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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva studiem sodikem a draslikem aktivované adenosintrifosfatazy,
Na'/K" ATPazy, ktera je selektivné inhibovana kardioaktivnim glykosidem ouabainem.
Zmény mnozstvi tohoto enzymu byly sledovany v lymfocytech sleziny a hipokampu
potkant. Metoda, kterd byla pro toto studiu pouzita, byla technika ,,Western blot* s
pomoci protilatek orientovanych proti a podjednotce Na'/K" ATPazy. Pfi studiu
lymfocyt byly pouzity polyklonani i monoklonalni protilatky. Pfi studiu hipokampu
byly pouzity pouze protilatky monoklonalni.

Prvnim cilem diplomové prace bylo porovnat zmény v hladinich Na"/K* ATPazy v
lymfocytech péstovanych v tkanoveé kultute (tedy v podminkéch in vitro) v ptitomnosti
morfia nebo silného mitogenu konkanavalinu A (ConA). Druhym cilem diplomové
prace bylo stanovit zmény mnozstvi tohoto enzymu v hipokampu potkanti, ktefi byli
vystaveni stresu po dobu 3 dnii. Stres byl vyvolan spankovou deprivaci.

Dlouhodoba inkubace lymfocytl v pfitomnosti 10 uM morfia (48 hodin) nevyvolala
vyznamnou zménu v mnozstvi Na'/K" ATPazy v lymfocytech. Toto zjisténi bylo
prokdzano s pomoci monoklondlnich protilatek ve frakci post nuklearniniho
supernatantu (PNS). Naproti tomu, stimulace ConA (3 pg/ml) zpisobila vysoce
signifikantni narist a podjednotky Na'/K™ ATPazy v lymfocytech. Tento vzestup byl
prokdzan jak s pomoci monoklondlnich protilatek v PNS, tak s pomoci polyklonalnich
protilatek v PNS a membranové frakci (MF).

Pro stanoveni vlivu stresu vyvolaného spankovou deprivaci (SD) na hladiny o
podjednotky Na'/K® ATPazy v hipokampu po dobu 3 dnii byly pouZity stejné
monoklonélni protilatky jako pfi praci s lymfocyty. Toto stanoveni bylo provedeno v
celkem 6 skupinach experimentélnich zvifat. Skupina C1+SD po 1 dnu ve standardni
kleci absolvovala 3 dny spankové deprivace, dohromady 4 dny. Skupina C7+SD po 7
dnech ve standardni kleci absolvovala 3 dny spankové deprivace, dohromady 10 dni.
Skupina C28+SD po 28 dnech ve standartni kleci absolvovala 3 dny spankové
deprivace, dohromady 31 dni. Vysledky ziskané v téchto zvitatech (ovlivnéné SD, +SD)
byly srovnany s vysledky ziskanymi na odpovidajicich kontrolnich zvifatech, ktera
nebyla vystavena SD (C1-SD, C7-SD, C28-SD). Hladina a podjednotky Na"/K"
ATPazy ve vSech vzorcich hipokampu potkani kteti byli vystaveni stresu spankovou

deprivaci (+SD), byla signifikantné vyssi nez v ptisluSnych kontrolach (-SD).



Kli¢ova slova: Na'/K" ATPaza, lymfocyty sleziny, morfium, Conkanavalin A,

hipokampus, stress vyvolany spankovou deprivaci.

ABSTRACT

This work was oriented to studies of sodium and potassium dependent
adenosinetriphosphatase, Na"/K" ATPase, which is selectively inhibited by cardioactive
glycoside, ouabain. The alterations in level of this enzyme were followed in spleen
lymphocytes and hippocampus prepared from rats. Detection of Na'/K" ATPase has
been made by western blot analysis using primary antibodies oriented against o subunit
of Na"/K" ATPase. Studies of lymphocytes were based on usage of both monoclonal
and polyclonal antibodies. In studies of hippocampus monoclonal antibodies were used.

The first aim of my work was to determine the alterations in the level of Na"/K*
ATPase in spleen lymphocytes cultivated in tissue culture (i.e. under in vitro conditions)
in the presence of morphine or strong mitogen, concanavalin A (ConA). The second aim
of these theses was to determine the changes of Na’/K" ATPase o subunit in
hippocampus of rats, which were under in vivo conditions exposed to stress lasting 3
days. The stress of experimental animals was induced by deprivation from sleep.

The long-term incubation of spleen lymphocytes with 10 pM morphine for 48 hours
did not cause a significant change of Na”/K" ATPase o subunit level. This result was
obtain by analysis of post nuclear fraction (PNS), by use of monoclonal antibodies.
Contrarily, stimulation of spleen lymphocytes by mitogenic dose of ConA (3 pg/ml) for
the same time, was reflected in the highly significant up-regulation of Na/K™ ATPase a
subunit. The increase of a subunit of Na"/K* ATPase protein level was detected in both
post nuclear fraction (PNS) by monoclonal antibodies and in membrane fraction (MF)
by polyclonal antibodies.

Determination of the effect of deprivation from sleep (SD) for 3 days on Na'/K*
ATPase o subunit level in hippocampus was based on the same monoclonal antibodies
as those used for determination of this enzyme in lymphocytes. This determination was
carried out with six groups of experimental animals. Rats belonging to group C1+SD
were kept for 1 day in standard cage and then exposed to SD for 3 days. Rats in group
C7+SD were kept for 7 days in standard cage and then exposed to SD for 3 days. Rats
in group C28+SD were kept for 28 days in standard cage and then exposed to SD.



Results found in experimental groups rats (exposed to SD, +SD) were compared with
those obtained from analysis of corresponding controls, i.e. from rats which were
nurtured for 4 (1+3), 11 (7+3) and 31 (28+3) days in standard cages. The Na'/K"
ATPase o subunit level in hippocampus dissected from all groups of experimental

animals exposed to stress (+SD) was significantly different from corresponding controls
(-SD).

Key words: Na'/K" ATPase, spleen lymphocytes, morphine, conkanavalin A,

hippocampus, stress, deprivation from sleep
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1 Uvod

Sodno-draselnd adenosin trifosfatiza (dale Na'/K"™ ATPaza) je enzym, ktery byl
objeven vroce 1957 (Skou a kol.,, 1957). Mezi jeji hlavni funkce patfi udrzovani
osmotické rovnovahy Cerpanim sodnych a draselnych iontii pies membranu. V nervové
a svalové tkani je nezbytna pro navraceni membranového potencialu do klidového stavu
po prob&hnuti akéniho potencialu. Rizeni jejiho mnoZstvi a aktivity na plazmatické

membrané bunék riznych tkani v§ak neni zcela objasnéno.



2 Literarni prehled
2.1 Na*/K* ATPza

Na'/K" ATPaza je enzym, ktery je nezbytny pro iontovou homeostazu v buiikach. Za
spotfeby adenosintrifosfatu (dale ATP) transportuje sodné a draselné iontl pres
plazmatickou membranu a zajiStuje tak jejich konstantni koncentraci ve
vnitrobunééném prostredi. Je specificky inhibovana ouabainem a pro jeji funk¢énost jsou
nezbytné hofecnaté ionty. (Kurauchi a kol., 2018; shrnuto v Matchkov a Krivoi, 2016)
Vedle tvorby iontové rovnovahy, kterd je dilezita naptiklad pro funkci ledvin, se také
Na'/K" ATPaza podili na ustidleni membranového potencidlu. (Mernissi a kol., 1991)
V nervové a svalové tkédni jsou vznikajici akéni potencialy provazeny vtokem sodnych
iont do buriky a vylevem draselnych iontd do extracelularniho prostoru. Na'/K*
ATPéza zde navraci koncentraci zminénych iontl na ptiivodni hodnoty a je tedy zasadni
pro iontovou homeostazu. Za spotieby jednoho ATP pfenese 3 sodné ionty z buiiky a 2
draselné ionty do bunky. V konecné bilanci tak dochdzi k pienosu jednoho kladného
naboje smérem ven z builky. ZvySuje se membranovy potencidl neboli probiha
hyperpolarizace buiiky. (Kim a Gesdorff 2012; Macdonald a kol., 2005)

Na obrazku 1 je znazornéna srukura Na'/K" ATPazy, sklada se z a a B podjednotky,
které vytvaii heterotetramer (2x aff). (Mimura a kol., 2008) Ob¢ podjednotky maji
nckolik izoforem, jejichz exprese se lisi podle typu tkdné€ nebo se mize ménit s vékem
jedince. Znamé izoformy o podjednotky jsou al, a2, a3 a a4 a  podjednotky B1, B2 a
B3. (Sverdlov a kol., 1988; Emanuel a kol., 1987; Lingrel a Therasa, 1994; McGrail a
kol., 1991; Sundaram a kol., 2019) a podjednotka je slozena z 10 transmembrénovych
(dale TM) usekt a na rozdil od receptort sprazenych s G proteiny (dale GPCR) jsou N-
konec 1 C-konec orientovany do nitrobunééného prostiedi. Vazebné misto pro ATP je
na vnitrobunééné smycce o podjednotky mezi TM4 a TMS a vazebné misto pro ouabain
je na extracelularnich smyckach. Extraceluldrni C-konec P podjednotky je silné

glykosilovan.

2.2 Regulace aktivity a mnozstvi Na'/K" ATPazy
v lymfocytech

Na lymfocyty mohou pisobit latky, které ovliviiuji jejich aktivitu. Mezi tyto latky
patii napiiklad hormony, riistové faktory nebo cytokiny. Na jejich vliv builka reaguje

zménou aktivity nebo mnozstvi Na'/K" ATP4azy na plazmatické membranég. Kratkodoba



regulace spociva ve zméné aktivity Na'/K" ATPazy, dale pak nasleduje pfesun Na'/K*
ATPézy z vnitrobunéénych rezerv. (Kaplan a kol., 1978; Moolenaar a kol., 1986;
Rozengurt a kol., 1986; Prasad a kol., 1987; Grinstein a kol., 1989, Karitskaya a kol.,
2010)
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Obrazekl1: Schematické znazornéni Na*/K* ATPazy (extracelularni prostor je na horni strané obrazku).
Pod pismenem A je znazornéna o podjednotka s 10 transmembranovymi useky. Pismenem B je oznacena
B podjednotka. Na jeji extracelularni smycce jsou tmavsimi ovaly naznaCena glykosylovand mista.

(ptevzato a upraveno z Kaplan a kol., 2002)

Mitogen ptfidany do média kultivovanych bunék zplsobi pfechod buné¢k z klidového
stavu do stavu mitoticky se dé¢licich bun€k. Tento pfechod je doprovdzen postupnym
zvySovanim transportu draselnych ionti do bunék. Zminény vzestup byl pozorovan na
tkanovych kulturdch z bunék vajecniku cinského kiecka (CHO) (Marakhova a kol.,
1989) a také na lidskych lymfocytech (Marakhova a kol., 1998).
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Zvyseny transport draselnych iontli byl navrzen jako indikator transformace bunck
v maligni fenotyp. (Rosoff a Cantley, 1985; Rozengurt a kol., 1986) Ukazalo se, ze
ouabain (specificky inhibitor Na'/K" ATPazy) snizuje reversibilnim zptisobem déleni
lidskych lymfocyti péstovanych v primarni tkanové kultutfe. (Dornand a kol., 1986;
Brodie a kol., 1995) Tyto studie prokazuji, Ze regulace Na'/K" ATPazy hraje
vyznamnou roli v buné¢ném déleni a rastu lymfocyta.

Dale se zjistilo na mitogenem stimulovanych lymfocytech, ze interleukin-2 (dale IL-
2) zvySoval expresi o podjednotky Na"/K" ATPazy pii prechodu bunék z klidového
stavu do proliferujiciho. (Marakhova a kol., 2005) Pozdé&ji tento tym zjistoval zmény
Na'/K® ATPazy na perifernich lymfocytech  stimulovanych  mitogenem
fytohemagglutinin (ddle PHA). Byla méfena rychlost transportu sodikovych a
draselnych iontli, vazba radioaktivné znateného (*H)-ouabainu, zmény mnoZstvi o
podjednotky Na/K" ATPazy (,,Western blot“) a mRNA Na"/K" ATPazy. Po inkubaci
lymfocytli po dobu 48 hodin a stimulaci PHA byl potvrzen nartst Na'/K™ ATPazy
v8emi vySe zminénymi metodami. Pro expresi Na'/K" ATPazy byla také dulezita

ptitomnost IL-2. (Karitskaya a kol., 2010)

2.3 Imunitni systém

Imunitni systém je jednim z homeostatickych mechanismii organismu, jehoZ
zakladni funkci je udrzovat organismus v optimdlnim stavu. Tento systém je schopen
chranit organismus proti patogennim mikroorganismim, jejich toxickym produktim a
fad¢ dalSich Skodlivych latek. Mechanismus, kterym je imunitni systém schopen tuto
funkci provadét, lze charakterizovat jako schopnost rozeznat Skodlivé faktory od
neskodlivych. Tyto faktory mohou pfichdzet do organismu jednak z vnéj$iho prostiedi a
jednak je imunitni systém schopen rozlisit vnitini Skodlivé faktory, rakovinné bunky

nebo jinak poSkozené burky.

2.3.1 Antigeny

Antigeny jsou latky, na které imunitni systém reaguje a rozpoznava je. MiZzeme je
rozdélit na exoantigeny a autoantigeny. Prvni zminéné jsou latky cizorodé a druhé
zminéné jsou latky z vlastniho organismu. Imunitni systém dokaze rozliSovat tyto
antigeny a bud’ je tolerovat, nebo proti nim spustit imunitni odpovéd’. Antigeny mohou
byt rozmanité chemické struktury, které jsou rozpustné ve vod¢, nebo vazany na povrch

bunck. Ptikladem silnych antigend jsou proteiny, polysacharidy nebo glykoproteiny.



Takové latky mohou vyvolavat silnou imunitni odpovéd’. (shrnuto v Messina a kol.,

2019)

2.3.2 Lektiny

Lektiny jsou proteiny, které specificky vazi sacharidové struktury. Mezi
nejvyznamnéjsi patii jiz zminény fytohemagglutinin (PHA), ,,pokeweed” mitogen
(PWM) a konkanavalin A (ConA). (shrnuto v Sharon a Lis, 1972) Tyto latky byly
izolovany z rostlin. Nékteré z izolovanych lektini se vaZzou na sacharidové komponenty
membranovych glykoproteinii a mohou, dojde-li k prekiizeni nékolika struktur, ptsobit
jako polyklonalni mitogeny. Tuto funkci umoziuje jejich ,,valence®. Monovalentni
lektiny jsou nemitogenni. Byla identifikovdna celd fada membranovych antigenti, které
reaguji s rostlinnymi lektiny. PHA, tetravazebny glykoprotein slozeny ze dvou
podjednotek, reaguje se spoleCnym antigenem leukocyti CD45. Na stejny membranovy
antigen se také vaze konanavalin A. (Monostori a kol., 1994)

Concanavalin A, lektin isolovany z Canavalia ensiformis lze pouZit jako metodicky
nastroj pro indukci vyrazné mitogenni odpovédi u lymfocyt a nasledné sledovat zmény
ke kterym v téchto bunikach dochazi po tomto typu stimulace. (Fecho a kol., 1994;
Miller a kol., 1996; Cechova a kol., 2018; Ujcikova a kol, 2020).

2.3.3 Casti imunitniho systému

Reakce imunitniho systému probihaji s pomoci mnoha riznych typd bunck a
molekul. Buiiky imunitniho systému spolu s pojivovymi buiikami tvofi funkéni a
anatomické celky — lymfatickou tkan a lymfatické organy. Primdrnimi lymfatickymi
organy jsou kostni dfent a thymus (brzlik), protoze v téchto organech probiha tvorba,
diferenciace a zrani bun€k imunitniho systému. Mezi sekunddrni lymfatické organy
patii slezina, lymfatické uzliny, jejich organisované shluky (tonzily, Peyerovy plaky ve
stteve) a mukozni lymfatickd tkan (sliznice Ustni dutiny, stfev, pochvy). Sekundarni
lymfatické organy jsou mistem, kde probihaji hlavni faze antigenné specifickych

imunitnich reakci. (Rooijen, 1972)

2.3.4 Buniky imunitniho systému

Buiky, které provadeji imunitni odpoveéd’ organismu, jsou bilé krvinky (leukocyty).
Vsechny typy leukocytd pochdzeji z kmenovych bunék, které jsou pfitomny v kostni
dreni, v malém poctu zde existuji po cely Zivot a maji schopnost pluripotence, jsou tedy

schopné diferencovat do vSech tfid leukocytd. Diferenciace kmenovych bunék probiha



nejprve do dvou zakladnich linii, myeloidni a lymfoidni. Z myeloidni linie vznikaji
monocyty, které cirkuluji v krvi a ve tkanich tvoii makrofagy. Dale z myeloidni linie
vznikaji tfi druhy granulocyti: neutrofily, eozinofily a bazofily. Tkéanovou formou
bazofili jsou mastocyty neboli zirné bunky. Dal§imi typy buné€k, které vznikaji z
myeloidni linie, jsou dendritické buiiky, erytrocyty a trombocyty. (shnuto v Maddaly a
kol., 2010)

Z lymfoidni linie se diferencuji bunky NK (,,natural killer cells*) a lymfocyty B a T.
Vyvoj B lymfocytti probihd v kostni dieni a dokoncuje se po setkani s antigenem v
sekundarnich lymfatickych organech. V konecné vyvojové fazi (plazmocyty), B
lymfocyty produkuji protilatky.

Hlavni ¢ast vyvoje T lymfocytl probiha v brzliku s tim, ze z brzliku odchazi dvé
hlavni, fenotypicky rozlisitelné sub-populace. Jednak prekurzory pomocnych Ty bunék
(helper cells) jednak prekurzory cytotoxickych bun¢k (T.). Tieti hlavni sub-populaci T
lymfocytii jsou NK buniky (,,natural killer cells*). (shnuto v Maddalay a kol., 2010)

2.4 Zmény mnozstvi Na*/K" ATPazy v mozku vlivem stresu
vyvolaného REM spankovou deprivaci

Ve spanku mizeme zaznamenat faze doprovazené rychlymi pohyby o¢i (ddle REM
faze) a non-REM faze. Obé tyto faze jsou dulezité pro konsolidaci paméti a navozeni
spravné excitability mozku spojené s noradrenergnim systémem. Pro vyzkum vyznamu
REM spénku se provadi na experimentalnich zvifatech REM spankova deprivace (SD).
Tento model slouzi pro vyzkum konsolidace paméti (Havekes a kol.,, 2016) a
psychickych chorob (alzehimer, bipolarni porucha, deprese, drogova zéavislost). (shrnuto
v Colavito a kol., 2013; Andrabi a kol., 2020; Puhl a kol., 2009) Je znamo ze REM
spankova deprivace navySuje mnozstvi Na/K* ATPazy, jak potvrzuji Cetné studie.

(Gulyani a Mallick, 1993; Mallick a Adya, 1999; Majumdar a kol., 2003)

2.5 Struktura a lokalizace hipokampu
Hipokampus je lokalizovan v medialnim spankovém laloku mozku (obrazek 2). Jeho

lokalizace je stejnd u potkana 1 ¢loveka. (shrnuto v Strange a kol., 2014)



Potkan Clovék

a R M D m Posterior
Ventral, V D A P
L L
C Dorsal \
Intermediate Anterior

Obrazek 2: Umisténi hipokampti v mozku potkana a ¢lovéka je analogické. Podélna osa hipokampu
potkana je orientovana ventro-dorzalné a Cloveéka anterio-posteriorni. Zdanlivy rozdil je zpisoben

rozdilnym nazvoslovim v anatomii potkani a ¢lovéka (pfevzato a upraveno podle Strange a kol., 2014)

Hipokampus je ¢ast tzv. limbického systému (ndzev odvozen od latinského limbus —
hranice), ¢asti mozku, kterd pfimo sousedi a navazuje na mozkovou kiru (kortex).
Kromé hipokampu zahrnuje tato Cast ¢asti CNS (cingulate cortex, olfactory cortex,
amygdala). V misté kontaktu mezi kiirou a hipokampem, dochazi ke ztenceni kury,
kterd je v ostatnich ¢astech mozku tvofena 6-7 vrstvami neuronti, na 3-4. Distribuce
neurontl a nervoveé drahy, které je propojuji, jsou velmi podobné u vSech savci.

Dilezitou vlastnosti hipokampu je, ze v tato ¢ast mozku si uchovava proliferacni
aktivitu neuront 1 dospélosti. Proces neurogeneze probihd v Casti hipokampu, ktera se
nazyvéd ‘“dentate gyrus”. Proces neurogenese miize byt pozitivné¢ ovlivnén aktivnim
cvi¢enim (pacienti po mozkové mrtvici), nebo negativné opakovanymi epileptickymi
zachvaty. (Pilz a kol., 2018)

U lidi, kteti byli vystaveni dlouhodobému traumatickému stresu, dochazi k atrofii

hipokampu ve vétsi mife nez v ostatnich ¢astech mozku. (Lee a kol., 2019) K tézké
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degradaci struktury a funkce hipokampu dochéazi rovnéz pii Alzheimerové chorobé
(Josephs a kol., 2017) a dal$ich formach demence, kdy dochdzi ke ztraté kratkodobé
paméti a ztrat€ prostorové orientace. (Wiest a kol.,, 2000) K poskozeni funkce
hipokampu dochazi rovnéz pii hypoxii, encefalitidé (zanétu mozku) (Miller a kol.,

2017) a riznych formach epilepsie. (Shih a kol., 2017)

2.6 Receptory pro opioidy

Opiaty jako je naptiklad mofium, kodein nebo heroin se vazi na receptry po opiaty
(OR). D¢li s do 3 skupin p-OR, 6-OR a k-OR a jsou piitomny v centralnim nervovém
systému 1 ve vétSiné ostatnich organt savci. (Wittert a kol., 1996) Podle Cechova a
kol., 2018 byly na slezinnych lymfocytech mysi v malé mife detekovany x-OR. Zbylé
dva typy receptorl p-OR a 8-OR se na membranach lymfocytl objevily az po stimulaci
konkanavalinem A.

OR maji 7 TM useki, N-konec sméfuje do extracelularniho prostiedi a C-konec je
orientovan intracelularné. Extracelularni smycky jsou silné glykosylovany. Jedna se o
GPCR, které stimuluji inhibiéni Gj proteiny. Tim snizuji aktivitu adenylatcyklazy.
(Koehl a kol., 2018)



3 Cile diplomové prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv riznych faktori na mnoZzstvi Na“/K"
ATPazy ve vzorcich pifipravenych z lymfocytl potkana péstovanych v primarni tkanové
kultufe a z hipokampu potkana. Mnozstvi Na'/K™ ATPazy bylo stanovovano metodou
»Western blot* za poziti polyklonalnich a polyklonalnich protilatek. Pro stanoveni byly
pouzity vzorky ve form¢ postnuklearniho supernatantu a membranové frakce.

Usporadani experimentli bylo nsledovné:

e Stanoveni zmény mnozstvi Na'/K" ATPazy v lymfocytech ze sleziny
potkana péstovanych 48 hodin v primarni tkanové kultufe v pfitomnosti
morfinu.

e Stanoveni zmény mnozstvi Na'/K" ATPazy v lymfocytech ze sleziny
potkana péstovanych 48 hodin v primarni tkanové kultufe v ptfitomnosti
konkanavalinu A.

e Stanoveni zmény mnozstvi Na/K" ATPazy v hipokampu potkant

vystavenych 72 hodinové spankové deprivaci
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4 Material

Roztoky

Fosfatovy pufr (PBS): 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10mM Na2HPOs4 -2 H20,
2mM KH2PO4, H20

Médium RPMI 1640, R8758, Sigma-Aldrich

Fetélni teleci sérum (FCS), 10270, Gibco

Ficoll-Paque PLUS, 17-1440-02, GE Healthcare

TEM puft: 50 mM Tris-HCI (pH 7,6), 3 mM MgCl,, 1 mM EDTA

STEM pufr: 1M Tris-HCI (pH 7,6), 3 mM MgCh, 1 mM EDTA, 0,25M
sacharoza

COMPLETE: inhibitory proteas, (tableta), Rocher Diagnostic

TE puftr: 50 mM Tris-HCI (pH 7,6), | mM EDTA, pH 7.6

Roztok A: 2% Na>COs, 0,1 M NaOH

Roztok B: 2% vinan sodno-draselny

Roztok C: 1% CuSOs - 5 H20

Folin-Cioccaltteau fenolové reagens, Sigma

30% Ac-Bis: 30 g akrylamid, 0,8 g N, N — metylen bisakrylamid, doplnit do
100 ml vodou

Elektroforeticky pufr (10x koncenrovany): 30,3 g Tris-HCI, 141,1 g Glycin,
10 g SDS, doplnit do 1000 ml vodou

Vzorkovy puftr: 2,4 ml 1M Tris-HCI (pH = 6,8), 1 ml glycerol, 0,8 g SDS, 0,8
g DTT, 1 mg bromfenolova modf, doplnit do 10 ml vodou

Ptenosovy pufr: 15 g Tris-HCI, 72 g Glycin, 1,25 g SDS, 1000 ml metanol,
doplnit do 5000 ml vodou

Blokovaci pufr: 2,5 g susené ml¢ko, 5 ml TBS pufr (10x koncentrovany), 50
ul Tween 20, doplnit do 50 ml vodou

TBS pufr (10x koncentrovany, pH = 8,0): 84,1 g NaCl, 11,6 g Tris-HCI,
doplnit do 960 ml vodou

Redici pufr: 0,5 g susené mléko, 5 ml TBS pufr (10x koncentrovany), 50 ul
Tween 20, doplnit do 100 ml vodou

Promyvaci pufr: 3 ml Tween 20, 100 ml TBS pufr (10x koncentrovany),
doplnit do 1000 ml vodou
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Slozeni gela pro elektroforézu
e Gel elektroforeticky separacni: 8 ml voda MILI-Q, 5 ml 1,5 M Tris-HCI (pH
= 8,8), 6,7 ml 30% Ac-Bis, 200 pl 10% SDS, 135 ul 10% APS, 12 pul
TEMED
o Gel elektroforeticky zaostfovaci: 6 ml voda MILI-Q, 2,5 ml 0,5 M Tris-HCI
(pH = 6,8), 1,3 ml 30% Ac-Bis, 100 ul 10% SDS, 135 ul 10% APS, 12 ul
TEMED

Ptistroje a ptisluSenstvi

e Centrifuga Univesal 320R, rotor 1619, HETTICH ZENTRIFUGEN

e Inkubitor CO; SANYO

e Ultracentrifuga Beckman Optima XL-100K, thlovy rotor Beckman Ti 70.1.

e Homogenizdor IKA RW 20

e Sonikator SONOPLUS, Bandelin Electronic

e Vortex, MS1 Minishaker, IKA

e Aparatura pro nalévani gelti BioRad

e Zdroj napéti pro elektroforézu BioRad POWER PAC 200

e Sada pro elektroforézu BioRad Mini-PROTEAN Tetra System (elektroforéza,
»Western blot)

e Autoradiograficka kazeta, Hypercassette RPN 13642, 18 x 24 cm, Amersham
Biosciences UK

e Laboratorni tfepacka MiniMix, Labnet

e Vyvolavaci ptistro) OPTIMAX X-Ray Film Processor, Optimax

e Skener EPSON PERFECTION 4990 PHOTO

e Spekrofotometr: BioPhotometer plus, Eppendorf

Material
e Morfin: Morfin-sulfat, Senca pharmaceuticals
e Konkanavalin A, C2272, Sigma-Aldrich
e Nitrocelul6zovd membrana, Amersham Portman 0,2 um NC, GE Healthcare
Life science
e Film 13x18 (Medical X-Ray film blue), Agfa
e Standard molekulovych hmotnosti (SDS7B2), Sigma-Aldrich
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Chemiluminiscenéni substrat s kifenovou peroxidasou, SuperSignal ® West

DURA, Thermo Scientific Pierce

Nastroje a laboratorni vybaveni

Skalpel, ntizky, pinzeta

Sklenény homogenizator, ru¢ni, sklo-teflon
Biirkerova komitirka

Zkumavky, kadinky, stojan na zkumavky
Skla, pipety, mikrozkumavky

Protilatky

Primarni protilatka: Na+/K+ ATPase a(H-3), sc-48345, mysi monoklondlni,
proti al podjednotce Nat+/K+ ATPasy (100-113 kDa), Santa Cruz
Biotechnology

Primarni protilatka: Na+/K+ ATPase o (H-300), sc-28800, krali¢i
polyklondlni, proti al podjednotce Nat+/K+ ATPasy (100-113 kDa) Santa
Cruz Biotechnology

Primarni protilatka: Actin (I-19), sc-1616, ov¢i polyklonalni, proti C-konci
aktinu (43 kDa), Santa Cruz Biotechnology

Primarni protilatka: B-Actin (C4), sc-47778, mysi monoklonélni, proti C-
konci B1-aktinu (43 kDa) Santa Cruz Biotechnology

Sekundarni protilatka: m-IgGk BP-HRP, sc-516102, konjugét s kienovou
peroxidazou, pro my$i monoklondlni primarni protilatky, Santa Cruz
Biotechnology

Sekundarni protilatka: goat anti-rabbit IgG-HRP, sc-2004, konjugat
s kfenovou peroxiddzou, pro krali¢i a ov¢i polyklonalni primarni protilatky,

Santa Cruz Biotechnology
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S Metody

Pro experimenty byli pouziti dospéli samci potkana kmene Wistar, vazici okolo 200
g. Potkani byli ustijeni na oddéleni chovu zvitat FGU AV CR za nasledujicich
podminek: teplota 22°C, vlhkost 50%, svételny rezim 12/12h svétlo/tma, pfistup

k potravé a vodé ad libitum (dale standardni podminky).

5.1 Spankova deprivace

Samci potkana kmene Wistar byli 3 dny ponechéni v klecich po 3 jedincich z divodu
aklimatizace. Po jejim uplynuti byli ndhodné¢ rozdéleni do 6 skupin (C1-SD, C1+SD,
C7-SD, C7+SD, C28-SD, C28+SD). Potkani byli ponechani 1-, 7- nebo 28 dni ve
standardnich podminkach (viz tabulka 1) a poté nésledovala u poloviny skupin

spankova deprivace (SD).

Nazev Pocet dni ye Nasledujici
skubin standardnich ostu
piny podminkach P P
C1-SD 1 3dny-
C7-SD 7 standardni
C28-SD 28 podminky
C1+SD 1 3d
C7+SD 7 oy
spankova
deprivace
C18+SD 28

Tabulka 1. Popis jednotlivych skupin pouzitych zvitat

Spankova deprivace byla provadéna ve specialné upravené aparatufe. Jednd se o
plastovou naddobu obdélnikovitého pidorysu, kterd obsahuje 6 vyvysenych kruhovych
plosin. Aparatura je naplnéna vodou asi 1 cm pod okraj plosin. Rozmisténi plosin je
zaznamenano na obrdzku 1. Pokud potkani umisténi na ploSiny upadnou do REM faze
spanku, neudrzi rovnovahu a spadnou do vody. Tato stresova zkuSenost u nich nasledné
vyvolala stav ,,polo-spanku®, ¢i ,,non-REM spanku®, ve kterém se jiz udrZeli na

platformach.
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Obrazek 1. Pidorys aparatury pro provadéni spankové deprivace

Spankova deprivace probihala 3 dny, zatimco kontrolni skupiny byly ponechéany
v pivodnich klecich. V kazdé ze 6 skupin (C1-SD, C7-SD, C28-SD, C1+SD, C7+SD,
C28+SD) byli 3 potkani, tedy celkem 18 zvifat. Experiment trval pro jednotlivé skupiny
rozdilnou dobu. Skupina CI1+SD po 1 dnu ve standardni kleci absolvovala 3 dny
spankové deprivace, dohromady 4 dny. Skupina C7+SD po 7 dnech ve standardni kleci
absolvovala 3 dny spankové deprivace, dohromady 10 dni. Skupina C28+SD po 28
dnech ve standartni kleci absolvovala 3 dny spankové deprivace, dohromady 31 dni. Po

skonceni experimentu byla zvifata usmrcena a byly jim odebrany potfebné vzorky.

5.2 Zabiti zvirat a izolace potiebnych tkani

Pro prvni ¢ast experimentl této prace byly pouZity vySe uvedené skupiny potkant
C1-SD, C7-SD, C28-SD, CI1+SD, C7+SD, C28+SD). Z mozka téchto zvifat byl
separovan hippokampus. Pro druhou ¢ast experimenti byla pouzita zvifata chovand ve
standartnich podminkach. Z téchto zvifat byly odebrany sleziny, znich izolovany
lymfocyty, které byly nasledné péstovany v inkubaénim médiu pro primdrni tkanové

kultury. Do média primarnich kultur byl pak pfidavan morfin nebo konkanavalin A.

5.3 Priprava vzorki hippokampu.

Hipokampus byl izolovan z potkanid skupin C1-SD, C1+SD, C7-SD, C7+SD, C28-
SD a C28+SD. Do nadoby s ledem byla vloZena kovovéa desticka vychlazené na -20°C,
kterd byla pokryta sterilnim filtraCnim papirem namocenym ve vychlazeném ve
fosfatovém pufru (dale PBS). Zvitata byla zabita dekapitaci pod etherovou narkézou a
byl jim co nejrychleji vyjmut mozek. Mozek byl promyt od zbyvajici krve vychlazenym
PBS a poloZen na ptipravenou desti¢ku, kde byla provedena izolace hipokampu. Takto
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ziskana tkan byla zamraZena do tekutého dusiku a uchovéavana pfii -80°C v mrazicim

boxu do dalsiho zpracovani.

5.4 1zolace lymfocytu

Potkan byl pod etherovou nark6zou usmrcen dekapitaci a ndsledné byla odebrana
slezina. Slezina byla ihned pfenesena do zkumavky s RPMI 1640 médiem (5% FCS)
kde ocisténa a prenesena do nové zkumavky, kterd obsahovala 2 ml Cerstvého média
(RPMI 1640, 5% FCS). V této zkumavce byla rozsttihana na malé kousky. Vysledny
obsah byl pfeveden do ru¢niho sklenéného homogenizatoru a doplnén do ptiblizné 6 ml
média RPMI 1640 + 5% FCS. Homogenizace byla provadéna po dobu = 5 minut.
Homogenat byl nasledné filtrovan pies sterilizované sito do centrifugac¢ni zkumavky (15
ml). Homogenizator byl oplachnut jest¢ 3 ml média (RPMI 1640, 5% FCS) a oplach byl
také prefiltrovan ptes sito do centrifugacni zkumavky. Zkumavka byla centrifugovéna
11 minut na 170 G pii 22°C. Po odsati vétSiny supernatantu bylo pfiddno 8 ml média
(RPMI 1640, 5% FCS) a sediment byl suspendovan.

Do dvou centrifugacnich zkumavek (15 ml) s 3 ml Ficollu, temperovanych na 18°C,
byly opatrné naneseny 4 ml vzniklé suspenze. Obé zkumavky byly centrifugovany 35
minut na 800 G pti 18°C. Ze zkumavek byla odsata ¢ast vrchni vrstvy, poté byla odsata
vrstva s lymfocyty na rozhrani Ficollu. Lymfocyty byly pfeneseny do centrifugaéni
zkumavky (50 ml) s 5 ml média (RPMI 1640 + 5% FCS). Obsah zkumavky byl doplnén
do 20 ml médiem (RPMI 1640 + 5% FCS). Poté byly buiiky 3x centrifugovany podle
nasledujiciho postupu.

Zkumavka byla centrifugovana 11 minut na 170 G pii 22°C. Byl odsat supernatant a
sediment byl suspendovéan ve 20 ml média RPMI 1640 + 5% FCS. Po posledni
centrifugaci byl sediment suspendovan v 6 ml média RPMI 1640 + 5% FCS a bylo
provedeno pocitani bun€k v Biirkerové komirce.

Po zjisténi po&tu bun&k v suspenzi, bylo ptipraveno 3x3 kultiva¢nich lahvi (75 cm?).
Do prvni trojice bylo pipetovano 6,6 ml média RPMI 1640 + 5% FCS (Nat). Do druhé
trojice kultivac¢nich lahvi byl pfidan koncentrovany roztok morfia na vyslednou
koncentraci 10° M (Mor). Do tieti trojice inkubacnich lahvi byl pfidan konkanavalin A
na vyslednou koncentraci 3 pg/ml (ConA). Do kazdé kultivacni lahve bylo ptidano
pfiblizné 11 x 10° lymfocytii. Lahve byly nasledné& pteneseny do CO, inkubatoru, kde se
inkubovaly pti 37°C po dobu 48 hodin. Po inkubaci byly vSechny skupiny lymfocytt
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sklizeny. Trojice inkubacnich lahvi v rdmci jednotlivych skupin (Nat, Mor a ConA)
byly spojeny dohromady a centrifugovany.

Nejprve byla centrifuga vychlazena na 6°C. Do ledové lazné byly pfipraveny
centrifugacni zkumavky (50 ml) a PBS v kadince. Inkubacni lahve byly vyjmuty
z inkubatoru a bunééna suspenze byla pomichana jemnym potfepanim. Z kazdé skupiny
byl odebran vzorek (50 pul) pro pocitani bunék v Biirkerové komirce. Obsah lahvi byl
piepipetovan do pfipravenych centrifugacnich zkumavek (50 ml) a lahve byly
oplachnuty 5 ml PBS, ktery byl také pipetovan do zkumavek. Zkumavky byly
centrifugovany 11 minut pii 6°C a 240G. Po sliti supernatantu byly sedimenty
suspendovany v 2-5 ml PBS a suspenze pro kazdou skupinu individualné (Nat, Mor a
ConA) byly spojeny do jedné centrifugacni zkumavky. Objem takto vzniklych
zkumavek byl doplnén na 25 ml PBS a byla provedena dalsi centrifugace (11 minut,
6°C, 240G). Sedimenty byly opét po sliti supernatantu suspendovany ve 2-5 ml PBS,
doplnény na 25 ml PBS a naposledy centrifugovany (11 minut, 6°C, 240G).

Vzniklé sedimenty byly suspendovany v malém mnozstvi (100-200 ul) TEM pufru
s inhibitory protedz (complete 1x, PMSF 1mM) a vznikld suspenze byla pfenesena do
mikro-zkumavek (1,5 ml). Dno centrifuga¢ni zkumavky bylo oplachnuto asi 100 pl
TEM pufru s inhibitory protedz. Z mikro-zkumavky byl odebran vzorek pro stanoveni
mnozstvi proteinii (Lowry) a zbyld suspenze byla zamraZena do tekutého dusiku a

uchovavana v mrazicim boxu pii -80°C.

5.5 Priprava subcelularnich frakci

Stanoveni mnozstvi Na'/K* ATPazy metodou ,,Western blot* bylo provedeno v
subcelularnich frakcich post nukledrnini supernatant (PNS) a membranové frakce (MF).
Z lymfocytl byly pfipraveny ob€ zminované frakce.

Pro stanoveni Na'/K" ATPazy ve vzorcich zhipokampu byla pfipravena pouze
membranova frakce, MF. Veskera prace se vzorky PNS a MF probihala za neustalého

chlazeni na ledové lazni.

5.6 Priprava post nuklearniniho supernatantu (PNS)
z lymfocytu.

Vzorky v TEM pufru byly rozmrazeny na ledu, suspenze byla pifenesena do
homogenizatoru a doplnéna na objem pfiiblizn€ 2 ml TEM pufrem. Déle byl ptfidan

PMSF (ImM) a inhibitory proteaz fedéné 50x v pufru STEM. Homogenizace byla
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provedena v homogenizatoru teflon-sklo 7 minut pfi 1360 RPM (IKA RW 20).
Homogenat byl pfenesen do nové mikro-zkumavky, homogenizator oplachnut TEM
pufrem s inhibitory protedz a slit do mikro-zkumavky. Nasledovala sonikace 3 x 1
sekundu pii nizké hladiné vykonu s meziCasy pro chlazeni o délce 20 sekund. Vzorky
byly centrifugovany 7 minut pii 500 G (4°C), ¢imz doslo k sedimentaci jaderné frakce
bunécné suspenze. Post nuklearnini supernatant byl rozdélen na dvé Casti. Prvni ¢ést
byla odpipetovéana, pfevedena v aliquotech 150 ul do mikro-zkumavek, odebran vzorek

pro stanoveni obsahu proteini (Lowry), zamrazena do tekutého dusiku a uschovana pro

pfi -80 °C.

5.7 Priprava membranové frakce (MF) z lymfocyti

Post nuklearnini frakce lymfocytd byla rozmraZzena na ledu a pifenesena do
homogenizatoru teflon-sklo. Objem byl doplnén na 2 ml STEM médiem a
homogenizace probihala 7 minut pii 1800 RPM. Homogenat byl pieveden do
centrifugacni zkumavky a centrifugovan 7 minut pii 1200 G pro oddéleni nuklearni
frakce od zbytku homogenitu.

PNS byl pfeveden do nové centrifugacni zkumavky a centrifugovan 30 minut pfi
200000 G. Po odsati supernatantu byl sediment suspendovan v TE pufru, odebran
vzorek pro stanoveni bilkovin a nakonec byl vzorek opét zamrazen do tekutého dusiku a

uchovavan pii -80°C pro dal§i méfeni.

5.8 Priprava membranové frakce z hippokampu.
Vzorky PNS hipokampil byly rozmraZeny na ledu a nasledujici postup probihal zcela
identicky s ptipravou MF z lymfocytt.

5.9 Stanoveni bilkovin metodou dle Lowryho

Obsah bilkovin ve vzorcich byl stanoven standardné podle Lowryho. (Lowry a kol.,
1951) Vzorky byly méfeny vzdy v triplikdtu. Naméfend data byla vyhodnocena
v programu GraphPad Prism 5. Z prib¢hu kalibra¢ni kiivky byl odvozen polynom
druhého stupné (y = ax> + bx + ¢). Z naméfenych absorbanci pro jednotlivé vzorky byla
pomoci ziskaného polynomu vypocitana koncentrace bilkoviny. Ze 3 koncentraci pro

kazdy vzorek byl vypocten aritmeticky priamér.
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5.10 Déleni a detekce proteinii metodou ,,Western blot*
Nasledujici postup popisuje pripravu a praci se dvéma gely. Skla pro nalévani geli
byla umyta destilovanou vodou, denaturovanym lihem, otfena acetonem a vlozena do
stojanu pro odlévani gelli. Byl ptipraven roztok pro piipravu separac¢niho gelu (30% Ac-
Bis: 30 g akrylamid, 0,8 g N, N° — metylen bisakrylamid) a nakonec pfidano APS a
TEMED. Po napipetovani takto pfipravené¢ho roztoku mezi skla aparatury Mini-Protean
II byly gely pfevrstveny smési butanolu s vodou (1:4). Gely byly ponechany 60 minut
v klidu. Butanol s vodou byl z geld oplachnut destilovanou vodou. Pfedem pfipraveny
zaostrovaci gel byl nalit az po okraj skel a nasledné byly zasazeny ,hiebinky* pro

vytvofeni 10 jamek (1 — 10). Gely byly ponechdny 25 minut v klidu.
Mezitim bylo piipraveno 900 ml elektroforetického pufru (1x koncentrovany),

aparatura pro elektroforézu a vzorky. Vzorky byly rozmrazeny na ledu a byla zméfena
koncentrace proteint podle Lowryho. Vzorky byly poté nafedény na stejnou
koncentraci a byl k nim pfidan vzorkovy pufr v poméru vzorek/pufr = 0,75/0,25.
Nasledné byly vzorky zahtaty na termobloku na 100°C po dobu 3 minut. Vzorky byly
vraceny na led. Z geld byl odstranén ,.hfebinek* a jamky byly opladchnuty destilovanou
vodou. Gely byly umistény do aparatury pro elektroforézu a zality ¢asti
elektroforetického pufru. Do jamky 1 bylo pipetovano 10 pl standardu molekulovych
hmotnosti. Do jamek 2-5 byl pipetovan kontrolni vzorek (pro lymfocyty Nat, pro
hippocampus CI1-SD, C7-SD nebo C28-SD). Do jamek 6-9 byl pipetovany vzorky
ovlivnéné, tj. pro lymfocyty Mor nebo Con A, pro hippocampus C1+SD, C7+SD a
C28+SD. Do jamky 10 bylo pipetovano 3 pl standardu molekulovych hmotnosti.
Nasledné¢ byl do horniho rezervoaru nalit elektroforeticky pufr a aparatura byla
pfipojena ke zdroji napéti. Elektroforéza probihala 45 minut pfi konstantnim napéti 200
V.

Po ukonceni elektroforetické separace v gelu byla pfipravena aparatura pro ,,Western
blot“. Gely byly postupné vyjmuty ze skel. Do plastové vany byl nalit pienosovy pufr,
pod jeho hladinou byl sestaven ,,sendvic* (molitan, filtra¢ni papir, gel, nitrocelul6zova
membrana, filtraéni papir a molitan) a v kazeté byl umistén do aparatury. Do aparatury
byl nalit pfenosovy pufr a byla pfipojena ke zdroji napéti. ,,Western blot* probihal 60
minut na konstantnim napéti 100 V.

Nitrocelul6zové membrany byly zaparatury pieneseny do malych plastovych

vanicek, ¢elem vzhiiru. Membréany byly 3x promyty destilovanou vodou a inkubovany
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60 minut s 25 ml blokovaciho pufru na laboratorni tfepacce. Membrany byly opét 3x
promyty destilovanou vodou. Néasledn¢ bylo pfidano 10 ml fediciho pufru a primarni
protilatka, fedénd podle navodu vyrobce. Membrany s primarni protilatkou byly
ponechany ptes noc ve 4°C na laboratorni tiepacce.

Dalsi den byly membrany promyvany 3x za sebou promyvacim pufrem dle
nasledujiciho postupu. Nejprve byly promyty 3x destilovanou vodou, pak bylo ptfidano
15 ml promyvaciho pufru a vanicky byly ponechany 10 minut na laboratorni tfepacce.
Po promyti bylo pfidano 10 ml fediciho pufru a membrany byly inkubovany 60 minut
na laboratorni tiepacce se sekundarni protilatkou, ktera byla fedéna dle navodu vyrobce.

Nasledné byly membrany 3x promyty destilovanou vodou a promyvacim pufrem
stejné jako v ptipad¢€ odstranéni primarnich protilatek (viz. vyse) a osuSeny mezi dvéma
vrstvami filtraniho papiru. Na membrany bylo ptfidano 800 pl chemiluminiscenéniho
substratu, ktery se nechal inkubovat 1 minutu. Membrany byly osuseny mezi dvéma
vrstvami filtracniho papiru, zabaleny do prithledné folie a vlozeny do autoradiografické
kazety pro vyvolavani filmu. Do kazety byl v temné komote vlozen film a po vhodné

dobé& expozice byl pfenesen do vyvolavaciho ptistroje OPTIMAX.

5.11 Statistické hodnoceni vysledka metody ,, Western blot*
Vysledkem vySe popisované metody byly vyvolané filmy (dale imunobloty), které
byly pfevedeny do elektronické podoby (skener). V programu Aida image analyser byla
provedena denzitometrickd analyza vSech 8 prouzkii [4 kontrolni a 4 ovlivnéné).
Statisticka analyza byla provedena s pomoci programu GraphPad Prism 5. Naméiené
hodnoty z programu Aida image analyser byly uspofadany 2 dvou skupin: kontrolni a
ovlivnéné. Z téchto dvou skupin byl vypocten aritmeticky primér a standardni chyba
priméru (SEM) a pomoci Studentova T-testu zhodnocena signifikance rozdilu mezi

dvéma skupinami. Vysledek byl pak vynesen do grafu v arbitrarnich jednotkach.
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6 Vysledky

6.1 Stanoveni Na'/K" ATPazy v lymfocytech potkana

Prvni ¢ast diplomové prace predkladd vysledky ziskané pii stanoveni mnozstvi
Na'/K" ATPazy ve vzorcich lymfocyt. Lymfocyty, jak uz bylo vySe zminéno, byly po
izolaci ze sleziny rozdéleny do tfech skupin a péstovany 48 h ve tkanové kultufe
(podrobné v sekci Metody, 5.4). Buniky kontrolni (Nat) byly inkubovany 48 hodin
v samotném médiu RPMI 1640 + 5% FCS. Builky ovlivnéné morfiem (Mor) byly
inkubovany 48 hodin médiu RPMI 1640 + 5% FCS, které obsahovalo 10 pM morfin-
sulfatu. Bunky ovlivnéné konkanavalinem A (Con A) byly inkubovany 48 hodin médiu
RPMI 1640 + 5% FCS, které obsahovalo 10 pg/ml konkanavalinu A.

Z lymfocyti byl nasledn€¢ piipraven post nuklearnini supernatant (PNS) a
membranova frakce (MF). Déle se experimenty liSily v pouZiti primarnich protilatek

(polyklonalni a monoklondlni)

6.2 Vliv morfia na lymfocyty péstované ve tkanové kulture

V této kapitole byla hodnocena skupina, kterd byla ovlivnéna morfiem (Mor). Tato
skupina byla srovnavéana s kontrolni skupinou (Nat). Z obou skupin byl po kultivaci
ptfipraven PNS a pro elektroforézu bylo do jamek gelu nanaseno 10 ug proteinti (do
jamek 2-5, vzorky Nat, do jamek 6-9, vzorky Mor). Koncentrace proteinii obou vzorku
byla po rozmraZeni ovéfena Lowryho metodou (druhé stanoveni) pro co nejpiesnéjsi
nanasky pro elektroforézu. Pro stanoveni Na'/K™ ATPazy byla pouzita monoklonalni
primarni protilaitka Na'/K" ATPase o(H-3), sc-48345, (Santa Cruz). Po navazani
sekundarni protilatky konjugované s kienovou peroxiddzou probchla reakce
s chemiluminiscen¢nim substratem. Vysledna intenzita chemiluminiscenéniho zéfeni
byla zaznamenéna na ptiloZeny film a odpovidala mnozstvi Na"/K" ATPazy ve vzorcich
Nat a Mor.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno na zéklad¢ 2 imunobloti. Kazdy vzorek byl
na jeden imunoblot nanaSen do 4 jamek. Dohromady bylo tedy srovnavano 8 (Nat) a 8
(Mor) individudlnich signald. Rozdil byl pomoci Studentova t-tesu vyhodnocen jako
nesignifikantni, NS (p > 0.05). Reprezentativni imunoblot je zndzornén na obrazku 1
vlevo. Je ziejmé, Ze monoklondlni protilatka reagovala s jedinou bilkovinou, jejiz

molekulova hmotnost (90-116 kDa) odpovidala dfive publikovanym vysledklim z nasi
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laboratofe pfi stanoveni o podjednotky Na'/K" ATPazy v mozku potkana (Uj¢ikova a
spol., 2017; Vosahlikova a spol., 2020).
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Obrazek 1. Vliv morfia na lymfocyty ze sleziny potkana.

Leva cast: Reprezentativni imunoblot s prouzky odpovidajicimi molekulové hmotnosti o
podjednotky Na'/K* ATPazy. Pouzita byla mySi monoklonalni primarni protilaitka Na*/K*
ATPase a(H-3), sc-48345, Santa Cruz. Srovnavany byly PNS z neovlivnénych vzorkd (Nat) a
ze vzorkl ovlivnénych morfiem (Mor).

Prava ¢ast: Grafické znazornéni relativnich mnozstvi Na*/K* ATPazy ve vzorcich Nat a Mor,

které bylo zjisténo na zaklad¢ hodnoceni 2 imunoblott.

6.3 Stimulace lymfocyti Konkanavalinem A

Dalsi latka, kterou byly lymfocyty v primarni kultufe ovlivnény, byl konkanavalin A.
Pro detekci Na'/K™ ATPazy byly pouzity jak mys$i monoklonélni protilatky o (H-3), sc-
48345, tak kralici polyklonalni protilatky o (H-300), sc-28800, Santa Cruz.

6.3.1 Hodnoceni s pomoci monoklonalnich protilatek
Me¢feni bylo provedeno na PNS ziskaného z lymfocyti ovlivnénych konkanavalinem
A (ConA) a zneovlivnénych lymfocytii (Nat). Koncentrace proteinit v obou vzorcich

byla jesté pred elektroforézou ovérena podle Lowryho (druhé stanoveni) a do jamek
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bylo tudiZ nanaSeno piesné 10 ug proteini. Jak je znazornéno na obrazku 2, podobné
jako pfi stanoveni vlivu morfia. Monoklonalni protilatka reagovala s jedinou
bilkovinou, jejiz relativni molekulovd hmotnost (90 - 116 kDa) odpovidala «
podjednotce Na'/K" ATPAazy. Pro statistické hodnoceni obsahu o podjednotky Na™/K*
ATPazy byly pouzity 2 imunobloty. Rozdil byl pomoci Studentova t-tesu vyhodnocen
jako vysoce signifikantni (p < 0.01, **). Grafické vyhodnoceni (vpravo) a
reprezentativni imunoblot (vlevo) jsou zndzornény na obrazku 2. Vyrazny rozdil v sile
prouzkl /intenzité signalll mezi obéma vzorky (Nat versus ConA) je patrny pouhym
okem. Z tohoto vysledku jednoznaéné vyplyva, ze stimulace lymfocyti konkanavalinem

A vede ke zvySeni obsahu/mnozstvi Na"/K" ATPazy v téchto bufikach.
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Obrazek 2. Vliv konkanavalinu A na lymfocyty ze sleziny potkana.

Leva cast: Reprezentativni imunoblot s prouzky odpovidajicimi molekulové hmotnosti o
podjednotky Na'/K" ATPazy. Do posledni jamky byl pipetovan PNS ziskany z mozku potkant,
jako pozitivni kontrola (B). Pouzita byla myS§i monoklonalni primarni protilatka Na'/K" ATPase
a(H-3), sc-48345, Santa Cruz. Srovnavany byly PNS vzorkli neovlivnénych (Nat) a vzorku
ovlivnénych konkanavalinem A (ConA).

Prava ¢ast: Grafické znazornéni rozdilu v relativnim mnozstvi/obsahu Na*/K* ATPazy v téchto

vzorcich provedené na zékladé 2 imunoblotd.
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6.3.2 Hodnoceni s pomoci polyklonalnich protilatek

Ve srovnani s ptredchozim experimentem byla pouzita krali¢i polyklonélni protilatka
a (H-300), sc-28800, Santa Cruz. Pro méfeni byl pouzit jak post nuklearnini supernatant
(PNS), tak membranova frakce (MF), které byly pfipraveny z lymfocyti péstovanych
v pfitomnosti konkanavalinu A. Pted elektroforézou byla opét ovéfena koncentrace

proteinti podle Lowryho ve vSech vzorcich a do kazdé jamky bylo pipetovano 20 ug
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Obrazek 3. Vliv konkanavalinu na lymfocyty ze sleziny potkana.

Leva ¢ast: Reprezentativni imunoblot pro vzorky PNS. Ve vrchni ¢asti imunoblotu se nachazi
prouzky, které svoji molekulovou hmotnosti odpovidaji a podjednotce Na*/K* ATPazy. Okolo
molekulové hmotnosti 50 kDa vidime signal, ktery interpretujeme jako nespecificky. Pismeno B
oznacuje jamku, do které byl pipetovan vzorek mozku, slouzici jako pozitivni kontrola.
Srovnavany byly PNS piipravené z neovlivnénych lymfocyti (Nat) se vzorky ovlivnénymi
konkanavalinem A (ConA). Pouzita byla krali¢i polyklonalni protilatka o (H-300), sc-28800,
Santa Cruz.

Prava ¢ast: Grafické znazornéni statistick¢ého hodnoceni. Vidime vyznamny narist mnozstvi
Na'/K* ATPazy v konkanavalinem A stimulovanych lymfocytech. Statisticka analyza byla

zaloZena na 3 imunoblotech.
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Typicky imunoblot pro PNS vzorky je znazornén v levé €asti obrazku 3. Podobné
jako vpfipad¢ mySi monoklondlni protilatky, krali¢i polyklonalni protilatka
identifikovala signal s relativni molekulovou hmotnosti 90 - 116 kDa. Tento signal bylo
tedy mozno jednoznaéné pfifadit a podjednotce Na'/K" ATPazy.

V kontrolnich vzorcich (Nat), vSak tato protilatka reagovala jesté s dalSim proteinem,
jehoz relativni molekulovd hmotnost byla = 50 kDa. Tento vysledek je mozno
interpretovat jako nespecifickou reakci polyklonalni protilatky, coz je Casty problém pii
pouziti protilatek tohoto typu.

Podobné rozlozeni prouzkti bylo mozno pozorovat i na imunoblotech pfipravenych
z membranové frakce MF (obrazek 4, leva c¢ast) — tj. prouzky odpovidajici o
podjednotce Na'/K"™ ATP4azy mezi 90 a 116 kDa a nespecificky signal s Mr = 50 kDa,
ktery byl detekovan pouze u nestimulovanych lymfocyta.
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Obrazek 4. Vliv konkanavalinu A na lymfocyty ze sleziny potkana.

Leva &ast: Reprezentativni imunoblot pro vzorky MF. Ve vrchni ¢asti imunoblotu se nachézi
prouzky, které svoji molekulovou hmotnosti odpovidaji a podjednotce Na'/K* ATPazy. Okolo
molekulové hmotnosti 50 kDa vidime nespecificky navazanou primarni polyklonalni protilatku
(podobné jako na obrazku 3). Pismeno B oznaCuje jamku, do které byl napipetovan vzorek
mozku, slouZzici jako pozitivni kontrola. PouZita byla krali¢i polyklonalni protilatka a (H-300),
sc-28800, Santa Cruz.

Prava ¢éast. Grafické znazornéni statistického hodnoceni zaloZzeného na 3 imunoblotech.
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Vyhodnoceny byly vzdy 3 imunobloty jak pro PNS tak pro MF. V obou pfipadech se
prokézal signifikantni nariist Na'/K" ATPazy po stimulaci konkanavalinem A (p <

0.001, ***; p <0.01, **). To lze vidét na obrazcich 3 a 4 vpravo.

6.4 Stanoveni Na'/K" ATPazy v hipokampu potkana

Stanoveni mnozstvi Na'/K" ATPazy bylo provedeno v PNS frakci pfipravené
z hipokamput 6 skupin potkant (C1-SD, C1+SD, C7-SD, C7+SD, C28-SD, C28+SD).
Hlavnim cilem v téchto pokusech bylo zjistit, jak ovliviiuje spankova deprivace (dale
SD) mnozstvi Na'/K" ATPazy. Srovnavany proto byly skupiny C1-SD a C1+SD, C7-
SD a C7+SD, C28-SD a C28+SD. Koncentrace proteinti jednotlivych vzorkl byla pred
elektroforézou ovéfena podle Lowryho a na kazdou jamku bylo naneseno 20 pg
proteini. Vzdy byl do prvni jamky nanesen standard molekulovych hmotnosti a do
dalSich 4 kontrolni skupiny (-SD). Na nésledujici 4 jamky byly naneseny PNS ze skupin
ovlivnénych spankovou deprivaci (+SD). Pro ovéfeni pfesnosti pipetovani a
koncentrace proteini meéfenych vzorkd byly imunobloty zhotovovany vzdy ve
dvojicich. Na prvnim imunoblotu byla stanovovana a podjednotka Na"/K" ATP4zy a na
druhém B-Aktin.

Pro detekci o podjednotky Na'/K" ATPazy byla pouzita mySi monoklonalni
protilaitka Na+/K+ ATPase a(H-3), sc-48345, Santa Cruz. Pro normalizaci dat byl
pouzit B-aktin, ktery byl mySi monoklonalni protilatkou B-Actin (C4), sc-47778, Santa
Cruz. Pro statistickou analyzu kazdé dvojice (naptiklad C1-SD a C1+SD) bylo pouZito
6 gelt pro Na'/K" ATPazu a 6 geli pro B-aktin.

Na obréazku 5 vlevo vidime reprezentativni imunobloty pro kazdou dvojici. Jsou zde
jasné patrné prouzky odpovidajici svoji molekulovou hmotnosti o podjednotce Na“/K*
ATPazy (90-116 kDa). Tyto prouzky jsou na obrazku onacené: «—A. Prouzky B-aktinu
(oznacené «—B) byly detekovany pii Mr = 40 kDa. V levé ¢asti obrazku 5 je vidét
grafické zobrazeni statistické analyzy. U kazdé ze 3 dvojic byl prokazan signifikantni
narist Na”/K™ ATPazy po SD (p < 0.05, *). Obsah B-aktinu ve vzorcich se vlivem SD
neménil (p > 0.05, NS)
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Obrazek 5. Vliv spankové deprivace na obsah Na'/K" ATPazy ve vzorcich hipokampu
potkana.

Leva ¢ast: Reprezentativni imunoblot pro dvojice C1-SD versus C1+SD, C7-SD versus C7+SD
a C28-SD versus C28+SD. Sipkou <A jsou oznateny prouzky, které svoji molekulovou
hmotnosti odpovidaji a podjednotce Na'/K* ATPazy (90 — 116 kDa). Prouzky B-Aktinu («B)
byly rozeznany okolo velikosti = 43 kDa. Srovnavany byly MF vzorkid neovlivnénych SD (-SD)
se vzorky ovlivnénymi SD (+SD).

Prava &ast: Grafické zobrazeni statistického hodnoceni, které bylo zaloZeno na celkem 18

imunoblotech (6 imunoblotl pro kazdou dvojici —SD a +SD).
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7 Diskuze.

7.1 Studie lymfocytu sleziny

7.1.1 Uéinek morfia

Prvnim cilem diplomové prace bylo porovnat zmény v hladinach Na'/K* ATPazy
v lymfocytech péstovanych v tkanové kultufe v pfitomnosti morfia nebo silné¢ho
mitogenu, konkanavalinu A (ConA). Dlouhodoba inkubace lymfocyti v piitomnosti 10
uM morfia (48 hodin) nevyvolala vyznamnou zménu v mnozstvi Na'/K* ATPazy v
lymfocytech. Zména byla stanovovana metodou ,Western blot“ za pomoci
monoklonalnich protilatek ve frakci post nuklearniho supernatantu. Jak bylo feceno
v literarnim piehledu, morfium je opioid, ktery pisobi na OR. Existence mRNA p-OR,
0-OR a k-OR v lymfocytech krve i sleziny byla prokazéana jiZ na konci minulého stoleti
(Chuang a kol., 1994, 1995a, b; Sedqi a kol., 1995; Gaveriaux a kol., 1995). Exprese
mRNA OR vlymfocytech vSak byla velmi nizkd a bufiky imunitniho systému
(cytotoxické and pomocné T lymphocyty, makrofagy, endotelidlni buiiky, mastocyty a
prekursory myeloidnich linii) nevéazaly specifické radioligandy pouzivané pro
charakterizaci mnozstvi OR v mozku (Sibinga a Goldstein, 1988).

Vzestup v hladindch p-OR, 6-OR a k-OR po stimulaci lidskych a opicich
perifernich lymfocytl periferni krve po inkubaci s morfiem ukéazali Suzuki a kol. (2000,
2001a,b).

Celkové je mozno fici, ze exprese OR v bunkéch imunitniho systému je za
fyziologickych podminek velmi nizkd. Vliv riznych faktorli jako je pfitomnost
cytokind, interleukinti, proliferacnich agens, ale i vlivem stresu ¢i vystaveni ucinku
morfia, miZe vést k naristu mnozstvi téchto receptorti v bunikach imunitniho systému
(Madden a kol., 1998; Borner a kol., 2007, 2009, 2013; Suzuki a kol., 2000, 2001a,b;
Wang a kol., 2002; Liu a kol., 2010). V recentni studii lymfocytl sleziny (Cechova a
kol., 2018) byl prokazéan narist p-OR, 6-OR a k-OR po stimulaci konkanavalinem A,
pfiCemZz v kontrolnich lymfocytech nebyl zaznamenan zadny signifikantni signal
odpovidajici p- aod-receptorim. Naproti tomu, xk-OR byly ve vyznamné mife
detekovany jiz v kontrolnich, nestimulovanych Ilymfocytech a stimulace ConA

zpusobila vyrazny vzestup téchto receptorii (2.4x).
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7.1.2 Uéinek concanavalinu A

Na'/K" ATPaza je enzym, ktery se vyskytuje na plazmatické membrang viech
eukaryotickych bunék. Jeho hlavnim tkolem je udrzovani bunééné homeostazy. Podili
se na vytvareni klidového membranového potencidlu, udrzovani vnitrobunécného pH.
Udrzuje fyziologickou hladinu Na* a K* iontd uvniti buiiky a staly objem bufiky. Na to
je navazan sekundarni transport H* a Ca®" iontfi, a mnoha dalsich molekul vyznamnych
pro zivot bunky.

Poskozeni Na'/K® ATPazy je spojeno se zavaznymi onemocnénimi
kardiovaskularniho systému (vysoky tlak, ateroskler6za, srde¢ni selhdni nebo uremicka
kardiomyopatie), nervové soustavy (migréna s aurou, zkiizena hemiparéza) a
imunitniho systému (systémovy lupus erythematodes). (shrnuto v Yan a Shapiro, 2016;
Srikanthan a kol., 2016; Clausen a kol., 2017, Desfrere a kol., 2009, Hsieh a kol., 2008,
Scarrone a kol., 2007)

V této praci bylo stanovovano mnozstvi Na'/K" ATPazy v mitogenem
aktivovanych lymfocytech ze sleziny potkana metodou ,,Western blot”. Zde pouzitym
mitogen byl konkanavalin A. Déle se také ve védecké praxi pouzivd mitogen
fytohaemagglutinin (dale PHA), ktery taktéZ vyvolava aktivaci lymfocytt. (Gao a kol.,
2018)

Po stimulaci lymfocyt ze sleziny potkana konkanavalinem A (3 pg/ml) doslo
k naristu mnozstvi Na'/K" ATPazy. Narist byl prokazan na PNS i MF ziskanych ze
stimulovanych lymfocytl. Vysledek byl srovnatelny za pouZiti polyklondlnich i
monoklondlnich protilatek.

Nartst mnozstvi nebo aktivity Na”/K™ ATPazy ve stimulovanych lymfocytech je
zndm jiz ze star$i literatury. Vzestup vazby [*H]ouabainu a ouabain-sensitivniho
transportu rubidia (Rb") byl pozorovan v HeLa buiikach a v lidskych lymfocytech, které
byly dlouhodobé péstované v tkanové kultufe v pritomnosti fetdlniho hovéziho séra,
nizké koncentrace K™ ionti, kyseliny etakrinové nebo dialyzovatelného faktoru séra
(Pollack a kol., 1981; Rapeport a kol., 1986; Oh a spol., 1987)

Nartist mnozstvi a aktivity Na'/K" ATPéazy byl zaznamenan po aktivaci lidskych
T-lymfocytt mitogenem PHA. (Marakhova a kol., 2005) Pro stanoveni aktivity Na*/K*
ATPézy byl métfen ouabainem inhibovany vtok Rb a mnoZstvi bylo stanoveno metodou
»Western blot“. V podobném experimentu dlouhodoba stimulace (24-48 hodin)
lidskych lymfocytli mitogenem PHA vyvolala vzestup v expresi Na'/K" ATPasy.

Detekce byla provedena metodou ,,Western blot™“ a stanovenim mRNA. Pfitomnost
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interleukinu-2 (IL-2) v inkuba¢nim médiu byla nezbytné proto, aby ke zvysSené expresi
Na'/K" ATPasy doslo. (Karitskaya a kol., 2010)

Nartst mnozstvi a aktivity Na'/K" ATPazy by se dal vysvétlit jako fyziologicka
odezva bunky na proliferaci vyvolanou mitogenem. Pted proliferaci bunika nabyva na
objemu, a proto jsou kladeny zvySené naroky na udrzeni fyziologickych koncentraci
Na" a K" ionti. (Yokoyama a kol., 1993) To, Ze je pfitomnost Na'/K"™ ATP4zy nezbytna
pro proliferaci dokazuje fakt, ze po stimulaci lidskych lymfocyti (PHA) za ptitomnosti
ouabainu (speciicky inhibior Na"/K" ATPazy) k proliferaci nedoslo. (Brodie a kol.,
1995)

Karitskaya a kol., 2010 ukazuje, Ze koncentrace K iontd b&hem proliferace
stimulovanych lymfocytd (PHA) uvnité bufiky postupné nartstd. Vtok K iontl je
nasledovan vtokem aniontti, pro zachovani klidového -elektrického potencidlu na
membrané buiky. Takto zvySend koncentrace iontd v bunice vyvola vtok H,O vlivem
osmozy. Zvysena aktivita a mnozstvi Na'/K" ATPazy umozfiuje zachovat fyziologické
podminky pfi takto dynamickych zménach pfi proliferaci. (Marakhova a kol., 2019).

Dalsim divodem pro zménu mnozstvi Na'/K" ATPazy na plazmatické
membrané lymfocytd po jejich aktivaci by mohlo byt zapojeni Na/K" ATPazy v
signalizaci spojené s proliferaci. Podle (Marakhova a kol., 2005) je v signalizaci exprese
Na'/K" ATPazy zahrnut IL-2. Ten je produkovan aktivovanymi lymfocyty a je dilezity
pro dalsi proliferaci okolnich lymfocytid. Cyklosporinem A inhibovana produkce IL-2
lymfocyty aktivovanymi PHA inhibovala narist mnozstvi Na*/K" ATPazy ve srovnani

s PHA aktivovanymi lymfocyty v prosttedi bez Cyklosporiu A.
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7.2 Hipokampus

Bylo zjisténo, ze spankova deprivace naruSuje spravnou funkci paméti,
zpisobuje poruchy nalad. (Diekelmann a Born, 2010; Kalmbach a kol., 2017) Studie
provadéné na potkanech ukazuji, ze spankova deprivace zpusobuje vznik depresivniho
nebo tuzkostného chovani (Ma a kol., 2019; Rocha-Lopes a kol., 2018) Castym
zpusobem 1écby bipolarni poruchy je podavani stravy obohacené o litium. Litium totiz
zabranuje zménam vyvolanym spankovou deprivaci. (Vosahlikova a kol., 2020)
Spéankova deprivace tedy vyvolava u potkani symptomy podobné, jako se objevuji pfi
manické fazi bipolarni poruchy. Z téchto divodi se spankové deprivovani potkani
pouzivaji jako model bipolarni poruchy (shrnuto v Logan a McClung, 2016)

Vyse zminéné funkce, které jsou ovlivnény spankovou deprivaci, tizce souvisi se
spravnym fungovanim hipokampu. Proto jsme se rozhodli pro studium vlivu spankové
deprivace na Na'/K" ATPézu pravé v hipokampu.

Pro spankovou deprivaci byl pouzit model vyvySenych plosin nad vodni
hladinou. Tento model vSak mtze vedle REM spankové deprivace pusobit na pokusna
zvifata i jinymi sresory, jako napiiklad izolace, imobilizace nebo samotné spadnuti do
vody. (shrnuto v Logan a Colleen, 2016) Tyto ,,vedlejsi stresory” mohou spoustét osu
hypotalamus — hypofyza — nadledviny (dale HPA osa). Samotné spankové deprivace ma
vliv na aktivaci HPA osy. Minkel a kol., 2014 namé¢fili zvySené hodnoty kortizolu
meéteného ve slinach dobrovolnikt, kteti prodé€lali kompletni no¢ni spankovou deprivaci
ve srovnani s normalné spicimi jedinci. ZvySené mnozstvi kortizolu bylo také stanoveno
v krvi potkanli po 72 h spankové deprivaci. (Lee a kol., 2019) Dale bylo prokazano, ze
chronicky stress zplisobeny imobilizaci potkanii na 6 h za den po dobu 21 dni zpisobil
ubytek objemu hipokampu. (Lee a kol., 2009) Ackoliv se tézko definuje hranice mezi
akutnim a chronickym stresem (Hammen a kol., 2009) je mozné se domnivat, spankova
deprivace ma vyrazny vliv na hipokampus.

V této préci se podafilo stanovit vliv stresu vyvolaného spankovou deprivaci po
dobu 3 dnt na hladiny o podjednotky Na’/K* ATPazy v hipokampu. Hladina «
podjednotky Na"/K" ATPazy ve vSech vzorcich hipokampu potkanii kteii byli vystaveni
stresu spankovou deprivaci (+SD), byla signifikantné vyssi nez v ptislusnych kontrolach
(-SD).

Tento vysledek je ve shodé s mnoha studiemi. (Gulyani a Mallick, 1993; Mallick
a Adya, 1999; Majumdar a kol., 2003) Bylo rovnéz prokazano, ze blokdda GABAg-
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receptort bilaterdlni mikro-infuzi pikrotoxinu zptsobila snizeni délky REM fazi spanku
a zvysila aktivitu Na'/K" ATPazy ve voln& se pohybujicich potkanech ve srovnani s
kontrolami (Kaur a spol., 2004).

REM faze spanku je dalezita udrzovani excitability jak hipokampu (Grosmark a
kol., 2012) tak celého mozku (Das a Mallick, 2007). Mozny mechanismus, kterym by
byla udrzovana excitabilita mozku souvisi v prvni fadé sjaderem v mozku zvaném
,locus coereleus®. Je to jedno zjader Varolova mostu, které obsahuje REM-OFF
noradrenergni neurony. V REM fézi spanku tyto neurony nejsou aktivni a naopak jsou
aktivni pfi spankové deprivaci. (shrnuto v Pal a Mallick, 2007) B&éhem spankové
deprivace byla prokdzana zvySend sekrece a syntéza noradrenalinu v tomto jadre.
(Porkka-Heiskanen a kol., 1995) REM-OFF noradrenergni neurony z ,,locus coereleus*
projikuji do amygdaly, cingulatniho gyru, hipokampu nebo hypotalamu. (shrnuto
v Mallick a kol., 2010)

ZvySené mnozstvi noradrenalinu v hipokampu pak plisobi na mnozstvi Na™/K*
ATPézy. Bylo prokazéno, ze noradrenalin zvySuje mnozstvi jednotlivych podjednotek
Na'/K" ATPazy na Neuro-2a bunikach prostiednictvim al a p adrenergnich receptord.
(Amar a Mallick, 2018) Tuto teorii podporuje Khanday a kol,. (2016). Inhibici syntézy
noradrenalinu v locus coeruleus se projevila zvySenym podilem REM fazi ve spanku.
V posledni fadé¢ bylo prokdzano, Ze REM spankovd deprivace zvySuje miru
depolarizace v mozku, ¢imZz zvySuje jeho excitabilitu. ZvySend depolarizace byla
provazena zvysenou aktivitou Na*/K* ATPazy (Das a Mallick, 2007)

V kontrastu s vySe zminénymi studiemi stoji sniZeni aktivity Na'/K* ATPazy
v hipokampu po spankové deprivaci. (Khadrawy a kol., 2011) Jednim z diivodli pro
odlisné vysledky mize byt fakt, ze spankova deprivace vySe zminénym mechanismem
za GiCasti noradrenalinu sice zvySuje mnozstvi Na'/K"™ ATPézy v neuronech, ale naopak

jeji mnozstvi snizuje v gliovych bunkach (Baskey a kol., 2009)
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8 Zavér

Predkladand diplomova prace se zabyvala vlivem ruznych faktori na mnozstvi
Na'/K" ATPazy jednak na lymfocytech izolovanych ze sleziny potkand, které byly
pestované v primarni tkanové kultufe a jednak na hipokampech ziskanych z mozku
potkant. Stanovovano bylo mnozstvi Na”/K" ATPazy metodou ,,Western blot* pomoci
polyklonalni a monoklondlni protilitky na membranové frakci a postnuklearnim
supernatantu.

Nejprve bylo stanovovano mnozstvi Na'/K™ ATPazy v lymfocytech, které byly
pestovany v primarni kultufe v ptitomnosti 10 pM mortfia po dobu 48 hodin. Zména, ke
které doSlo v mnozstvi Na”/K" ATPazy stanovované monoklonalni protilatkou, nebyla
signifikantni. Moznym vysvétlenim je, ze lymfocyty nachazejici se v klidovém stavu
maji zanedbatelné mnozstvi opioidnich receptord, na které se morfin vaze.

Dale bylo urovano mnozstvi Na'/K" ATPazy v lymfocytech, které byly
pestovany v primarni kultufe v pfitomnosti 3 png/ml konkanavalinu A po dobu 48 hodin.
Pouzita byla membranova frakce a postnuklearni supernatant vzorkl a polyklonélni a
monoklonélni protilatky. Ve vSech variantich experimentu byl prokdzan vysoce
signifikantni narast v mnozstvi Na'/K" ATPazy (monoklonalni protilatka, postnuklearni
supernatant (p < 0.01, **); polyklonalni protilatka, postnukledrni supernatant (p <
0.001, **%*); polyklondlni protilatka, membranova frakce (p < 0.01, **).

Posledni skupina vysledki se ukazuje vliv spankové deprivace na mnoZstvi
Na'/K" ATPazy v hipokampu potkanii. Spankova deprivace probihala (+SD) nebo
neprobihala (-SD) po dobu 72 hodin v 6 riznych skupinach (C1-SD, C1+SD, C7-SD,
C7CC+SD, C28-SD, C28+SD). Na'/K* ATPaza byla stanovovana primarni protilatkou
na membranovych frakcich. Spéankové deprivace zpusobila signifikantni nartst

v mnozstvi Na"/K"™ ATPazy (p < 0.05, *).
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