BAX 

u světlem exponované skupiny. Výsledek potvrzuje i zvýšená exprese CASP8 (64%). BCL2 
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není signifikantně zvýšen, je zde pouze jeho tendence. Sklon k apoptóze však není signifikantní 

o čemž vypovídá poměr BAX/BCL2. U skupiny chladově exponovaných potkanů, kterým byl 

zároveň podáván N-acetylcystein došlo k signifikantnímu zvýšení pouze proapoptotického 

BAX (o 120%), což opět koresponduje s výsledkem relativní exprese BAX bez antioxidantu 

(79%), dokonce tato hodnota byla překročena. Na úrovni kaspázy mírné zvýšení už není 

signifikantní. Exprese BCL2 se neliší od kontrolní skupiny stejně jako u skupiny potkanů, 

kterým N-acetylcystein nebyl podáván. Výsledný graf apoptózy (graf 11) však signifikantní 

zvýšení nepotvrzuje. Hypoteticky nejvíce zatížená skupina vystavená oběma stresorům a 

zároveň ovlivněná N-Acetylcysteinem ukazuje překvapivě signifikantní změnu v expresi 

proteinu BCL2 a to navýšení o 73%. U stejné skupiny bez N-acetylcysteinu jeho exprese 

zvýšena není.  Naproti tomu, kontrolní skupina po podání N-acetylcysteinu vykazuje 

nesignifikantní nárůst exprese BAX. O N-acetylcysteinu je dobře znám jeho antioxidační efekt, 

který je realizován přes glutathionový systém (Carlsten et al., 2018). Pokud je zabráněno tvorbě 

RNS a ROS měla by být snížena i aktivace apoptotického účinku. Další studie mluví o 

antiapoptotickém efektu N-acetylcysteinu na kardiomyocytárních buňkách získaných ze srdce 

potkana, kdy došlo k snížené expresi BAXu a zvýšené expresi BCL2 u buněk vystavených 

hypoxickému prostředí (Zhang et al., 2009). Na druhé straně je známo, že mírný oxidativní 

stres stimuluje kardioprotektivní účinky a podání N-acetylcysteinu snížilo protektivní efekt 

hypoxie (Balková et al. , 2011). Nicméně podání N-acetylcysteinu snižuje riziko vzniku srdeční 

hypertrofie a ischemicko-reperfúzního poškození (Su et al., 2016). Benefiční účinek N-

acetylcysteinu se v naší studii překvapivě nepotvrdil, což nanznačuje, že patrně na tomto 

modelu není zhoršené bobtnání mitochondrií spojeno s oxidativním stresem, ale s jinými 

mechanismem.
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10. ZÁVĚR 

 

Potkani byly vystaveni dvěma stresorům trvalému světlu po tři dny a chladu (6°C ± 1°C) a 

kombinaci těchto faktorů. Na základě zajímavého zjištění, že citlivost mitochondrií se 

prohlubuje působením jednotlivých stresorů a jejich kombinace tento detrimentální účinek ruší, 

jsme se rozhodli stanovit markery apoptózy a míru aktivace adrenergního systému. Výsledky 

ukázaly váznamný nárůst exprese proteinu BAX a BCL2 po 3 dnech stálého světla a stálý chlad 

zvýšil pouze BCL2. Je zde patrná snaha antiapoptotického BCL2 apoptóze zabránit u expozice 

stálému světlu. Nicméně poměr BAX/BCL2 nedosáhl signifikance ani v jedné skupině. Je 

důležité zdůraznit, že aktivační kaspáza 8 byla významně zvýšena u skupiny stálého světla.  

Efekt chladu byl pravděpodobně zmírněn chováním potkanů ve dvojicích a podestýlkou, což 

umožnilo zahřívání. Synergický efekt stálého světla a chladu vedl opět ke zmírnění 

detrimentálních účinků, stejně jako u mitochondriálního bobtnání. 

     Na úrovni ß-adrenergní signalizace došlo k mírnému potlačení exprese receptorů u skupiny 

vystavené stálému světlu. Zde však dochází k potlačení inhibičních podjednotek u všech skupin 

vystavených stresu, což nasvědčuje o kompenzaci možného útlumu. Ve druhé části práce jsme 

vyvrátily hypotézu, kdy jsme předpokládali, že detrimentální efekt akutního chladu a stálého 

světla souvisí s oxidativním stresem, neboť podání N-Acetyl cysteinu nevyvolalo podstatné 

změny.  

      Tato práce přinesla zcela nové a originální výsledky, které otevřely mnoho dalších otázek 

týkajících se působení dvou stresorů na srdce potkana a úlohy oxidativního stresu v těchto 

procesech. 
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12. PŘÍLOHY 

Tabulka 1 – roztoky pro usmrcení potkana a homogenizaci tkáně 

Roztoky Chemikálie Množství 

roztok Thiopentalu Thiopental  1 g 

 fyziologický roztok (0,9 % NaCl) 10 ml 

Homogenizační pufr 

TMES Trizma Base  20 mM 

 MgCl2 3 mM 

 cOMPLETE 50x naředěný 

 PhosphoSTOP 1 tableta/10 ml 

pufr TME Trizma Base  20 mM 

 MgCl2 3 mM 

 cOMPLETE 50x naředěný 

 PhosphoSTOP 1 tableta/10 ml 

pufr TMES Sacharóza do roztoku TME 250 mM 

 

Tabulka 2 – roztok pro mitochondriální bobtnání 

Roztoky Chemikálie Množství 

Médium pro 

mitochondriální bobtnání sacharóza 125 mM 

  KCl 65 mM 

  

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid) 10 mM 

  sukcinát 5 mM 

  K3PO4 1 mM 

  pH 7,2 

 

Tabulka 3 - ředění vzorků pro elektroforézu 

Roztoky Chemikálie Množství 

ředění vzorků pro SDS- DTT (1,4-dithiothreitol) 50 mM 

PAGE elektorforézu SLB (Sample Laemmli Buffer) 4x naředěno 

 

TME 

 

doplnění do finálního 

objemu 

 

 

Tabulka 4 - ředění gelů pro elektroforézu 

Roztoky Chemikálie Množství 

12% polyakrylamidový  H2O 5,8 ml 

dělící gel Akrylamid 8 ml 

(množství pro 4 gely) Tris C (pH = 8,9) 5 ml 

  SDS (dodecylsíran sodný) 0,2 ml 

  APS (amonium persulfát) 1 ml 
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5% polyakrylamidový  H2O 5,24 ml 

 zaostřovací gel Akrylamid 1,67 ml 

  Tris D (pH = 6,9) 2,5 ml 

  SDS (dodecylsíran sodný) 0,1 ml 

  APS (amonium persulfát) 0,5 ml 

Tris C Trizma Base 18,2 g 

  

TEMED 

(Tetramethylethylenediamine) 345 µl 

  

upravit pH na 8,9, doplnit 

MQH2O do 100 ml   

Tris D Trizma Base 3,025 g 

  

TEMED 

(Tetramethylethylenediamine) 345 µl 

  

upravit pH na 6,9, doplnit 

MQH2O do 50 ml   

APS Amonium Persulfát (APS) 90 mg 

  H2O 5 ml 

 

 

Tabulka 5 - ředění elektrodových pufrů pro elektroforézu 

Roztoky Chemikálie Množství 

vnitřní elektrodový pufr 

(koncentrovaný) Trizma Base 30,3 g 

  Glycin 144 g 

  SDS (dodecylsíran sodný) 10 g 

  doplnit mQ H2O do 1 l   

vnitřní elektrodový pufr 

(ředěný) 

100 ml koncentrovaného pufru, 

doplnit mQ H2O do 1 l   

vnější elektrodový pufr  

maximálně 4 x použitý vnitřní 

elektrodový pufr   

 

 

Tabulka 6 - pořadí nanášených vzorků do gelu 

Pořadí vzorkůnanášených na gel 

K K1LL CH1LD CH1LL 

Pořadí vzorků s N-Acetylcysteinem 

K NAC_K6LD NAC_K6LL NAC_CH6LL NAC_CH6LD 
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Tabulka 7 - ředění blotovacího pufru 

Roztoky Chemikálie Množství 

Towbin pufr Trizma Base 3,03 g 

  Glycin 14,4 g 

  rozpustit v mQ H2O 500 ml 

  Methanol 200 ml 

  doplnit mQ H2O do 1 l   

 

Tabulka 8 - ředění promývacího roztoku 

Roztoky Chemikálie Množství 

TBS (Tris buffered saline) Trizma Base 12,1 g 

  NaCl 146,2 g 

  rozpustit v mQ H2O ve 4 l   

  úprava pH na 7,5   

  doplnit mQ H2O do 5 l   

TTBS TBS 1 l 

  Tween 20 0,5 ml 

 

Tabulka 9 - Aplikace primárních a sekundárních imunodetekčních protilátek 

primární 

protilátka 

katalogové 

číslo 

molekulová 

hmotnost ředění 

sekundární 

protilátka ředění 

anti BAX ab32503 21 kDa 1:1 000 Rabit IgG NA934V 1:6 600 

Bcl2 SAB 4500003 26 kDa 1:1 000 Rabit IgG NA934V 1:10 000 

anti-Caspase 8  ab25901 20 kDa 1:500 Rabit IgG NA934V 1:10 000 

Gs  * 45 kDa 1:4 000 Rabit IgG NA934V 1:10 000 

Gi ½ * 40 kDa 1:3 000 Rabit IgG NA934V 1:10 000 

Gi 3 * 43 kDa 1:2 000 Rabit IgG NA934V 1:10 000 

Protilátky označené * vyrobené nekomerčně 

 


