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Abstrakt

Koncem 20. stoleti bylo znamo, ze kanabinoidni latky interaguji se dvéma receptory,
CB: a CBz. Nasledné farmakologické studie vSak potvrdily, ze existuji dal$i receptory vazici
kanabinoidy. GPR55 je transmembranovy s G proteiny spfazeny receptor, ktery se spolu
s receptory GPR18 a GPR119 tadi do skupiny novych kanabinoidnich receptort a podili se na
funkci endokanabinoidniho systému. Kromé nékterych kanabinoidnich latek je stimulovan
predevsim fosfolipidem lysofosfatidylinositolem. LPI-dependentni signalizace GPR55 hraje
diilezitou roli v regulaci mnoha fyziologickych a patologickych procest jako je bolest, zanét,
bunécna proliferace nebo funkce endotelu. Bylo zjisténo, ze aplikace LPI zpiisobuje toleranci
k ischemickému poskozeni mozku a ma cytoprotektivni Gi¢inek na pyramidalni bunky. Cilem
prace bylo zjistit, zda po aplikaci péti ligandt dochazi k fosforylaci proteinkinaz ERK 1/2,
Akt, k aktivaci GTPazy RhoA a zda ma aktivace receptoru GPR55 cytoprotektivni efekt
v modelové bunécné linii PC12, u které byly simulovany hypoxické podminky piidanim
CoClz. Pro préaci byly vyuzity metody SDS-PAGE, Western blotingu a kolorimetrickych
méfeni. Farmakologické studie poslednich let ukazaly rozporuplnost v klasifikaci ligandi pro
GPR55. Vzhledem k tomu, Ze n¢které vyzkumy fadi konkrétni ligand mezi agonisty, jiné
mezi antagonisty nebo jim neptisuzuji zadny efekt, bylo dilezité zjistit, jakym zptisobem
koncentraéni, respektive ¢asova fada ligandt ovliviiovala signalni drahy GPR55. LPI byl
doposud ve vSech védeckych pracich stanoven jako agonista GPR55. Aktivace GPR55 miize
hrat zasadni Ulohu v regulaci mechanismu apoptdzy. Stanoveni exprese regulaénich proteint
Bax, Bcl-2 pomohlo objasnit, zda pisobeni CoClz indukovalo jejich expresi a zda méla
stimulace GPR55 anti-apoptotické ucinky. Nepodafilo se zjistit zavislost intenzity fosforylace
proteinkindz na zvysujici se koncentraci ligandu a nepodafilo se potvrdit, Ze aplikace
inverzniho agonisty GPR55 CID-16020046 fosforylaci indukovanou jinym ligandem snizuje.
Pomoci metody Western blotingu byla detekovana zvySena exprese proteinu BAX po aplikaci
CoCly. Tyto vysledky ukazuji na nejasnou klasifikaci ligand pro GPR55 a demonstruji, Ze
CoClz mimikuje hypoxické podminky tvorbou ROS a indukuje apoptézu zvySenim exprese

proapoptotického proteinu Bax.

Klicova slova: GPR55, lysofosfatidylinositol, endokanabinoidy, fosforylace, apoptdza,

hypoxie, chlorid kobaltnaty



Abstract

At the end of the 20th century it was known that cannabinoid drugs interact with two
receptors, CB1 and CB.. Subsequent pharmacological studies have confirmed that there are
other receptors interacting with cannabinoids. GPR55 is a transmembrane G protein coupled
receptor, which together with the receptor GPR18 and GPR119 belong to a group of new
cannabinoid receptors and is involved in the function of the endocannabinoid system. In
addition to some of cannabinoid substances, it is stimulated primarily phospholipid
lysofosfatidylinositolem. LPI-dependent signaling GPR55 plays an important role in the
regulation of many physiological and pathological processes, such as pain, inflammation, cell
proliferation, or endothelial function. It was found that LPI confers tolerance to ischemic
brain damage and has a cytoprotective effect on the pyramidal cells. The aim of the study was
to determine whether the application of five ligands induce phosphorylation of protein kinase
ERK 1/2, Akt and activate the GTPase RhoA and whether activation of the receptor GPR55
has cytoprotective effect in model cell line PC12, in which hypoxic conditions were simulated
by adding CoCl.. For working methods were used SDS-PAGE, Western bloting and
colorimetric measurement. Pharmacological studies in recent years have shown inconsistency
in the classification ligand for GPR55. Given that some research lies between the specific
ligand agonists, antagonists or different between them does not assign any effect, it was
important to determine how the concentration, respectively, the time series of action of
ligands affected the GPR55 signaling pathway. LPI was determined in all scientific work as
the GPR55 agonist. Activation of GPR55 may play a crucial role in the regulation of
apoptosis. Determination of expression of regulatory proteins Bax, Bcl-2 helped to clarify
whether the action of CoCl. induced their expression and whether the GPR55 stimulation had
anti-apoptotic effects. We failed to determine the dependence of the intensity of
phosphorylation by protein kinases to the increasing concentration of the ligand and failed to
acknowledge that the application of the inverse agonist GPR55 CID-16020046 decreased
phosphorylation induced by another ligand. By Western blotting overexpression of Bax was
detected after application of CoCl,.These results show the ambiguous classification of ligands
for GPR55 and demonstrate that CoCl> mimics hypoxic conditions and the formation of ROS

and induces apoptosis by increasing the expression of proapoptotic protein Bax.

Key words: GPR55, lysophosphatidylinositol, endocannabinoids, phosphorylation,

apoptosis, hypoxia, cobalt chloride
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Seznam zKkratek

[**S]GTPyS pomalu hydrolyzovatelny analog guanosintrifosfatu
[*H]-LPI triciem znaceny lysofosfatidylinositol
A’THC tetrahydrokanabinol

2-AG 2-arachidonoylglycerol

A2780 bunécna linie z nadoru vajecniku
ABCCl1 adenosintrifosfat vazebny protein

ACTH adrenokortikotropni hormon

AEA arachidonoyletanolamid

Akt (PKB) proteinkindza B

AM251 inverzni agonista CB; receptoru

AP-1 transkrip¢ni faktor

Apaf-1 protein v mitochondrialni draze apoptdzy
APS peroxodisiran amonny

ATP adenositrifosfat

Bad proapoptoticky protein

Bak proapoptoticky protein

Bax proapoptoticky protein

BCA analyza bicinchoninovou kyselinou

Bcl-2 genova rodina regulatort apoptozy
Bcel-xL antiapoptoticka forma proteinu z rodiny Bcl-2
BMI index télesné hmotnosti

Bmx proteinkinaza

Bod proapoptoticky protein

B-Raf-1 proteinkinaza

BSA hovézi sérovy albumin

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CB: podtyp kanabinoidniho receptoru

CB2 podtyp kanabinoidniho receptoru

CBD kanabidiol

Cdc42 monomerni GTPaza

CID-16020046 inverzni agonista GPR55 receptoru



CNS centralni nervova soustava

CoQ koenzym Q v oxidovaném stavu

CoQH: koenzym Q v redukovaném stavu

CP55940 synteticky agonista kanabinoidnich receptoru
CREB transkrip¢ni faktor

DMSO dimetylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DNPH dinitrofenylhydrazin

Drp-1 protein mitochondrialniho déleni

DU-145 buné¢na linie z nddoru prostaty

EC50 koncentrace ligandu pti obsazeni poloviny vazebnych mist receptoru
EDTA etylendiamintetraoctova kyselina

EGF epidermalni ristovy faktor

EGTA etylen glykol-bis(B-aminoetylether)-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina
ER endoplazmatickeé retikulum

ERK extracelularnim signalem regulovana proteinkinaza
Etk proteinkinaza

Fas/CD95 receptor vnéjsi drahy apoptozy

FBS fetalni hovézi sérum

GDP guanosindifosfat

GIT gastrointestinalni trakt

GPCRs receptory spiazené s G proteiny

GTP guanosintrifosfat

HEK293 bunécna linie z embryonalnich bunék ledvin

HelLa bunécna linie z nadoru délozniho hrdla

HIF hypoxii indukovany faktor

HREs k hypoxii citlivé vazebné elementy

HS koniské sérum

Hsp60 protein teplotniho Soku

Hsp70 protein teplotniho Soku

IC50 koncentrace ligandu pii inhibici poloviny vazebnych mist receptoru
IP3 inositoltrifosfat

IRP2 k Zelezu citlivy protein

JWHO015 selektivni agonista CB; receptoru
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LoVo
LPI
MAP
mMRNA
MTT
NAD*
NADH
NFAT
NF-xB
NGF
0-1602
OEA
OMM
OVCAR3
P-1677
P2Y5
P450
p53
PACAP
PAGE
PBS
PC12
PC-3
PEA
PKA
PLA:
PLC
PVDF
Rac
Ras
RCS
RhoA
ROCK
ROS

bunécéna linie z nadoru lymfatickych uzlin
lysofosfatidylinositol

mitogenem aktivovana proteinkinaza
mediatorova ribonukleova kyselina

test stanoveni metabolické aktivity bun¢k
nikotinamidadenindinukleotid v oxidovaném stavu
nikotinamidadenindinukleotid v redukovaném stavu
transkrip¢ni faktor

transkrip¢ni faktor

nervovy rustovy faktor

selektivni agonista receptoru GPR55
oleyletanolamid

vnéj$i mitochondridlni membrana
bunécna linie z nadoru vajecniku
standard molekulovych hmotnosti
purinergni receptor

cytochrom P450

tumor supresorovy gen

adenylylcyklazu aktivujici polypeptid
polyakrylamidové gelova elektroforéza
fosfatovy pufr

bunécna linie

buné¢na linie z nddoru prostaty
palmitoyletanolamid

proteinkinaza A

fosfolipaza Az

fosfolipaza C

polyvinyldenfluoridova membrana
monomerni GTPaza

protoonkogen

reaktivni karbonylové radikaly
monomerni GTPaza

s RhoA asociovana proteinkinaza

reaktivni kyslikoveé radikaly
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RPN755-E
SDS

SIRNA
SR141716A
Src

SRE

TBST

TCA
TEMED
TFA

TGM

Tris

Triton X-100
Tween
U73122
VHL
WST-1
Y-27632
YM254890

nizkomolekularni standard molekulovych hmotnosti
dodecylsiran sodny

interferujici ribonukleova kyselina
selektivni antagonista CB: receptoru
protoonkogen

transkrip¢ni faktor

Trisovy pufr s Tweenem
trichloroctova kyselina
tetrametyletylendiamin

trifluoroctova kyselina

blotovaci pufr
tris(hydroxymetyl)aminometan
neionogenni detergent, polyetylenoxid
polyoxoetylen sorbitan monolaurat
inhibitor fosfolipazy C

Von Hippel-Lindau protein

ve vod¢ rozpustna tetrazoliova stl
inhibitor proteinkinazy ROCK
inhibitor Gog11 podjednotky
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Uvod

Produkty z rostliny cannabis sativa jsou ve spolecnosti vyuzivany tisice let pro svij
medicinsky vyznam. Extrakty obsahuji desitky kanabinoidi, z nichz nejvyznamnéjsi je
psychoaktivni A%>-THC, kanabidiol a kanabinol. Kanabinoidy ovliviiuji skrze vazbu na
membranové kanabinoidni receptory buné¢ny metabolismus. V devadesatych letech byly
identifikovany a klonovany dva podtypy kanabinoidnich receptort. Subtyp CBq je
exprimovan piedev§im v CNS, zatimco subtyp CB2 se nachazi na periferii, predevsim
v imunitnich butikach. Vysoka mira exprese CB: je u B-lymfocytt a NK bunék. Oba dva
subtypy zprostfedkovavaji efekt exogennich i endogennich kanabinoid a jsou sprazeny s Gai
podjednotkou. Na konci devadesatych let byl identifikovan receptor GPR55. Tento receptor je
také sedmkrat membranou prochazejici receptor z rodiny GPCRs a je spiazen
s podjednotkami Gaiz a Gog1. Jeho uloha neni dosud zcela jednoznaéné objasnéna. Ukdzalo
se, ze muze byt aktivovan nékterymi fytokanabinoidy, endokanabinoidy nebo syntetickymi
kanabinoidy. Vysledky praci jednotlivych laboratofi se vSak mnohdy lisi, a tak je n€kterym
latkam pfisuzovan agonisticky i antagonisticky efekt. Tato rozdilné pozorovani vyplyvaji
Z rozdilnych bunécnych typt nebo umélych systémi se zvySenou mirou exprese GPR55
pouzitych v experimentech. Nejvyznamnéj§im endogennim agonistou GPRS5 je LPI. Byly
pfipraveny i synteticti agonisté a antagonisté. JelikoZ mize byt GPRS5 aktivovan nékterymi
endogennimi kanabinoidy, ukazuje to na jeho moznou roli v endokanabinoidnim systému.
Endokanabinoidni systém je slozen z kanabinoidnich receptort a jejich endogennich ligand,
ovliviilovan muze byt fytokanabinoidy nebo syntetickymi kanabinoidy. VVzhledem k tomu, ze
jsou kanabinoidni receptory distribuovany po celém téle, je fyziologicka uloha
endokanabinoidniho systému velmi rozmanita. Modulace enodkanabinoidniho systému
naskyta terapeutické moznosti 1é€by depresi, Huntingtonovy choroby, Parkinsonovy choroby,
sklerdzy, rakoviny nebo hypertenze. Protoze je GPR55 exprimovan téméf ve vSech tkanich
lidského téla a je aktivovan fadou endogennich i exogennich kanabinoidd, mtize se podilet na
regulaci fady fyziologickych i patofyziologickych procesech organismu. Farmakologické
studie na buné¢nych liniich pomohly objasnit signalni drahy GPRS5S. Srovnani studii na
umélych a ptirozenych bunéénych systémech pomuze kategorizovat potencialni ligandy mezi
agonisty nebo antagonisty. Mozné terapeutické vyuziti receptoru bude nutné studovat jednak
u GRP557 mysi a jednak u standardnich mysi po dlouhodobé administraci vysoce

selektivnich liganda.
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Literarni piehled

Receptory sprazené s G proteiny

Receptory spfazené s trimernimi G proteiny jsou membranové receptory, které se
ucastni bunécné signalizace tim, Ze reaguji na signalni molekuly, mezi které patii rizné
hormony, neurotransmitery, proteiny nebo 1éky. Receptory spiazené s G proteiny jsou jednou
z nejvétsich rodin proteini kddovanych vice nez osmi sty geny lidského genomu. Zajist'uji
signalni transdukci po vazbé extracelularniho ligandu a podili se tak na regulaci bunééné
homeostaze a aktivity. VSechny GPCRs maji 7 a-Sroubovic prochazejicich bunéénou
membranou. Piitomnost C a N konce receptoru v cytosolu a extracelularnim prostiedi se 1isi
podle daného typu receptoru. Po vazbé ligandu prochazi GPCRs konforma¢ni zménou, ktera
muze vést k aktivaci cytosolickych signalnich proteintl a v ur¢itou bunéénou odpovéd'.

V inaktivnim stavu je na a podjednotce trimerniho proteinu navazan GDP. Po aktivaci
receptoru dojde k vyméné GDP za GTP, pfi¢emz se a podjednotka oddéli od dimeru By. a
podjednotka i dimer By pak aktivuji efektorové proteiny. Aplikace fady latek na GPCRs se
vyuziva pfi terapeutické 1é¢b¢ fady onemocnéni, jako jsou poruchy srde¢niho rytmu, astma
nebo bolesti. Nesenzorické receptory se rozd€luji na zaklad¢ jejich farmakologickych
vlastnosti do n¢kolika tfid; tfida A rodopsinovych receptort, kterd je nejrozsahlejsi, tiida B
secretinovych receptort, tfida C metabotropnich glutaméat/feromonovych receptorti a ttida
"frizzled" receptorti. Mezi senzorické GPCRs se fadi receptory pro svétlo, pachy a receptory
v chut'ovych poharcich. Pro molekuldrni analyzu jednotlivych receptort se vyuzivaji metody
krystalografie, které objasnuji jejich strukturu, vazebné misto a umoziiuji predikovat typ
ligandi interagujicich s danym receptorem (Venkatakrishnan et al., 2013).

Jednotlivé typy GPCRs se od sebe lisi tim, ze v cytosolu interaguji s rozdilnymi
podtypy G proteini a moduluji tak rizné signalni drahy. Distribuce konkrétnich typtit GPCRs
Vv bunikach a tkanich ovliviiuje citlivost bunék k ligandiim téchto GPCRs. Roli GPCRs je
zprostifedkovat komunikaci mezi extracelularnim prostfedim a bunkou. (Rosenbaum et al.,
2009).

Utinnost ligandu a biologicka odpovéd’ je dana chemickou strukturou ligandu a
biofyzikalnimi vlastnostmi receptoru. Pfirodni i syntetické ligandy se déli do n¢kolika skupin
na zékladg jejich rozdilné u€innosti. Plnym agonistou je latka schopna vyvolat maximalni
odpovéd’ receptoru, parcialni agonista neni schopen vyvolat maximalni odpovéd’ receptoru i
pi1 maximalni saturaci a neutralni antagonisté nevyvolavaji zadnou odpovéd’ receptoru, ale
svoji vazbou na receptoru zabranuji jinym ligandim se na tento urcity receptor vazat. K
inverznim agonistiim patii latky snizujici bazalni iroven aktivity receptoru. Energie pfenosu

mezi vazebnym mistem receptoru a mistem interakce s G proteiny je zavisla na mnoha
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interakcich mezi receptorem a ligandem a nespoéiva pouze v okupovani vazebného mista.
Biofyzikalni experimenty ukazuji, ze parcialni a plni agonisté lisici se funk¢énimi skupinami
své chemické struktury stabilizuji rozdilné konformacni stavy receptoru. Urcita konformace
stabilizovand strukturou ligandu ur¢uje u¢innost signalizace konkrétni drahy. Mnoho GPCRs
muze stimulovat rozli¢né signalni drahy a konkrétni ligandy maji rozdilnou ucinnost v
ruznych signélnich drahach. Napiiklad u B2 adrenergnich receptorti jsou agonisté MAP
kinazové drahy inverznimi agonisty drahy stimulujici Gas, CAMP a PKA. Metody
solubilizace a krystalizace GPCRs umoznily poznat nejvyznamné;jsi strukturni odli§nosti mezi
typy GPCRs. Je to pfedevsim rozdil v extracelularnich smyckach o Sroubovic a vazebné misto
ligandu. Vysoce konzerovana struktura ligand vazebného mista je piivlastkem podrodin
GPCRs, napiiklad receptort pro dopamin, serotonin nebo histamin (Rosenbaum et al., 2009).

Mezi vyznamné GPCRs patfi adrenergni receptory. Vazba adrenalinu a noradrenalinu
na B2 adrenergni receptory vede k aktivaci stimula¢ni podjednotky heterotrimerniho G
proteinu Gas, kterd stimuluje adenylylcyklazu. Ta produkuje CAMP, jenz dale aktivuje PKA,
které fosforyluje dalsi efektorové proteinu v buiice a napt. ve svalovych buiikéch je
zodpovédna za kontrakei. Vedle toho jsou v kardiomyocytech 2 adrenergni receptory
spiazeny jak se stimulaéni Gas, tak i s inhibi¢ni Ga; podjednotkou, kterd aktivitu

adenylycyklazy tlumi (Xiao et al., 1999).

Receptor GPR55

GPR55 je sedmkrat membranou prochazejici receptor fadici se do rodiny GPCRs A.
V pribéhu vyzkumu kanabinoidnich receptortt CB1 a CB:2 se ukézalo, ze n¢které kanabinoidy
zprostifedkovavaji svilj efekt nezavisle na téchto receptorech. To podporovalo hypotézu, Ze
existuje dalsi receptor citlivy na rostlinné i endogenni kanabinoidy. Vzhledem k rozmanitym
fyziologickym funkcim kanabinoidd se vyzkum tfetiho typu kanabinoidniho receptoru stal
predmétem zajmu fady praci naptiklad v souvislosti s regulaci energetického metabolismu

nebo s neurobiologii (Liu et al., 2015).

Struktura GPR55
Bylo popsano nékolik aminokyselinovych sekvenci GPR55, tyto rozdily mohou
reprezentovat rozdilné molekuly, polymorfismy nebo jsou to chyby klonovani a sekvenovani.
Nejsou to vSak varianty alternativniho sesttihu, nebot’ gen pro GPRS55 postrada introny.
Naptiklad varianta GPR55A se 1i8i od originadlni sekvence GPRS5 ptfitomnosti
aminokyselinové sekvence LRSPRKIFGIC misto SGPPGRSLGSA. Tato ¢ast proteinu

reprezentuje druhou nitrobunécnou doménu a ¢tvrtou transmembranovou doménu. Priizkum
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translace nukleotidové sekvence mRNA pro GPR55 ukazal, Ze zaména téchto
aminokyselinovych sekvenci je v disledku posunu ¢teciho ramce, jenz mohl nastat jako chyba
v klonovani a sekvenovani (Baker et al., 2006).

GPR55 byl identifikovan metodami in silico. Jeho gen lezi u ¢lovéka na 2.
chromozomu, pozici 2q37 a koduje protein o délce 319 aminokyselin. Obsahuje sekvencni
motivy pro glykosylaci a fosforylaci proteinkinazami A a C. U mysi se mRNA pro GPR55
nachazi na chromozomu 1 a kéduje protein dlouhy 327 aminokyselin. Dalsi ortology genu pro
GPRS55 byly identifikovany v genomu potkana, mysi, psa, kravy a Simpanze. Pfitomnost
mRNA nebyla prokazana u ptakt ani ryb, coz naznacuje, ze je GPR55 exprimovan
pravdépodobné jen u savct. GPR55 vykazuje jen malou homologii na trovni
aminokyselinoveé sekvence s kanabinoidnimi receptory CB; a CB> (10-15 %) a postrada
typické vazebné kanabinoidni misto. Mezi receptory s nejvys$si mirou homologie patii
GPR35, GPR92, GPR23 a purinergni receptor P2Y5 (Sawzdargo et al., 1999).

Distribuce GPR55 ve tkanich

MRNA kodujici tento receptor byla u ¢lovéka zaznamenana v oblastech mozku, v
hipokampu, nucleus caudatus, putamen, mozkovém kmeni, mozecku, hypothalamu, striatu
nebo v neuronech dorzalnich kotfenti misnich. Analyza spole¢nosti GlaxoSmithKline odhalila
dale expresi v ileu, slezing, lymfatickych uzlinach, varlatech a tukové tkani prsou (Baker et
al., 2006). Mira exprese GPR55 byla ve vétsing studii vztazena na miru exprese mRNA.

Nekteré studie se zaméfily na analyzu exprese proteini pomoci metody Western blotingu.

Farmakologie GPR55

V soucasné dob¢ je farmakologie GPR55 v souvislosti s kanabinoidy kontroverzni.
Kanabinoidy Ize rozd¢lit na rostlinné, endogenni a syntetické a nékteré aktivuji, jiné inhibuji
aktivitu GPRSS5. Zavéry riznych védeckych praci v§ak vyvolavaji diskuze o agonismu nebo
antagonismu téchto latek na GPR55. U vétSiny latek na tom zatim neexistuje v odbornée
spolecnosti v§eobecné piijimany konsenzus. Shoda je na tom, Ze receptor GPRS55 hraje
dulezitou ulohu v endokanabinoidnim systému.

Endokanabidnoidni systém se sklada z kanabinoidnich receptori CB1, CBy,
endogennich kanabinoidl a z enzym Ucastnicich se jejich biosyntézy a degradace. Mezi
nejvyznamngéj$i endokanabinoidy patii arachidonoyletanolamin (AEA) a
2-arachidonoylglycerol (2-AG). Tyto latky jsou organismem syntetizovany a degradovany
podle potieby. Enzymy zodpovédné za produkci a degradaci téchto ligandt jsou také soucdasti

endokanabinoidniho systému. 2-AG je produkovan z diacylglycerolu diacylglycerol lipazou a
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degradovan zpét na diacylglycerol monoacylglycerol lipazou. AEA je syntetizovan z N-
arachidonoyl-fosfatidyletanolaminu N-acyl-fosfatidyletanolamin fosfolipdzou D a degradovan
na arachidonovou kyselinu a etanolamin amid hydrolazou mastnych kyselin.
Endokanabinoidni systém hraje dilezitou roli v patofyziologii obezity, osteopordzy, zanétlivé
a neuropatické bolesti a kardiovaskularnich ¢i jaternich onemocnénich (Fowler et al., 2005).

Mezi rostlinné kanabinoidy interagujici s endokanabinoidnim systémem patii
piedevsim A®THC a kanabidiol. Komplexni farmakologie endokanabinoidii je
zprostiedkovana kanabinoidnimi receptory CB1 a CBz a receptorem GPR55. Efekty
kanabinoidnich liganda bez ti¢asti CB1 a CB: byly pozorovany po aplikaci anandamidu,
virodaminu, abnormalniho kanabidiolu nebo latky O-1602. O-1602 je synteticky analog
fytokanabinoidu kanabidiolu (CBD) a postrada vazebnou afinitu pro CB1 i CBa.
Rozporuplnost farmakologie GPR55 potvrzuje studie, kdy se CBD choval jako G¢inny
antagonista GPR55. Jini badatelé navrhli CBD jako agonistu GPR55, nebot’ vykazoval
protektivni G€¢inky u akutni pankreatitidy ve stejném rozsahu jako pfi pouziti O-1602.

Postupy pro objasnéni vazebné afinity ligandi na GPRSS se vyuziva [*°S]GTPyS
vazebna analyza, pfi které se méfi vyména GDP za GTP jako indikator aktivace receptoru.
Dale se méti zvyseni koncentrace vapenatych iontd, fosforylace ERK nebo aktivace malych
monomernich GTPaz rhoA, rac a cdc42.

Postaveni endokanabinoidu jako ligandti pro GPR55 je doposud rozporuplné.
Schopnost endokanabinoidnich eikosanoidi aktivovat GPR5S je stale predmétem diskuzi.
Siroké spektrum endokanabinoidtl i bioaktivnich lipidii bylo testovano na bunéénych
kulturach. V 10 uM koncentracich anandamidu a 2-AG nedochéazelo k fosforylaci ERK a
nedochézelo ani ke zvyseni nitrobunééné koncentrace Ca?*. Jina prace popisuje zvyseni
nitrobunééné koncentrace Ca®* v rozmezi koncentraci 3-30 UM u bungk HEK293
transfekovanych genem pro GPRS5S5. Tato odpovéd’ vSak byla shodné i1 u netransfekovanych
bunék (Henstridge et al., 2009), (S. Oka et al., 2009).

Hypotézu, Ze anandamid a 2-AG jsou G€innymi agonisty GPR55 podporuji vazebné
studie, kdy hodnoty EC50 dosahovaly 18 nM a 3 nM. Anandamid ve vétSin€ praci aktivoval
GPR55 v koncentracich v rozmezi 5-10 uM, které jsou znatelné vyssi, nez jaké jsou potieba
pro aktivaci CB1 (Ryberg et al., 2007).

Prace na endotelidlnich bunikéach dale ukazala, Ze anandamid narozdil od 2-AG pfi
koncentraci 5 UM zvysuje vylev Ca?*. Pii zablokovani translace pouzitim siRNA dochézelo
ke sniZeni efektu anandamidu. Pokud byla exprese GPR55 zvySena, efekt anandamidu to
posilovalo. Tato prace demonstrovala i vzajemnou regulaci mezi CB1 receptorem a GPR55.

Pro aktivaci GPR55 anandamidem je nezbytné klastrovani integrini avfs a a5B1. Tato
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aktivace je negativné regulovana CB1 receptorem. Za situace, kdy integriny nejsou
klastrovany, anandamid aktivuje CB: receptor sptazeny s Gi podjednotkou, kterd aktivuje
kinazu Syk a nasledné translokaci transkripéniho faktoru NF-«xB. Pokud jsou integriny
klastrovany, CB: se odpoji od integrint a uvolni se tak jeho inhibi¢ni vliv na GPR55, ktery se
po vazb¢ anandamidu aktivuje (Waldeck-Weiermair et al., 2008).

Vazebne studie s AEA a 2-AG ukazaly, Zze AEA je stejné G¢inny v aktivaci GPRS55,
CB1 a CBy, zatimco 2-AG je vice nez dvéstékrat u¢inngjsi v aktivaci GPR55 nez CB1 nebo
CB.. AEA narozdil od 2-AG zvySuje na GPR55 zavisly vzestup nitrobunééné koncentrace
vapenatych iontd a aktivuje monomerni GTP4azu RhoA. V piipad¢ bunék HEK293
exprimujicich GPR55 nebyl po aplikaci AEA pozorovan zvySeny vylev vapenatych ionti
(R. A. Ross, 2009).

Mnohem jasnéjsi situace je u bioaktivniho lipidu lysofosfatidylinositolu. LPI je
ucinnym agonistou GPR55, po vazbé na GPR55 dochazi k fosforylaci ERK nebo mobilizaci
Ca?" pii¢emz nejucinnéjsi formou LPI je 2-arachidonoyl LP1 s hodnotou ECso = 30 nM (S.
Oka et al., 2007).

Farmakologii GPR55 v buné¢né linii PC12 demonstruje jedina prace laboratoie
Obary. Pfinesla dilezity poznatek, ze v téchto burikach je transkribovana mRNA pro GPR55.
MRNA pro kanabinoidni receptory CB1 a CB2 nebyla detekovana. Piitomnost GPR55 byla
prokéazana i na Grovni proteinu. Aplikace LPI indukovala vylev Ca?*, aktivovala kindzu RhoA
a fosforylaci ERK 1/2. Endogenni a syntetické kanabinoidy zadny z téchto procest
nespoustély, coz podporuje rozporuplnost, zda a za jakych situaci kanabinoidy mohou
stimulovat GPR55. Po plsobeni NGF doSlo u PC12 bunék k diferenciaci a riistu axond.
Aplikace LPI zpusobila stahovani axonalnich vybézku zpét, piicemz jeho efekt je zavisly na
kinaze RhoA a receptoru GPRS55. Pti pouziti toxinu C3 proti RhoA nebo siRNA proti mRNA
pro GPRS5S5 ke stazeni vybézkt po aplikaci LPI nedochéazelo. Tato signalizace je zavisla na
Goaus podjednotce. GPR55 byl po diferenciaci hojné lokalizovéan na Spicce axont, coZ ukazuje
na jeho moZnou roli v regulaci ristu axontll. StaZzeni axont po aplikaci LPI bylo doprovazeno
redistribuci F-aktinu a ztratou lehkého fetézce neurofilament. Tento u¢inek LPI byl zvracen
jen po inhibici Gass podjednotky nebo inhibici RhoA. Vétsina praci zabyvajicich se roli
kanabinoidil v aktivaci GPRS5S5 pracovala s bunkkami HEK293, které méli laboratorné
zvySenou expresi GPR55. Laboratof Obary pouzivala buiiky PC12 s pfirozenou urovni
exprese GPR55. Pro vylev Ca2* bylo testovano nékolik latek, LP1 v zavislosti na zvysujici se
koncentraci spoustélo vylev Ca?*. Tento efekt byl zablokovan aplikaci inhibitoru Gag
podjednotky, YM254890, v koncentraci 1 uM. Kanabinoidy 2-AG, anandamid, kanabidiol a

CP55940 v 10 UM koncentraci zvyseni nitrobunééné koncentrace Ca®* nevyvolavaly. |
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fosforylace ERK 1/2 je sptazena s Gog podjednotkou, jelikoZ inhibitor YM254890 inhiboval
fosforylaci ERK 1/2 po aplikaci LPI. Stejné tak tomu bylo ohledn¢ aktivace RhoA. Pouze
LPI, nikoliv v8ak kanabinoidy CP55940, anandamid, kanabidiol a 2-AG aktivoval RhoA. To,
ze GPR55 neni sprazen s Gos podjednotkou, se potvrdilo, kdyz aplikace LPI a dalSich
kanabinoidd v 10 M koncentraci nezvySovala produkci cCAMP (Obara et al., 2011).

Mezi rostlinnymi a syntetickymi kanabinoidy se také nachazi agonisté GPR55.
Synteticky analog kanabidiolu O-1602 a A°THC jsou u¢innymi agonisty. Molekula JWH015
je agonistou, zatimco jeho strukturni analog je na GPR55 neaktivni. K dal$im syntetickym
latkam s vysokou afinitou se fadi AM251. Rozporuplna je tloha Rimonabantu (SR141716A),
ktery u HEK293 bunék exprimujicich GPRS5 piisobil jako antagonista vylevu Ca*, v jinych
pracich byl popséan jeho agonisticky efekt (Lauckner et al., 2008).

stabilné exprimujicich GPR55 CID-16020046 inhiboval konstitutivni aktivitu GPR55 v
rozmezi koncentraci 40 nM-10 pM, pficemz IC50 = 0,15 uM. U bun¢k HEK?293 stabilné
exprimujicich GPR55 doslo pfi aplikaci 10 uM koncentrace CID-16020046 15 minut pied
aplikaci 10 uM LPI k inhibici vylevu Ca?*. Podobné CID-16020046 v koncentraci 2,5 pM
inhiboval fosforylaci ERK 1/2. Jelikoz stimulace GPR55 vede k aktivaci fady transkripénich
faktori, NFAT, SRE, NF-kB a CREB, byl testovan i efekt CID-16020046 na tuto aktivaci.
Ukazalo se, ze v zavislosti na zvySujici se koncentraci CID-16020046 doslo k vyraznému
poklesu aktivace NFAT, NF-kB a SRE po pouziti 1 uM koncentrace LPI. CID-16020046 tedy
inhibuje aktivaci transkrip¢nich faktort skrze GPR55. Antagonisticky efekt nebyl detekovan u
HEK293 bun¢k exprimujicich receptor CB1. Experimenty s fluorescencnimi protilatkami
ukazaly, Ze GPRS5S5 je pfevazné lokalizovan na povrchu bunék. Po 45 minutach ptsobeni 2,5
MM koncentrace LPI dochazi k internalizaci. Pouziti CID-16020046 v koncentraci 10 uM 10
minut pied aplikaci LPI internalizaci inhibovalo (Kargl et al., 2013).

Signélni drahy GPR55

Pro studium signalnich kaskad byly vyuzivany ptistupy vazebné analyzy [**S]GTPyS a
blokovani riznych typi Go podjednotek peptidy nebo aplikaci pertussis toxinu pro ADP
ribosylaci. Zablokovani podjednotek Gaii2, Goiz @ Gos nemélo zadny efekt v zabranéni
signalizace po pouziti agonistii GPRS55. Pokud byla zablokovéana podjednotka Gaus,
agonisticky efekt byl zruSen, coz doklada sptazeni GPRSS5 s podjednotkou Gous, pficemz tato
podjednotka je soucasti podrodiny proteint G12, kam patii i Gai2 podjednotka. Sprazeni
GPR55 s Gaiz/13 bylo dolozeno aktivaci kinazi RhoA v diisledku aktivace GPRSS. Jelikoz po

aktivaci GPR55 dochazelo ke zvyseni nitrobunééné koncentrace Ca®*, byly studovany

18



bunééné drahy, kterymi k tomuto zvySeni dochézi. Pouzitim inhibitoru fosfolipazy U73122
doslo k zamezeni vylevu Ca?". Aktivace GPR55 vede k aktivaci Src kinazy, ktera fosforyluje
fosfatidylinositol-3-kindzu, ktera fosforyluje kindzy Bmx a Etk. Tyto kindzy pak aktivuji
PLCy, ktera katalyzuje tvorbu IP3, jenz po vazbé na receptory v ER spousti uvolnéni Ca?*.
Tato signalizace je utlumena pii pouziti dominantné negativni Gag podjednotky. Pfi transfekci
bunék geny pro dominantné negativni Goi2 podjednotky nebo dominantné negativni RhoA
kinazu, byl vylev Ca?* po aktivaci GPRSS také utlumen, coZ naznacuje dvé odlisné signalni
drahy pro mobilizaci Ca** (Lauckner et al., 2008), (Waldeck-Weiermair et al., 2008).
Vyznam vylevu Ca?* spoiva v tom, Ze po aktivaci GPR55 miize spoustét syntézu
endokanabinoidi. V postsynaptickych neuronech k tomu dochazi po aktivaci Gog
podjednotky a nasledné aktivaci PLC. Vylev Ca?* také slouzi ke zvy$eni vzrusivosti neurontl,
syntetizované endokanabinoidy pak ale mohou zpétnovazebn¢ aktivaci presynaptického CB1
vzrusivost snizovat (Hashimotodani et al., 2007). Dalsi dulezitou signalni kaskadou je
fosforylace MAP kindz ERK 1/2 skrze drahu RhoA-ROCK. Signalizace GPR55 také vede k
aktivaci transkrip¢nich faktort NF-kB a CREB pies drahu ERK (Saori Oka et al., 2010).
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Obr. 1: signalni kaskady receptoru GPR55
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Obr. 2: Role signalni drahy GPR55 v regulaci apoptozy
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GPR55" mysi

Spolecnost GlaxoSmithKline pfipravila mysi s chybé&jicim genem pro GPRSS5 z
diivodu studia vasodilata¢nich u¢ink abnormélniho kanabidiolu a syntetického analogu
0-1602. Zavéry studia vSak neukazaly vyznamny rozdil arteridlniho tlaku nebo srde¢niho
rytmu mezi mySmi s chybé&jicim GPRS55 a standardnimi mySmi. Po aplikaci abnormalniho
kanabidiolu doslo ke stejnému snizeni tlaku jak u GPR557 mysi tak u kontrolnich zvifat. To
naznacuje, ze uc¢inky abnormalniho CBD jsou in vivo zprostfedkovany jinym mechanismem

nez pres aktivaci GPR55 (Johns et al., 2007).

Fyziologicka uloha GPR55

Vzhledem k tomu, Ze se kanabinoidy podileji na udrzovani energetické homeostaze,
regulaci pfijmu potravy, ukladani tukli nebo sekrece insulinu, hraje GPR55 vyznamnou roli v
regulaci metabolismu. Energeticka rovnovaha je striktn€ regulovany proces mezi ptijmem
potravy a energetickymi pozadavky bun¢k, potazmo tkéani, pro metabolismus a rust. Pfi
defektu regulace mlize nastat zvySeny pfijem potravy, ktery vede k zavaznym onemocnénim
jako je diabetes mellitus 2 nebo obezita. Diabetes mellitus 2 je onemocnéni vyznacujici se
hyperglykemii v disledku zvySené rezistence perifernich tkani k inzulinu.

Naptiklad v souvislosti s diabetes mellitus 2 bylo zji$téno, Ze u pacientd trpicich touto
nemoci doslo ke zvySeni exprese proteinu GPR55 v tukove tkani. Fyziologickou roli u diabetu
naznacuje také prace, ve které bylo za vyuziti metod imunohistochemie demonstrovano, ze
GPR55 je exprimovan jen v B buiikach pankreatu. Neni exprimovan v a a 6 buiikach. Jednou
z pticin diabetes mellitus 2 je obezita. Souvislost GPR55 a obezity ukazuje prace Diaz-
Arteaga, kdy dlouhodoba aplikace agonisty O-1602 zpisobovala piejidani a v disledku
obezitu. V souladu s tim snizoval antagonista GPR55, CBD, piijem potravy a télesnou
hmotnost p¥i poddvani nebo absenci agonisty CB1, A°THC. Nejpiesvéd¢ivéjsim ditkazem role
GPRS5S5 v regulaci pfijmu potravy je zvySena koncentrace endogenniho ligandu LPI, agonisty
GPRSS5, u pacientt trpicich obezitou. Exprese GPR55 1 koncentrace LPI pozitivné koreluje s
hmotnosti, indexem BMI a mnozstvim tuku. Kromé zvySeného piijmu potravy u potkanti po
podavani agonisty O-1602 dochazelo ke zvyseni piijmu potravy u mysi s vypnutym genem
pro GPR55. Tyto mysi navic nevykazovaly vyznamny rozdil ve hmotnosti oproti kontrolnim
zvitatiim. Absence tohoto rozdilu ale mize byt zptisobena zvysenou expresi CB1, jehoz
aktivace zvyseny piijem potravy podporuje (Diaz-Arteaga et al., 2012; Moreno-Navarrete et
al., 2012).

Velmi dilleZitou souvislost nasli badatelé laboratofe Ishigura, ktefi zkoumali mentalni

anorexii. Po vyzkumu Zenské japonské populace nasli korelaci mezi nachylnosti zen k
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mentalni anorexii a mezi nesynonymni mutaci v genu pro GPR55, kdy doslo po translaci k
zaméné aminokyseliny Glycinu 195 za Valin. Piestoze tyto studie poukazuji na souvislosti
receptoru GPRS55 s pfijmem potravy, mohou byt jejich zavéry dusledkem piilisného
zjednoduseni, protoze nelze s jistotou urcit, zda vliv antagonisty GPR55 na snizeni piijmu
potravy je disledkem inhibice GPR55 nebo interakce s nékterymi jinymi receptory (Ishiguro
etal., 2011)

Souvislost s regulaci piijmu potravy potvrzuje i nalez mMRNA pro GPR55 v
gastrointestinalnim traktu v neuronech myenterického plexu tenkého stfeva a v traéniku
tlustého stieva. Regulace pruchodu trdveniny GITem skrze GPR55 byla pozorovéna po
aplikaci O-1602, kdy doslo ke snizeni stfevni kontraktility a ke zvySeni ¢asu priachodu
potravy GITem. Tento jev nebyl pozorovan u mysi s vypnutym genem pro GPR55 (G. R.
Ross et al., 2012).

Langerhansovy ostrivky pankreatu hraji zdsadni roli udrzovani energetické
homeostaze sekreci insulinu po piijmu potravy a glukagonu béhem hladovéni. mRNA pro
GPR55 i protein GPR55 byly detekovany u potkanti, mysi i ¢lovéka v B burnikach
Langerhansovych ostravki, coz poukazuje na ulohu GPR55 v regulaci homeostaze glukézy
skrze regulaci sekrece insulinu.

0-1602 zesiloval sekreci insulinu z mySich, potkanich i lidskych ostrivki, pti¢emz
tento efekt nebyl pozorovan u mysi s vypnutym genem pro GPRS55. Podobné zvyseni sekrece
insulinu bylo pozorovano pii aplikaci dalSich agonisti, AM251, OEA a PEA. ZvySena
sekrece byla inhibovana aplikaci CBD. V signalni kaskadé GPRS5S5 stimulujici B buiiky pro
sekreci insulinu hraje pravdépodobné zasadni roli zvyseny vylev Ca?*. Viichni tito agonisté
zpusobili rychly vzestup Ca?* aktivaci PLC. Vedle toho vsak inhibice kindzy ROCK, kter4 je
soucasti signalnich kaskad GPRS5 zapfticinila sekreci insulinu z § bun€k potkant. Je tudiz
mozné, ze v ostruvcich jsou jak stimulaéni, tak inhibi¢ni signalni kaskady asociované s jinymi
G proteiny (Romero-Zerbo et al., 2011).

Vzhledem k tomu, Ze je GPRS5 exprimovan a aktivovan LPI v bunikach
lymfoblastomu a Ze se LPI podili na migraci, orientaci a polarizaci bunék nadoru prsu, hraje
GPR55 spolu s LPI dilezitou roli v procesech rakoviny. Podporuje to i prace Moneta, ktera
demonstrovala stimulaci migrace nadorovych bun¢k prostaty po aplikaci LPI (Monet et al.,
2009). GPRS5S je také exprimovan v bunécnych liniich nadoru vajecniku, konkrétné v linii
OVCAR3 a A2780. LPI stimuluje bunécnou proliferaci a diferenciaci u thyroidnich bunék a
zvySena koncentrace LPI je ptitomna v thyroidnich a dal$ich bunéénych liniich
transformovanych protoonkogenem Ras. V bunkach nadoru prostaty (PC-3 a DU145) a

vaje¢niku (OVCAR3) zptisobila aplikace LPI rychly a pfechodny vzestup koncentrace Ca®" a
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také fosforylaci ERK 1/2. Koncentrace 100 nM postacovala pro aktivaci ERK 1/2, silngjsi
fosforylace byla detekovana pii koncentraci 1 uM. LPI indukoval také fosforylaci
proteinkinazy Akt (PKB) na serinu 473 ve vsech téchto bunéénych liniich. Na téchto
rakovinnych liniich byl testovan vliv CBD, po jehoz aplikaci doslo k silnému utlumeni vylevu
Ca?* v linii PC-3 a inhibici fosforylace ERK 1/2 ve viech tiech rakovinnych liniich. Testovan
byl i vliv Rimonabantu (SR141716A), ktery za stejnych experimentalnich podminek pusobil
podobn¢ jako CBD. Fosforylace PKB byla inhibovana po aplikaci CBD i Rimonabantu. Po
transfekci bunék siRNA pro mRNA GPRS5S5 a nasledném snizeni exprese GPR55 doslo k
tomu, Ze aplikace LPI nevyvolavala zvyseni Ca®*, nedochézelo k fosforylaci ERK 1/2 a také
doslo ke snizeni bazalni fosforylace PKB. Testovan byl i vliv receptoru GPR119, o kterém se
predpokladalo, Ze by mohl byt dal§im receptorem pro LPI. Utlum jeho exprese
prostiednictvim siRNA vSak nezrusSilo na LPI z4vislou fosforylaci ERK 1/2 a ani nedoslo k
tlumu vylevu Ca?* po aplikaci LPI. Uast kinaz RhoA a ROCK na fosforylaci ERK 1/2 byla
potvrzena v liniich DU145 a OVCAR3. Kdyz byla specificky inhibovana kindza ROCK
inhibitorem Y-27632, nedoslo po aplikaci LPI k fosforylaci ERK 1/2. Vylev Ca?* vsak timto
postupem utlumen nebyl, coz ukazuje, ze LPI aktivaci GPR55 zptisobuje vylev Ca?* nezavisle
na signalni draze zahrnujici kinazy RhoA a ROCK. To potvrzuje signalizaci GPR55
paralelnimi drahami (Pineiro et al., 2011).

GPR55 hraje kritickou tlohu v proliferaci. V bunéénych liniich PC-3 a OVCAR3
inhibice exprese GPRS55 pomoci siRNA kompletné zablokovala proliferaci. Podobna situace
nastala po aplikaci Rimonabantu. Krom¢ toho doslo u PC-3 linie pii absenci GPR55 k
formovani vice neuspotadanych a rozprostienych kolonii. Chybé&jici GPR5S5 ale nemél vliv na
spusténi apoptdzy. Objasnéni role LPI a GPR55 v proliferaci napomohlo testovani
cytoplasmatické izoformy fosfolipazy A. (PLA>), ktera tvorbu LPI katalyzuje. Snizenim
exprese PLA2 pomoci siRNA doslo po 48 a 72 hodinach ke snizeni po¢tu buné¢k u linie PC-3
v porovnani s kontrolou. Aplikace LPI do média absenci PLA vyrovnala a proliferaci bun¢k
vratila na plivodni troven. To doklad4, Ze bunécna proliferace je zprostfedkovana plisobenim
LPI, ktery je produkovan PLA>. Uvazovalo se, ze LPI je uvoliiovan do extracelularniho
prostoru skrze ABCCI1 transportér. To se potvrdilo, kdyZ inhibice exprese ABCC1 pomoci
siRNA také zastavila proliferaci. I u téchto bunék s absenci ABCC1 pienasece byla
proliferace po aplikaci LPI obnovena. U bunék bez GPR55 ptidani LPI proliferaci
neobnovilo. Tyto vysledky ukazuji na dilezitou kooperaci LPI, GPR55, PLA2> a ABCC1
transportéru v roli bunécné proliferace. Dal§im dikazem ucasti LPI, ABCC1 a PLA, v
proliferaci byl pokus, kdy po znaceni bungk triciem a pouziti média bez lipida byl v

extracelularnim médiu detekovan [*H]-LPI, pfi¢emz po inhibici exprese PLA, nebo ABCC1
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pouzitim siRNA doslo k vyraznému snizeni koncentrace [*H]-LPI1 v extracelularnim médiu
(Pineiro et al., 2011).

Bunécna linie PC12

Pro tuto praci byla vyuzivana bunééna linie PC12, ktera byla poprvé pfipravena v
laboratofi profesora Greenea v Nové Anglii ve Spojenych statech americkych v roce 1976 z
krysiho nadoru diené nadledvin, feochromocytomu. Chirurgickym postupem byly odebrany
Z potkan® nadory, které byly opatrné rozmélnény. Buiiky byly po nékolikeré centrifugaci a
procisténi ve fosfatovém pufru pfipraveny pro rust v plastovych lahvich pokrytych vrstvou
kolagenu pro lepsi adherenci bunék. Jedna se 0 neuronalni buriky, které maji ovalny nebo
polygonalni tvar a rostou v malych shlucich. Pasobenim NGF dochazi k rastu neuritt
podobnému, jaky lze pozorovat u sympatetickych neuronti, a po nékolika tydnech stimulace
dosahuji délky 500 - 1000 um. Maji 40 chromosomu a obsahuji chromafinni granula
dosahujici velikosti az 350 nm. Bunky syntetizuji katecholaminy dopamin a noradrenalin a do
granul je ukladaji. Adrenalin ani fenyletanolamin-N-metyltransferaza, ktera katalyzuje
konverzi noradrenalinu na adrenalin, nebyly v buikach detekovany. K produkci adrenalinu
tedy nedochazi a nemutize byt indukovana ani po aplikaci dexametazonu. Po sedmi dnech
pusobeni NGF se bunky ptestavaji délit. Po odstranéni NGF dochézi do 24 hodin k degeneraci
axonu a do 72 hodin se obnovuje bunééné déleni. Doba zdvojeni je ptiblizné 92 hodin. Buiky
si zachovavaji své tumorogenni vlastnosti. Po subkutanni injekci do t¢l potkanti dochazi
k tvorbé nadorovych bulek, ale tvorba metastaz nenastava. Bunécna linie roste nejlépe
v médiu RPMI-1640 obsahujici 10 % HS a 5 % FBS. Badatelé z laboratofe profesora Greenea
zjistili, Ze ptes 70 generaci od izolace bun¢k nedoslo k Zddnym zménam vlastnosti jejich
rastu, morfologie, citlivosti na NGF nebo obsahu katecholaminti. Tato jejich fenotypova
stabilita je ptedurcuje jako vyhodny model pro studium neurobiologickych a molekularnich
procest. Jsou vyuzivany pro studium tumori, mechanismu NGF a jeho roli ve vyvoji a
diferenciaci neuralnich kmenovych bun¢k (D'Arcangelo et al., 1993; Greene et al., 1976).
Linie PC12 se dobie hodi pro studium procest apoptozy, diferenciace a signalnich drah,
nebot’ je jen malo ristovych faktorti, hormont a neutrofind, na které nereaguje. Mezi klicové
komponenty signalizace patii MAP kindzova dréha, kterd je nezbytna pro diferenciaci a
proliferaci a je aktivovana NGF a EGF. Diferenciaci pisobenim NGF pfes tyrosinkindzovy
receptor zajistuje kinaza B-Raf 1 a proto-onkogeny Src a Ras (D'Arcangelo et al., 1993).
Receptory sprazené s G proteiny hraji také dilezitou roli v diferenciaci. PACAP se vaze na
jeho receptor spiazeny s G proteiny, dochazi k fosforylaci ERK a k masivnimu rtstu axont
(Barrie et al., 1997).
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Apoptoza

Velikost buné¢né populace zavisi na poméru proliferace a degenerace. Apoptdza je
programovany a regulovany proces bunééné smrti, ktery nastava pii zarode¢ném vyvoji
organismu, koncetin, lumen tubularnich struktur organti, vyvoji Zlutého téliska nebo je
dusledkem role imunitniho systému pii fyziologickych nebo patofyziologickych jevech.
Naptiklad snizena koncentrace ACTH v krvi navozuje apoptoézu bunck kiiry nadledvin.
Apoptodza je nutna pro udrzovani rovnovahy poc¢tu bunék u vsech tkanich organismu. Muze
byt indukovana i Skodlivymi exogennimi agens, tak se uplatiiuje pii nékterych terapeutickych
postupech proti nddorovym onemocnénim. Jedna se o pfisn¢ fizeny sled morfologickych a
biochemickych zmén burtiky, které vedou k jeji smrti. Na rozdil od nekrézy nevznika zanét,
protoze dochazi k systematickému a pro organismus Setrnému odstranéni bunééného
materialu za Gi¢asti endogennich proteaz. V prvni fazi dochazi ke kondenzaci jadra a
cytoplazmy a k tvorbé membranou ohrani¢enych apoptotickych télisek, ktera maji vejcity tvar
a lze u nich pozorovat pyknotické fragmenty jadra. Cytoskelet se rozklada a DNA se
fragmentuje. Néktera mensi téliska obsahuji pouze kondenzovany chromatin, jina hlavné
cytoplazmatické elementy. Kondenzace je doprovazena vytlatenim vody. V plné vyvinutych
t&liskach jsou také husté napdchované organely. Casto se nachéazeji seskupeny
vV mezibuné¢ném prostoru a rozptyluji se z mista puvodu. V druhé fazi jsou tato téliska
fagocytovana napft. buitkami imunitniho systému. Béhem embryonalniho vyvoje se na
fagocytdze podili i epitelialni buniky. Vznikly fagozom splyva s lyzozomem. Membréany
organel i télisek se zacinaji rozpadat a ribozomy se stavaji nezietelnymi. Lyzozomy nejsou
pfimo zodpové&dné za vznik degenerace télisek. Degenerace za€ind jako disledek
neschopnosti udrzet chemickou homeostazu v ramci fagozomu. Lyzozomalni enzymy obsah
télisek rychle degraduji az na jednotlivé biomolekuly, které jsou znovu vyuzity jako stavebni
bloky pro buniku. Apoptoza tedy hraje klicovou roli udrzovani homeostaze tkdni a recyklace
bunéénych komponent. Chybna regulace a nespravny pomér mezi apoptdzou a mitézou
zpusobuje nadorové bujeni, je zodpovédna za teratogenezi a vznik malformaci a je pfi¢inou
nékterych autoimunitnich onemocnéni a virovych infekci, protoZze nedochazi k usmrceni
lymfocytl reagujicich proti vlastni tkani a bun€k infikovanych viry, tudiZ neni zabranéno
rozmnozovani virt a Siteni infekce. Apoptdza je regulovana hormonalnimi a imunitnimi
faktory a stafim bun¢k (Kerr et al., 1972).Vnéjsi i vnitini faktory mohou indukovat apoptozu
stejné jako absence nékterych antiapoptotickych latek v extracelularnim prostiedi. Tyto
zpusoby zahdjeni procesu bunééné smrti umoznuji eliminaci bunék, které rostou
Vv nefyziologickém prostiedi, jsou geneticky poskozeny, byly produkovany nadmérné nebo

byl narusen jejich spravny vyvoj.
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Nyni je znamo, ze existuji evoluéné konzervované geny, jimiz koédované proteiny se
ucastni biochemickych drah apoptdzy. Mezi takové patii rodina genti Bcl-2. Produkty téchto
geni jsou esencialni regulaéni proteiny apoptdzy. Mutace v téchto genech je jednou z piicin
rakoviny. Do rodiny Bcl-2 gent patii i Bcl-xL. Produktem genu Bcl-xL je klicovy regulaéni
protein, ktery dimerizuje s integralnim proteinem vnéjsi mitochondrialni membrany Bax a
inhibuje tak drahu apoptdzy (Oltvai et al., 1993). Bcl-xL sidli na cytoplasmatické strané
vnéjsi mitochondridlni membrany, na endoplazmatickém retikulu, jaderném obalu a registruje
tak jejich poSkozeni (Kroemer, 1997). Mira exprese Bcl-2 uréuje prah pro spusténi apopt0zy a
je tedy dobrym ukazatelem pii diagnoze nékterych typti nadorovych onemocnéni (Thompson,
1995). Proapoptotiéti a antiapoptoticti ¢lenové této rodiny spolu mohou heterodimerizovat a
V podstaté navzajem titrovat funkci onoho konkrétniho proteinu. Konkrétni pomér koncentraci
tak funguje jako reostat pro bunécny sebevrazedny program (Oltvai et al., 1993).
nazyvanych kaspdzy. Tyto protedzy jsou navzdjem homologni a jejich geny jsou evolu¢né
siln¢ konzervované. Substrat §t€pi mezi Asp-XXX a rozdéluji se do skupin na zékladé
substratové preference a strukturni podobnosti. Jejich aktivace nevede k hromadné destrukci
bunécnych proteind, ale ke Stépeni urcité sady proteint. Toto Stépeni v disledku neznamena
jen inaktivaci cilovych proteint, ale muze vést i k jejich aktivaci Stepenim inhibi¢ni regulaéni
podjednotky (Cohen, 1997). Klicovou roli vykonavateld apoptozy potvrzuje fakt, Ze mutace
v genech pro kaspazy nebo farmakologicka aplikace inhibitort pritbéh apoptdzy zastavuje
nebo zpomaluje (Thornberry et al., 1997). Mezi nejvyznamnéjsi substraty kaspaz se fadi
ptiblizne 180 pari bazi (Wyllie, 1980). Morfologickou charakteristikou apoptdzy, za kterou
jsou kaspazy zodpovédné, je $tépeni jadernych lamint nezbytnych pro rozpad jaderného
obalu (Rao et al., 1996). Kaspazy jsou syntetizovany jako enzymaticky inaktivni zymogeny.
Princip jejich aktivace spociva ve $tépeni mezi doménami p20 a p10 v misté Asp-xxx, coZ je
stejna dvojice aminokyselin, mezi kterymi samy kaspazy §tépi substrat, a tak mohou byt
autolyticky aktivovany. Aktivaci prokaspazy vznika aktivni kaspaza, ktera aktivuje dalsi
prokaspazu. Tento zpusob integruje a zesiluje proapoptoticky singal (Cohen, 1997).
Komplexnim mechanismem je aktivace prokaspazy 9. Je aktivovana po vazb¢ adaptorového
proteinu Apaf-1, ktery ma navazany cytochrom c uvolnény z mitochondrii. Apaf-1 je
V podstaté regulacni podjednotka holoenzymu kaspazy 9 tvofici velky komplex, apoptozom.
Cytochrom c se uvoliiuje z mitochondrii skrze oligomerni kanal tvofeny proteiny Bax. Vazba
proteinu Bcl-xL na Bax tvofi heterodimer a zabranuje tak tvorbé kanalu a dalSimu pribéhu

apoptozy (Finucane et al., 1999; Jurgensmeier et al., 1998).
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Jedinou funkci Bcl-XL neni jen zabranit uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii,
protoze chrani buiiky i po uvolnéni cytochromu c, zaroven mikroinjekce tohoto cytochromu
nezabiji vSechny buné¢né typy (Green et al., 1998). Exprese proteint rodiny Bcl-2 je
regulovéana riznymi signaly, napiiklad cytokiny. Exprese Bax je v n€kterych bunécnych
typech zprostfedkovana aktivitou p53. Regulace cytokiny zahrnuje posttranslacni modifikace,
aktivace receptoru pro cytokin spusti fosforylaci kinazy Akt (PKB) fosfatidylinositol-3-
kinazou. Akt pak fosforyluje protein Bad, jenz je v tomto stavu vazan proteinem 14-3-3. To
znemoziuje, aby se protein Bad vazal na Bcl-xL a inhiboval ho. V kone¢ném dusledku tak
Bcl-xL mize dimerizovat s proteinem Bax a pusobit tak cytoprotektivné (Zha et al., 1996).
Cytoprotektivné ptisobi proti gama a ultrafialovému zéfeni, dexametazonu, pii absenci
cytokini a proti cytotoxickym latkam. PtestoZe je exprese Bcl-2 béhem embryogeneze
zvySena, u mysi s vymazanym genem Bcl-2 nebyl pozorovan naruseny vyvoj, v pozdéjsich
stadiich vyvoje vsak doslo ke zvySeni apoptozy neuronalnich bunék, melanocytt, lymfocyti a
k poskozeni ledvin (Veis et al., 1993). Souvislost s rakovinou lymfocytické chronické
leukémie a folikularniho lymfomu a Bcl-2 byla potvrzena u transgennich mysi. Tyto mysi
mély nadbytek B-lymfocytu (Cory et al., 1994). Mysi s vymazanym genem Bax vykazovaly
nartist bunééné populace u nékterych typt bunck, naptiklad u lymfocytli nebo nékterych typi

neuront (Brady et al., 1996).

Role mitochondrii v apoptdze

Apoptdza muze byt indukovana dvéma hlavnimi cestami, pies receptor Fas/CD95
nebo skrze mitochondridlni drdhu. Mitochondrie jsou velmi dynamické bunééné organely,
které zasobuji buniku energii v podobé ATP produkovaného oxidativni fosforylaci. Jejich
struktura je neustale pfeménovana splyvanim a Stépenim. Bylo objeveno, Ze St€peni
mitochondrii doprovazi apoptdzu. Mitochondrie se G€astni vnitini drahy apopt6zy tim, Ze
uvoliuji z mezimembranového prostoru rozpustné proteiny jako je cytochrom c, ktery pak
aktivuje kaspazy. Uvolnéni téchto proteint je disledkem naruseni vnéjsi mitochondrialni
membrany. Tato mitochondridlni permeabilizace je regulovana rodinou proteinti Bel-2.
Rodina proteinti Bcl-2 se déli na tii skupiny - proteiny antiapoptotické, proapoptotické a
proteiny s homologni doménou BH2. Mezi antiapoptotické proteiny se fadi naptiklad Bcl-2,
Bcl-xL, Bcl-w a A1/Bfl-1. K proapoptotickym patii Bax, Bak, Bod a podskupina proteind
s doménou BH3, ktera je zasadni pro interakci antiapoptotickymi proteiny, které tak inhibuje,
nebo pro interakci s multitoménovymi Bax a Bad, u kterych stimuluje jejich aktivitu. Pravé
proteiny Bax a Bad jsou esencialni pro naru$eni integrity vn&j$i mitochondrialni membrény.

Aktivace proteinu Bax spociva v ptisn¢ regulovaném sledu kroki, ktery kon¢i jeho pfenosem
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Z cytosolu do vnéjsi mitochondridlni membrany a naslednou oligomerizaci. Bak je naproti
tomu do vné&jsi mitochondrialni membrany vmezeien stale. Bax je u neapoptotickych bunék
piitomen v cytosolu, ale stale se transportuje mezi cytosolem a OMM. Pokud je pfichycen na
OMM, mize byt pii interakci s antiapoptotickym Bcl-xL translokovan zpét do cytosolu.
Bcl-xL a dalsi antiapoptotické proteiny tak udrzuji hladinu Bax na takoveé drovni, aby
nedochéazelo k jeho oligomerizaci a k tvorb¢ kanali, jimiz by se uvoliioval cytochrom c.
Integrace Bax do OMM je navozena jeho konforma¢ni zménou, ke které dochazi pii kontaktu
s OMM. Jakmile je oligomerizace iniciovana, spousti se samo-oligomerizace stovek molekul
Bax. Pro kompletni aktivaci Bax je také dulezity tvar a lipidické slozeni OMM. Pfitomnost
kardioloipinu je nezbytna pro oligomerizaci Bax. Kardiolipin je negativné nabity fosfolipid a
nachazi se pifedevsim ve vnitini mitochondrialni membrang, ale v mistech kontaktu vnéjsi a
vnitini membrany je pfitomen i ve vnéjsi membrané. Distribuce Bax a jeho oligomert je na
OMM nerovnomérna a pravé v mistech kontaktt OMM a IMM je jeho ptitomnost nejcastéjsi
(Martinou et al., 2011).

Mitochondrie jako dynamické organely neustale fizuji a rozpadaji se. Pravé
konstantni §tépeni mitochondrii bylo popsano béhem apoptozy. V tomto mechanismu se
uplatiiuje protein Drpl, ale jeho ucast neni pro $tépeni nezbytna, jeho inhibici dochazi jen ke
zpomaleni rozdéleni mitochondrii. Klicovou roli proces rozpadu a fize mitochondrii pfi
apoptdzy dokladaji i pokusy, kdy inhibici rozpadu nebo stimulaci fize mitochondrii doslo ke
zpomaleni apopt6zy. Zabranénim rozpadu mitochondrii dochazi ke zpomaleni uvoliiovani
cytochromu c, protoze nedochazi k remodelaci mitochondrialnich krist, jez je pro pro
uvolnieni cytochromu ¢ dilezita. Role proteint rodiny Bel-2 v mitochondrialni dynamice byla
prokazana i u zdravych bunék, kdy naptiklad zvysena exprese Bel-xL indukovala
mitochondrialni fuzi. PfestoZe maji proapoptotické proteiny Bax nebo Bak opa¢nou funkci na

apoptdzu, jsou nezbytné pro normalni rychlost mitochondrialni fuze. (Martinou et al., 2011).

Reaktivni kyslikové radikaly

Reaktivni kyslikové radikaly jsou produkty normalniho metabolismu nebo vystaveni
xenobiotik. V zavislosti na jejich koncentraci mohou byt pro burniky prospésné nebo Skodlivé.
Za nizkych fyziologickych koncentraci maji vyznam v nitrobunééné signalizaci, zatimco
jejich zvysené mnozstvi zptisobuje oxidativni poSkozeni bunénych makromolekul, inhibici
funkce proteint, ptipadné bunécnou smrt. Vzrust koncentrace ROS nebo pokles koncentrace
antioxidantll mize vyustit v nevratné poskozeni proteint, lipidli nebo DNA. Tato poSkozeni
mohou byt pfic¢inou apoptézy a mnoha patologii na tirovni tkani, organti nebo organovych

soustav. Mezi reaktivni kyslikové radikaly se fadi od kysliku odvozené volné radikaly:
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superoxidovy, hydroxylovy, peroxylovy nebo alkoxylovy anion nebo molekula peroxid
vodiku. 1-2 % spotiebovaného kysliku v mitochondriich pfipada na produkci ROS. Mezi
nejvyznamnéjsi producenty superoxidového aniontu a peroxidu vodiku patii enzymové
komplexy Krebsova cyklu, a-ketoglutarat dehydrogenaza a pyruvéat dehydrogenéza (Circu et
al., 2010; Starkov et al., 2004).

Produkce kyslikovych radikalti v mitochondriich je dulezita z hlediska oxidativniho
poskozeni bunky. Tyto kyslikové radikaly jsou zodpovédné za retrogradni redoxni signalizaci
z mitochondrii do jadra a cytosolu. Jednim z hlavnich kyslikovych radikalt je superoxidovy
anion O2", jenz je produkovan v matrix mitochondrii a jehoz tvorba souvisi s koncentraci
elektronovych donort, kysliku a rychlostnich konstant reakci mezi nimi. Produkce O2™ zavisi
na protonmotivni sile, poméru mezi NADH/NAD* a CoQH,/CoQ a na koncentraci Ox.

V mitochondriich je O2" vytvaten jednoelektronovou redukci O2. V nasyceném vodném
pufru je pfi teploté 37 ° C koncentrace kysliku pfiblizné 2001M, mitochondrie in vivo jsou
vSak vystaveny mnohem mensi koncentraci O, které je dana hlavné extracelularni
koncentraci Oz, kterou ovliviiuje lokalni distribuce a spotieba v zavislosti na fyziologickych
podminkach. V mitochondriich tak koncentrace kysliku klesa na 3-30 uM. Za vétSiny
podminek malé elektronové pienase¢e jako NADH, NADPH, CoQH> a glutathion nereaguji

s kyslikem za tvorby O>™". Misto toho se O, tvoii na prostetickych skupinach proteint nebo
v ptipadé, Ze jsou elektronové pienasece jako CoQH> na tyto proteiny navazany. Mezi faktory
urcujici rychlost produkce O™ patii jednak koncentrace proteinu, ktery nese elektronové
ptrenasece schopné reagovat s Oz za tvorby O,", a také podil tohoto elektronového pienasece
v redoxnim stavu, kdy dochazi k reakci s O2. Koncentrace enzymu zodpovédna za tvorbu

O, se lisi v zavislosti na organismu, tkanich, v€ku nebo koncentraci hormont. Produkce Oz
a H202 u izolovanych mitochondrii vzrista, pokud i koncentrace O vzrista nad
atmosferickych 21 %. Vedle toho pokles atmosferické koncentrace O2 zptsobuje sniZzeni
tvorby Oz i H202. Zvysujici se nebo snizujici se rychlost spotieby O2 v mitochondriich

v zavislosti na momentélnich fyziologickych podminkéach je tedy dilezitym faktorem

ovlivitujicim produkci O2" (Murphy, 2009).

Peroxidace lipidi

Peroxidace lipidi je pfedmétem vyzkumu mnoha laboratofi z divodu jejich Gcasti
v regulaci bunééného metabolismu, apoptozy nebo signalizace. Lipidy jsou oxidovany
riznymi mechanismy s rozdilnymi produkty; enzymatickou oxidaci, neenzymatickou oxidaci
volnymi radikély a neenzymatickou oxidaci bez Gi¢asti volnych radikalii. Nachylnost lipidi k

oxidaci zalezi na reak¢énich podminkach a na jejich struktute. Hydroxyperoxidy lipidd jsou
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primarni produkty oxidace a mohou vstupovat do dalSich sekundarnich enzymatickych reakci.
Z hlediska oxidativniho stresu in vivo je vyznamna oxidace volnymi radikaly nebo
neenzymaticka neradikalova oxidace singletovym kyslikem nebo ozonem. Na enzymatickeé
oxidaci se podili lipooxygenazy a cyklooxygendzy. Z enzymatické oxidace je vyznamnéa
oxidace lipidi s kyselinou linolovou, ktera je nejhojnéjsi polynenasycenou kyselinou in vivo.
Oxidaci linoleatu lipooxygenazou vznikaji stereomery a enantiomery oktadekadienatt.
Lipooxygendazy také prochazeji vlastni inaktivaci, kdy uvoliuji zelezo, které spousti
peroxidaci lipidi volnymi radikaly (Niki et al., 2005).

Peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin volnymi radikaly probiha né¢kolika
zpusoby; reakci lipidu s molekularnim kyslikem za vzniku peroxylového radikalu,
fragmentaci peroxylového radikalu za vzniku kysliku a lipidového radikalu, preuspofadanim
peroxylového radikalu nebo cyklizaci peroxylového radikélu. Produkty oxidace cholesterolu,
oxysteroly, jsou zndmkou oxidativniho stresu. Tyto produkty narusuji syntézu zlu¢ovych
kyselin, signalizaci nebo transport cholesterolu. Cholesterol je oxidovan v buiice enzymaticky
i neenzymaticky. Na enzymatické oxidaci se podileji izoformy cytochromu P450, produktem
jsou specifické hydroxycholesteroly. Singletovy kyslik oxiduje cholesterol neenzymatickou a
neradikalovou cestou za vzniku 5-a-hydroxycholesterolu. Indikatorem oxidace volnymi
radikaly je pak 7-o a 7-B-hydroxyperoxycholesterol. Oxysteroly se nachazeji in vivo
v riznych esterifikovanych, sulfatovanych nebo konjugovanych formach a i jako volné
oxysteroly. Nasycené a nenasycené mastné kyseliny jsou mnohem méné nachylné k oxidaci
volnymi radikaly (Niki et al., 2005).

Citlovost mastnych kyselin k oxidaci roste s poctem dvojnych vazeb v thlikové
kostte. (Cosgrove et al., 1987). Jelikoz dusledkem peroxidace lipida je fada poruch a nemoci,
jako bioindikatory posouzeni oxidativniho stresu in vivo se pouzivaji isoprostany a
neuroprostany, které vznikaji oxidaci arachidonatu a dokozahexaenoatu volnymi radikaly.
Redukce lipidickych hydroxyperoxidil je dilezita pro zabranéni dalsi oxidace a rozkladu
napiiklad buné€nych membran a také k zachovani regulované bunécné signalizace. Buiky
disponuji antioxida¢nimi enzymovymi systémy pro redukci lipidickych hydroxyperoxidd.
Tyto systémy se lisi lokalizaci a substratovou specifitou. Enzymy obsahujici selenocystein se
fadi mezi nejvyznamnéjsi (Brigelius- Flohé et al., 2003).

Antioxidanty se podili na ochrané pied oxidanty, na utlumu a odstranéni aktivnich
oxidantl a na vylouceni toxickych produkti oxidace. Mechanismus spoc¢iva v inhibici
enzymatické oxidace lipidii nebo v inhibici fetézové reakce. Aktivita antioxidantd in vivo je
urcena jejich reaktivitou s radikaly, absorpci, distribuci a reakci s jinymi antioxidanty. Mezi

hydrofobni antioxidanty patii vitamin E, ktery je souc¢asti membran a lipoproteini, a
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hydrofilni vitamin C, ktery vychytava radikély ve vodném prostiedi a regeneruje vitamin E
(Niki et al., 2004).

Karbonylace proteini

Karbonylace proteint je nevratné oxidativni poskozeni vedouci ke ztraté funkce
proteintl. Mirné karbonylované proteiny jsou jesté degradovany v proteazomu, naproti tomu
siln¢ karbonylované proteiny vytvaieji vysokomolekularni agregaty, které v proteazomu
degradovany byt nemohou. Rtizné neurodegenerativni poruchy jsou zptisobeny shlukem
téchto Spatn¢ slozenych proteinii odolnych k degradaci. Zvysena produkce kyslikovych
radikalti enzymatickou nebo neenzymatickou cestou je zplisobena akutnim oxidativnim
stresem a mize vyustit v apoptozu nebo nekrozu (Dalle-Donne et al., 2006).

Bunécné cile oxidativniho stresu se li$i v zavislosti na buné¢ném typu, mife a délce
oxidativniho poSkozeni a na misté vzniku (intracelularni/extraceluldrni). Proteiny jsou
hlavnim cilem kyslikovych radikald a druhotné také produkty oxidativniho stresu, nebot’ jsou
hlavnimi komponentami butiky a jsou cilem 50-75 % kyslikovych radikala. Nekteré
modifikace zpiisobené ROS maji za nasledek defekt ve skladani proteinu do spravné
struktury. Nékteré reverzibilni modifikace proteint jako je S-glutathionylace nebo S-nitrozace
mohou chranit pied nevratnym poskozenim proteinu (Dalle-Donne et al., 2006).

Ke karbonylaci proteini muze dochazet ptimo reakci ROS s proteinem nebo nepfimo s
cukry a lipidy. Reakci ROS s cukry a lipidy vznikaji reaktivni karbonylové radikaly, které pak
druhotné reaguji s proteiny. Pfimou oxidaci proteinit ROS vznikaji vysoce reaktivni
karbonylové derivaty vychézejici z oxidace lysinovych, argininovych nebo threoninovych
zbytkl za katalyzy kovovymi ionty. Dochazi také k oxidaci glutamylovych zbytka nebo ke
Stépeni peptidickych vazeb alfa-amidaci. Glutamat semialdehyd jako produkt oxidace
argininu, prolinu, a aminoadipat semialdehyd, produkt oxidace lysinu, jsou hlavnimi
karbonylovymi produkty v kovy katalyzovanych oxidacich proteinti. Karbonylové skupiny na
proteinech se tvoii sekundarné na amino skupiné lysinu s karbonylovymi derivaty reakci s
redukujicimi cukry nebo jejich oxida¢nimi produkty. Karbonylové skupiny mohou byt do
proteinu zavadény také reakci s oxidovanymi lipidy, které vznikly oxidaci polynenasycenych
mastnych kyselin (Requena et al., 2001).

Karbonylace proteint je tedy nejrozsSifenéjSim bioindikatorem oxidativniho poSkozeni
proteinti a odrazi tak bunééné poskozeni zpiisobené ROS. Citlivost ke karbonylaci se u
raznych proteint li$i. Naptiklad superoxiddismutaza 1 je jednim z hlavnich cild oxidativniho
poskozeni mozku u pacientt trpicich Alzheimerovou nebo Parkinsonovou chorobou. Pouze

v$ak jedna ze Ctyt izoforem superoxiddismutazy je siln¢ karbonylovana. Nachylnost proteint
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ke karbonylaci je dana ptitomnosti vazebnych mist pro kovové ionty. Kovové ionty jsou
zdrojem volnych radikald, které iniciuji kaskadu reakci, ktera skonéi tvorbou karbonylovych
skupin na aminokyselinovych zbytcich (Jana et al., 2002).

Pro selektivitu ke karbonylaci hraje roli také konformace, mira produkce a degradace
proteinu a ¢etnost aminokyselinovych zbytkl podléhajicich oxidaci. Kromé toho jsou nékteré
proteiny karbonylovany vice, protoze jsou v blizkosti mista produkce ROS. Mezi takové patii
napiiklad proteiny Krebsova cyklu nebo elektrotransportniho fetézce. Casto karbonylované
proteiny jsou take stresu odolné Hsp60 a Hsp70 a enzymy glykolyzy. Dulezité je, Ze
karbonylované proteiny akumulované béhem starnuti buiiky nejsou zdédény dcefinnymi
bunikami béhem cytokineze. Inaktivace proteinii karbonylaci je zhoubna, protoze buiiky
nedisponuji mechanismy na jejich opravu. Buiky s velkym mnozstvim karbonylovanych
proteintl maji proteazomy a chaperony neschopné degradovat a do spravné konformace
skladat oxidativné poskozené proteiny (Aguilaniu et al., 2003). Mnoho proteint
translatovanych v buiice je urceno pro sekreci do extraceluldrniho prosttedi. Tyto proteiny
jsou z ribozomu nejprve translokovany do endoplazmatického retikula, kde dochazi ke
skladani do spravné konformace a k posttranslacnim modifikacim. ZvySena produkce ROS a
nasledna karbonylace chaperonti negativné ovliviiuje kontrolu kvality exocytovanych
proteind, a to v disledku narusuje buné¢nou funkci. Proteiny s tendenci tvorby $patné
slozenych konformaci tvoii amyloidni plaky v buiice nebo v extraceluldrnim prostiedi. Jejich
pocet vzrista s vékem, se zvySenym oxidativnim stresem a se snizenou ucinnosti chaperonii
(Dalle-Donne et al., 2006).

Karbonylace neni jen nezaddouci proces poskozeni proteintl. Jednim z piiklada
uplatnéni mechanismu karbonylace v bunééné regulaci je karbonylace proteinu IRP2, ktery
vaze Zelezo a reguluje jeho metabolismus. Pokud je Zeleza v buiice nedostatek, IRP2 je
stabilni a aktivni. Pfi nadbytku zeleza IRP2 Zelezo navéaZe, dojde k oxidativni modifikaci a k
zavedeni karbonylovych skupin do jeho struktury. Tato modifikace pak iniciuje ubiquitinylaci
a degradaci IRP2 v proteazomu (Iwai et al., 1998).

Karbonylované proteiny jsou bud’ proteolyticky degradovany, nebo se akumuluji jako
poskozené nebo $patné slozené. Mezi hlavni proteolytické systémy patii lyzozomalni
proteazy, na vapniku zavislé protedzy a multikatalytické proteazy jako je 20S proteazom a
26S proteazom s vétsi aktivitou. VEtSina proteint v buiice je degradovana v proteazomu 26S
po oznaceni ubiquitinem. Vét§ina karbonylovanych proteinti je vSak degradovéna v
proteazomu 20S, ktery na rozdil od proteazomu 26S nevyzaduje ATP a oznaceni ubiquitinem.
Proteazom 20S rozeznava hydrofobni ¢asti oxidovanych protein, jelikoZ jsou ¢astecné nebo

Spatné sloZené. Prestoze stfedni mira karbonylace proteinli zvySuje jeho degradaci v
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proteazomu, vysokd intenzita karbonylace a propojeni je ¢ini odolnymi k proteolytické
degradaci, protoze zménéna struktura téchto agregatii neumoznuje interakci s katalytickymi
misty proteazomu. Aktivita proteazomu s vékem klesa, protoze je progresivné inhibovan
vazbou zvySeného mnozstvi oxidovanych a piekiizovanych proteinovych agregati (Grune et
al., 2004). Proteazom hraje vyznamnou roli v odstrafiovani karbonylovanych proteini béhem
ruznych patologii, napiiklad po ischemii srdce. Post-ischemicka inhibice proteazomu 20S
koreluje se vzrustajicim mnozstvim karbonylovanych proteinti, zatimco post-ischemicka
inhibice proteazomu 26S vede k akumulaci ubiquitinylovanych proteint. Naptiklad aktin je
po ischemii myokardu karbonylovén a odstranén v proteazomu 20S. Zvysené mnozstvi
karbonylovanych proteinti bylo pozorovano i v mozku osob se stfednim kognitivnim
poskozenim, které pfedchazi Alzheimerové chorobé¢. Oxidativni poSkozeni je tedy jednou z
Casnych udalosti v propuknuti a progresi Alzheimerovy choroby. Dalsim ptikladem je studie
na mladych pacientech trpicich diabetes mellitus 1, u kterych bylo mnozstvi karbonylovanych
proteinll v plasmé mnohem vy$§i neZ u jejich zdravych vrstevniki. U diabetickych pacientl s
mikrocévnimi komplikacemi byly hladiny karbonylovanych proteinil oproti pacientim bez
komplikaci zvySeny. Karbonylace tedy hraje roli v patogenezi komplikaci souvisejicich s
diabetem. Pfestoze vyznam karbonylovanych proteinli v patogenezi riznych onemocnéni
zUstava rozhodné jasny, z experimentli vyplyva souvislost pti vyvoji dlouhodobych
komplikaci diabetu a nemoci souvisejicich s vékem, napiiklad ateroskler6zou, neuralnimi
dysfunkcemi nebo retinopatii (Martin-Gallan et al., 2003; Dalle-Donne et al., 2006).

Farmakologickymi postupy proti karbonylaci proteinti Ize zabranit patologickym
disledkiim. K vlastnostem terapeutickych latek patii ptitomnost silného nukleofilniho centra
schopného reagovat s od glukozy nebo lipidi odvozenymi RCS rychleji nez proteiny. Tim
dojde k inhibici karbonylace proteint a k zamezeni souvisejicich patologii (Dalle-Donne et
al., 2006).

Hypoxie a role CoCl;

Hypoxie je nedostatek Oz pro metabolismus. Jedna se o kriticky podnét v mnoha
fyziologickych a patofyziologickych stavech. Hypoxii indukovana bunééna smrt je naptiklad
jednou z pfi€in ischemického poskozeni tkani nebo komplikaci pfi transplantaci organil.
Bunécna smrt v dasledku hypoxie je tizce spjata s produkci ROS, které posSkozuji bunécné
komponenty. Bunky reaguji na hypoxii regulaci exprese fady gent, napiiklad pro
erytropoetin, vaskularni endoteliélni ristovy faktor nebo pro glykolytické enzymy. Regulace
exprese téchto gentl je zprosttedkovana proteiny z rodiny HIF. Hypoxii indukovatelny faktor

(HIF) aktivuje expresi gent, které obsahuji na hypoxii reagujici elemety (HRES). V normoxii
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jsou a podjednotky transkripénich faktortt HIF degradovany v proteazomu, zatimco pii
hypoxii dochazi k jejich stabilizaci. Protein von Hippel-Lindau (VHL) zprostfedkovava
ubiquitinylaci a degradaci a podjednotek HIF transkrip¢nich faktort. Pro interakci mezi HIF a
VHL je nezbytné hydroxylace na prolinu a podjednotky HIF, tato reakce je zavisla na Os.
Mechanismus napodobeni hypoxickych podminek CoCl: spo¢iva v tom, ze se vaze na VHL,
zabranuje tak interakci mezi VHL a HIF-a a tim brani degradaci HIF-a (Yuan et al., 2003).

Experimenty s buné¢nou linii PC12 ukazaly, Ze CoCl2 v zavislosti na koncentraci a
dobé¢ plisobeni spoustél apoptozu. Apoptdza byla detekovana na zakladé fragmentace DNA a
poklesu exprese Bcl-xL. Produkce ROS byla po aplikaci CoCl» zvySena, pficemz antioxidanty
indukci apoptozy zablokovaly.

Zivotaschopnost bun&k byla po 36 h pisobeni CoClz v rozsahu koncentraci 100-1000
MM snizena v zavislosti na zvysujici se koncentraci CoClz. Koncentrace 500 UM snizovala
zivotaschopnost v zavislosti na Case, pficemz ptiblizné€ 50 % umrtnost nastala po 24 h. V
porovnani s bunéénymi liniemi HeLa nebo LoVo jsou PC12 buiky k CoCl: citlivéjsi.
Aplikace CoCl2 vyvolavala pro apoptozu typickou kondenzaci a fragmentaci jader. Intenzita
fragmentace DNA byla také zavisla na zvySujici se koncentraci v rozsahu 100-500 pM.
Potvrdilo se, Ze pro indukci apoptozy pisobenim CoCls je nezbytna transkripce mMRNA a
translace proteint. Pouziti inhibitoru syntézy RNA, aktinomycinu D, a inhibitoru translace,
cykloheximidu, inhibovalo CoCl, indukovanou apoptézu. Badatelé zjistili, Ze ptisobeni CoCly
v koncentraci 500 UM po dobu 24 h snizuje expresi Bcl-XL. Negzjistili Zadnou zménu v expresi
Bax. AP-1 je transkrip¢ni faktor, ktery hraje nezbytnou roli v odpovédi na oxidativni stres a v
signalizaci apoptotickych procest. Po aplikaci CoCl. byla demonstrovana zvysena DNA
vazebna aktivita proteinu AP-1. Antioxidanty blokovaly i tuto zvySenou aktivitu (Zou et al.,
2001).

Cile diplomové prace

1. Pomoci metod SDS-PAGE a Western blotingu zjistit, zda v zavislosti na zvySujici se
koncentraci LPI, Rimonabantu, O-1602, 2-AG dochazi k fosforylaci proteinkinaz
ERK 1/2 a Akt (PKB) a zda dochazi k inhibici indukované fosforylace inverznim
agonistou GPR55 CID-16020046.

2. Pomoci metod SDS-PAGE a Western blotingu zjistit, zda v zavislosti na zvySujici se
koncentraci LPI, Rimonabantu, O-1602, 2-AG dochazi k aktivaci GTPazy RhoA a zda
dochézi k inhibici aktivace inverznim agonistou GPR55 CID-16020046.

3. Pomoci metod SDS-PAGE a Western blotingu zjistit, zda CoCl., jednotlivé ligandy
GPR55 a jejich kombinace indukuji nebo snizuji expresi proteini Bax, Bcl-xL.
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4. Pomoci kolorimetrickych metod zjistit, zda CoCly, jednotlivé ligandy GPR55 a jejich

kombinace indukuji karbonylaci proteinii nebo peroxidaci lipidi.

Material a metody

Kultivace bunék

Buné¢na linie PC12 od spole¢nosti Sigma se uchovavala v kapalném dusiku o teploté
- 196 °C v mikrozkumavkach v 1 ml zivného média RPMI-1640 (Sigma) s 10% obsahem
DMSO. DMSO omezovala tvorbu ledovych krystalt, které buiniky poskozuji béhem zmrazeni
a rozmrazeni. Po vyjmuti z kapalného dusiku se mikrozkumavka ohiéla vodou o teploté
37 °C. Po viditelném piechodu obsahu mikrozkumavky do kapalného skupenstvi se roztok
média s DMSO a buiikami odebral pipetou ve sterilnim boxu do 15ml nebo 50ml falkony.
Obsah falkony se nechal okamzité centrifugovat 3 minuty pfi tthovém zrychleni 150 g. Dalsi
postup probihal opét ve sterilnim boxu. Po centrifugaci byly buniky pfichyceny na dné falkony
a vrchni roztok se opatrné odebral pipetou. K burikam se piidalo 9 900 pl média RPMI-1640,
které obsahovalo 10 % koriského séra (HS) a 5 % FBS, a 100 pl antibiotika AAS. Vysledna
koncentrace antibiotik béhem rtstu byla 1 %. Médium muselo byt piedem nahiato na teplotu
37 °C. Antibiotika uchovavané v mraznicce pii teploté — 20 °C se nechala rozmrazit. Poté, co
bylo ve falkoné 10 ml média s antibiotiky, se bufiky resuspendovaly opatrnym nasavanim a
vypousténim z pipety. Takto resuspendované buriky se vpravily do ploché sterilni plastové
lahve o objemu 250 ml. Jelikoz PC12 bunky mély silnou tendenci vytvaret shluky, bylo
vhodné vypoustét obsah pipety o sténu lahve tak, aby doslo k co nejhomogenné;jsi distribuci
bunék v ramci lahve. Lahev byla vlozena do kultiva¢niho boxu, kde byla teplota 37 °C a 5%
koncentrace COz. Podle potieby a rychlosti ristu se buiikam tiikrat az ¢étytikrat za tyden
ménilo médium nebo se pasazovaly do dalSich lahvi. Protoze buiiky PC12 nebyly kultivovany
na lahvich potazenych kolagenem nebo poly-L-lysinem, rostly jako suspenzni. Z tohoto
duvodu se pti vyméné nepouzival roztok trypsinu, ale roztok média s bunikami se opét odebral
do sterilni falkony, buiiky se nechaly centrifugovat 3 minuty pfi zatizeni 150 g, buniky ztstaly
ptichycené na dn¢ falkony a pouzité médium se odebralo. K bunkam se pfidalo 10 ml media,
bunky se resuspendovaly a roztok se zpét vlozil do kultivac¢ni lahve. Pfi pasazovani se
pouzival obdobny postup, rozdil byl v tom, Ze se buiiky necentrifugovaly, pouze se 5 ml
pteneslo do druhé kultivaéni lahve a k piivodni i druhé kultivaéni lahvi se pfidalo 5 ml nového

média.
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Pouzité ligandy

LPI

Pti praci se pouzivalo pét ligandi:

(sodna sul L-a-lysofosfatidylinositolu, Sigma - L-a-Lysophosphatidylinositol sodium salt

from soybean)

Mr = 376,08 g - mol?, rozpustnost: v DMSO, skladovani pii teploté — 20 °C

Byl ptipraven 10 mM a 1 mM roztok LPI v DMSO. Pro piipravu 10 mM roztoku LPI
bylo k 1 mg LPI ptidano 266 ul DMSO. Rozpousténi probéhlo snadno a rychle bez
nutnosti zahiivani. 1mM roztok byl pfipraven smichanim 50 ul 10 mM LPI a 450 pl

DMSO.

Rimonabant (SR141716) (Rimonabant hydrochloride — Sigma)

Mr = 500,25 g - mol %, rozpustnost: v DMSO, skladovani pfi teploté 4 - 8 °C

Byl pfipraven 10 mM a 1 mM roztok Rimonabantu v DMSO. Pro ptipravu 10 mM
roztoku Rimonabantu bylo k 5 mg Rimonabantu pfidano 999,5 ul DMSO. 1 mM roztok
byl piipraven smichanim 50 pl 10 mM Rimonabantu a 450 pul DMSO.

0-1602 (Tocris)

Mr = 258,36 g - mol %, rozpustnost: v DMSO, skladovéni pii teploté — 20 °C
= Produkt je dodavan rozpustén v koncentraci 10 mg/ml, ¢ = 37,7 mM. Pro ptipravu 1ImM
roztoku bylo smichano 26,31 pl 0-1602 a 973,3 pl DMSO.
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2-AG (Tocris)

OH
0o
— — OH
0

= Mr=378,55g - mol %, skladovéni pii teploté — 80 °C
= 10 mg 2-AG bylo rozpusténo do koncentrace 100 mM. K 10 mg 2-AG bylo ptidano
264,2 ul DMSO. 1 mM roztok byl pfipraven smichanim 5 pl 100 mM roztoku a 495 pl
DMSO.
CI1D-16020046 (Tocris)

=  Mr=425,44g - mol %, rozpustnost: v DMSO, skladovani pti teploté 4 °C
= 10 mg CID-16020046 bylo rozpusténo v 235 pl DMSO, vznikl tak 100 mM roztok.

Fosforylace

Pro méfeni trovné fosforylace bunécnych kinaz byly ligandy aplikovany k buitkam
Vv koncentraénim rozmezi 0,1 — 100 uM po dobu 10 minut. Nejprve byly bunky
centrifugovany 3 minuty pti tthovém zrychleni 150 g. Poté byly resuspendovany v 5 ml media
RMPI-1640 s obsahem 2 % HS a 1 % FBS. U¢inky piedpokladanych agonistii receptoru byly
zkoumany v kombinaci s aplikaci inverzniho agonisty CID-16020046. Do jednotlivych
kultiva¢nich lahvi byly pfidany ligandy dle nasledujicich tabulek:

Tab. I Tabulky Fedeéni ligandii na pozadovanou koncentraci:

LPI
Vysledna koncentrace 0,1 uM 1uM 10 uM 100 uM 10 uM + 10 uM CID-16020046
ligandu
Celkovy objem média 5 ml 5ml 5 ml 5 ml 5 ml
RPMI-1640

Koncentrace zasobniho 1mM 1mM 1mM 10 mM 1 mM + 100 mM CID-16020046

roztoku ligandu
Objem pfidaného 0,5 ul S5ul 50 ul 50 ul 50 ul + 0,5 pl CID-16020046
ligandu
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Rimonabant
Vysledna koncentrace
ligandu
Celkovy objem média
RPMI-1640
Koncentrace
zasobniho roztoku
ligandu
Objem pfidaného
ligandu

0,1 uM 1 uM 10pM 100 uM

5 ml 5 ml 5ml 5ml

1mM 1mM 1mM 10 mM

0,5 ul 5l 50 ul 50 ul

0-1602

Vysledna koncentrace
ligandu

0,lpM 1puM  10pM 100 M

Celkovy objem média 5ml 5ml 5 ml 5 ml

RPMI-1640
Koncentrace zasobniho
roztoku ligandu

1mM 1mM 1mM 37,7 mM

0,5 ul 50 ul 13,3 ul

Objem pfidaného 5 ul

ligandu

2-AG

Vysledna koncentrace
ligandu

0,1 uM 1uM  10pM 100 pM

Celkovy objem média 5mi 5 ml 5ml 5 ml

RPMI-1640

Koncentrace zasobniho 1mM 1mM 1mM 100mM

roztoku ligandu

Objem pridaného ligandu 0,5 ul 5ul 50 pl 5ul

CID-16020046
Vysledna koncentrace
ligandu
Celkovy objem média
RPMI-1640
Koncentrace zasobniho
roztoku ligandu
Objem pfidaného ligandu

0,1 um 1uM 10 uM 100 pM

5ml 5 ml 5ml 5ml

1mM 1mM I1mM 100mM

0,5 ul 5ul 50 ul 5ul

10 uM + 10 puM CID-16020046
5ml

1 mM + 100 mM CID-16020046

50 pl + 0,5 pl CID-16020046

10 uM + 10 uM CID-16020046

5ml

1 mM + 100 mM CID-16020046

50 pl + 0,5 pl CID-16020046

10 uM + 10 pM CID-16020046

5 ml

1 mM + 100 mM CID-16020046

50 pl + 0,5 pl CID-16020046

Burniky byly po aplikaci ligandt ulozeny do inkubatoru (37 °C, 5 % CO>). Po deseti

minutach byly bunky z jednotlivych lahvi odpipetovany do 15ml falkon a centrifugovany 3

minuty pti tthovém zrychleni 150 g. Médium s ligandy bylo odebrano a k buiikam byl

napipetovan PBS. Bunky byly resuspendovanim v PBS promyty a opét centrifugovany 3
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minuty pii 150 g. Po centrifugaci byl PBS odpipetovan a do jednotlivych falkon bylo

napipetovano 250 ul ledového lyzaéniho pufru:

Tab. 2: Slozeni lyzacniho pufiu pro detekci fosforylace pomoci imunoblotingu

Objem 50 ml, pH 7,5 Koncentrace MnozZstvi
EDTA 1mM 14,6 mg
EGTA 1 mM 19 mg

Triton X-100 1% 0,5ml

NacCl 150 mM 438 mg

Tris 20 mM 121 mg

Smés inhibitoru proteaz 2 % (Ptidava se jako Cerstvy 5 pl do 250 pl
(,,complete protease tésné pred pouzitim)

inhibitor cocktail —

Sigma)

Smés inhibitoru fosfataz 0,5 % (Pridava se jako 1,25 pl do 250 pl
(koktejl €. 1 a &. 2 — Sigma) cCerstvy tésné pred pouzitim)

NaF 30 mM 63 mg

Bunky byly v tomto lyza¢nim pufru nejprve resuspendovany. Pak byly pfepipetovany
do 1,5ml mikrozkumavek. Mikrozkumavky byly vlozeny do ledu, inkubace probihala 30
minut. Kazdych 10 minut byly jemné vortexovany. Po 30 minutach se lyzaty centrifugovaly
pti teploté 4 °C a tthovém zrychleni 1000 g. Postnuklearni supernatant byl ptepipetovan do

novych 1,5ml mikrozkumavek. Supernatant byl uchovan v mrazéku pfi teploté — 80 °C.

WST-1 test

Pro testovani zivotaschopnosti bunék byl pouzit test WST-1. Jedna se o kolorimetrické
stanoveni bunéné metabolické aktivity. WST-1 test patii do skupiny kolorimetrickych analyz
MTT. Princip spo¢iva v tom, ze na NADH zavislé bunécné oxidoreduktazy jsou schopné
redukovat tetrazoliové soli na nerozpustny formazan, ktery je fialové zbarveny. WST-1 test
vyuziva ve vodé rozpustnou tetrazoliovou stl,
(2-(4-1odofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H, ktera neproniké bunéénou
membranou. Redukce na formazan tedy probiha v extracelularnim prostiedi. Mnozstvi
formazanu a tedy intenzita fialového zbarveni koreluje s metabolickou aktivitou a
S zivotaschopnosti bunék.

Pro stanoveni koncentrace CoCly, pti které umira ptiblizné 50 % bunék po 24 h, byl

nasledujici postup:

1. Do kultivaénich lahvi s bunikami byl aplikovan CoClz v koncentracich 0, 200, 400,
600, 800 a 1000 uM. Bylo pouzito médium se snizenym mnozstvim séra (RPMI-1640,
2% HS, 1 % FBS)
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Tyto lahve byly v inkubatoru 24 h pfi teploté 37 °C, 5 % CO2
Do 96 jamkové desticky bylo napipetovano 90 pl bunék a 10 pl roztoku WST-1
Desticka byla inkubovana 1 h pti 37 °C a 5 % CO2

o ~ w N

Absorbance byla zmétena spektrofotometrem, pficemz mira absorbance korelovala

S po¢tem zivotaschopnych bunék.

Aplikace ligandi, CoCl; a zpracovani bunék

Ligandy byly k buitkam aplikovany v 10 uM zvlast’ nebo spole¢né s 500 uM

koncentraci CoCl». Bylo tak testovano, zda ma ptisobeni jednotlivych ligandu cytoprotektivni

nebo naopak apoptoticky efekt pii hypoxii, kterou simuloval CoClz. 10 ml média s butikami

z kultivaéni lahve bylo centrifugovano 3 minuty pii 150 g. Pouzité médium bylo odebrano a

buiiky byly resuspendovany v 6 ml Cerstvého média RPMI-1640s 2 % HS a 1 % FBS. Téchto

6 ml buné€k bylo po 1 ml rozdé€leno do Sestijamkové sterilni desticky. Do jamek byly pfidany

ligandy 1 h pied aplikaci CoClz. Kombinace ligandii a koncentrace jsou znazornény na

obréazcich:

1 ml PC12
10 uM LPT

1 ml PCI2
10 },LM Rimonabant

1 ml PCI12
10 uM
CID-16020046

I mlPCI12
10 pM O-1602

1 mlPCI12
Kontrola

1 ml PC12
10 uM LPI
10 uM

CID-16020046

1 ml PC12
10 UM 2-AG
10 uM

CID-16020046

1 ml PCI12
10 uM
Rimonabant

1 mlPC12
500 uM CoCL

1 mlPC12
10 pM O-1602
10 uM

CID-16020046

1 ml PC12
10 pM LPI
500 uM CoClz

1 ml PC12
10 pM Rimonabant
500 uM CoClz2

1 mlPC12
10 uM

CID-16020046
500 uM CoCl2

1 mlPC12
10 pM 0-1602
500 uM CoCl2

I ml PCI2
10 uM 2-AG
500 uM CoClz

I mlPC12

500 M CoCl2

1 ml PC12
10 pM 2-AG
10 uM CID-16020046

500 pM CoCl2

1ml PC12

10 uM Rimonabant
10 uM CID-16020046
500 uM CoCl2

I mlPC12
10 pM O-1602
10 pM CID-16020046
500 uM CoCl2
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Po 24 hodinach byly buiiky odpipetovany z jamek do 1,5ml mikrozkumavek a
centrifugovany 3 minuty pii 150 g. Pouzité médium s ligandy bylo odebrano a k peleté bun¢k
byl napipetovan 1 ml PBS. Peleta byla resuspendovana a opét centrifugovana 3 minuty pti
150 g. PBS byl odpipetovan a mikrozkumavky s peletami byly bud’ okamzité zmrazeny
V kapalném dusiku a nésledné uskladnény v mrazaku pfi teplot€¢ - 80 °C, nebo byly jesté tyz

den zpracovany. Nasledujici postup s peletami se lisil podle typu experimentu:

1. Analyza exprese proteini pomoci metod SDS-PAGE elektroforézy a Imunoblotingu
(Western blotingu)
2. Analyza intenzity karbonylace proteinil

3. Analyza intenzity peroxidace lipida

Analyza exprese proteint pomoci metody imunoblotingu
Bunééné pelety ziskané postupem popsanym v kapitole ,,Aplikace ligandt, CoCl2 a
zrpacovani buné¢k* byly po vyjmuti z mrazaku ihned resuspendovany ve 250 ul lyza¢niho

pufru a uloZzeny na ledu po dobu 30 minut. Kazdych 10 minut byly jemné vortexovany.

Tab. 3: lyzacni pufr pro vzorky na SDS-PAGE elektroforézu

Objem 50 ml, pH 7,5 Koncentrace MnozZstvi
EDTA 1 mM 14,6 mg
EGTA 1 mM 19 mg

Triton X-100 1% 0,5ml

NaCl 150 mM 438 mg

Tris 20 mM 121 mg

Smés inhibitora proteaz 2 % (Ptidava se jako Cerstvy 5 pl do 250 pl
(,,complete protease tésn¢ pied pouzitim) H20

inhibitor cocktail —

Sigma)

Po 30 minutach byly lyzaty centrifugovany 5 minut pii 1000 g. Postnukledrni supernatant byl
odpipetovan do novych 1,5ml mikrozkumavek. Pted probéhnutim SDS-PAGE elektroforézy

bylo nezbytné zméfit koncentraci proteinti.

Stanoveni koncentrace proteint

Pro stanoveni koncentrace proteintl ve vzorku byla pouzita biochemické analyza

pomoci bicinchoninové kyseliny. Princip spo¢iva v tom, ze méd'naty kation Cu?* je redukovan
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peptidovymi vazbami proteinu na méd’ny kation Cu*. Dvé molekuly bicinchoninové kyseliny
(BCA) tvoii chelatovy komplex s jednim kationtem Cu®. Tento komplex je fialové zbarveny,
pii¢emz intenzita zbarveni pfimo umérné odpovida mnozstvi proteint v analyzovaném
roztoku. Tento fialovy komplex siln€ absorbuje svételné zéateni o vinové délce 562 nm.
Mnozstvi proteinu je ureno z porovnani mezi absorbanci analyzovanych vzorku a absorbanci
vzorkl 0 znamé koncentraci proteinti. Ke stanoveni proteint byly pouzity tfi roztoky a dva

standardy hovéziho sérového albuminu (BSA):

Tab. 4: Roztoky a standardy pro stanoveni koncentrace proteinii

Roztok A (100 ml) 0,65 M Monohydrat uhli¢itanu sodného 8¢
0,08 M Vinan sodny 1649
pH upraveno na 11,25 pomoci 10 M NaOH

Roztok B (100 ml) 0.12 M BCA 4g

Roztok C (100 mi) 0,016 M Pentahydrat siranu méd’natého 0,49

BSA standard C =1 g/l

BSA standard C = 0,1 ug/ul

Postup prace:

10 pl vzorku bylo v 1,5ml mikrozkumavce smichano s 990 pl vody (1:100). Byl
pfipraven pracovni roztok smichanim roztokt A, B a C v poméru 26: 25: 1. Na 96 jamkovou
mikrotitracni desti¢ku byla nejprve napipetovana koncentrac¢ni fada BSA standard dle
tabulky ¢. 4. Poté bylo do dalsich jamek napipetovano 100 pl z nafedéného vzorku
v triplikatech za sebou. Do vsech jamek bylo napipetovano 100 ul pracovniho roztoku.
Desticka byla ptelepena specialni folii, aby nedochdzelo béhem inkubace k vyparovani.
Nasledné byla desti¢ka inkubovana 30 minut pii teploté 60 °C. Po inkubaci byly vzorky
analyzovany pomoci spektrofotometru Synergy HT pfi vinové délce 562 nm. Vyhodnoceni

probihalo v programu Genb.

Tab. 5: Koncentracni fada standardii BSA pro stanoveni kalibracni kiivky

Standard &. BL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Hg BSA 0 02 05 1 15 25 4 6 10 15 20 30 50
BSAOlpgi) pl - 2 5 10 15 25 40 60 100 - - - -
BSA(lpglu) pl - - - - - - - - - 15 20 30 50
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H20 pl 100 98 95 90 8 75 60 40 - 8 80 70 50
SDS-PAGE elektroforeticka separace
SDS-PAGE je metoda pro elektroforetickou separaci proteinii. Metoda vyuziva
polyakrylamidového gelu a dodecylsiranu sodného (SDS) k separaci proteini na zakladé
délky polypeptidového fetézce a jejich rozdilné molekulové hmotnosti. Pohyb proteint v gelu
probiha v elektrickéem poli a zavisi také na stupni denaturace proteinu a posttransla¢nich
modifikacich. Polyakrylamidovy gel vznika polymeraci akrylamidu (CH.CHCONH2) pomoci
N,N-metylenbisakrylamidu. Koncentrace gelu zavisi na pozadavcich experimentu. Cim mensi
proteiny je tieba separovat, tim hustsi gel je nutné pfipravit. Pro polymeraci gelu je nezbytny
peroxodisiran amonny (APS) jako oxidac¢ni ¢inidlo a N, N, N', N'-tetrametyletylendiamin
(TEMED), ktery polymeraci stabilizuje. APS a TEMED je nutné pii michani roztoku gelu
pridavat az nakonec. Pro SDS-PAGE se pouzivaji dva typy gelii zaroven. Rozdélovaci gel ma
vyssi koncentraci polyakrylamidu a pH 8,8. Na ném nality zaostfovaci gel ma pH 6,8. Princip
zaostfovani spoc¢iva v tom, ze glycin obsazeny v elektrolytovém pufru nema pii pH 6,8 naboj
a vétSina jeho molekul je ve formé zwitteriontd. Glycin se tedy v zaostfovacim gelu pohybuje
pomaleji nez proteiny. Naproti tomu chloridové ionty plni Glohu vedouciho iontu a pohybuji
se rychleji nez proteiny. Tato rozdilna rychlost pohybu glycinu a chloridového iontu
umoziuje zakoncentrovani proteint. V rozdélovacim gelu pii pH 8,8 ziskava glycin zaporny

naboj, ztraci tlohu terminujiciho iontu a proteiny se rozd€luji dle své molekulové hmotnosti.

Priprava vzorku

Béhem ptipravy vzorku je nutné proteiny denaturovat v tzv. Laemmliho vzorkovém
pufru, ktery obsahuje SDS, redukéni ¢inidlo, napf. B-merkaptoetanol, glycerol,
bromfenolovou modf a Trisovy pufr o hodnoté pH 6,8. SDS je ionogenni detergent ktery se
véaze k proteinim v pomé&ru 1,4 g SDS : 1 g proteinu. Obalenim proteinu SDS vznikaji
negativné nabité ¢astice proteind, piicemz velikost naboje je pfimo iimérna velikosti proteinu.
B-merkaptoetanol redukuje disulfidické mustky a napomahéa denaturaci. Glycerol pufr
zahust'uje a bromfenolova modf proteiny obarvi a umozni tak jejich vizualizaci v gelu v

priibéhu separace.

Postup prace
Postnukledrni supernatant ze vzorkti byl smichan se vzorkovym pufrem a vodou tak,
aby pak mnozstvi proteinti v jamce gelu bylo 30 pg. Vzorkovy pufr s proteiny byl povaten 3

minuty.
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Byla sestavena aparatura pro elektroforetickou separaci Mini-Protean 2 (Bio-Rad). Pro
piipravu gelu je potieba plastovy stojan, pénové té€snéni, dvé skla a plastova svorka skel. Skla
byla peclivé o¢isténa etanolem. Namichané roztoky geli dle tabulky ¢. 6 byly napipetovany
mezi dve skla ptiblizné do dvou tietin jejich vysky. Na gel bylo aplikovano 400 ul butanolu.
Zatimco gel mezi skly polymeroval, byl namicha&n zaostifovaci gel dle tabulky ¢. 6. Po 30
minutach polymerace byl odebran butanol, ktery ziistal na vrchu, a na rozdélovaci gel byl
nalit roztok zaostrovaciho gelu az k horni hrané skla. Navrch byl do jesté tekutého gelu
zasunut deseti nebo patnacti jamkovy plastovy hiebinek. Doba polymerace zaostfovaciho gelu
¢inila 10 — 20 minut. Béhem polymerace byl pfipraven elektrolytovy ,,running* pufr. Po
polymeraci byla skla uvolnéna z plastové svorky a byla pienesena do plastové vany, do které
byl po rysku nalit elektrolytovy pufr. Do jedné krajni nebo centralni jamky v gelu byly
napipetovany 2 ul standardu molekulovych hmotnosti. Pro 15% gel byl pouZivan
nizkomolekularni standard RPN755-E (GE Healthcare Life Sciences). Pro 10% gel byl pouzit
standard P-1677 (Sigma). Do dalsich jamek byly napipetovany vzorky tak, aby v kazdé jamce
bylo 30 pg proteinu. Vana byla uzaviena vikem a kabely byly zapojeny do zdroje.
Elektroforéza probihala nejprve pti 75 V, dokud proteiny nezajely do rozdélovaciho gelu. Pak

bylo napéti zvyseno na 150 V. Celkova doba separace trvala asi 1 h a 30 minut.
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Tab. 6: roztoky pro SDS-PAGE elektroforézu

Pufr ¢. 1 1,5 M Tris-HCl, 18,17 g Tris-HCI
pH 8,8 100 ml H20

Pufr €. 2 0,5 M Tris-HClI, 6,05 g Tris-HCI
pH 6,8 100 ml H20

30 % akrylamid (w/v)
0,8 % N,N-metylenbisakrylamid
(w/v)

30 g akrylamidu
0,8 g N,N-metylenbisakrylamidu
100 ml H20

10 % SDS (w/v) 10 g SDS
100 ml H20
10 % APS (w/v) 0,19 APS
1 ml H20
TEMED
Elektrolytovy ,,running“ pufr 30,3 g Tris-HCI
10 x koncentrovany 141,1 g glycinu
10 g SDS
1000 ml H20

Laemmliho vzorkovy pufr
4 x koncentrovany

2,4 ml 1M Tris-HCI (pH 6,8)
1 ml glycerolu

0,8 g SDS

0,8 g DTT nebo 0,4 ml
merkaptoetanolu

1 mg bromfenolové modii
10 ml H20

10 % rozdélovaci
polyakrylamidovy gel (10 ml)

3,4 ml 30%/0,8%
akrylamid/bisakrylamid (w/v)
2,6 ml pufru ¢. 1 (pH 8,8)

3,8 ml H20

0,1 ml 10 % SDS (w/v)

0,1 ml 10 % APS (w/v)

0,01 ml TEMEDu

15 % rozdélovaci
polyakrylamidovy gel (10 ml)

5 ml 30%/0,8%
akrylamid/bisakrylamid (w/v)
2,6 ml pufru ¢. 1 (pH 8,8)

2,2 ml H20

0,1 ml 10 % SDS (w/v)

0,1 ml 10 % APS (w/v)

0,01 ml TEMEDu

4 % zaostirovaci
polyakrylamidovy gel (5 ml)

0,67 ml 30%/0,8%
akrylamid/bisakrylamid (w/v)
1,25 ml pufu ¢. 2

2,975 ml H20

0,05 ml 10 % SDS (w/v)

0,05 ml 10 % APS (w/v)
0,005 ml TEMEDu
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Western bloting (imunobloting)

Western bloting je metoda vyuzivana pro detekci specifického proteinu ze vzorku
pomoci protilatek. Po probéhnuti SDS-PAGE elektroforézy jsou proteiny rozdélené v gelu
preneseny (,,pieblotovany*) na nitrocelul6zovou nebo polyvinyldenfluoridovou membranu
(PVDF). Pienos probiha v elektrickém poli. Zaporn¢ nabité proteiny béhem blotovani putuji
smérem k anod€ na membranu. VSechny proteiny na membrané se nespecificky detekuji napf.
roztokem barvy Ponceau. Po promyti membrany v TBST je nutné nespecifickd mista na
povrchu membrany zablokovat inkubaci membrany v roztoku mléka nebo BSA, aby
nedochazelo k nespecifické vazb¢ protilatek na membranu. Blokovani membrany vyrazné
snizuje Sum pozadi. Po blokovani se ptida primarni protilatka, kterd se vaze na epitopy
antigenu. Inkubace v primarni protilatce probiha obvykle ptes noc. Nasleduje promyti
membrany v TBST a aplikace sekundarnich protilatek, které mohou byt konjugované napf.

s kfenovou peroxidazou. Kienova peroxidaza katalyzuje oxidaci luminolu na 3-aminoftalat.
Béhem této reakce dochazi k emisi svétla o nizké intenzité. Emise mtze byt
n¢kolikasetnasobné zvySena pritomnosti zesilujicich chemickych latek. Svételna emise, ktera
je pfimo umérna mnozstvi proteinu na membrané, je pak detekovana napt. na fotografickém

filmu.

Postup prace:

Po dokonceni separace na SDS-PAGE elektroforéze byl gel opatrné vyjmut
z aparatury. Do vany pro Western bloting byl nalit blotovaci pufr (TGM). Nitrocelulézova
membréana a gel byly v TGM pufru vloZeny jako sendvi¢ do plastové blotovaci miizky. Tato
miizka byla do vany s pufrem zasunuta tak, aby proud b&hem blotovani prochézel smérem od
gelu na membranu. Vana byla pfiklopena vikem a kabely byly zapojeny do zdroje. Pienos
proteind na membranu probihal pti konstantnim napéti 80 V po dobu 1 h a 30 minut.

Po skonéeni pienosu byla membrana opatrné vyjmuta z plastové miizky a krétce
proplachnuta v TBST pufru. Membrana byla nasledné inkubovana v roztoku Ponceau po dobu
5 minut. Poté byla opét kratce proplachnuta v TBST, aby se odbarvilo nespecifické zbarveni
membrany. Na membrané byly zietelné Cervené pruhy, které reprezentovaly rozdelené
proteiny. Membrana byla naskenovana a obrazek byl uloZen ve formatu TIF. Pak byla
proplachnuta v TBST 3 x 5 minut.

Blokovani membrany probihalo 1 h v blokovacim pufru, ktery obsahoval bud’
nizkotu¢né mléko nebo BSA. Blokovaci pufr s BSA byl pouzit pii detekci fosforylovanych
proteint, protoze mléko obsahuje fosfoprotein kasein, na ktery by se vazaly protilatky proti

fosforylovanym proteintim, a zobrazovalo by se tak vysoké pozadi.
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Po blokovani byla membréna vloZena do fediciho pufru. Primarni protilatka byla
aplikovana podle typu v koncentracich 1:1000 az 1:10 000. Inkubace s primarni protilatkou
probihala ptes noc pfi teploté 4 °C.

Druhy den byla membréna vyjmuta z fediciho pufru s protilatkou a proplachnuta
3 x 10 minut v TBST. Poté byla membrana ptenesena do fediciho pufru, do kterého byla
napipetovana piislusna sekundarni protilatka v koncentraci 1:20 000 az 1:40 000. Inkubace
probihala 1 h a 30 minut pii pokojové teploté. Po této dobé byla membrana opét proplachnuta
3 x 10 minut v TBST a jemn¢ osusena filtracnim papirem. N&sledovalo naneseni
chemiluminiscenéniho roztoku (Pierce Super Signal, ThermoFisher Scientific) a inkubace
1 minutu. Na membranu byl ve tmé ptilozen fotograficky film. Doba expozice zavisela na
typu pouzité primarni protilatky a trvala v rozmezi od 3 s do 24 h. K vyvolani filmu byl pouzit
vyvolavaci automat Optimax (Fomei). Film byl pak spolu s naskenovanou obarvenou

membranou pouzit k analyze v programu ImageJ.

Tab. 7: Roztoky pro Western bloting a imunodetekci

TGM blotovaci pufr 159 Tris
72 g glycinu
1000 ml metanolu
Doplnéno H20 do 5000 ml

TBS pufr, pH 7,6 (upraveno HCI) 1,5 M NaCl (87,67 g)
10 x koncentrovany 0,2 M Tris (24,23 g)
Doplnéno H20 do 1000 ml
TBST pufr, pH 7,6 100 ml TBS pufru 10 x koncentrovaného
1 ml Tweenu
899 ml H20
Blokovaci pufr (50 ml) 2,5 g mléka [5 % (w/v)]
50 ml TBST pufru
Redici pufr (50 ml) 1 g mléka [2 % (w/V)]

50 ml TBST pufru

Tab. 8: Pouzité protilatky v metodé Western bloting, sekundarni protilatky jsou konjugované s kienovou

peroxidazou

Protilatka Vyrobce Redéni
137F5 (ERK 1/2), kralik Cell Signalling 1:10 000
197G2 (p-ERK 1/2), kralik Cell Signalling 1:1000
D9E (p-Akt), kralik Cell Signalling 1:2000
Sc-526 (Bax), kralik Santa Cruz 1:2000
Sc-8392 (Bcl-xL), mys Santa Cruz 1:2000
Sc-8312 (Akt 1/2/3), krélik Santa Cruz 1:2000
Sc-418 (RhoA), mys Santa Cruz 1:2000
Anti-rabbit 1gG (sekundarni)  GE Healthcare 1:40 000
Anti-mouse 1gG (sekundarni) GE Healthcare 1:20 000
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Kolorimetrické stanoveni peroxidace lipidi

Reaktivni kyslikové radikaly (ROS) poskozuji polynenasycené mastné kyseliny.

Béhem reakce vznikd malondialdehyd, ktery je indikatorem oxidativniho stresu. Metoda

spociva ve stanoveni absorbance ¢erveno-fialového komplexu, ktery vznika reakci

malondialdehydu se dvéma molekulami thiobarbiturové kyseliny. Absorbance je zmétfena

spektrometrem pii 532 nm. Hodnota absorbance vzorku odpovida piimo umérné mnozstvi

malondialdehydu, a tedy mife peroxidace lipidi. Jako standard se pouziva

1,1,3,3-tetrametoxypropan, ktery je pii reakci s vodou konvertovan na malondialdehyd.

Postup prace

Bunécné pelety ziskané postupem popsanym v kapitole ,,Aplikace ligandi, CoCl; a

zpracovani bunék byly zpracovany takto:

1. Bylo pfipraveno potiebné mnozstvi lyza¢niho pufru s 2% obsahem smési inhibitort
proteaz (,,Complete protease inhibitor cocktail*“ — Sigma).
2. Do kazdé¢ 1,5ml mikrozkumavky s peletami bylo napipetovano 300 pl lyza¢niho
pufru.
3. Pelety byly postupné dvakrat sonikovany na ledu 20 s pfi vykonu 80 % a jednou
20 s pfi vykonu 60 %.
4. Lyzaty byly centrifugovany 10 minut p#i 3000 g a 4 °C
5. Bylo odebréano 10 ul supernatantu pro stanoveni koncentrace proteini
6. 100 pl lyzatu bylo piepipetovano do novych 1,5ml mikrozkumavek.
7. Ktémto 100 pl bylo pfidano 200 ul 10% trichloroctové kyseliny
8. Inkubace probihala 15 minut na ledu.
9. Byla pfipravena koncentra¢ni fada standardu 1,1,3,3-tetrametoxypropanu podle
tabulky:
Tab. 9: Koncentracni fada standardii 1,1,3,3-tetrametoxypropanu
Mikrozkumavka Koncentrace (UM) H20 1,1,3,3-tetrametoxypropan
é.
1 0 500 -
2 0,625 500 500plze. 3
3 1,25 500 500l ze. 4
4 2,5 500 500plze. 5
5 5 500 500 ul z¢. 6
6 10 800 200l ze. 7
7 50 500 500 ul ze¢. 8
8 100 800 200 pl ze zés. roztoku (500 uM)
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10. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany 15 minut pti 2200 g a 4 °C.

11. 200 pl supernatantu bylo piepipetovano do novych 1,5ml mikrozkumavek.

12. K supernatantu bylo ptidano 200 pul 0,67% thiobarbiturove kyseliny.

13. Mikrozkumavky byly inkubovany 10 minut ve vrouci vodé.

14. Po ochlazeni bylo 150 pl standardu v potadi 1-8 v duplikatech napipetovano do jamek
mikrotitracni desticky.

15. 150 ul vzorku bylo napipetovano v duplikatech do jamek mikrotitraéni desticky.

16. Byla zmétena absorbance pti 532 nm spektrofotometrem Synergy HT.

17. Vyhodnoceni probihalo v programu Microsoft Excel.

Tab. 10: Roztoky pro kolorimetrické stanovent peroxidace lipidii

Thiobarbiturova kyselina 0,67% (w/v) 67 mg rozpusténo v 1 ml DMSO
doplnéno H20 do 10 ml

Trichloroctova kyselina 10% (w/v) 1 g TCA rozpustén v 10 ml H20

1,1,3,3-tetrametoxypropan 500 uM 4,12 g rozpusténo v 1 ml etanolu
doplnéno H20 do 50 ml

Lyzaéni pufr (pH 6,8) 0,1 M Tris-HCI (6,05 g rozpusténo v 500 ml H20)
1% SDS - 5 g SDS rozpusténo v 500 ml 0,1 M
Tris-HCI

Kolorimetrické stanoveni karbonylace proteini

Principem kolorimetrického stanoveni karbonylace proteint je reakce
2,4-dinitrofenylhydrazinu s karbonylovymi skupinami proteind. Reakci vznika 2,4-
dinitrofenylhydrazon. MnoZzstvi 2,4-dinitrofenylhydrazonu odpovida pfimo imérné¢ mnozstvi
karbonylovanych proteini. Hodnoty absorbance pti 370 nm odpovidaji pfimo umérné

mnozstvi 2,4-dinitrofenylhydrazonu.

Postup préce:
Bunééné pelety ziskané postupem popsanym v kapitole ,,Aplikace ligandt, CoCl2 a
zpracovani bun¢k* byly zpracovany takto:
1. Bylo ptipraveno potiebné mnozstvi lyza¢niho pufru s 2% obsahem smési inhibitort
proteaz (,,Complete protease inhibitor cocktail“ — Sigma).
2. Do kazdé 1,5ml mikrozkumavky s peletami bylo napipetovano 300 pl lyza¢niho
pufru.
3. Pelety byly postupné dvakrat sonikovany na ledu 20 s pfi vykonu 80 % a jednou
20 s pti vykonu 60 %.
4. Lyzaty byly centrifugovany 15 minut pii 10 000 g a 4 °C.

5. Supernatant byl uchovan v mrazaku pii teploté -80 °C.
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6. Nasledujici den bylo 100 pul supernatantu vzorkl napipetovano do mikrotitracni
desticky a byla zmétena absorbance pii 260 nm a 280 nm. Pomér absorbanci 280/260
nm byl vétsi nez 1, postup pokracoval v bod¢ 7. V opacném piipad€ by bylo nutné
provést Cisténi 1% roztokem streptomycinsulfatu.

7. 10 pl supernatantu bylo odebrano pro stanoveni koncentrace proteind.

8. Vzorky byly nafedény na stejnou koncentraci proteinti v hovych 1,5ml
mikrozkumavkach

9. K 300 ul supernatantu bylo pfidano 300 pl 10 mM roztoku
2,4,-dinitrofenylhydrazinu (DNPH)

10. Byl vytvofen blank smichanim 300 ul jednoho vzorku s 300 pl 2,5 M HCI.

11. Inkubace blanku a supernatantu s DNPH probihala ve tmé 1 h. Protiepani vzorku
probihalo kazdych 10 minut.

12. Bylo ptidano 600 pl 40% TCA a vzorky byly inkubovéany 10 minut na ledu.

13. Vzorky byly centrifugovany 15 minut pii 16 000 g a 4 °C.

14. Pelety byly ttikrat precistény:

a. Ptidanim 1 ml roztoku etanol/etyl-acetat (v/v).
b. Inkubaci 10 minut.
c. Centrifugaci 5 minut pti 16 000 g a 4 °C.

15. Pelety byly rozpustény v 1 ml roztoku 6 M guanidinu pii 37 °C.

16. Nerozpusténé zbytky vysrazenych proteint byly centrifugovany 5 minut pti 16 000 g a
4 °C.

17. 220 pl supernatantu bylo napipetovano v triplikatech do mikrotitraéni desticky.

18. Absorbance byla zmétena spektrofotometrem Synergy HT pti 370 nm.

19. Vyhodnoceni probihalo v programu Microsoft Excel.

Tab. 11: Roztoky pro kolorimetrické stanoveni karbonylace proteinii

2,5 M HCI (100 ml) 20,53 ml 37% HCI pomalu ptidavano do 25
ml H20
doplnéno H20 do 100 ml

40% TCA (100 ml) 40g TCA
doplnéno H20 do 100 ml

10 mM Fosfatovy pufr (PBS), pH 7,4 0,8 g NaCl

(100 ml) 0,02 g KCI

0,144 g NazHPOg4
0,024 g KH2PO4
doplnéno H>0 do 100 ml

Etyl-acetat/etanol (v/v) (500 ml) 250 ml etyl-acetatu
250 ml etanolu
6 M guanidin v 10 mM PBS, pH 2,3 28,66 g guanidinu
(50 ml) pH upraveno trifluoroctovou kyselinou (TFA)

50



10 mM DNPH (10 ml) 0,0198 g rozpusténo ve 2 ml 50% H2SO4
doplnéno 2,5 M HCl do 10 ml

Lyzaéni pufr (pH 6,8) (500 ml) 0,1 M Tris-HCI (6,05 g rozpusténo v 500 ml
H20)
1 % SDS -5 g SDS rozpusténo v 500 mi
0,1 M Tris-HCI

Mikroskopické pozorovani

Pro mikroskopické pozorovani byla vyuzita fluorescenéni sonda, dihydrofluorescein.
Dihydrofluorescein se pod vlivem oxidujicich agens v buiice oxiduje na fluorescein, pii¢emz
dochazi ke svételné emisi pii 490 nm. Koncentrace ROS v bunce by méla piimo umérné
korelovat s intenzitou svételné emise. V této praci byl dihydrofluorescein vyuzit pouze pro

orienta¢ni porovnani vlivu CoClzna PC12 buriky.

Statistické zpracovani vysledki

Vyhodnoceni namétenych dat probihalo v programu Microsoft Excel. Vysledky byly
vyjadireny jako aritmeticky pramér s procentudlnim vyjadienim smérodatné odchylky mezi
pramérovanymi hodnotami. Smérodatna odchylka byla prepocitana na procentudlni hodnotu z
aritmetického pruméru. Statisticka vyznamnost rozdilt byla hodnocena pomoci Studentova

t-testu na hladiné p < 0,05.
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Vysledky

Karbonylace proteini

Koncentrace proteinti vV lyzatech po sonikaci bunéénych pelet byla stanovena

biochemickou analyzou pomoci kyseliny bicinchoninové. Vzorky byly nafedény na stejnou

koncentraci proteinti 0,1 pg - pl™.

Tab. 12: Redéni vzorkii pro analyzu karbonylace proteinii

LPI

LPI + CID-16020046

LPI + CoCl;

CoCl;

Rimonabant

Rimonabant + CID-16020046
Rimonabant + CoCl,
Rimonabant + CID-16020046 + CoCl;
0-1602

0-1602 + CID-16020046

0-1602 + CoCl;

0-1602 + CID-16020046 + CoCl,
2-AG

2-AG + CID-16020046

2-AG + CoCl;

2-AG + CID-16020046 + CoCl,
CID-16020046

CID-16020046 + CoCl;

Kontrola

CoCl;

Koncentrace karbonylovanych proteinti byla vypoctena podle vzorce

Proteiny (ug - ul™)

0,815
1,085
0,552
0,594
1,091
0,678
0,436
0,168
1,17
0,662
0,678
0,31
1,175
0,884
0,273
0,176
1,345
0,627
0,657
0,315

Vzorek H»0 (ul)

(k1)
36,8

27,7
54,4
50,5
27,5
44,3
68,8

178,6
25,6
45,3
44,3
96,8
25,5
339

109,9

170,5
22,3
47,9
45,7
95,2

263,2
272,3
245,6
249,5
272,5
255,7
231,2
121,4
274,4
2547
255,7
203,2
274,5
266,1
190,1
129,5
277,7
252,1
254,3
204,8

Naredény vzorek

(0,1 pg - pI™) ()
300,0

300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0
300,0

A .
c = P kde A znaci primérnou hodnotu absorbance, € je absorpéni molarni koeficient a [ je

vyska jamky titracni desticky. Koncentrace karbonylovanych proteinti byla vztazena na mg

proteinu. V nafedéném vzorku bylo 30 ug proteinu.

€=0,022 yM* - cm?

1 =0,687 cm

Smérodatna odchylka urcuje miru rozptyleni hodnot absorbanci od priméru. Byla vypoctena

Y(x—x)?

(n—-1)

podle vzorce
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Tab. 13: Absorbance a koncentrace karbonylovanych proteinii

LPI

LPI + CID-16020046

LP I+ CoCl;

CoCl;

Rimonabant

Rimonabant + CID-16020046
Rimonabant + CoCl;
Rimonabant + CID-16020046 + CoCl,
0-1602

0-1602 + CID-16020046

0-1602 + CoCl;

0-1602 + CID-16020046 + CoCl,
2-AG

2-AG + CID-16020046

2-AG + CoCl;

2-AG + CID-16020046 + CoCl,
CID-16020046

CID-16020046 + CoCl;

Kontrola

COC|2

Prumeér Koncentrace Smérodatna odchylka
absorbanci karbonylovanych koncentraci
proteini (nmol - mg?)
0,0043 9,56 2,667907
0,0065 14,34 7,721538
0,0120 26,47 5,735167
0,0200 44,11 7,71925
0,0180 39,70 6,175556
0,0193 42,64 3,31399
0,0233 51,46 3,312876
0,0517 113,95 4,62853
0,0127 27,94 4,62
0,0140 30,88 5,734857
0,0153 33,82 8,84183
0,0227 49,99 2,642643
0,0133 29,41 3,316917
0,0187 41,17 3,302406
0,0360 79,40 7,94
0,0510 112,48 2,20549
0,0110 24,26 3,087636
0,0197 43,37 5,503807
0,0143 31,61 3,315734
0,0240 52,93 11,68871

Koncentrace karbonylovanych proteint po 24 h ptsobeni ligandt (10 uM)
a chloridu kobaltnatého (500 uM)
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Graf 1: Koncentrace karboxylovanych proteinii po 24 h pusobeni ligandii (10 uM) a CoCl, (500 pM)

Kolorimetrické stanoveni karbonylovanych proteinti ukézalo, Ze pfitomnost chloridu
kobaltnatého zvySuje koncentraci karbonylovanych proteinti. Nejvyssich koncentraci
dosahovaly vzorky v kombinacich 10 uM Rimonabantu, 10 uM CID-16020046 a 500 uM
CoClz; 10 pM 2-AG a 500 uM CoCl2; 10 pM 2-AG, 10 uM CID-16020046 a 500 uM CoClz,
zatimco ptitomnost LPI karbonylaci proteinii snizovala. Signifikantni zména vici
kontrolnimu vzorku je znazornéna kiizkem. Z grafu vyplyva, ze kombinace Rimonabantu a
2-AG s CID-16020046 a CoCl; vyrazn¢ zvySuje karbonylaci proteind (Graf 1).

Lipoperoxidace
Koncentrace peroxidovanych lipidii byla vypoctena podle rovnice kalibracni kiivky
standardi 1,1,3,3-tetrametoxypropanu. Koncentrace byla vztazena na mg proteinu vzorku.

Z absorbanci koncentra¢ni fady standardd byla sestavena kalibra¢ni kfivka.

Kalibara¢ni kiivka standardi
1,1,3,3-Tetrametoxypropanu

3.5 y = 0.0365x
R?=0.9768

Absorbance
N

0 20 40 60 80 100 120
Koncentrace 1,1,3,3-Tetrametoxypropanu (LUM)

Graf 2: Kalibracni kiivka standardii 1,1,3,3-Tetrametoxypropanu

Koncentrace peroxidovanych lipidéi € byla vypoétena podle vzorce: C = , kde A4 je

0,0365

hodnota primérné absorbance vzorku po odecteni absorbance blanku a hodnota 0,0365 je
pomérem mezi ya xZ rovnice kalibra¢ni kiivky. Podil mezi vypoctenou koncentraci
peroxidovanych lipidii a koncentraci proteini zméfenou pomoci BCA analyzy udava

koncentraci peroxidovanych lipidd vztazenou na mg proteinu. Smérodatna odchylka urcuje

/ x—x)?
miru rozptyleni hodnot absorbanci od priiméru. Byla vypoctena podle vzorce %,

kde xje stiedni hodnota vybéru primér a 1z je velikost hodnoty.
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Tab. 14: Koncentrace proteinii vzorkii a prizsmérné hodnoty absorbanci

Koncentrace proteini u  Pramér korigovanych absorbanci

vzorku (pg/pl) (po odecteni absorbance blanku)

Kontrola 14,558 0,05
CoCl; 9,999 0,151
LPI 19,242 0,0445
LPI + CID-16020046 16,467 0,0475
LPI + CoCl; 9,725 0,122
Rimonabant 13,616 0,0335
Rimonabant + CID-16020046 15,272 0,0385
Rimonabant + CoCl; 9,5 0,1285
0-1602 14,693 0,044
0-1602 + CID-16020046 13,352 0,0365
0-1602 + CoCl; 11,22 0,0905
2-AG 12,629 0,063
2-AG + CID-16020046 14,453 0,053
2-AG + CoCl; 13,049 0,0975
CID-16020046 18,057 0,0495
CID-16020046 + CoCl; 15,11 0,0525

Tab. 15: Koncentrace peroxidovanych lipidii vztazend na 100 ul vzorku a na 1 mg proteinu

Koncentrace
peroxidovanych lipida
(nmol - mg )

Kontrola 0,05
CoCl, 0,151
LPI 0,0445
LPI + CID-16020046 0,0475
LPI + CoCl, 0,122
Rimonabant 0,0335
Rimonabant + CID-16020046 0,0385
Rimonabant + CoCl, 0,1285
0-1602 0,044
0-1602 + CID-16020046 0,0365
0-1602 + CoCl» 0,0905
2-AG 0,063
2-AG + CID-16020046 0,053
2-AG + CoCl; 0,0975
CID-16020046 0,0495
CID-16020046 + CoCl; 0,0525
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Hodnoty absorbance u kolorimetrického stanoveni peroxidace lipida ukazaly, ze
V ptitomnosti chloridu kobaltnatého je po 24 h zvySené mnozstvi peroxidovanych lipidi. Ke
sniZzeni koncentrace doslo pii aplikaci O-1602, 2-AG a piedevsim pii aplikaci inverzniho
agonisty GPR55 CID-16020046. Signifikatni zména viéi kontrolnimu vzorku je vyznacena
ktizkem (Graf 3).

Koncentrace peroxidovanych lipidl po 24 h piisobeni liganda (10 uM)
a chloridu kobaltnatého (500 puM)
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Graf 3: Grafické znazornéni koncentrace peroxidovanych lipidii po 24 h piisobeni ligandii (10 uM) a CoCl, (500 uM).

Oranzové sloupce znaci vzorky s CoCla.

Signalizace

Vyhodnoceni imunoblotingu probéhlo v programu ImageJ. Membréana obarvena
roztokem Ponceau byla naskenovéana. Obraz byl uloZen ve formatu tif a nasledné peveden do
¢ernobilé podoby. Kontrast a jas byl upraven podle potieby. Digitalizaci signalu bylo
vypocteno procentudlni zastoupeni mnozstvi proteinu v jedné vertikalni linii nanasky ze vSech
linii nanaSek. Naptiklad pokud bylo na membrané naneseno pét vzorkl o stejné koncentraci
proteinll v péti liniich, tak by v idedlnim ptipadé mélo byt zastoupeni jedné linie 20 %.
Analyza v Imagel probihala v triplikatech. Stejnym zptisobem probéhla analyza detekovanych
proteint na fotografickém filmu. Podil mezi ¢iselnou hodnotou optické denzity detekovaného

proteinu z filmu a hodnotou proteinu z membrany vyjadioval miru exprese daného proteinu.
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Fosforylace ERK 1/2
Fosforylace ERK 1/2 po 10 min. piisobeni LPI

Aplikace LPI zpuisobila nejvyssi miru fosforylace v koncentraci 0,1 uM. Kombinace
10 uM LPI a 10 uM CID-16020046 fosforylaci nesnizovala. Inverzni agonista CID-16020046
muze sam o sobé& ve vyssich koncentracich skrze nezndmy receptor fosforylovat ERK 1/2.
Pusobeni ligandi trvalo 10 minut. Signifikantni zména vi¢i kontrolnimu vzorku je vyznacena

kiizkem a hvézdic¢kou (Graf 4 a obr. 3).

Kontrola 01pM 1pM 10puM 100 M 10 uM +10 uM
CID-16020046

Obr. 3: Fosforylace ERK 1/2

Kontrola O01pM 1pM 10pM 100puM 10 M +10 pM

CID-16020046

Obr. 4: Nefosforylovana forma ERK 1/2

Fosforylace ERK 1/2 po 10 min. ptisobeni LPI
a pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2

Kontrola 0,1 uM 10 uM 100 uM 10 uM + 10 uM
CID-16020046

= Fosforylace ERK 1/2 = Pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2

Graf 4: Zména fosforylace ERK 1/2 po 10 min. piisobeni LPI a pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2
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Fosforylace ERK 1/2 po 10 min. ptisobeni Rimonabantu

Aplikace Rimonabantu vykazovala podobné vysledky jako s LPI. Nejvyssi mira
fosforylace byla detekovana také pti aplikaci 0,1 pM Rimonabantu. Kombinace 10 uM
Rimonabantu a 10 uM CID-16020046 indukovala fosforylaci intenzivnéji nez samotny
rimonabant v koncentraci 10 pM. Pasobeni ligandu trvalo 10 minut. Signifikantni zména vuci

kontrolnimu vzorku je vyznacena kiizkem a hvézdi¢kou (Graf 6 a obr. 5).

Kontrola 0,1 uMm lpyM  10pM 100 M 10 pM +10 pM
CID-16020046

Obr. 5: Zména fosforylace ERK 1/2 po 10 min. piisobeni Rimonabantu

Kontrola 0,1 uM lyM  10pM 100 pM 10 pM +10 pM
CID-16020046

Obr. 6: Nefosforylovana forma ERK 1/2

Fosforylace ERK 1/2 pol0 min. plisobeni
Rimonabantu
a pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2

+ o
+ o
+ o I i
+ {:} . =
+ 5 S
2 N 1 I
Kontrola 0,1 uM 1uM 10 uM 100 pM 10 uM + 10 puM

CID-16020046
Fosforylace ERK 1/2 Pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2

Graf 5: Zména fosforylace ERK 1/2 po 10 min. piisobeni Rimonabantu a pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2
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Fosforylace ERK 1/2 po 10 min. piisobeni O-1602

Selektivni agonista O-1602 vykazoval nejvyssi pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2 az
ve vysoké koncentraci 100 uM. Uroveti fosforylace v pfitomnosti 10 pM O-1602 byla téméf
shodnd s urovni fosforylace pti kombinaci 10 uM O-1602 a 10 uM CID-16020046. Nejvyssi
uroven fosforylace byla u kontrolniho vzorku. Pisobeni ligandt trvalo 10 minut. Signifikantni

zmé&na vuéi kontrolnimu vzorku je vyznacena kiizkem a hvézdickou (Graf 7 a obr. 6).

Kontrola 0,1 uM 1uyM  10pM 100 pM 10 pM +10 pM
CID-16020046

Obr. 6: Zména fosforylace ERK 1/2 po 10 min. piisobeni O-1602

Kontrola 0,1 uM 1uM 10 uM 1000 puM 10 pM +10 pM
CID-16020046

Obr. 7: Nefosforylovana forma ERK 1/2

Fosforylace ERK 1/2 po 10 min. plisobeni
0-1602
a pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2

o
I
T
= +
+ o I
I + ©
+ = g + ')
. ! T
Kontrola 0,1 uM 1uM 10 uM 100 uM 10 uM + 10 uM
CID-16020046
Fosforylace ERK 1/2 Pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2

Graf 6: Zména fosforylace ERK 1/2 po 10 min. pusobeni O-1602 a pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2
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Fosforylace ERK 1/2 po 10 min. piisobeni 2-AG

Vyssi intenzitu fosforylace nez u klidového stavu kontrolniho vzorku vykazoval 2-AG
az pti koncentraci 100 uM. Kombinace 10 uM 2-AG a 10 uM CID-16020046 ukazuje na
synergii obou ligandu pii fosforylaci ERK 1/2. Psobeni liganda trvalo 10 minut.

Signifikantni zména vici kontrolnimu vzorku je vyznacena kiizkem a hvézdi¢kou (Graf ¢. 8 a

obr. ¢. 8).
— —_— t
R e e —

Kontrola 0,1 uM l1uyM 10pM 100 puM 10 pM +10 pM
CID-16020046

Obr. 8: Zména fosforylace ERK 1/2 po 10 min. piisobeni 2-AG

Kontrola 0,1 uM lpyM  10pM 100 M 10 pM +10 uM
CID-16020046

Obr. 9: Nefosforylovana forma ERK 1/2

Fosforylace ERK 1/2 po 10 min. plisobeni

2-AG
a pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2
+
b o
y
- !
+ 7

+ ° + o -
T rr |

Kontrola 0,1 uM 1uM 10 uM 100 pM 10 uM + 10 uM

CID-16020046

Fosforylace ERK 1/2 Pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2

Graf 7: Zména fosforylace ERK 1/2 po 10 min. piisobeni 2-AG a pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2
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Fosforylace ERK 1/2 po 10 min. pitsobeni C1D-16020046

Samotny CID-16020046 do koncentrace 10 uM troven fosforylace snizoval. Ve
vysoké koncentraci 100 uM fosforylaci zvySoval. Lze to ptisuzovat neselektivni aktivaci
nezndmého receptoru. Tyto vysoké koncentrace mohou zptsobovat soucasnou inhibici
GPR55 a aktivaci neznameho receptoru Pasobeni ligandi trvalo 10 minut. Signifikantni

zmé&na vuéi kontrolnimu vzorku je vyznacena kiizkem a hvézdickou (Graf 9 a obr. 10).

—

Kontrola 0,1 uM 1uM 10 uM 100 uM

Obr. 10: Zmeéna fosforylace ERK % po 10 min. piisobeni CID-16020046

Kontrola 0,1 uM 1uM 10 uM 100 uM

Obr. 11: Nefosforylovana forma ERK 1/2

Fosforylace ERK 1/2 po 10 min. plisobeni
CID-16020046
a pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2
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Fosforylace ERK 1/2 Pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2

Graf 8: Zména fosforylace ERK 1/2 po 10 min. piisobeni CID-16020046 a pomér mezi p-ERK 1/2 a ERK 1/2
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Fosforylace Akt (PKB)
Fosforylace Akt po 10 min. piisobeni LPI|

Nepodarilo se detekovat fosforylaci proteinkinazy B (Akt) v zavislosti na fadove se
zvysujici koncentraci LPI. Nejvyssi aroven fosforylace byla detekovana v kontrolnim vzorku.
Pusobeni ligandi trvalo 10 minut. Signifikantni zména vici kontrolnimu vzorku je vyznacena

kiizkem a hvézdickou (Graf 10 a obr. 12).

Kontrola 0,1 uM 1uM 10 uM 100 uM 10 pM +10 pM
CID-16020046

Obr. 12: Fosforylace Akt

Kontrola 0,1 uMm 1uM 10 yM 100 uM 10 M +10 pM
CID-16020046

Obr. 13: Nefosforylovana forma Akt %2

Fosforylace Akt (PKB) po 10 min. plisobeni
LPI

a pomér mezi p-Akt a Akt
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Kontrola 0,1 uM 1uM 10 uM 100 uM 10 pM + 10 uM

CID-16020046

Fosforylace Akt Pomér mezi p-Akt a Akt

Graf 9: Zména fosforylace Akt po 10 min. piisobeni LPI a pomér mezi p-Akt a Akt

62



Fosforylace Akt po 10 min. piisobeni Rimonabantu

Nepodarilo se detekovat fosforylaci proteinkinazy B (Akt) v zavislosti na fadove se
zvysujici koncentraci Rimonabantu. Nejvyssi uroven fosforylace byla detekovana
Vv kontrolnim vzorku. Pisobeni ligandt trvalo 10 minut. Signifikantni zména vici

kontrolnimu vzorku je vyznac¢ena kiizkem a hvézdi¢kou (Graf 11 a obr. 14).

Kontrola 0,1 uM 1uM 10 uM 100 10 uM +10 uM
UM CID-16020046

Obr. 14: Fosforylace Akt
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UM CID-16020046

Obr. 15: Nefosforylovana forma Akt 1/2

Fosforylace Akt (PKB) po 10 min. plisobeni
Rimonabantu
a pomér mezi p-Akt a Akt
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CID-16020046

Fosforylace Akt Pomér mezi p-Akt a Akt

Graf 10: Fosforylace Akt po 10 min. piisobeni Rimonabantu a pomér mezi p-Akt a Akt
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Fosforylace Akt po 10 min. pusobeni O-1602

Nepodarilo se detekovat fosforylaci proteinkinazy B (Akt) v zavislosti na fadove se
zvySujici koncentraci O-1602. Nejvyssi uroven fosforylace byla detekovana v kontrolnim
vzorku. Pasobeni ligandu trvalo 10 minut. Signifikantni zména vici kontrolnimu vzorku je

vyznacena kiizkem a hvézdickou (Graf 12 a obr. 15).

Kontrola 0,1 uMm 1uM 10 yM 100 uM 10 uM +10 uM
CID-16020046

Obr. 15: Fosforylace Akt

Kontrola 0,1 uM 1uM 0puyM 100 puM 10 pM +10 uM
CID-16020046

Obr. 16: Nefosforylovana forma Akt %%

Fosforylace Akt po 10 min. pisobeni O-1602
a pomér mezi p-Akt a Akt

o
m, + . °
Kontrola 0,1 uM 1uM 10 uM 100 uMm 10 uM + 10 uM

CID-16020046

Fosforylace Akt = p-Akt/Akt

Graf 11: Fosforylace Akt po 10 min. piisobeni O-1602 a pomér mezi p-Akt a Akt
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Fosforylace Akt po 10 min. piisobeni 2-AG

Nepodarilo se detekovat fosforylaci proteinkinazy B (Akt) v zavislosti na fadove se
zvysujici koncentraci 2-AG. Doba fosforylace byla 10 minut. Nejvyssi troven fosforylace
byla detekovana v kontrolnim vzorku. Psobeni ligandi trvalo 10 minut. Signifikantni zména

vici kontrolnimu vzorku je vyznacena kiizkem a hvézdickou (Graf 13 a obr. 17).

D e e e —

Kontrola O,i uM 1uM 10 yM 100 pM 10 pM +10 uM
CID-16020046

Obr. 17: Fosforylace Akt

-

Kontrola 0,1 pM 1uM 10puM 100 pM 10 pM +10 pM
CID-16020046

Obr. 18: Nefosforylovana forma Akt %2

Fosforylace Akt (PKB) po 10 min. piisobeni
2-AG
a pomér mezi p-Akt a Akt

xe!

+ o 8

I + -
! I

Kontrola 0,1 uM 1uM 10 pM 100 pM 10 uM + 10 uM
CID-16020046

Fosforylace Akt Pomér mezi p-Akt a Akt

Graf 12: Fosforylace Akt po 10 min. piisobeni 2-AG a pomér mezi p-Akt a Akt
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Fosforylace Akt po 10 min. pusobeni CID-16020046

Nepodarilo se detekovat fosforylaci proteinkinazy B (Akt) v zavislosti na fadove se
zvySujici koncentraci CID-16020046. Nejvyssi uroven fosforylace byla detekovana
v kontrolnim vzorku. Pasobeni ligandi trvalo 10 minut. Signifikantni zména vici

kontrolnimu vzorku je vyznacena kiizkem a hvézdickou (Graf €. 14 a obr. €. 19).

Kontrola 0,1 uM 1uM  10puM 100 uM

Obr. 19: Fosforylace Akt

.
Kontrola ~ 01uM 1pM  10puM 100 pM

Obr. 20: Nefosforylovana forma Akt %2

Fosforylace Akt po 10 min. ptisobeni
CID-16020046
a pomér mezi p-Akt a Akt

+ o
.. +ﬂ T

Kontrola 0,1 uM 1uM 10 pM 100 pM

u Fosforylace Akt~ ® Pomér mezi p-Akt a Akt

Graf 13: Fosforylace Akt po 10 min. piisobeni CID-16020046 a pomér mezi p-Akt a Akt
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Aktivace RhoA

Aktivace RhoA probihala v zavislosti na zvySujici se koncentraci u vSech liganda
kromé 2-AG. Aktivace samotnym CID-16020046 nebyla métena. Aplikace 10 uM CID-
16020046 aktivaci RhoA snizovala. U vyiezu z fotografického filmu Ize u LP1 a Rimonabantu
pozorovat dva pruhy, které znaci aktivovany RhoA s navazanym GTP, jeden pruh oznacuje
kontrolni vzorek bez navazaného GTP. U vzorku s O-1602 jsou také dva pruhy nad sebou,
ptislusny film byl vsak pfili§ dlouho exponovan. Rozdilna situace je v ptipadé 2-AG, kdy dva

pruhy nelze pozorovat ani pii vysoké koncentraci 100 uM. Pasobeni ligandi trvalo 10 minut.

Signifikantni zména vici kontrolnimu vzorku je vyznacena kiizkem (Graf 14 a obr. 21-24).

Kontrola ~ 01puM 1p 10pM 100 uM 10 uM +10 pM
CID-16020046

Obr. 21: Aktivace RhoA po 10 min. piisobeni LPI

Kontrola 0,1pyM 1uM 10 uM 100 uM 10 uM +10 uM
CID-16020046

Obr. 22: Aktivace RhoA po 10 min. piisobeni Rimonabantu

Kontrola ~ 01puM 1p 10pM 100 puM 10 uM +10 pM
CID-16020046

Obr. 23: Aktivace RhoA po 10 min. piisobeni 0-1602

Kontrola ~ 0,1pM 1p 10pM  100pM 10 uM +10 pM
CID-16020046

Obr. 24: Aktivace RhoA po 10 min. piisobeni 2-AG



Aktivace RhoA po 10 min. ptisobeni ligandi

IS S t

Kontrola 0,1 uM 1uM 10 pM 100 uM 10 UM + 10 pM
CID-16020046

m Pl mRimonabant m0-1602 = 2-AG

Graf 14: Fosforylace Akt po 10 min. piisobeni CID-16020046 a pomér mezi p-Akt a Akt
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Exprese Bax a Bcl-xL
Zména exprese BAX po 24 h puisobeni ligandii (10 uM) nebo CoCl

Nejvyssi miru exprese proapoptotického proteinu BAX lze pozorovat po 24 hodinach
pusobeni 500 uM CoClz. Samotné ptsobeni 10 uM CID-16020046 expresi BAX snizovalo.

Plsobeni ligandi trvalo ligand a CoCl; trvalo 24 h. Signifikantni zména vici kontrolnimu

vzorku je vyznacena kiizkem (Graf 15 a obr. 25).

Kontrola CoCl, LPI Rimonabant 0-1602 2-AG CID-16020046

Obr. 25: Zména exprese BAX po 24 h piisobeni ligandii (10 uM) nebo CoCl, (500 uM)

Zména exprese BAX po 24 h ptsobeni ligandt (10 uM)
nebo CoCl, (500uM)

Illll;

Kontrola Chlorid Rimonabant 0-1602 2-AG CID-16020046
kobaltnaty

Koncentrace chloridu kobaltnatého je 500 uM a koncentrace ligandt je 10 pM.

Graf 15: Zména exprese BAX po 24 h piisobeni ligandii (10 uM) nebo CoCl, (500 uM)
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Zména exprese Bax po 24 h piisobeni CoCl> (500 UM) a ligandit (10uM)

Graf znazoriuje zménu exprese proteinu Bax po 24 h ptisobeni CoCl; a liganda.
Kombinace Rimonabantu, LPI, O-1602 s CID-16020046 v 10 uM koncentraci a CoCl2 v 500

UM koncentraci vyrazné snizovala expresi BAX az na troven kontrolniho vzorku. Plisobeni

ligandti a CoCl; trvalo 10 minut. Signifikantni zména vici kontrolnimu vzorku je vyznacena
ktizkem (Graf 16 a obr. 26).

K CoCl, LPI + LPI + RIM + RIM + 0-1602 0-1602 2-AG + 2-AG + CID +
CoCl, CoCl, + CoCl1, CoCl;+ +CoCl, +CoCl, CoC1, CoC1;, + CoCl,
CID CID +CID CID

Obr. 26: Exprese BAX po 24 h piisobeni CoCl, (500 uM) a ligandii (10 uM)

Zmeéna exprese Bax po 24 h ptsobeni CoCl2 (500 puM)

a ligandu (10uM)
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Graf. 16: Exprese BAX po 24 h piisobeni CoCly (500 uM) a ligandii (10 uM)
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Zména exprese Bcl-xL po 24 pusobeni ligandit (10 uM) nebo CoCl» (500 uM)
Mira exprese antiapoptotickeho proteinu Bcl-xL se vyrazné&ji neméni pii pusobeni

samotnych ligandi ani pti kombinacich ligand s CoCly, Pisobeni ligandii a CoCl; trvalo

24 h. Signifikantni zména vi¢i kontrolnimu vzorku je vyznacena kiizkem (Graf 17 a obr. 27).

Kontrola CoCl, LPI Rimonabant 0-1602 2-AG CID-16020046

Obr. 27: Exprese Bcl-xL po 24 h piisobeni ligandii nebo chloridu kobaltnatého

Zmeéna exprese Bcl-xL po 24 h ptisobeni ligandt (10 pM)
nebo chloridu kobaltnatého (500 uM)

I I |
I I

Kontrola Chlorid Rimonabant 0-1602 2-AG CID-16020046
kobaltnaty

Koncentrace chloridu kobaltnatého je 500 uM a koncentrace ligandi je 10 pM

Graf 17: Zména exprese Bcl-xL po 24 h piisobeni ligandii (10 uM) nebo chloridu kobaltnatého (500 uM).
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Zména exprese Bcl-xL po 24 h pitsobeni ligandii (10 uM) a CoCl>

Graf 18 znazornuje rozdily v expresi antiapoptotického proteinu Bcl-xL po 24 h
pusobeni CoCl2 (500 uM) a ligandii. Zména exprese je oproti apoptotickému proteinu Bax
méné vyrazna. Pisobeni ligandi a CoCly trvalo 24 h. Signifikantni zména vi¢i kontrolnimu

vzorku je vyznacena kiizkem (Graf 18 a obr. 28).

K CoCl, LPI + LPI + RIM + RIM + 0-1602 0-1602 2-AG + 2-AG + CID +
CoCl, CoCl, + CoC1, CoCl;+ +CoCl, +CoCl, CoC1, CoC1; + CoCl,
CID CID +CID CID

Obr. 28: Exprese Bcl-xL po 24 h piisobeni CoCl, (500 uM) a ligandii (10 uM)

Zména exprese Bel-xL po 24 h ptisobeni CoCl, (500 uM)
a ligandt (10 uM )

o4

Graf 18: Exprese Bcl-xL po 24 h piisobeni CoCl, (500 uM) a ligandui (10 uM)
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Graf 19 vyjadiuje relativni pomér mezi expresi proteintt Bel-xL a Bax po 24 h
pusobeni CoClz (500 uM) a ligandu (10 uM). Nejnizsi pomér byl stanoven u vzorki se
samotnym CoCl; a v kombinacich LPI + CoClz, 0-1602 + CoCl;, 2-AG + CoCl; a 2-AG +
CoCl; + CID-16020046. Pasobeni ligandii a CoCI2 trvalo 24 h. Signifikantni zména vici

kontrolnimu vzorku je vyznacena kiizkem (Graf 19).
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Graf 19: Pomér mezi Bel-XL a Bax po 24 h piisobeni CoCl, (500 uM) a ligandii (10 uM)
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Detekce ROS pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

Obr. 29: Kontrolni vzorek bun¢k PC12. Jadra jsou obarvena 20 uM dihydrofluorescinem 30 minut pied

pozorovanim

Obr. 30: PC12 buriky po 24 h inkubace s 500 uM CoCl,. J&dra jsou obarvena 20 uM dihydrofluorescinem 30

Minut prred pozorovanim
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Detekce ROS pomoci fluorescenéni mikroskopie ukazala, Ze po 24 h inkubace
s 500 uM CoCl; nastava disperze bunék a oproti kontrolnimu vzorku nelze pozorovat typické
shluky bunék. Intenzita fluorescenc¢niho zareni dihydrofluoresceinu nebyla vztazena na
intenzitu fluorescen¢niho zafeni barvy DAPI. Proudukce ROS nebyla kvantifikovana a

obrdzky plni pouze ilustraéni funkci (Obr. 30).

Diskuze

Cilem préce bylo objasnit klasifikaci ligandt receptoru GPR55 a zjistit, zda jeho
aktivaci dochazi k cytoprotektivnim G¢inktim v buné¢né linii PC12, u které byly hypoxické
podminky simulovany ptisobenim CoCl,. Kolorimetrickou analyzou bylo zméteno, Ze po 24 h
pusobeni 500 uM CoCl> dochazi ke zvysené karbonylaci proteinti. CoClz (500 pM) mimikuje
hypoxické podminky tim, ze stabilizuje HIF-a, zvySuje transkripci nékterych jako p53, p21 a
PCNA aindukuje produkci ROS, které v dusledku poskozuji nukleové kyseliny, membranové
lipidy a karbonyluji proteiny (Guillemin et al., 1997; Chandel et al., 1999; Guillemin et al.,
1997). Zvysena intenzita fluorescence dihydrofluorescinu v zavislosti na aplikaci CoCl;
nebyla v této diplomove préci kvantifikovana. Aplikace CoCl, produkci ROS v PC12
burikach zvysuje, jak ukazala prace laboratofe Zoua. V zavislosti na zvysujici se koncentraci
CoCly, dochézelo k oxidaci redoxni sondy dihydrodichlorofluorosceinu, jejiz oxidace je
zpusobena produkci ROS. Aplikace N-acetyl-cysteinu (10 mM) nebo dithiotreitolu (2mM)
signifikantné snizovala produkci ROS pii souc¢asném pusobeni CoClz. Aplikace aktinomycinu
D (0,05 ug - ml 1) a cykloheximidu (0,1 ug - ml 1) inhibovala apoptozu, ale nevykazovala
zadny efekt na produkci ROS (Zou et al., 2001).

Zvy$ena uroven nami naméfené karbonylace u vzorki s Rimonabantem a CID-
16020046 a s 2-AG a CID-16020046 muze byt zptisobena chybou ve zméfené koncentraci
fedéni vzorki na stejnou koncentraci proteint pfidaval nejvetsi objem vzorku v poméru
k H20. Pokud by ve skute¢nosti byla koncentrace vyssi, vysvétlovalo by to zvySenou
absorbanci a tedy vyssi naméfené hodnoty koncentrace karbonylovanych proteind.
Problémem mohla byt také riizna mira denaturace precipitovanych proteinti. Denaturace
proteind v 6M roztoku guanidinu probihala ve 37 ° C po dobu 15-45 minut. Nerozpusténé
zbytky byly centrifugovany a do mikrotitra¢ni desticky byl pipetovan jen supernatant. Mira
denaturace u jednotlivych vzorku tedy ovliviiovala koncentraci proteind v supernatantu a
tudiZ 1 hodnotu absorbance. Kolorimetrickou analyzou peroxidace lipidil se nepodafilo zméfit
absorbanci u vzorkt v kombinacich ligandu s CoCl, a CID-16020046, tudiz nebylo zjisténo,
zda by kombinace Rimonabantu, CoCl» a CID-16020046 a kombinace 2-AG, CoCl, a CID-
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16020046 zptsobovala také peroxidaci lipidi. Cytoprotektivni Géinek 2-AG byl popsan u
mysich makrofagt, kde v zavislosti na zvysujici se davce snizoval expresi TNF-a a snizoval
produkci ROS (Gallily et al., 2000), coz ukazuje na rozpor s naméfenymi vysledky v této
diplomové préci, kde naopak aplikace 2-AG karbonylaci proteint zesiluje. Rozdil mtize byt
déan pouzitim rozdilnych bunéénych linii nebo chybnym zmétfenim proteint. Naproti tomu u
Rimonabantu byly popséany jeho proapoptotické ucinky, kdy u leukemickych bunéénych linii
aplikace Rimonabantu indukovala $tépeni kaspaz, depolarizaci mitochondrialni membrany a
fragmentaci DNA. Produkce ROS nebyla métena. Je ale mozné, Ze ma Rimonabant spolu
s CoClz synergicky tc¢inek na produkci ROS (Gallotta et al., 2010).

Pii studiu signalizace GPR55 jsme se zabyvali také detekci fosforylované formy ERK
1/2 a Akt (PKB) a aktivaci GTPazy RhoA. Nepodafilo se prokazat, ze pii zvySujici se
koncentraci ligandu dochdzi k intenzivngjsi fosforylaci. Fosforylace probihala 10 minut pti
teploté 37 © C. LPI byl popsan jako agonista GPR55 receptoru u bunck HEK293
exprimujicich tento receptor. LPI v koncentraci 1 uM rychle navozoval fosforylaci ERK 1/2,
pricemz nejvyssi intenzita fosforylace byla detekovana po péti minutach. Po této dobé
intenzita fosforylace slabla. Hodnota EC50 byla zméfena jako 200 nM (S. Oka et al., 2007).

Fosforylace ERK 1/2 pisobenim LPI byla popsana i u bunééné linie PC12. Pti
konstantni koncentraci LPI 20 uM byla pomoci imunoblotu detekovana zvySujici se intenzita
fosforylace v rozsahu 0-15 minut. Pti konstantni dobé fosforylace 5 minut byla také
detekovana zvysujici se intenzita fosforylace, a to v rozsahu 0-30 uM (Obara et al., 2011).
Tyto vysledky se neshoduji s vysledky naméfenymi v této diplomové praci, kdy byla nejvyssi
uroven fosforylace detekovana po 10 minutach v koncentraci LP1 0,1 uM a zvyseni
koncentrace LPI intenzitu fosforylace nezvySovalo. Rimonabant byl v souvislosti s fosforylaci
ERK 1/2 popsan jako antagonista GPR55 u bunééné linie HEK293 (Lauckner et al., 2008).
Jina prace doklada, ze triciem znaceny Rimonabant se vazal na membrany z bunék HEK293
transfekovanych genem pro GPR55 (Ryberg et al., 2007). Namétené vysledky v této
diplomové praci ukazuji, ze nejvyssi intenzita fosforylace nastava po aplikaci Rimonabantu
v koncentraci 0,1 uM. Synteticky kanabinoid O-1602 byl po vazebnych studiich
s membranami z bun¢k HEK293 transfekovanych genem pro GPR55 popsan jako agonista.
Fosforylace ERK 1/2 nebyla detekovana pti koncentraci 10 pM O-1602 (S. Oka et al., 2009).
Vysledky v této diplomoveé praci ukazuji, ze aplikace O-1602 intenzitu fosforylace nezvysuje,
ale oproti kontrolnimu vzorku ji snizuje. Vazebnymi studiem s membranami z bunék HEK293
transfekovanych genem pro GPR55 bylo demonstrovano, ze 2-AG ma vysokou vazebnou
afinitu k GPR55 (Ryberg et al., 2007), ale fosforylace ERK 1/2 nebyla u téchto bunék po
aplikaci 2-AG detekovana (S. Oka et al., 2007; S. Oka et al., 2009). Inverzni agonista GPR55
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CID-16020046 v bunkach HEK293 exprimujicich GPRS5S5 receptor inhiboval fosforylaci ERK
1/2 indukovanou pisobenim LPI. 2,5 uM koncentrace LPI navozovala fosforylaci po 25
minutach a aplikace 2,5 uM koncentrace CID-16020046 tuto fosforylaci inhibovala (Kargl et
al., 2013). Vysledky naméiené v této diplomové praci ukazuji, ze koncentrace 100 uM CID-
16020046 navozuje fosforylaci ERK 1/2 sama o sob¢. O fosforylaci ERK 1/2 ptisobenim
samotného CID-16020046 neni v souc¢asné dobé v literatufe znamo. Je mozné, ze se CID-
16020046 ve vysokych koncentracich vaze na dosud neidentifikovany receptor.

Fosforylace proteinkindzy Akt byla po ptisobeni LPI popsana v hddorovych
bunéénych liniich OVCAR3, PC-3 a DU-145. Utlum exprese GPR55 receptoru pomoci
siRNA fosforylaci Akt vyznamn¢ snizoval. Pasobeni Rimonabantu naopak fosforylaci Akt
Vv téchto buné¢nych liniich inhibovalo (Pineiro et al., 2011). O vlivu samotnych liganda O-
1602 a 2-AG na aktivaci Akt skrze receptor GPR55 neni dosud zndmo. V této diplomove
praci se u zadného ligandu nepodatilo prokazat, ze by v zavislosti na zvysujici se koncentraci
dochazelo k fosforylaci Akt. Nejvyssi uroven fosforylace byla u kontrolniho vzorku.

Aktivace RhoA byla demonstrovana v praci Henstridge u bénéné linie HEK293
stabiln¢ exprimujici receptor GPRSS5. LPI aktivoval skrze receptor GPR55 GTPazu RhoA a
tato aktivace byla zavisla na Gaiz podjednotce (Henstridge et al., 2009). Aktivace RhoA po
pasobeni LPI byl prokazana i u buné¢né linie PC12, ve které bylo demonstrovano stazeni
neuritll po pusobeni LPI, pfic¢emz signalizace GPR55 byla zavisla na aktivaci RhoA (Obara et
al., 2011). U Rimonabantu dosud nebyl popsan jeho vliv na aktivaci RhoA skrze GPR55.
Ligand O-1602 aktivoval RhoA v bunééné linii HEK293 stabilné exprimujici receptor GPR55
a byl identifikovan jako potentni agonista GPR55 (Ryberg et al., 2007). 2-AG byl popsan v
praci Ryberga jako agonista GPR55, ale aktivace RhoA skrze GPR55 dosud nebyla
demonstrovana (Ryberg et al., 2007). V této diplomové praci byla pomoci metody
imunoblotingu detekovana aktivace u vSech ligand kromé 2-AG a CID-16020046. Aplikace
10 uM koncentrace CID-16020046 spolu s 10 uM koncentraci ligandu nesnizovala aktivaci
RhoA na uroven klidového stavu u kontrolniho vzorku.

V praci z laboratotfe Zoua bylo u bunééné linie PC12 demonstrovano jednak ptsobeni
CoCl; pii koncentraci 500 uM po dobu 0-60 h a také ptsobeni CoCl, po dobu 36 hodin
v koncentracich v rozsahu 0-1000 uM. Pomoci imunoblotu byla demonstrovana snizena
exprese antiapoptotického proteinu Bcl-xL po 48 hodinach ptisobeni CoClz v koncentraci
500 uM. Za stejnych podminek nebyla detekovana zména v expresi apoptotického proteinu
Bax (Zou et al., 2001). V této diplomové praci nebyla zména exprese téchto proteinti po 48
hodinach méfena. Zména exprese byla naopak detekovana jen po 24 h pisobeni 500 pM

CoCl> pouze u proteinu Bax. Snizena exprese Bax po aplikaci CID-16020046 muiZe souviset
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se snizenou Urovni fosforylace Akt. V ptipadech kdy, byla aplikovand kombinace 10 pM
CID-16020046 a 10 uM LPI, Rimonabantu nebo O-1602, doslo ke sniZeni exprese Bax a
Akt. Fosforylace Akt navozuje fosforylaci proteinu Bad, ktery tak nemize inhibovat protein
Bcl-xL. Bcl-xL se tak mize vazat na BAX a inhibovat ho, coz by mohlo indukovat jeho
expresi, aby byla hladina neinhibovaného BAX vyrovnana. Pokud je Groven fosforylace Akt
sniZzena, je vétsi mnozstvi Bax neinhibovaného, a tudiz buiika nepotiebuje zvySovat jeho
expresi.

Interpretace této préce je ponc¢kud problematicka. Inverzni agonista CID-16020046
sice inhibuje efekty zptisobené GPRSS5, uz ale nelze vyloucit moznost, ze samotny CID-
16020046 neovliviiuje jiné receptory. Proto jsou i vysledky v podstaté smésici efekti
zprostifedkovanych riiznymi receptory. Problémem také je, Ze bunécna linie PC12 byla
pestovana jako suspenzni, Cili pfi experimentech obsahovala zastoupeni apoptotickych bunék,
které mohly zkreslovat vysledky méfeni. K lep§imu objasnéni funkce GPR55 by mohlo
napomoci vyuziti interferujici siRNA proti tomuto receptoru. Pokud by byla exprese GPR55

pouzitim siRNA snizena, byla by tloha jednotlivych ligandi 1épe definovana.

Zaver

Situace kolem farmakologie GPR55 je stale pomérné zahadna, nebot’ vysledky
riznych praci o farmakologii GPRS5 jsou ¢asto v protikladu. Vysledky této diplomové prace
jednoznacné neobjasnily vztah mezi pouzitymi ligandy a receptorem GPRS5S5, ale vysledky
imunoblotingu ukazaly sniZzenou expresi apoptotického proteinu Bax predevs§im po aplikaci
inverzniho agonisty GPR55 CID-16020046, coz naznacuje moznou roli v apoptéze.
V budoucnu bude potieba identifikovat a syntetizovat nové vysoce selektivni agonisty a
antagonisty GPRS55 a peclivé prostudovat vyznam koaktivace kanabinoidnich receptori CBy,
CB:2 a GPR55 endokanabinoidy. Jasnéjsi situaci ohledné vztahu mezi endokanabinoidy a
GPRS55 by ptinesly rozsahlejsi studie na riznych buné¢nych kulturach s pfirozenou expresi
GPR55 a na transfektovanych kulturach s naslednym vyuzitim SiRNA proti mRNA GPRS55.
Vypnuti genu by pomohlo odhalit roli GPR55 a jeho potencialnich ligandd v bunééné
signalizaci. Pouziti primarnich protilatek proti GPR55 spolu s fluorescen¢nimi sekundarnimi
protilatkami by umoZznilo pozorovat distribuci receptoru v rdmcei axont a té€la bunék
neuronalnich linii po aplikaci NGF nebo jinych ligandl, coZ by mohlo pomoct objasnit roli
GPR55 v neurofyziologii. Kvantitativni RT-PCR a proteomicka analyza by mohla posoudit
diferencialni expresi riznych gent a proteinti v zavislosti na dlouhodobé aplikaci agonisti

nebo antagonisti GPR55. Dalsi prace s GPR557 my$mi by mohla objasnit komplexni roli
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GPRSS5 ve fyziologii Zivocichl a vytvofit tak ptileZitost pro potencialni terapeuticka agens
proti nemocem.
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