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ABSTRAKT

Adenosin hraje kritickou roli v srdecni signalizaci, kde ovliviiuje srdecni tep,
kontraktilitu nebo krevni obéh. Doposud jsou znamy 4 podtypy adenosinovych
receptorll, které se vyskytuji témér ve vSech tkanich a burikach lidského téla: A;, A,
A, a As. Jednad se o receptory sprazené s G proteiny, které po aktivaci primarné
ovliviuji aktivitu adenylylcyklazy a tvorbu druhého posla cAMP. Cilem této diplomové
prace byla charakterizace adenosinovych receptorli v myokardu potkana, studium
jejich distribuce, vazebnych vlastnosti a signalizace. Pomoci metod elektroforézy a
Western blottingu byl studovdan moZny rozdil v expresi jednotlivych receptorovych
podtypll vlevé a pravé komore. PouZitim téchto metod bylo méfeno mnoistvi
adenosinovych receptord ve frakci lipidovych raftd versus solubilni frakci izolované
pomoci Tritonu X-100. Vysledky nepotvrdily odliSnou distribuci receptord v pravé a
levé komore a stejné tak nebyl pozorovan prednostni vyskyt adenosinovych receptort
v lipidovych raftech. Vazebné vlastnosti receptortd byly méreny v saturacnich studiich
za pouziti radioaktivné znaceného selektivniho antagonisty A; receptoru [H*]DPCPX.
Koncentrace A; receptoru se mezi obéma frakcemi signifikantné nelisSila, obecné byla
nizka, a toto pozorovani se shoduje svysledky Western blottingu. Nakonec byla
stanovena aktivita adenylylcykldzy s pouzitim radioaktivné znateného [a->’P]ATP.
Adenylylcykldza byla stimulovana forskolinem, isoprenalinem a CGS-21680 (agonista
A, receptoru) a inhibovana pomoci CPA (agonista A; receptoru). Vyraznd stimulace
byla pozorovana u forskolinu, avSak u isoprenalinu a CGS byla stimulace prakticky
zanedbatelna. Stejné tak inhibice CPA nevykazovala signifikantni sniZzeni tvorby cAMP.
Studium adenosinovych receptor( na srdci mlze byt problematické kvli jejich nizké
koncentraci, avSak vzhledem k rozSifenému vyskytu adenosinu a jeho funkcim ve
fyziologickych i patologickych stavech bunék je znalost jejich exprese a signalizace

zakladem pro vyvoj novych ucinnych léciv.

Klicova slova: adenosin, G protein, receptor, adenylylcyklaza, srdce



ABSTRACT

Adenosine plays a critical role in the heart signalling while affecting heart rate,
contractility or coronary flow. Nowadays, four adenosine receptor subtypes are
distinguished which are present in most of tissues and cells: A;, Ays, A and As. All
these receptors belong to the family of G protein-coupled receptors. Upon activation,
their main target is an enzyme adenylyl cyclase which produces an important second
messenger cAMP. The main goal of this thesis was characterization of adenosine
receptors in the rat myocardium, assessment of their distribution, binding properties
and signalling. We examined a possible disparity in receptors distribution between the
left and right ventricles using SDS-PAGE electrophoresis and Western blotting. The
same methods have been used in studies of adenosine receptor distribution in lipid
rafts. Samples of lipid rafts and soluble fraction were prepared using a nonionic
detergent Triton X-100. We did not find any evidence of different distribution between
the left and right ventricles and our results did not confirm compartmentation of the
receptors either. For determination of binding properties of the receptors we used
radioligand binding assays with the A; selective radioligand [H*]DPCPX. We did not
observe any significant difference between the receptor number in the ventricles. We
observed that the amount of adenosine receptors in the heart is very low, which was a
consistent result in all of our experiments. Our last experiment aimed to determine
the activity of adenylyl cyclase by using radioactively labeled [a->?P]. Adenylyl cyclase
was stimulated by forskolin, isoprenaline and CGS-21680 (A, receptor agonist) and
inhibited by CPA (A; receptor agonist). A significant stimulation was observed in
forskolin stimulated enzyme, but there was only negligible stimulation induced by
isoprenalin and CGS. The activity of adenylyl cyclase was not decreased by CPA as well.
Because of the low number of adenosine receptors in the heart, these studies are
rather challenging. However, due to widespread distribution and function of adenosine
in physiological as well as pathological states of the cells, the understanding of
expression of adenosine receptors and their signalling is important for the

development of new drugs.

Key words: adenosine, G protein, receptor, adenylyl cyclase, heart
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SEZNAM ZKRATEK

5-AMP 5‘-adenosinmonofosfat
[H*]DPCPX [H*]dipropylcyklopentylxantin
AC adenylylcyklaza

ADP adenosindifosfat

AKAP A-kindza vazebné proteiny
Akt proteinkindza B

AMP adenosinmonofosfat

APS peroxodisiran amonny

ATP adenosintrifosfat

BCA kyselina bicinchoninova

Brmax maximalni vazebna kapacita
BSA hovézi sérovy albumin

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat
CD71 transferinovy receptor

CD73 ekto-5‘-nukleotidaza

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat
CGS 2-[p-(2-carboxyethyl)-phenethylamino]-5'-N-

ethylkarboxamidoadenosin

CNTs koncentraéni nukleosidové transportéry

CPA 2‘-deoxycitidin-2’deoxyadenosin-3‘,5'-
monofosfat

CREB cAMP response element-binding protein

DTT dithiothreitol

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

eNOS endotelialni syntdza oxidu dusnatého

ENTs rovnovazné nukleosidové transportéry

EPAC vymeénny protein aktivovany cAMP

ERK kindzy regulované extraceluldrnimi signaly



GABA
GPCRs
GPI kotva
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IMP
IUPHAR
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NECAB
NF-kB
PAGE
PKA
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SDS
S.E.M.
TBS
TEMED
Tris
Tween 20

USP4

kyselina gama-aminomadselnd
receptory spfazené s G proteiny
glykosylfosfatidylinositolova kotva
kinazy receptor(l spfazenych s G proteiny
inosinmonofosfat

Mezindrodni sdruZeni pro zakladni a
aplikovanou farmakologii

disocia¢ni konstanta

kilodalton

leva komora

mitogenem aktivované proteinkindzy
neuronalni kalcium-vazebny protein
jaderny faktor kB

polyakrylamidova gelova elektroforéza
cAMP dependentni proteinkindza A
proteinkindza C

otacky za minutu
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uvoD

Adenosin je purinovy nukleosid, ktery je prekurzorem a zaroveri metabolitem
adeninovych nukleotid(. ProtoZe vSechny bunky vyuZivaji volnou energii uvolnénou pfi
katabolismu ATP, jsou tak potencidlnim zdrojem adenosinu. Mnoho bunék, které
vytvafi adenosin, maji na svych membranach adenosinové receptory. Castym
dlisledkem aktivace adenosinovych receptorl je snizeni celkové bunécné prace a
spotfeby kysliku. Produkce adenosinu tak signalizuje nerovnovahu mezi potiebou
kysliku a jeho dodavkou a iniciuje odpovédi, které rovnovahu obnovuji (vazodilatace,
potlaceni procest spotrebovavajicich ATP). Podstatou studia adenosinové biologie je
pravé regulace bunécného energetického metabolismu na principu negativniho

feedbacku adenosinu (Shryock & Belardinelli, 1997).

Adenosin zprostifedkovava své fyziologické funkce interakci se ¢tyfmi podtypy
adenosinovych receptorl: A;, Aya, Azs, As. VSechny se fadi mezi GPCRs, receptory
sprazené s G proteiny. Diky svému rozsiteni prakticky ve vSech tkanich téla ovliviuji
tyto receptory ftadu fyziologickych procesi a patologii zahrnujici neurologicka,
kardiovaskularni a zanétliva onemocnéni a také zhoubné bujeni. Adenosinové
receptory se mohou rozdélovat na stimulacni a inhibi¢ni, podle druhu G proteinu,
se kterym interaguji. A; a A; receptor jsou sprazeny s G; proteiny, jejichz aktivovana a-
podjednotka inhibuje aktivitu adenylylcyklazy a tvorbu cAMP. A5 a Ayg receptor jsou

vazany s G, proteiny a aktivitu adenylylcyklazy stimuluji (Trincavelli et al., 2010).

Kompartmentalizace bunécnych membran je jednim z mechanism( regulace
bunécné signalizace. Membrdnové mikrodomény (lipidové rafty) jsou rigidnéjsi casti
membrany, které se vyznacuji vy$sim obsahem cholesterolu, GPI-kotvenych protein( a
sfingolipidl. Specializované typy raftll se oznacuji jako kaveoly, protoZe obsahuiji
strukturdlni protein kaveolin, ktery na membrdané tvori 50 — 100 nm velké invaginace.
Membranové mikrodomény ziejmé hraji také dulezZitou roli v adenosinové signalizaci.
Vsechny podtypy adenosinovych receptor(i obsahuji kaveolin-vazebny motiv a navic
byla prokazana prednostni lokalizace enzym( a dalsSich ¢asti adenosinové signaliza¢ni

drahy pravé v raftech (Lasley, 2011).
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Cilem této diplomové prace je charakterizovat rozlozeni, vazebné vlastnosti
adenosinovych receptorl a jejich vliv na signalizaci adenylylcykldzy v myokardu
potkana. Vzhledem ke vlivu adenosinu na mnoiZstvi bunécnych proces(, je srde¢ni
adenosinova signalizace v popredi zajmu pfi studiu terapeutickych moznosti mnoha

kardiovaskularnich chorob.
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LITERARNi PREHLED

Produkce adenosinu

Adenosin je tvofen intra i extracelularné. Intraceluldrné je produkovan ze svého
pfimého prekurzoru 5‘-adenosinmonofosfatu (5-AMP) enzymem 5‘-nukleotiddzou.
Takto vytvoreny adenosin mulze podstoupit nékolik odliSnych metabolickych di
syntetickych drah. Jednou zmoZnosti je prfeména na inosin a hypoxanthin
prostiednictvim enzymu adenosin deaminazy a na kyselinu mocovou xanthin oxidazou
(obr. 1). Adenosin mlZe byt také preménén zpét na 5-AMP v reakci katalyzované

adenosin kindzou a ndasledné vytvorit ADP a ATP.

Extraceluldrni 5-“AMP je tvoreno degradaci ATP enzymem ekto-nukleotidazou

nebo degradaci cAMP enzymem ekto-cAMP-fosfodiesterazou (Sheth et al., 2014).
ATP

ADP + ADP —— ATP + AMP
1

AMP —21- IMP

3 3
|

Adenosine —— Inosine —= Hypoxanthine —=— Xanthine — Uric acid
4 5 [ [

Obr. 1: Metabolismus adenosinu. [1] adenylylkindza; [2] AMP deamindza; [3] 5*-nukleotiddza;
[4] adenosin deamindza; [5] nukleosid fosforyldza; [6] xanthin oxidoreduktdza (Shryock &

Belardinelli, 1997).

Adenosinova signalizace je vyznamna béhem oxidaéniho stresu. ZvySend
signalizace pres adenosinové receptory je zplUsobena predevsim kumulaci adenosinu
v extraceluldrnim prostfedi. Za normalnich podminek je katabolismus i anabolismus

ATP v rovnovaze. Burka si udrzuje cytosolickou koncentraci ATP v rozmezi 5—10 mM a
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koncentraci ADP v rozmezi 40 — 60 pM. Nejnizsi je koncentrace AMP a samotného
adenosinu (0,01 — 0,1 uM). Béhem hypoxie nedochazi dostatecné k oxidativni
fosforylaci ADP a obnové ATP zasob. Intracelularné se zvySuje koncentrace ADP, coz
vede k aktivaci adenylylkindzy. Tento enzym katalyzuje pfeménu dvou molekul ADP na
ATP a AMP. AMP je ihned hydrolyzovdano na adenosin a zvySujici se intracelularni
koncentrace umoZni prechod adenosinu do extraceluldrniho prostoru pres

nukleosidové transportéry.

Transportéry

Uvoliovani adenosinu do extraceluldrniho prostredi je regulovano specifickymi
transportéry. Jsou znamy 2 rodiny adenosinovych transportér(: CNTs (koncentraéni
nukleosidové transportéry), které zprostfedkovavaji aktivni transport dovnitf bunék a
ENTs (rovnovainé nukleosidové transportéry) prenasejici adenosin obousmérné na

principu usnadnéné difuze (Kong et al., 2004).

Inhibitory téchto transportérll zpUsobuji zvySené extraceluldarni hladiny
adenosinu a zkouma se proto jejich terapeutické vyuziti vIécébé nékterych

kardiovaskularnich poruch.

Struktura GPCRs

Adenosinové receptory, zastupci rodiny receptorl sprazenych s G proteiny
(GPCRs), se obecné déli na 4 podtypy — A;, Asa, A a As. VSechny podtypy maji
podobnou strukturu, typickou pro GPCRs, tedy 7 transmembrdanovych helix(i spojenych
tfremi extracelularnimi a 3 intracelularnimi smyckami. Intraceluldrni domény obsahuji
mista pro posttranslacni modifikace. Receptory mezi sebou vykazuji pomérné vysokou
sekvencéni homologii (A; a Az receptory jsou homologni z49%, A,a a Ay z 59%),

vyznamnéji se od sebe liSi svym C-koncem. A, receptor se vyznacuje neobvykle
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dlouhym C-koncem tvofenym 122 aminokyselinami, zbylé tfi receptorové podtypy maji
na C-konci ¢etna palmitoyla¢ni mista, kterd mohou potencialné slouZit k jejich regulaci

(Headrick et al., 2013).

Nejpodrobnéji byla struktura prozkoumana na A,a receptoru po vytvoreni jeho
krystalografického modelu. GPCRs se vyskytuji vruznych termodynamickych
konformacich, coz je diivodem jejich strukturdlni flexibility. Pfi extrakci detergentem
z lipidickych membran jsou termdlné nestabilni a to je problém pfi snaze o jejich
krystalizaci. Aby se tato nestabilita eliminovala, bylo pfi tvorbé krystalografického
modelu A,x receptoru vyuZito T4L fuzni strategie. Principem je nahrada casti treti
intracelularni smycky lysozymem z T4 bakteriofaga a odstranéni karboxylového konce.
Zvysi se tak pravdépodobnost stabilnéjsi krystalizace, ze zfejmého hlediska je vsak
v tomto modelu nemoZné prozkoumat kompletni strukturu receptoru véetné jeho C-

konce (Jaakola et al., 2008).

GPCRs se podle smérnic IUPHAR (Mezinarodni sdruzeni pro zakladni a
aplikovanou farmakologii) fadi do 4 hlavnich rodin: tfida A rhodopsin-like, tfida B
secretin-like, tfida C metabotropni glutamatové/feromony, frizzled receptory.
Adenosinové receptory spadaji do tfidy A rhodopsin-like. Struktura GPCRs se da
jednoduse rozdélit do tri ¢asti — extraceluldrni oblast zahrnujici N-konec a 3
extraceluldrni smycky, transmembranova oblast tvofena sedmi a-helixy (TM1 — TM7) a
intracelularni oblast tvorena 3 intraceluldarnimi smyckami, amfipatickym helixem (H8) a
C-koncem. Extracelularni ¢ast moduluje pfistup ligandu, transmembranovy usek tvori
strukturalni core, zprostfedkovava vazbu ligandu a zajistuje transdukci signalu
intracelularnim doménam pomoci konformaénich zmén. Intraceluldrni oblast pak tvofri

kontakt s cytosolickymi signalnimi proteiny (Venkatakrishnan et al., 2013).

Podle sekvencni analyzy jsou velké rozdily v délce a strukture N-konce a
extracelularnich smycek jednotlivych GPCRs. Receptory tfidy A vykazuji dva odlisné
typy extracelularnich oblasti. Jedny pohlcuji ligand-vazebné misto, ty druhé nechavaji
misto pristupné molekuldam vody. Rhodopsin se rfadi mezi prvni skupinu receptort, Aja
receptor spada do druhé. Pfedpokladem pfistupnosti nebo naopak branéni vazebného
mista je typ ligandl, které receptory vazi. Hydrofdébni ligandy mohou vstoupit do
receptoru z lipidické dvojvrstvy, N-konec a druhd extracelularni smycka receptoru

14



proto svou sekundarni strukturou uzaviraji vazebné misto. Receptory vazajici ve vodé
solubilni ligandy, mezi které se fadi i receptory adenosinové, vazebné misto vystavuji
do prostfedi. Sekundarni struktura druhé extracelularni smycky tvorena a-helixy
(adenosinové receptory) nebo B-listy i u téchto receptor( ¢aste¢né prekryva vazebnou
oblast a mohlo by se tak jednat o jeden z prvnich krok(l rozpoznavani ligandu a

selektivity receptoru (Venkatakrishnan et al., 2013).

G proteiny

Heterotrimerické G proteiny se skladaji z Ga podjednotky vazajici guaninové
nukleotidy a GBy podjednotky. Tyto regulacni proteiny zajistuji transdukci signalu
z GPCRs na intraceluldrni efektorové proteiny. Sav¢i bunky kéduji 16 odliSnych Ga
podjednotek, které jsou roztazeny do 4 rodin podle sekvencni a funkéni podobnosti
(Gas, Gatjo, Gaiz/13, Gagy11). GPy podjednotka se sklada z GB a Gy, ale funkéni je pouze
ve formé dimeru. Signalizace a aktivace G proteind pomoci GPCRs zacina konformacni
zménou receptoru po navazani ligandu. Konformacéni zména katalyzuje uvolnéni GDP a
zaroven vazbu GTP na Ga podjednotce. Vazba GTP indukuje konformacni zménu Ga,
snizi se jeji afinita k GBy podjednotce a dojde k jejich disociaci. Obé podjednotky G
proteinl reguluji rizné efektorové proteiny, dokud neprobéhne hydrolyza GTP na GDP
(obr. 2). Podjednotky poté reasociuji vzajemné i s pfislusSnymi GPCRs (Zhang et al.,

2015).

! !

o-effector Py-effector

Obr. 2: Pfenos informace prostrednictvim G proteini. (McCudden et al., 2005)

15



Adenosinové receptory jsou sprazeny s rliznymi typy G proteint (tab. 1). A; a Az
receptor interaguje s G/, rodinou. Oznacuji se jako inhibi¢ni, protoze signalni draha G;
proteinl inhibuje aktivitu adenylylcyklazy a tvorbu cAMP. A, a Ay receptor signalizuji
pres Gs proteiny, které aktivitu adenylylcykldzy naopak stimuluji. A,z receptory mohou
byt spfaZeny i s G4 proteiny, které aktivuji signalni drahu fosfolipazy C (Klinger et al.,

2002).

Vazba receptorl s G proteiny je zajisténa treti intracelularni smyckou. Tato

smycka ma také fosforyla¢ni mista a podili se na desenzitizaci a internalizaci receptord.

Tab. 1: SpraZeni adenosinovych receptort s G proteiny (upraveno podle Trincavelli et al., 2010).

Intracelularni

G proteiny Efektory
signalizace
A Gj J cAMP
G, ™ cAMP ERKs
Gg/11 ™ IP; Pl; kindza
Asp G ™ cAMP PKA, CREB
Goit ™ cAMP PKC
A G, D cAMP ERKs
Gg/11 ™ IP3/DAG P38, INK
A; Gi J cAMP ERKs
Gg/11 LE Pl; kindza/Akt
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Vyskyt a funkce receptort

Adenosin je tvofen prevdiné v metabolickych drahach ATP. Je pfitomny
prakticky ve vSech tkanich a vykazuje pleiotropni Gcinky v rdmci celého téla. Transdukci
signalu zajistuji adenosinové receptory, které maiji specificky vyskyt, drahy a regulaci
po aktivaci svymi agonisty. Pro kazdy podtyp je specifickd vlastni signaliza¢ni draha a
jeji regulace. Klicovd je predevsim schopnost slouzit jako ukazatelé bunécného
oxidacniho stresu, coZ je regulovano na transkripéni Urovni napfriklad faktorem NF-kB
(Sheth et al., 2014). Jednotlivé podtypy adenosinovych receptori se mohou uUcastnit

raznych patofyziologickych procest (tab. 2).

CNS

V centralni nervové soustavé je nejvice zastoupen A; receptor. Byl objeven
v neuronech kortexu, hippokampu a mozecku. Dale ma zastoupeni v astrocytech,
oligodendrocytech a mikrogliich. V neuronech je koncentrovan na synapsich, kde
ovliviiuje uvolfiovdni neurotransmiterl (glutamat, acetylcholin, serotonin, GABA)

(Sheth et al., 2014).

A,n receptor je specificky exprimovan ve striatu a cichovém laloku. Je
lokalizovdn na neuronech, mikrogliich, oligodendrocytech a pravdépodobné také na
astrocytech (Fredholm et al., 2011). Podobné jako A; je receptor je vyskyt predevsim

v synaptické oblasti, kde reguluje vylev neurotransmitera.

Ay a As; receptory jsou vcentrdlni soustavé exprimovany v nizkych
koncentracich a nemaji prokdzané neuroprotektivni Gcinky. Vyskytuji se na neuronech i

gliovych burikach (Sheth et al., 2014).

Adenosinové receptory jsou v centralni nervové soustavé zkoumany predevsim
pro své neuroprotektivni a neuromodulacéni ucinky. Neuralni funkce jsou modulovany
predevsim A; a A,a receptory a to na urovni vylevu neuropienasecl. A; receptor lze
nalézt v presynaptickych, postsynaptickych membranach i na membranach mimo
synapse. Takto ovliviuje excitacni schopnosti neuronl regulaci otvirani draselnych
kanalQ. A, receptory jsou umistény specificky na synapsich a jejich hlavni role spociva
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v regulaci synaptické plasticity. Schopnost adenosinového systému ovliviiovat
neuronalni excitacni transmise dava adenosinové receptory do popredi zajmu v oblasti
vyzkumu terapeutickych moznosti v [éCbé mozkovych poruch. MoZnost terapeutického
vyuZiti se zkouma napfiklad u ischemie, epilepsie, Huntingtonovy, Alzheimerovy nebo

Parkinsonovy choroby (Gomes et al., 2011).

Kardiovaskularni systém

Adenosinové receptory jsou vyznamné zastoupeny také v kardiovaskularni
soustavé. A; receptor vykazuje inhibi¢ni ucinky témér ve vSech tkanich. V srdci jeho
aktivace plsobi negativni chronotropni a dromotropni efekt. A; receptor
zprostredkovava inhibici vedeni v atrioventrikularnim uzlu a tim zpisobuje prodlouzeni
refrakterni periody. Tento jev je disledkem inhibice vapnikovych kandld zavislych na

cAMP a zvySenim aktivity draselnych kanal( (Sato et al., 2005).

Aktivace A, a Ap receptorl zplsobuje vazodilataci v ramci celého krevniho
fecisté vcetné korondrni cirkulace, coZ usti ve zvySeni srdec¢niho krevniho pritoku.
Naopak v aferentnich arterioldch ledvin a sleziny a v hepatickych cévach tyto dva
receptorové podtypy vyvolavaji vazokonstrikci. A,n receptor ddle vykazuje
protizanétlivé Gcinky a zprostfedkovava fyziologické odpovédi kofeinu. A,g receptor byl

objeven na Zirnych bunkach, kde ovliviiuje jejich degranulaci.

A3 receptor je exprimovan spiSe periferné, ale zkouma se jeho vyznam v pre-

conditioningu (Layland et al., 2014).
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Tab. 2: Role adenosinovych receptori v patofyziologii (upraveno podle Trincavelli et al., 2010).

A, Azn Az A3
Neurologicka
Epilepsie X
onemochéni
Bolest X X
Regulace spanku X
Védomi a pamét X
Mozkova ischemie X X X
Parkinsonova
X
choroba
Psychiatricka )
Uzkost X
onemochéni
Poruchy nalady X
Drogova zavislost X
Kardiovaskularni
X X X
onemochéni
Zanétliva
X X X
onemochéni
Rakovina X X
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Adenylylcyklaza

Enzym adenylylcykldza (AC) katalyzuje intramolekularni cyklizaci ATP na cAMP
za uvolnéni pyrofosfatu. Pfi reakci dochdzi k ataku a-fosfatu 3‘-hydroxylovou skupinou
ribdzy a soucasné uvolnéni B,y-fosfatu (obr. 3). Podobnou reakci je tvoren druhy posel
cGMP guanylylcyklazou. Tyto enzymy se spolecné fadi do nukleotidylcykldzové rodiny,
ktera se déli do Sesti evolu¢né odlisnych tfid definovanych na zakladé sekvencnich
homologii jejich katalytickych domén. Tfida I. zahrnuje AC E. Coli a dalSich gram-
negativnich prokaryot. Do tfidy Il. spadaji ACs patogen( jako napfiklad Pseudomonas
aeruginosa nebo Bordetella pertusis, které translokuji do hostitelské burnky a narusuji
intracelularni signalizaci. VSechny znamé eukaryotni nukleotidylcykldzy patfi do tfidy
lll., do které jsou zafazeny také nékteré prokaryotni adenylylcykldzy a vSechny znamé
guanylylcyklazy. Ttidy IV. - VI. nejsou doposud detailné prozkoumany a fadi se zde

pouze nékolik prokaryotickych organism( (Kamenetsky et al., 2006).
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Obr. 3: Katalyticky mechanismus AC enzymdi tfidy Ill. (Kamenetsky et al., 2006).

Katalytické domény adenylylcykldz tfidy Ill. jsou vrlznych tkdnich a
organismech obklopeny odliSnymi regulaénimi doménami, které mohou byt
regulovany Sirokou Skdlou signall. | pres odliSnou senzitivitu k rozlicnym regulatoriim
krystalografickd struktura adenylylcykldz vykazuje konzervovanou strukturu
katalytickych center. Aktivace vyZaduje dimerizaci domén, pficemz se jedna o
homodimerizaci u cyklaz, které obsahuji pouze jednu katalytickou doménu. Savci
adenylylcyklazy (transmembranové i solubilni) tvoti aktivni protein heterodimerizaci

strukturdlné podobnych katalytickych domén (Kamenetsky et al., 2006).

U savcl je exprimovano 10 isoforem adenylylcyklazy (AC1 — AC10). AC1 — AC9

kéduji transmembranové formy, které jsou regulovany heterotrimerickymi G proteiny
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sprazenymi s GPCRs (v srdci je dominantni AC5 a AC6 isoforma). AC10 se oznacuje jako
solubilni. Tato isoforma je citliva na fyziologické hladiny ATP a je aktivovana
vapenatymi ionty nebo bikarbondatem (Steegborn, 2014). Nékteré zisoforem
adenylylcyklazy jsou Siroce rozsifené (jako napfiklad AC2, AC4 a AC6), jiné jsou
exprimovany vice specificky (AC1 v nervovych tkanich, AC5 v srdci a striatu) (Defer et

al., 2000).

Regulace

Hlavnimi reguldtory transmembranovych adenylylcykldz jsou heterotrimerické
G proteiny. a-podjednotka Gs proteinli stimuluje aktivitu vSech isoforem
adenylylcyklazy. Oproti tomu a-podjednotka G; proteind selektivné inhibuje

transmembranové adenylylcyklazy tfidy I, V a VI (Defer et al., 2000).

Uloha By podjednotky se piivodné uvaZovala pouze v souvislosti chelatace a
deaktivace stimula¢ni Gsa podjednotky. Poznani, Ze jednotlivé AC isoformy jsou
exprimovany specificky, upravilo ndhled na funkci By-podjednotky. Zjistilo se, Ze nema
zadny primy efekt na aktivitu nékterych AC isoforem (AC3, AC8, AC9) a naopak pfimo
aktivuje AC2, AC4 a zrejmé také AC7. Tato aktivace vSak probihd pouze v pritomnosti

aktivované Ga podjednotky (Tang & Gilman, 1991).

Dalsim vyznamnym reguldtorem je kalmodulin. Po navazani vapenatych iont(
pfimo stimuluje transmembranové AC1, AC8 a pravdépodobné také AC3. Regulace
cyklaz probiha také pomoci jinych proteinkindz (PAK, PKC). Neméné vyznamné jsou

posttransla¢ni modulace (S-nitrosylace, N-glykosylace) (Cooper, 2003).

Na rozdil od bohatych regula¢nich mechanism( transmembranovych enzym, u
solubilnich adenylylcyklaz doposud nebyly identifikovany Zadné regulacni proteiny ani
posttranslaéni modifikace. U nékterych isoforem funguje intramolekularni proteinova

modulace (Kamenetsky et al., 2006).

Signalizace

Na zdkladé vazby ligandu sreceptory sprazenymi s G proteiny se spousti
signalizacni draha aktivujici adenylylcyklazu, kterd vytvari cAMP. Jedna se o malou
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molekulu, kterd je vyznamnym druhym poslem v burice. cAMP aktivuje fadu protein(,
naptiklad proteinkindzu A, EPAC (exchange protein aktivovany cAMP) nebo iontové
kanaly zavislé na cyklickych nukleotidech. Ovliviiuje rozsahlou skalu bunéénych funkci
od bunécného rlstu a diferenciace az po bunécny pohyb a migraci, uceni a tvorbu
paméti, ale také hormonalni sekreci, metabolismus nebo genovou transkripci (Francis

& Corbin, 1994).

V srdecnich myocytech je cAMP produkovdno zejména jako odpovéd na
katecholaminovou stimulaci B-adrenergnich receptord. Dojde pritom k aktivaci
proteinkindzy A, fosforylaci vdpnikovych kandll L-typu a ryanodinovych receptord.
Jejich otevienim se zvysi hladina vapenatych iont(, které jsou dostupné pro kontrakci
(positivni inotropni efekt). B-adrenergni stimulace proteinkinazy A vede také
k fosforylaci troponinu 1, zrychli se jeho uvolnéni z komplexu troponin C-Ca®*, co?
umoziuje vyvinuti vétsi sily a zkraceni vldken béhem systoly a rychlejsi relaxaci a

prodlouzeni vldken béhem diastoly (Zaccolo, 2009).

Stimulaci funkce adenylylcyklazy a tvorby cAMP zajistuji adenosinové receptory
pfimo pres aktivaci pfislusSnych G proteinli. V srdci je vSak nejvyznamnéjsi anti-B-
adrenergni efekt A; receptoru, jehoZ aktivace potlacuje Ucinky a ndslednou signalizaci

agonistll B-adrenergnich receptort (EI-Awady et al., 2011).

Specifita cAMP signalizace je zajiSténa kompartmentalizaci jeho hlavniho
efektoru proteinkindzy A. Kotveni je zajisténo AKAP proteiny, coZ je velka rodina
strukturdlné odlisSnych proteinl, které maji spole¢nou schopnost vazat a kotvit
proteinkindzu A. AKAP proteiny maji unikatni protein-lipid nebo protein-protein cilové
domény, které komplex AKAP-PKA kotvi kdanym subceluldarnim oblastem.
Proteinkinaza A je tak ve vysledku ukotvena do blizkosti jejich cilovych proteint, coz

umoznuje prednostni fosforylaci urcitych substratt (Zhang et al., 2001).
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Membranové mikrodomény

Jednim z mechanismU regulace bunécné signalizace je kompartmentalizace na
urovni bunéénych membran. Uplatiuje se vregulaci homeostdzy cholesterolu,
intracelularnim tridéni proteind a lipidl, bunécné polarité nebo procesech
vezikuldrniho transportu. Membranové mikrodomény (bézné nazyvané jako lipidové
rafty) jsou domény bunécnych membran obohacené o specifické lipidy a proteiny. Jsou
charakterizovany vysokou koncentraci glykosfingolipid(i a cholesterolu ve vnéjSim listé
membranové dvojvrstvy, coz jim dodava gelovitou (gel-like) konzistenci oproti okolnim

neusporddanym membrandm s premirou fosfolipid(i (Chini & Parenti, 2004).

Diky nizsi fluidité a specifickym biochemickym vlastnostem jsou rezistentni vici
neiontovym detergentlm jako je napfiklad Triton X-100 a to umozZiuje jejich separaci
na principu diferencialni flotace po centrifugaci v hustotnim gradientu. Po navrstveni
bunécného lyzatu na hustotni gradient a nasledné centrifugaci, se nerozpustné
membrdanové ostrlivky obsahujici lipidové rafty vznasi k leh¢im povrchovym frakcim a
jsou tak separovany od rozpusténych bunécnych lipid( a protein(, které zlstdvaji na

dné nanaseci zény (Chini & Parenti, 2004).

Specialni typem lipidovych raftd jsou kaveoly. Jsou charakterizovany
strukturdlnim proteinem kaveolinem, ktery vytvari specifické zakfiveni (invaginaci)
membrany o velikosti 50 — 100 nm. Existuji 3 isoformy kaveolinu, které maiji odliSnou
expresi vramci bunécnych typld. Napriklad kaveolin-1 je vysoce exprimovan
v endotelovych burikdch a témér se nevyskytuje v srdecnich komorach, opacny vzorec
exprese vykazuje kaveolin-3 (Song et al., 1996). Kromé toho, Ze kaveolin pfimo vaze
cholesterol, ovliviiuje signdlni transdukci tim, Ze slouzi jako leSeni pro fadu proteinu
s kaveolin-vazebnym motivem. Bylo dokazano, Ze v kaveolach jsou lokalizovany mnohé
proteiny slouZici jako druzi poslové (naptiklad heterotrimerické G proteiny, eNOS, ERK,
PKC, AC). Mnohé studie také poukazuji na vyskyt GPCRs v raftech. Tato kolokalizace
receptorli s druhymi posly pfispiva krychlosti a specifité intracelularni signalizace

(Lasley, 2011).
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Adenosinové receptory

Regulace signalni transdukce prostrednictvim membranovych mikrodomén se
zkouma i v souvislosti s adenosinovou signalizaci. Primarnim podnétem pro studium
kompartmentalizace adenosinové signalni drahy byl objev ekto-5‘-nukleotidazy (CD73)
v kaveoldch. Jednd se o GPIl-kotveny protein, ktery defosforyluje AMP na adenosin a
protoZe adenosin je rychle katabolizovdn na inosin, blizka lokalizace extraceluldrniho
adenosinu jeho receptorm by optimalizovala jejich aktivaci (Anderson, 1993).
V lipidovych raftech byly také objeveny koncentracni nukleotidové transportéry 1 a 3.
NejvyznamnéjSim poznatkem ve studiu lokalizace adenosinovych receptoru
v mikrodoménach bylo zjisténi, Zze vSechny Ctyfi receptorové podtypy maji ve své

strukture kaveolin-vazebny motiv (Mundell & Kelly, 2011).

A; receptor byl jako prvni z adenosinovych receptorl objeven v lipidovych
raftech (Lasley et al., 2000). | pfes vicero studii dokazujicich vyskyt A; receptoru
v kaveolach, vyznam tohoto specifického umisténi zlstava nejasny. Za normalnich
podminek aktivace receptoru v kardiomyocytech nema Zadny ptfimy efekt na
kontraktilitu, intraceluldrni vdpnik ani cAMP. Pouze jedna studie vykazuje vyskyt A;
receptoru v kaveoldch po expozici ligandu. Zjistilo se, Ze receptor po vystaveni ligandu
translokuje z kaveol do plazmatickych membran, ale nepodléha rychlé internalizaci.
Opét doposud neni jasné, jakou roli v signalizaci tento fakt mlze hrat (Lasley et al.,

2000).

A, receptor je sprfazen s G proteiny, které stimuluji aktivitu adenylylcyklazy a
tvorbu cAMP. V lipidovych raftech byly objeveny jak Gsa proteiny, tak adenylylcyklaza
(Huang et al., 1997). O vyskytu A,a receptoru v raftech vSak pojednava pouze jedina
studie a jednd se o prdaci provedenou na misSnich neuronech potkana. Pfi rozruseni
lipidovych raftl, pripadné snizenim koncentrace cholesterolu, byla A5 receptorova
signalizace ovlivnéna. Nasledné se zjistilo, Ze pro ovlivnéni adenosinové signalizace je
klicova pritomnost cholesterolu, nikoliv raftl, coZ zvysuje nejistotu ohledné specifické

lokalizace A,a receptoru v kaveolach (Lasley, 2011).

Ay a As receptory vkontextu vyskytu v membrdnovych mikrodoménach

doposud nejsou detailné prozkoumany. Byla provddéna studie A,z receptoru
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v epitelovych burikdch a pfipadna translokace po exposici ligandu. Nepotvrdil se
prednostni vyskyt v kaveolach (Sitaraman et al., 2002). Pro vyskyt As; receptoru

v raftech doposud neni Zadna evidence.
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Desenzitizace

Vsechny Ctyfi podtypy adenosinovych receptorl desenzitizuji po stimulaci
agonistou. Procesy se lisi v ¢asovém méfitku i moZnych mechanismech. Jelikoz
desenzitizace mlZe ovlivnit citlivost receptorli béhem terapeutického vyuziti, ptipadné
modifikovat odpovédi na endogenni adenosin, jehoZz koncentrace se lisi ve
fyziologickém a patologickém stavu, je dulezité tyto procesy identifikovat a

charakterizovat (Mundell & Kelly, 2011).

Obecné je funkce GPCRs silné regulovdna. Pfi delSim nebo opakovaném
vystaveni agonistovi receptory mohou desenzitizovat, coz vede ke ztraté citlivosti na
danou latku. Desenzitizace mlze byt homologni nebo heterologni. BEhem homologni
desenzitizace se ztrata citlivosti tyka pouze receptoru, ktery byl agonistou pfimo
aktivovan. Heterologni desenzitizace zahrnuje obecnéjsi ztratu bunécné senzitivity
k ligandu a postihuje vice receptord véetné téch, které aktivovany nebyly. Dalsi rozdil
spociva v samotném misté regula¢nich zmén. U homolognich procesti zmény vedouci
k desenzitizaci probihaji pfimo v aktivovaném receptoru. Pfi heterologni dochazi ke
zménam az v dalSich krocich signdlni drahy, to zahrnuje G proteiny, efektorové enzymy
nebo fosforylaci receptoru proteinkinazami zavislymi na druhych poslech (Mundell &

Kelly, 2011).

Mechanismus homologni desenzitizace spocivd ve fosforylaci GPCRs
obsazenych agonistou pomoci GRKs (kindz sprazenych s GPCRs). Tyto kindzy fosforyluji
serinové nebo threoninové zbytky na treti intraceluldrni smyéce nebo C konci
receptoru. Tato modifikace vede k vazbé arrestintl, které rozrusi vazbu receptoru s G
proteiny. Navic jsou arrestiny schopny indukovat alternativni signalizaéni drahu
interakci s proteiny, které naptiklad aktivuji MAP kindzy (Premont & Gainetdinov,

2007).

V bunice mlzZe nastat také opacny pfripad, kdy jsou GPCRs senzitizované, to
znamena naptiklad jejich vétsi mnoizstvi na bunééném povrchu, zvysSeni vazby
s efektorovymi enzymy nebo zvyseni aktivity pripadné poctu efektorovych enzymu.

Tento jev umoznuji bunécné faktory nebo latky se schopnosti zvysit pocet receptord na
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membranach, napfiklad antagonisté fungujici jako ,farmakochaperony”, které

zpUsobuji akumulaci receptoru na bunééném povrchu (Malaga-Dieguez et al., 2010).

NejbéZnéjSim mechanismem internalizace GPCRs je arrestin-dependentni
zacileni receptortl do klatrinovych oblasti, kde se formuji vacky. Nasledné vacky
maturuji v endozomy, kde probiha tridéni, recyklace nebo degradace proteinu.
V endosomech muzZe dochazet k defosforylaci GPCRs a odvazani arrestind, a receptory

mohou byt recyklovany zpét na bunécny povrch (Mundell & Kelly, 2011).

A; receptor

Desenzitizace A; receptorl sprazenych sG; proteiny byla zkoumana
v adipocytech, mozku, burikdch hladké svaloviny a thyroidnich burikdch. V nékterych
pfipadech dochazelo k desenzitizaci velmi pomalu v fadu hodin od vystaveni agonistiim
bez vyrazné fosforylace receptoru (i za pfitomnosti exogenni GRK) a s pouze limitnim
poctem translokaci arrestinu. V jinych studiich byla pozorovana rychla desenzitizace
(minuty) A; receptorl spojenych s fosfatidylinositolovou drahou, stejné jako rychla
fosforylace na serinovych a tyrosinovych aminokyselinovych zbytcich receptoru

(Mundell & Kelly, 2011).

Citlivost ligand( na A; receptor je ovlivnéna také zménou exprese G proteind.
Pfi analyze C-konce receptoru byl objeven pouze jediny threoninovy a zaroven zadné
serinové nebo tyrosinové zbytky, nicméné shluk serind se vyskytuje v treti
intracelularni smycce. Fosforylace prostfednictvim GRK nebyla dostatec¢né prokazana,

ale pusobi zde regulace fosforylaci proteinkinazami A nebo C (Ciruela et al., 1997).

Kinetika, s jakou probihd desenzitizace A; receptoru, je doposud diskutabilni.
Rozdilnost vysledkl vice studii mize byt zplisobena bunéénym kontextem, pfipadné
receptorovou zdsobou pro rlizné bunécné procesy. Vidy je ndrocnéjsi vypozorovat
desenzitizaci receptorové odpovédi pfi malém mnozstvi aktivovatelnych receptor(.
Nicméné zdda se, Ze celkové je desenzitizace A; receptoru pomalejSi nez u ostatnich

receptorovych podtypt (Mundell & Kelly, 2011).
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A;a receptor

Desenzitizace A,5 receptoru byla zkoumdna jak na bunécnych liniich, tak
v intaktnich tkanich. Mérena byla jako sprazeni receptoru s aktivaci adenylylcyklazy.

Regulace probiha pres GRK a arrestiny (Mundell & Kelly, 2011).

A,5 receptor se od vSech ostatnich adenosinovych receptord lisi dlouhym C-
koncem. Umozniuje to interakci s mnoha proteiny, které mohou regulovat signalizaci a
internalizaci (napf. a-aktinin, USP4, NECAB). Navic bylo zjisténo, Ze sprazeni Aja
receptoru s G proteiny je odlisné od zbylych podtypu. Receptor s G proteiny tvori velmi
Uzkou vazbu, kterd se oznacuje jako ,precoupling” (komplex receptoru s G proteiny,
ktery je formovan jiz pred interakci receptoru s agonistou). Tato interakce omezuje
pohyb receptoru po membrané, protoze se prednostné vyskytuje v rigidnéjsich ¢astech

membrany (lipidovych raftech) (Charalambous et al., 2008).

A,g receptor

Desenzitizace A, receptoru byla stejné jako u A, typu zkoumana na bunécnych
liniich i v intaktnich tkanich. Probiha relativné rychle (méné nez hodinu). Ve vétsiné
pripadl se desenzitizace jevi jako homologni, ale receptor by sdm o sobé mohl byt

cilem regulace heterologni (Peters et al., 1998).

Internalizace probihd s ucasti proteinl arrestinu, dynaminu a klatrinu. Pro
internalizaci je dUlezita distalni ¢ast C-konce, avsak jeji delece nezpuUsobuje Uplnou
inhibici procesu. SpiSe dojde ke zpomaleni desenzitizace i internalizace a oba procesy
prestavaji byt zavislé na arrestinu a klatrinu, zGstdva pouze zavislost na dynaminu

(Matharu et al., 2001).

A3 receptor

A3 receptor sprazen s G; proteiny podléhd rychlé desenzitizaci a internalizaci.
Regulace je zajisténa fosforylaci pomoci GRKs. Existuji dikazy, Ze vliv by mohla mit i
aktivace MAP kindzy, pravdépodobné regulaci asociace GRKs s receptorem (Palmer &

Stiles, 2000).
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CiLE DIPLOMOVE PRACE

1. Charakterizace adenosinovych receptord v hrubych membranach izolovanych
z pravé a levé komory myokardu potkana za pouziti SDS-PAGE elektroforézy,

Western blottingu a imunodetekce.

2. Porovnani distribuce adenosinovych receptor( v ramci plazmatické membrany,
zkoumani jejich vyskytu v lipidovych raftech za pouziti SDS-PAGE elektroforézy,

Western blottingu a imunodetekce.

3. Charakterizace vazebnych vlastnosti A; receptoru na plazmatickych
membrandch izolovanych zlevych komor myokardu potkana pomoci

satura¢nich pokust za pouziti radioligandu [H*]DPCPX.
4. Stanoveni aktivity adenylylcyklazy a vlivu A; a A,a receptoru na tvorbu cAMP

v plazmatickych membranach izolovanych z levych komor myokardu potkana za

pouziti substratu [a—32P]ATP.
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MATERIAL A METODY

Laboratorni zvirata

K pokusiim byli pouZiti dospéli samci laboratornich potkanl kmene Wistar
(vdha asi 300g). Po usmrceni byla potkanim vyjmuta srdce a rozdélena na pravou
komoru, levou komoru a septum. Jednotlivé ¢asti byly zamrazZeny v tekutém dusiku a

pred dalSim zpracovanim uchovavany v mrazicim boxu pfi -80°C.

Homogenizace a frakcionace

Tab. 3: Roztoky pro homogenizaci tkané

pufr TME 20 mM Tris (pH 7,4)
3 mM MgCl,
1 mM EDTA

homogenizacni pufr TMES 20 mM Tris (pH 7,4)
3 mM MgCl,
1 mM EDTA

250 mM sachardza

1. Postnukledrni supernatant a hrubé membrany

Zpracovavany byly levé i pravé komory. Po vyjmuti z mraziciho boxu byly
jednotlivé komory zvdzeny a preneseny do lahvicek s odpovidajicim mnozstvim
vychlazeného homogenizaéniho pufru TMES (4 ml pufru na 1 g tkdné). SloZeni
pouzitych pufrli je uvedeno v tab. 3. Aby se zabranilo degradaci proteint v prabéhu
homogenizace, byl pfidan inhibitor protedz Complete Protease Inhibitor Cocktail

(Roche). Tkan byla nastfihdna na malé kousky a dvakrat homogenizovana pfristrojem
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Ultra-Turrax po dobu 15 s (24000 rpm). Poté byla smés homogenizovdna pomoci
Potter-Elvehjemova sklo-teflonového homogenizatoru Eurostar per-b (1200 rpm) po
dobu pfiblizné 1 min, coZ odpovidd posunu pistu 10x nahoru a doll. Vznikly
homogenat byl centrifugovan na vychlazené centrifuze (Hettich Universal R30) pfi 4°C
po dobu 10 min pfi rychlosti 2100 rpm (600 g). Byl odebran supernatant a pelet byl
resuspendovan ve stejném objemu pufru TMES s inhibitorem protedz, jako na zacatku
procesu. Smés byla rehomogenizovdna na pfistroji Ultra-Turrax a sklo-teflonovém
homogenizatoru. Homogenat byl opét stocen pfi 4°C, rychlosti 2100 rpm (600 g), po
dobu 10 min. Byl odebrdn supernatant, spojen s pfedchozim supernatantem, ktery byl
odebran po prvni centrifugaci a rozpipetovadn. Spojena frakce obou supernatant(
odpovidala postnukledrnimu supernatantu. Cast byla odebrana na stanoveni obsahu
proteind. Cast postnukledrniho supernatantu byla znovu centrifugovana na centrifuze
(Beckman-Coulter, rotor Ti50.2) po dobu 30 min, 27000 rpm. Pelet pfedstavujici hrubé
membrany byl resuspendovan v pufru TME a rozpipetovan do mikrozkumavek. Cast
byla odebrana na stanoveni protein(. Alikvoty postnukledrniho supernatantu i hrubych

membran byly zamrazeny v tekutém dusiku a uchovavany v mrazicim boxu pfi -80°C.

2. Plazmatické membrany

Nékteré levé komory byly zpracovany pro pfipravu plazmatickych membran
pomoci centrifugace na Percollovém gradientu. Postup homogenizace probihal
v prvnich krocich stejné, az po ziskani postnuklearniho supernatantu. V centrifugacénich
zkumavkach bylo ptipraveno 20 ml 18% (v/v) Percollu, ktery byl nafedén ze 100%
Percollu pomoci homogenizacniho pufru TMES. Na roztok Percollu byly navrstveny 3
ml postnuklearniho supernatantu. Gradientova centrifugace probihala na centrifuze
(Beckman-Coulter, rotor Ti50.2) pti 4°C, 23500 rpm (50000 g) po dobu 30 min. Byly
odebrany separované vrstvy plazmatickych membran a mitochondrii. Obé frakce byly
preneseny do centrifugacnich zkumavek. Plazmatické membrany byly naredény
pufrem TME a centrifugovany na centrifuze (Beckman-Coulter, rotor Ti50.2) pti 4°C,
40000 rpm (150000 g) po dobu 60 min. Frakce obsahujici mitochondrie byla nafedéna
homogeniza¢nim pufrem TMES a centrifugovana stejnym zplUsobem jako plazmatické

membrany. Nasledné byl odsat supernatant a pelet byl resuspendovan v pufru TME u
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plazmatickych membran a TMES u mitochondrii. Cast vzorkG byla odebrana na
stanoveni proteinl. Homogendty byly rozpipetovany a alikvoty byly zamraZeny

v tekutém dusiku a uchovavany v mrazicim boxu pfi -80°C.

3. Membranové mikrodomény

K solubilizaci lipidovych raftd byl pouZit neiontovy detergent Triton X-100
svyslednymi koncentracemi 2%, 1%, 0,5% a 0,2%. Pfipraveny postnuklearni
supernatant (postup stejny jako u predchozich frakcionaci) byl smichan se
solubiliza¢nim roztokem Tritonu X-100 danych koncentraci v poméru 1:1 a tato smés
byla inkubovdna na ledu po dobu 1 hodiny. Nasledny postup frakcionace pomoci
ultracentrifugace byl prevzat zprace (Rubin & Ismail-Beigi, 2003). Vzorky byly
centrifugovany na centrifuze Optima MAX-XP (rotor MLA-80) pfi 4°C, 128000 g, po
dobu 1 hodiny. Byl odebran supernatant, ktery odpovidal neraftové frakci,
rozpipetovan, zamrazen v tekutém dusiku a uchovdvan v mrazicim boxu pfi -80°C.
Pelet byl resuspendovdan v1 ml TME a homogenizovan pomoci sklo-teflonového
homogenizatoru Eurostar per-b (1200 rpm) posunem pistu 10x nahoru a dold. Vznikly
homogenat obsahujici lipidové rafty byl rozpipetovan a alikvoty byly zamrazeny

v tekutém dusiku a uchovavéany v mrazicim boxu pfi -80°C.
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Stanoveni proteini

MnoZstvi proteinli ve vSech vzorcich pfipravenych homogenizaci a frakcionaci
srdecni tkané bylo stanoveno metodou BCA (Bicinchonicic acid protein assay). Jedna se
o spektrofotometrické stanoveni proteinU. Principem je alkalickd redukce médnatého
iontu na iont médny pomoci proteinu a chelatace tohoto iontu kyselinou
bicinchoninovou (BCA) za vzniku fialového zabarveni. SloZeni roztok( pouZzitych pro

stanoveni proteind je uvedeno v tab. 4.

Tab. 4: Roztoky pro kvantifikaci proteinti

Cinidlo A 8 g monohydratu uhli¢itanu sodného
(pH 11,25) 1,6 g vinanu sodného
doplnit H,0 do 100 ml

Cinidlo B 4 g BCA
doplnit H,0 do 100 ml

¢inidlo C 0,4 g pentahydratu siranu médnatého

doplnit H,0 do 10 ml

Postup prace

Vzorky byly po rozmrazeni nafedény destilovanou vodou v poméru 1:100 (10 ul
vzorku + 990 pul vody). Dale byl pfipraven pracovni roztok, ktery se sklada z ¢inidel A, B,
C v poméru 26 : 25 : 1. Ke stanoveni kalibrac¢ni kfivky je zapotiebi standart BSA (hovézi
sérovy albumin). Na mikrotitra¢ni desticku byly napipetovany standardy s obsahem
proteint od 0,2 pug do 50 pg (tab. 5). Do dalSich jamek na desti¢ce byly naneseny
vzorky v triplikatech po 100 pl a do kazdé jamky byl pfidan smichany pracovni roztok
(100 ul). Desticka byla prelepena izolepou a inkubovana 30 min pti 60°C. Vzorky byly
nasledné spektrofotometricky zméreny pomoci pristroje Synergy HT pfi vinové délce

562 nm a vyhodnoceny v programu Gen 5.
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Tab. 5: Rada standardi pro stanoveni kalibraéni kfivky

Cislo standartu BL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ug BSA 0 02 05 1 15 25 4 6 10 15 20 30 50
BSA (0,1 g - pl™) [ul] - 2 5 10 15 25 40 60 100 - - - -

BSA (1 pg- ul™) [wl] - - - - - - - - - 15 20 30 50
H,0 [m] 100 98 95 90 8 75 60 40 - 8 8 70 50
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SDS-PAGE elektroforéza

SDS-PAGE (sodium dodecylsulfat polyakrylamidovd gelova elektroforéza) je
metoda vyuZivana k separaci proteind na zakladé odlisné molekulové hmotnosti, pfi
které se uplatiiuje elektrické pole. Podstatou je pfitomnost aniontového detergentu
SDS, ktery proteiny denaturuje a vaze se na né v pomeéru 1,4 g SDS na 1 g proteinu.
Vysledny komplex ziska zaporny ndboj a je tak umoZznén pohyb proteinu v elektrickém
poli. Pokud prochdzi gelem o vhodné porozité, je pohyblivost ddna vyhradné velikosti
molekuly. Molekulové hmotnosti protein( se urcuji na zdkladé srovnani s pohyblivosti

standardd o zndmé molekulové hmotnosti.

Postup prace

Vzorky hrubych membran byly nafedény Laemmliho pufrem na vyslednou
koncentraci 2 pg - ™. Poté byly povafeny pfi 100°C po dobu 2 minut. Pro
elektroforetické pokusy byla pouzita aparatura Mini-Protean Il (Bio-Rad). Separace
proteinl probihala na 10% SDS-polyakrylamidovych délicich gelech namichanych dle
tab. 6 a 7. Na gely bylo navrstveno pfiblizné 500 ul butanolu nasyceného vodou. Po
zpolymerovani (cca 40 minut) byl slit butanol, a zbyvajici prostor skel (cca 1 cm od
okraje) byl vyplnén zaostfovacim gelem (slozeni dle tab. 7). Do zaostfovaciho gelu byly
vloZeny 10-ti jamkové hrebinky a gel byl ponechan polymerizaci pfiblizné 15 minut.
Poté byly skla se zatuhlymi gely prendany do elektroforetické vany naplnéné running
pufrem. Do prvni jamky kazdého gelu byly naneseny 2 ul standardu. Do zbyvajicich

jamek byly napipetovany naredéné vzorky hrubych membran po 7,5 ul na jamku (15 pg

proteinu). Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 200 V po dobu 1 hodiny.
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Tab. 6: Roztoky pro SDS-PAGE elektroforézu

30% akrylamid - 0,8% N,N‘- 30 g akrylamidu
methylenbisakrylamid
0,8 g N,N‘-methylenbisakrylamidu
doplnit H,0 do 100 ml

Pufr 1 (pH 8,8) 18,17 g Tris-HCl
doplnit H,0 do 100 ml

Pufr 2 (pH 6,8) 6,05 g Tris-HCl
doplnit H,0 do 100 ml

10% SDS 10 g SDS
doplnit H,0 do 100 ml

APS 0,1 g APS
1 ml H,0
TEMED -
Running pufr (10x koncentrovany) 30,3 g Tris-HCI (pH 6,8)

141,1 g glycinu
10 g SDS
doplnit H,0 do 100 ml

Laemmliho pufr (4x koncentrovany) 2,4 ml| 1M Tris-HCI (pH 6,8)
(sample loading buffer) 1 ml glycerolu

0,8 g SDS

0,8 g DTT

1 mg bromfenolové modfi

doplnit H,O do 10 ml
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Tab. 7: SloZeni déliciho a zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE elektroforézu

10% délici SDS- 8 ml H,0
polyakrylamidovy gel
5 ml pufru 1
6,7 ml 30% akrylamidu s 0,8% N,N‘-methylen bisakrylamidem
200 pl 10% SDS
8 ul TEMED
90 pl 10% APS

4% zaostrovaci gel 6 ml H,0
2,5 ml pufru 2
1,3 ml 30% akrylamidu s 0,8% N,N‘-methylen bisakrylamidem
100 pl 10% SDS
8 ul TEMED
90 pl 10% APS
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Western blotting a imunodetekce

Termin ,,blotovani“ oznacuje prenos biologickych vzorkd z gelu na membranu a
jejich detekci na povrchu membrany. Western blotting se vyuZiva k analyze proteinu,

kde k detekci dochazi na principu specifity interakce protilatky s antigenem.

Tab. 8: Roztoky pro Western blotting a imunodetekci

TBS pufr (10x koncentrovany) 21,03 g NaCl
(pH 8) 2,9 g Tris
doplnit H,0 do 240 ml

TGM pufr (blotovaci) 15 g Tris
72 g glycinu
1000 ml methanolu
doplnit H,0O do 5000 ml

Blokovaci pufr 1,5 g mléka
50 ml TBS
50 pl Tween 20

Redici pufr 0,5 g mléka
50 ml TBS
50 pl Tween 20

Promyvaci pufr 100 ml TBS
900 ml H,0
3 ml Tween 20

Postup prace

Po provedené elektroforetické separaci proteind byl gel pfilozen na
nitrocelulézovou membranu a v blotovaci aparature plsobenim elektrického proudu
byly proteiny na tuto membranu pfeneseny. Western blotting probihal za konstantniho
napéti 100 V po dobu 1 hodiny. Poté byly membrany pfeneseny do blokovaciho pufru

(10 ml na 1 membranu) a pfi laboratorni teploté inkubovany 30 minut na kyvacce.

38



Mezitim byl pfipraven zfedény roztok primarnich protildtek v fedicim pufru (fedéni
podle tab. 9). Membrany byly vloZzeny do tohoto roztoku a do druhého dne inkubovany
pfi 4°C na kyvacéce. Nasledujici den byly membrany oplachnuty destilovanou vodou a 3
X 10 minut promyvany v promyvacim pufru. Poté byly membrany vloZeny do
pripraveného roztoku naredénych sekundarnich protilatek (tab. 9) znacenych kfenovou
peroxiddzou a inkubovany na kyvalce pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny.
Membrany byly opét promyty 3 x 10 minut v promyvacim pufru, oplachnuty
destilovanou vodou, vysuseny filtraénim papirem a inkubovdny 1 minutu se
substratovym roztokem krenové peroxidazy (Pierce Super Signal). Membrany byly za
tmy pfiloZzeny na film a exponovany obvykle po dobu 5 - 30 minut, v zavislosti na
pouzité primdrni protilatce. K vyvolani filmu byl pouzit ptistroj Optimax (Fomei) a

vysledky byly vyhodnoceny v programu ImageJ.

Tab. 9: Seznam primdrnich a sekunddrnich protildtek s pouZitym fedénim

primarni sekundarni
dodavatel redéni redéni
protilatka protilatka
Al-R Santa Cruz 1000x anti-goat 40 000x
Al-R Santa Cruz 1000x anti-rabbit 40 000x
A2A-R Santa Cruz 1000x anti-rabbit 40 000x
A2B-R Santa Cruz 1000x anti-rabbit 40 000x
A3-R Santa Cruz 1000x anti-rabbit 40 000x
CD71 Santa Cruz 1000x anti-mouse 20 000x
kaveolin-1 Santa Cruz 10 000x anti-rabbit 40 000x
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Vazebné pokusy

Jednim z nejbéznéjsich metod pro detekci receptorli na membrdanach je pouziti
radioaktivné znacené Ilatky s vysokou afinitou a selektivitou k danému receptoru.
Mnozstvi vytvoreného komplexu radioligand-receptor je poté mozino diky radioaktivité
méfit. Mezi zakladni typy vazebnych pokusU patfi saturacni pokusy (urcuji afinitu
radioligandu k receptoru a maximalni vazebnou kapacitu), kompeticni pokusy (uréuji
afinitu neznaceného ligandu, jeho kompetici s radioligandem) a kinetické pokusy

(rychlost asociace a disociace radioligandu).

Saturacni pokusy

V mych pokusech byly pouzity saturacni studie. Slouzi k uréeni maximalni
vazebné kapacity tkané (pokud jeden receptor vaze pouze jeden ligand, jedna se také o
pocet receptorl ve vzorku; Bnax). Pomoci téchto pokusd se urcuje také rovnovaina
disociacni konstanta (Kgy), kterd odpovidd koncentraci radioligandu, pfi které je
obsazena pravé polovina vazebnych mist. Principem je méreni mnoiZstvi specificky
navazaného radioligandu v zavislosti na jeho rostouci koncentraci (obr. 4). Postupné se
zvySuje mnozstvi vazaného ligandu, dokud nejsou obsazeny vSechny receptory.
V pokusech bylo pouzito 6 koncentraci radioligandu vytvotfenych poloviénim fedénim
predchozi koncentrace (4 nM, 2 nM, 1 nM, 0,5 nM, 0,25 nM a 0,125 nM). Jako
radioligand byl pouzit vysoce selektivni antagonista A; receptoru [H*]DPCPX (specificka

aktivita 266400 dpm).

specifickd vazba i
L7}
3

ka  radioligand

Obr. 4: Vazebnda krivka radioligandu.

40



Tab. 10: Roztoky pro vazebné pokusy

promyvaci pufr 50 mM Tris-HCI
(pH 7,4) 10 mM MgCl,
doplnit H,0 do 1000 ml

inkubacni pufr 50 mM Tris-HCI
(pH 7,4) 10 mM MgCl,
1 mM kyselina askorbova

doplnit H,0 do 5000 ml

Postup prace

Vzorky hrubych membran izolovanych z pravych alevych komor myokardu
potkana byly po rozmrazeni nafedény inkubaénim pufrem tak, aby mnozstvi ve 100 pl
bylo 200 ug proteinu. SloZeni pufrd pouzitych pro vazebné studie je uvedeno v tab. 10.
Takto narfedéna tkan byla preinkubovana 30 minut s enzymem adenosindeaminazou,
aby doslo k degradaci veskerého intracelularniho adenosinu a byl tak eliminovan jeho
vliv na vazebné vlastnosti receptor(. V 6-ti zkumavkach byla vytvofena fedici rada
radioaktivniho ligandu [H*]DPCPX, kdy z nejvy$éi koncentrace 4 nM bylo nasledujicich 5
vytvoreno vidy polovicnim fedénim vinkubaénim pufru. Pokusy byly provadény
v triplikatech. Nespecifickd vazba byla zajiSténa neznacenym ligandem DPCPX v 1 uM
koncentraci. Do zkumavek byl napipetovan inkubaéni pufr, tkan, radioaktivni a
nespecificky ligand dle nasledujici tabulky (tab. 11). Zkumavky byly inkubovany pfi 25°C
po dobu 2 hodin. Reakce byla ukonéena promyvanim 4 x 4 ml promyvaciho pufru pres
filtry Whatman GF/B predem namocené v 0,3% roztoku polyethyleniminu (PEI). Filtry
byly preneseny do scintilacnich lahvicek a zality 4 ml scintilaéniho roztoku RotiZcint.
Méreni vzork( bylo provedeno metodou kapalné scintilacni spektrometrie pomoci

scintila¢niho pocitace Ray-Test.
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Tab. 11: Davkovaci schéma

[H*]DPCPX tkar DPCPX pufr
celkova vazba (ul) 100 100 - 50
nespecificka vazba
100 100 50 -

(ul)

Vyhodnoceni dat:

K vyhodnoceni namérené radioaktivity byl pouzit program Microsoft Excel a
GraphPad Prism 6. Pfi vyhodnocovani byla uréena koncentrace radioligandu pred
inkubaci (T), celkovd vazba radioligandu (C) a nespecificka vazba (Ns). Koncentrace
radioligandu byla namérena odebranim a zmérenim 100 ul z fedici rady radioligandu
(stejné mnozstvi, jako bylo pipetovdno do zkumavek). Celkovd vazba odpovidala
radioaktivité zachycené na filtrech. Nespecifickd vazba byla naméfena na vzorcich
inkubovanych s neznaenym radioligandem DPCPX. Mnoistvi specificky vazaného
ligandu (B) bylo vypocitano jako rozdil celkové a nespecifické vazby (C — Ng). MnoZstvi
volného radioligandu odpovidalo rozdilu ptvodni koncentrace radioligandu a celkové

vazby (T - C).

Ziskané hodnoty byly vyhodnoceny v programu GraphPad Prism 6 pomoci
nelinedrni regrese. Hodnoty Kq a Bmax byly ziskdny nelinedrni regresni analyzou dat

Z rovnice:

Bmax [F]

5= Kt ]

kde B je mnozZstvi specificky vazaného ligandu, [F] je koncentrace volného radioligandu,

Bmax j&@ maximalni vazebnd kapacita tkané a Ky je rovnovazna disociaéni konstanta.
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Stanoveni aktivity adenylylcyklazy

Adenylylcykldza je enzym katalyzujici pfeménu ATP na cAMP. Aktivita je
ovliviiovana stimulaénimi nebo inhibi¢nimi G proteiny, na zakladé interakce aktivované
a-podjednotky G proteinu s enzymem. V pokusech byla aktivita adenylylcyklazy
stanovena pomoci radioaktivné znaceného substratu [a- 32p|ATP. K oddéleni
vytvofeného [a- >’P]JcAMP byla vyuZita metoda sloupcové chromatografie se
stacionarni pevnou fazi v podobé neutralniho oxidu hlinitého. Principem je vychytavani
multivalentnich nukleotidd (znageny substrat [a- *2P]JATP neprojde) a propousténi
malych monovalentnich nukleotidd ([a- 32p1cAMP). Uéinnost kolon byla zjistovana

méfenim [*H]cAMP, ktery byl pfitomen v reakéni smési.

Tab. 12: Roztoky pro stanoveni aktivity adenylylcykldzy

reakéni smeés 48 mM Tris-HCI (pH = 8)
0,5 mM MgCl,
20 uM GTP
0,8 mg/ml BSA
100 uM rolipram
5 mM KPEP
3,2 U pyruvatkindza
100 mM NaCl
0,1 mM cAMP
15000 cpm [*H]cAMP

substratova smeés 0,1 M ATP
1 000 000 cpm/10 ul [a- *2P]ATP

doplnit H,O na vysledny objem

Pouzité stimulanty:

1 mM forskolin, 1 mM isoprenalin, 1 mM CGS-21680, 1 mM CPA
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Postup prace:

Vzorky plazmatickych membran izolovanych z levé komory myokardu potkana
byly po rozmraZeni nafedény na koncentraci 3 mg/ml pomoci pufru TME. Na ledu byly
naredény stimulanty a pripravena reakéni smés (sloZeni podle tab. 12). Pokusy byly
provadény v triplikdtech. Do mikrozkumavek byla napipetovdna voda, stimulanty,
reakéni smés a tkan dle nasledujiciho schématu (tab. 13). Byla nafedéna substratova
smés. Pred priddnim substratu byla kazdd mikrozkumavka s reakéni smési inkubovana
ve vodni [3dzni pfi 32°C po dobu 1 minuty. Po pfidani smési byly mikrozkumavky
inkubovany opét ve vodni lazni pfi 32°C po dobu 30 minut. Reakce byla zastavena
pfidanim 200 pl 0,5 M HCI. Nasledovala inkubace smési pfi 100°C po dobu 5 minut.
Obsah mikrozkumavek byl neutralizovan pfidanim 200 pl 1,5 M imidazolu a prenesen
na kolony obsahujici 1 g oxidu hlinitého. Na smés bylo navrstveno 3 ml 10 mM
imidazolu (pH 7,6) a pfi laboratorni teploté byly kolony ponechany pfiblizné 30 minut,
zatimco smés prokapdavala do scintilacnich lahvi¢ek. Do lahvi¢ek bylo ptiddno 7 ml
scintilacniho roztoku RotiZcint. Vzorky byly proméfeny dudlnim programem na
radioaktivitu *?P a >*H pomoci scintilatniho potitate Ray-Test. Vysledky byly

vyhodnoceny v programu GraphPad Prism 6.

Tab. 13: Davkovaci schéma

reakéni substratova
H,O stimulant tkan
smes smes
blank (ul) 50 - 40 - 10
bazalni aktivita
30 - 40 20 10
(ul)
stimulovana
20 10 40 20 10
aktivita (pl)
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Vyhodnoceni dat:

Vysledné mnozstvi vytvofeného cAMP bylo vypocditano ze zjisténych hodnot
radioaktivity *H a *’P vyjadfenych v poétu impulzéi za minutu (cpm — counts per
minute). U&nnost kolon byla stanovena méfenim [*H]JcAMP, ktery byl pfitomen
v reakéni smési. Naméfend data radioaktivity *’P byla korigovana na kolonu a blank a
zpramérovana pro kazdy triplikat (vypocet v jednotkdch cpm). Predpokladd se, zZe
adenylylcykldza vytvofi piiblizné stejné mnoistvi cAMP z ATP jako [*’P]cAMP z
[32P]ATP. Pomér [*2P]cAMP/[*2P]ATP = cAMP/ATP je tedy zachovén:

[*?P]cAMP - ATP
[**PlATP

CAMP =

Vydélenim mnozstvi [*P]cAMP vloZzenym mnozstvim [>’P]JATP (oboje v jednotkdach
cpm) a vynasobenim mnoiZstvim vloZzeného neradioaktivniho ATP (nmol), ziskdme
mnoizstvi vytvofeného cAMP (nmol). Aktivitu adenlylcykldzy pak prepocitame na
jednotky pmol/min (vydélenim mnozstvi vytvoreného cAMP v pmol dobou inkubace se
substratem). Vysledna aktivita enzymu se standardné vztahuje na mg proteinu (pmol

cAMP - min™ - mg* proteinu).

Statistické zpracovani vysledku

Namérend data byla zpracovadna v programu Microsoft Excel 2010. Vysledky
jsou udavany jako aritmeticky primér se stfedni chybou priméru (S.E.M.). Statisticky
byly vysledky vyhodnoceny v programu GraphPad Prism 6 za poutziti jednovybérového

t-testu. Signifikance byla hodnocena podle rozdilu na hladiné vyznamnosti p < 0,05.
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VYSLEDKY

Charakterizace adenosinovych receptorti pomoci  SDS-PAGE

elektroforézy a Western blottingu

SDS-PAGE elektroforéza, Western blotting a imunodetekce byly metody pouzité
k charakterizaci mnoZstvi adenosinovych receptorli v hrubych membranach myokardu
potkana. Byly pouZity vzorky izolované z pravych a levych komor myokardu potkana a
také vzorky izolovanych lipidovych raftl z levych komor potkana. Pomoci protilatek pro
A1, Asn, Asg a Az receptory byla kvantifikovana jejich distribuce v myokardu potkana.
Zaroven bylo zjistovano jejich zastoupeni vramci levé a pravé komory. U vzork(
lipidovych membran izolovanych pomoci detergentu Tritonu X-100 bylo porovnavano
zastoupeni adenosinovych receptor( v lipidové a solubilni frakci. Pro kvantifikaci
jednotlivych frakci byly na vzorcich detekovany markerové proteiny. Byly zvoleny

protilatky proti kaveolinu-3 pro urceni lipidové frakce a CD71 pro solubilni ¢3ast.

Exprese A; receptoru

A; receptor byl pomoci specifickych protilatek imunochemicky identifikovan na
vzorcich pravych i levych komor myokardu potkana v oblasti molekularni hmotnosti 43
kDa (obr. 5). Po porovnani imunochemického signalu vzork( pravych a levych komor

nebyl zjistén signifikantni rozdil v jejich distribuci (graf ¢. 1).
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Obr. 5: Imunoblot ukazujici distribuci A; receptoru.
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Graf ¢. 1: Grafické zndzornéni relativni exprese A; receptoru v levych a pravych komordch

myokardu potkana.

Graf zndzorriuje porovndni relativni exprese proteini (+ S.E.M.) ve vzorcich hrubych membrdn
izolovanych z pravych a levych komor myokardu potkana. Imunoreaktivita A, receptoru je na

ose y vyjddrena jako optickd denzita imunochemického signdlu vyjddrena v arbitrdrnich

jednotkdch.

LV —leva komora, RV — pravd komora.
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Exprese A, receptoru

Pomoci metod elektroforézy a Western blottingu se nepodafilo detekovat
monomer A, receptoru na vzorcich hrubych membran izolovanych z pravych a levych
komor potkana. Na obr. 6 Ize vidét expresi A;a receptoru na vzorcich mozkové tkané
v oblasti kolem 45 kDa. Na srdecni tkani byl detekovan imunochemicky signdl v oblasti

kolem 90 kDa, coz by mél byt receptorovy dimer.

srdce mozek

180

118
90

58
48

37
27

Obr. 6: Imunoblot ukazujici relativni distribuci A, receptoru ve vzorcich srdce a mozku potkana.

Cisla na levé strané blotu zndzorfiuji molekulové hmotnosti standardu v kDa. Sipka znaci oblast
predpoklddaného vyskytu A,, receptoru. Porovndnim vzork( srdce a mozku Ize vidét silny signdl
receptoru v mozku, naopak Zdadny u srdce. V srdecni tkdni je viditelny signdl v oblasti kolem 90

kDa a ziejmé by se mohlo jednat o dimer A,, receptoru.
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Exprese A, receptoru

A,g receptor byl pomoci specifickych protilatek imunochemicky identifikovan na
vzorcich pravych i levych komor myokardu potkana v oblasti molekularni hmotnosti 45
kDa (obr. 7). Po porovnani imunochemického signalu vzorkd pravych a levych komor

nebyl zjistén signifikantni rozdil v jejich distribuci (graf ¢. 2).

Obr. 7: Imunoblot ukazujici distribuci A,z receptoru.
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Graf ¢ 2: Grafické zndzornéni relativni exprese A, receptoru v levych a pravych komordch

myokardu potkana.

Graf zndzorriuje porovndni relativni exprese proteinii (+ S.E.M.) ve vzorcich hrubych membrdn
izolovanych z pravych a levych komor myokardu potkana. Imunoreaktivita A,g receptoru je na

ose y vyjddrfena jako optickd denzita imunochemického signdlu vyjddrena v arbitrdrnich

jednotkdch.

LV —leva komora, RV — pravd komora.
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Exprese A; receptoru

A3 receptor byl pomoci specifickych protilatek imunochemicky identifikovan na
vzorcich pravych i levych komor myokardu potkana v oblasti molekularni hmotnosti 43
kDa (obr. 8). Po porovnani imunochemického signalu vzork( pravych a levych komor

nebyl zjistén signifikantni rozdil v jejich distribuci (graf ¢. 3).
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Obr. 8: Imunoblot ukazujici distribuci Az receptoru.
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Graf ¢. 3: Grafické zndzornéni relativni exprese A; receptoru v levych a pravych komordch

myokardu potkana.

Graf zndzornuje porovndni relativni exprese proteinii (+ S.E.M.) ve vzorcich hrubych membrdn
izolovanych z pravych a levych komor myokardu potkana. Imunoreaktivita A; receptoru je na

ose y vyjddrena jako optickd denzita imunochemického signdlu vyjddrena v arbitrdrnich

jednotkdch.

LV —leva komora, RV — pravd komora.
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Membranové mikrodomény

Studium distribuce adenosinovych receptori bylo provadéno na vzorcich
lipidovych membrdn a solubilni frakce separované Tritonem X-100. Pro znazornéni
jednotlivych frakci byly pouzity markery — pro frakci lipidovych raftd kaveolin (obr. 9),
pro solubilni frakci transferinovy receptor CD71 (obr. 10). A; a Ay receptory byly
spolehlivé detekovany pouze v solubilni frakci (graf ¢. 4 a 5). Ay a A3 receptory
vykazovaly signadl jak v solubilni, tak lipidické frakci, ale bez signifikantnich rozdili mezi
frakcemi (graf €. 6). U A, receptoru se nepodafilo ziskat hodnotitelné vysledky, signal

v obou frakcich byl vSak zfetelny (obr. 11).

24kD—m“m . — -

S P S P S P S P
2% 1% 0,5% 0,25%

Obr. 9: Imunoblot ukazujici distribuci kaveolinu.

160 kD —” —-—— P - -
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Obr. 10: Imunoblot ukazujici distribuci transferinového receptoru CD71.

Cisla na levé strané blotii zndzorfiuji molekulové hmotnosti standardu v kDa. Procenta vyjadruji
pouZitou koncentraci Tritonu X-100.

S —supernatant (solubilni frakce), P — pelet (lipidova frakce).
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Graf ¢. 4: Grafické zndzornéni relativni exprese A; adenosinovych receptor(i v membrdnovych
mikrodoméndch izolovanych Tritonem X-100. K izolaci byly pouZity 4 koncentrace Tritonu. Je
zde vyjddrena uroveri relativni exprese receptor(i jako optickd denzita imunochemického
signdlu lipidovych domén (pelet) a solubilnich protein( (supernatant). Imunochemicky signdl

byl detekovdn pouze v solubilni frakci.
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Graf ¢. 5: Grafické zndzornéni relativni exprese A,z adenosinovych receptorii v membrdnovych
mikrodoméndch izolovanych Tritonem X-100. K izolaci byly pouZity 4 koncentrace Tritonu. Je
zde vyjddrena urover relativni exprese receptor( jako optickd denzita imunochemického
signdlu lipidovych domén (pelet) a solubilnich proteint (supernatant). Imunochemicky signal

byl detekovdn pouze v solubilni frakci a nesignifikantni mnoZstvi v lipidové frakci 2% Tritonu.
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Graf ¢. 6: Grafické zndzornéni relativni exprese Az adenosinovych receptort v membrdnovych
mikrodoméndch izolovanych Tritonem X-100. K izolaci byly pouZity 4 koncentrace Tritonu. Je
zde vyjddrena uroven relativni exprese receptor( jako optickd denzita imunochemického
signdlu lipidovych domén (pelet) a solubilnich proteint (supernatant). Po porovndni exprese
v supernatantu a peletu nebyly nalezeny Zddné signifikantni rozdily na hladiné vyznamnosti p <

0,05.
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Obr. 11: Imunoblot ukazujici distribuci A,, receptoru v membrdnovych mikrodoméndch

izolovanych Tritonem X-100.

Cisla na levé strané blotu zndzorfiuji molekulové hmotnosti standardu v kDa. Sipka zna&i oblast

predpokiddaného vyskytu A,, receptoru.

S —supernatant, P — pelet.
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Vazebné pokusy

Vazebné vlastnosti A; receptoru byly stanoveny pomoci saturaénich studii
méfenim specifické vazby antagonisty [H’]DPCPX. Pokusy byly provadény na vzorcich
hrubych membran izolovanych z levych komor myokardu potkana. Byla stanovena
maximalni vazebna kapacita (Bmax) @ rovnovaind disociac¢ni konstanta (Kg). Méreni
probihalo na principu specifické vazby [H}]DPCPX, v zavislosti na jeho rostouci
koncentraci. K pokusiim bylo pouzito celkem 6 koncentraci radioligandu (4 nM, 2 nM, 1
nM, 0,5 nM, 0,25 nM, 0,125 nM). Nespecifickd vazba byla uréena na zadkladé vazby
neznaceného ligandu DPCPX. Pokusy byly provadény zvlast pro levou a pravou komoru.
Pro obé komory byly pokusy opakovany 4x a kazdy pokus byl navrzen v triplikatech.

Graficky je zndzornén jeden pokus pro pravou i levou komoru.

U vzork( pravych komor byla namérena hodnota B, 12,61 + 2,03 fmol - mg'1 a
Kg 1,53 £ 0,22 nM, u vzork( levych komor Bpax 10,96 £ 2,08 fmol - mg'1 aky2,08+0,42
nM (tab. 14). Pro pravou i levou komoru byla vytvofena saturacni kfivka vazby
radioligandu (graf ¢. 7 a 9) a vazebna kfivka ukazujici celkovou, nespecifickou a

specifickou vazbu radioligandu (graf ¢. 8 a 10).

Tab. 14: Hodnoty B, a Ky u vzorki hrubych membrdn izolovanych z pravych a levych komor

myokardu potkana.

Bmax (fm0| ’ mg-l) Kq (nM)
LV 10,96 + 2,08 2,08+0,42
RV 12,61 +2,03 1,53+0,22

Parametry jsou vyjddreny jako aritmeticky primér ze 4 pokusl (+ S.E.M.) provedenych

v triplikatech.

LV — levé komory, RV — pravé komory, B,... — maximdlIni vazebnd kapacita, Ky — rovnovdznd

disociacni konstanta.
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Graf ¢. 7: Saturacni kfivka [H3]DPCPX u vzorkd levé komory.

Saturacni vazebnd krivka ziskand nelinedrni regresni analyzou dat vyjadrujicich specifickou
vazbu [H]DPCPX kA, receptorim na hrubych membrdndch izolovanych zlevé komory
myokardu potkana. Graf zndzorriuje zdvislost specifické vazby na rostouci koncentraci
radioligandu (0,125 — 4 nM).

B — mnozstvi specificky vdzaného [H’]DPCPX kA, receptoriim, F — koncentrace volného

[H*IDPCPX, B,,.x — maximdini vazebnd kapacita, K, — rovnovdzZnd disociacni konstanta.

= celkovi (fmaol/mg)
=== pespecdficka (fmaol/fmg)
== specificka (fmol/mg)

B (fmol/mg)

Graf & 8: Vazebnd kfivka [H]DPCPX ve vzorcich hrubych membrdn levych komor potkant
zndzornujici celkovou, specifickou a nespecifickou vazbu.

Specificka vazba byla vypocitdna jako rozdil hodnot celkové a nespecifické vazby. Graf
zndzorriuje zdvislost vdzaného [H]JDPCPX (v poltech pfemén za minutu — dpm) na rostouci
koncentraci radioligandu (0,125 — 4 nM).
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Graf ¢ 9: Saturacni kfivka [H*]DPCPX u vzorkd pravé komory.

Saturacni vazebnd krivka ziskand nelinedrni regresni analyzou dat vyjadrujicich specifickou
vazbu [H’]DPCPX kA, receptorim na hrubych membrdndch izolovanych zpravé komory

myokardu potkana. Graf zndzornuje zdvislost specifické vazby na rostouci koncentraci
radioligandu (0,125 — 4 nM).

B — mnoZstvi specificky vdzaného [H’]DPCPX kA, receptoriim, F — koncentrace volného

[H}]DPCPX, B,,.x — maximdini vazebnd kapacita, K, — rovnovdzZnd disociacni konstanta.
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Graf & 10: Vazebnd kfivka [H*]DPCPX ve vzorcich hrubych membrdn pravych komor potkand

zndzornujici celkovou, specifickou a nespecifickou vazbu.

Specificka vazba byla vypocitdna jako rozdil hodnot celkové a nespecifické vazby. Graf

zndzorriuje zdvislost vdzaného [H]JDPCPX (v poctech pfemén za minutu — dpm) na rostouci

koncentraci radioligandu (0,125 — 4 nM).
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Aktivita adenylylcyklazy

Aktivita adenylylcyklazy byla mérena na vzorcich plazmatickych membrdan
izolovanych z levych komor myokardu potkana. Jako substrat bylo pouzZito radioaktivné
znatené [a->°P]ATP. Oddéleni vytvofeného [a-*’P]cAMP probéhlo pomoci sloupcové
chromatografie na stacionarnim nosici oxidu hlinitém. V pokusech byla mérena bazalni
aktivita adenylylcyklazy a jeji stimulace pfidanim forskolinu, isoprenalinu nebo CGS-
21680 a inhibice pomoci CPA. Aktivitu adenylylcykldzy se podafilo stimulovat
forskolinem, avsak u isoprenalinu a CGS byla stimulace zanedbatelnd. Podobné ligand
CPA aktivitu inhiboval pouze asi o 5% v porovndni s bazalni aktivitou. Inhibice

forskolinem stimulovaného enzymu byla také zcela nesignifikantni (graf ¢. 11).
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Graf ¢. 11: Porovndni bazdlIni a stimulované aktivity adenylylcykldzy na vzorcich plazmatickych

membrdn izolovanych z levych komor myokardu potkana.

Zpracované vzorky byly méfeny na mnoZstvi radioaktivity *H a *’P v jednotkdch poctu rozpadu
za minutu (dpm). Namérené hodnoty byly prepocitdny a byl vytvoren graf, ktery zndzorriuje
porovndni aktivity stimulované adenylylcykldzy vyjadrené jako koncentrace vytvoreného [a-
2PIcAMP v pmol za minutu vztazené na mg proteinu. Byla zkoumdna pfimd inhibice a
stimulace enzymu, ale také predpoklddand inhibice forskolinem stimulované aktivity pomoci

ligandu adenosinovych A; receptort CPA.
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DISKUZE

Cilem této diplomové prdce bylo charakterizovat distribuci a signalizaci
adenosinovych receptorl v myokardu potkana. Adenosin je téméf vSudypfitomny
nukleosid, jehoz hlavnim zdrojem je ATP. Produkce adenosinu je spjatd
s metabolismem ATP, molekulou, ktery predstavuje hlavni zdroj energie v burice.
Adenosin je proto vyznamnou signaliza¢ni molekulou pfi metabolickém ¢i oxidacnim
stresu bunky. V kardiovaskularni tkdni je intenzivné studovdna ochrana pfi
ischemickém a reperfuznim poskozeni. Adenosinovy systém vykazuje protekéni Ucinky
pfi pre- i postconditioningu srdce a je proto jednou zvelmi studovanych
kardioprotektivnich signalnich systéml (Andreadou et al., 2008). Jednotlivé
adenosinové receptory maji unikdtni strukturu, vlastnosti a spousti specifické
signalizac¢ni drdhy. Proto jsme se vramci této diplomové prace zamérili také na
porovnani exprese adenosinovych receptord na srdci, mozny rozdil v distribuci mezi
pravou a levou komorou a celkové srovnani vyskytu jednotlivych receptorovych
podtypl. Hlavni signaliza¢ni draha spousténd aktivaci adenosinovych receptort vede
pfes aktivaci nebo inhibici adenylylcyklazy a tvorby cAMP. V srde¢nich komorach je
nejvyznamnéjsi anti-B-adrenergni efekt A; receptoru, ktery inhibici adenylylcyklazy
potlacuje ucinky B-adrenergnich agonistl (Mustafa et al., 2009). V této diplomové
praci jsme pozorovali vliv agonistd A; a A, adenosinovych receptorl na aktivitu
adenylylcykldzy, stejné jako pripadnou inhibici jiz stimulované adenylylcykldazy A,

receptorem.

Vychozim materidlem pro méfeni pomoci Western blottingu byly hrubé
membrany pravych a levych komor potkana. Béhem optimalizace pokust byly
testovany rGzné primarni protilatky (krdli¢i, kozi, mysi) od rlznych firem, ze kterych
byly vybrany jedny pro kazdy receptorovy podtyp (viz tabulka ¢. 9) a vSechny pokusy
dale probihaly za stejnych podminek. Vzhledem k charakteru metody bylo provedeno
mnoho opakovani kazdého pokusu (za stejnych podminek, zvolenych dle pfedchozich
optimalizacnich pokusl), pro ziskdni minimdlné tfi konzistentnich vysledkd
k vyhodnoceni. V pripadé A1, Asg ani As receptoru nebyl prokazan signifikantni rozdil

mezi pravou a levou komorou. U A; a Ay receptoru byla patrna tendence ke snizené
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expresi v pravych komorach, ale vzhledem k pomérné vysokym odchylkdm mezi
jednotlivymi pokusy nebyly rozdily statisticky vyznamné. Pro A,a receptor se
nepodafilo ziskat konzistentni hodnotitelné vysledky. Pro vylouéeni vlivu protilatek
nebo Spatného nastaveni pokusu (fedéni, doba inkubaci) byl pro porovnani detekce
receptoru testovan také vzorek mozkové tkané (kortex) potkana. Relativné velké
odchylky pfi replikaci pokusli mohly byt zplsobeny charakterem metod gelové
elektroforézy a imunoblotingu. Hlavnim problémem je pomérné nizkd exprese
adenosinovych receptorll vsrdci (viz dale vysledky vazebnych studii) a pfi pouziti
vzorkll hrubych membrdn je zfejmé, Ze detekce pomoci imunoblotingu neni
spolehlivou metodou. VhodnéjSim materidlem by mohly byt plazmatické membrany,
ale vzhledem k potfebé relativné velkého mnoizstvi tkané pro optimalizace a vice
opakovani samotnych pokusl byly zvoleny vzorky hrubych membran kvili vétsimu
vytézku pfi jejich separaci. Plazmatické membrany byly pouZity pro pokusy se

stanovenim aktivity adenylylcyklazy.

Dalsi méreni pomoci imunoblotl bylo provedeno na vzorcich lipidovych raftl a
solubilni frakce separované detergentem Tritonem X-100 ve 4 rliznych koncentracich
(2%, 1%, 0,5% a 0,2%). Jako marker lipidové frakce byl pouZzit kaveolin-1 a pro solubilni
frakci transferinovy receptor CD71. Adenosinové receptory patii mezi receptory
sprazené s G proteiny. Mnoho studii popisuje vyskyt G proteini v membranovych
mikrodoméndch a protoZe z hlediska Ucinnosti a selektivity signalizacnich drah je
vyznamna jejich kolokalizace, pfedpoklada se membranova kompartmentalizace i u
adenosinovych receptort (Lasley, 2011). Tuto teorii podporuje vyskyt ekto-5‘-
nukleotidazy CD73 v kaveolach, coZz je GPl-kotveny protein, ktery defosforyluje
extracelularni AMP na adenosin (Forsman & Gustafsson, 1985). Adenosin je pomérné
labilni molekula, kterd rychle podléha degradaci na inosin. Spoleény vyskyt enzymu
tvoriciho adenosin a receptoru, ktery zprostfedkovava jeho bunéénou signalizaci, je
proto nezbytné pro efektivni prenos signalu. Jeden z prvnich adenosinovych receptort
studovany v souvislosti membranovych mikrodomén byl A; receptor. Adenosin a
acetylcholin vykazuji podobné efekty v srdeCnich komorach. Prvotni hypotéza tedy
predpokladala translokaci stimulovaného A; receptoru do kaveol. Vysledek studie vsak

ukdazal opacny jev. V nestimulovanych vzorcich srdec¢nich komor bylo detekovano cca
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67% A; receptorl v kaveolach, zatimco po aktivaci agonistou doslo k translokaci

receptoru z kaveol (Lasley et al., 2000).

K potvrzeni sprdvné izolace frakce obsahujici lipidové rafty byl v nasSich
pokusech pouzit marker kaveol, kaveolin-3. Na obr. 9, ktery zndzornuje vyrez
imunoblotu zndazornujiciho detekci kaveolinu-3 na vzorcich lipidové a solubilni frakce
Ize vidét, Ze u vSech koncentraci Tritonu je kaveolin detekovan v raftech. Ve vzorku
izolovaném 2% Tritonem je slaby signal i v solubilni frakci, coZ znamena, Ze se jednd o
prilis vysokou koncentraci detergentu a pfi izolaci jsou ¢astecné rozpoustény i lipidové
rafty. Nejpouzivané;jsi koncentrace Tritonu pro izolaci lipidovych mikrodomén byva 1%,
ktera se potvrdila jako nejvhodnéjsi i v naSich pokusech. Vysledky detekce A; receptoru
nepotvrdily jeho vyskyt vraftech. VSechny provedené imunobloty ukazovaly silny
signal v solubilni frakci, zatimco ve vzorcich frakce obohacené lipidovymi rafty Zadny
(pouze jeden imunoblot zndzornoval slaby signal u frakci lipidovych raftd izolovanych
2% Tritonem). Toto je odliSny vysledek neZ publikovali Lasley et al., 2000. Divodem
této nesrovnalosti miZe byt jiny postup pouZity pro pfipravu raftl (detergentova
izolace versus pouZiti alkalického uhli¢itanu). MoZnou pfi¢inou nami zjisténého vyskytu
veskerych A; receptord v solubilni ¢asti mohou byt specifické vlastnosti téchto
receptorll, které jim zabranuji v asociaci s rafty pfipravenymi pomoci Tritonu X-100,
tedy charakter membran izolovanych detergentem. Principem izolace raftll pomoci
detergentu je nerozpustnost tuhych ¢asti membrany (tvorenych prevaziné sfingolipidy
a cholesterolem). Stupen nerozpustnosti zdvisi na stabilité interakci mezi lipidy
vzhledem ke stabilité interakci lipid-detergent. Izolované membrany tak nejsou
fyziologicky pfimo lipidové rafty, protoZe rozpustnost je silné zavisla na lipidovém
sloZeni i sile detergentu (London & Brown, 2000). Triton X-100 je pomérné silny
detergent, ktery mlzZe rozpoustét i ¢ast raftll a receptory poskodit nebo vyradit
z nesolubilni frakce. Nékteré studie také naznacuji opacny problém pti pouZiti
detergentl, a sice vznik artefaktll (vyskyt nerigidnich ¢asti plazmatické membrany)
(Lichtenberg et al., 2005). Tyto problémy by mohly byt eliminovany pouzitim metod
izolace membranovych mikrodomén bez detergentu. Srovnanim vysledk( téchto dvou
pfistupl by mohlo pomoci odhalit vliv detergentu na receptory a presnéji stanovit

jejich zastoupeni v lipidovych raftech.
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Vyskyt A,s receptoru vraftech popisuje jedind studie provadéna na
intestindlnich burikach epitelidlni bunécné linie T84 (Sitaraman et al., 2002). V naSich
pokusech byl A,g receptor spolehlivé detekovdn pouze v solubilni frakci. V nékolika
pokusech byla viditelna exprese i v lipidové casti u vzork( izolovanych 2% Tritonem.
Z vysledkll nelze potvrdit vyskyt receptoru v raftech, protoZze se raftovy signal
nepodafilo ziskat konzistentné a navic hodnotitelnd byla pouze pfiblizné polovina
z provedenych pokusl. Vétsinou receptor vykazoval celkové velmi maly nebo Zadny
signal ve frakci lipidovych raftl i v solubilni vétSinou membranové fazi, ale silny signal
se objevil v oblasti molekulové hmotnosti, kterd by mohla ndlezet dimeru receptoru.
S podobnym problémem jsme se setkali i u blotd hrubych membran pti porovnavani
vzorkd pravych a levych komor. Pfi optimalizaci pokust jsme provadéli elektroforézu
na ureovych gelech s predpokladem, Ze mocovina jako chaotoropni Cinidlo (latka, ktera
efektivné rusi nekovalentni vazby v molekule proteinu) rozvolni dimerické struktury a
budeme pozorovat zvySeni signalu v oblasti receptorového monomeru. Vysledkem
viak byly bloty se signalem v mnoha oblastech riznych molekulovych hmotnosti (doslo
tedy k rozbiti struktur) a bylo tak obtizné specificky detekovat ndmi hledany specificky

imunochemicky signal receptoru.

Zbylé dva podtypy adenosinovych receptorll byly detekovany jak v lipidovymi
rafty obohacené tak v solubilni frakci. Jak bylo dfive zminéno, detekce A, receptoru na
srdci pomoci imunoblottingu je pomérné problematicka. Na rozdil od vzorkd hrubych
membran se pfi pokusech s lipidovymi rafty podafilo na vyslednych imunoblotech
detekovat protein dané velikosti. BohuzZel ani po snaze o optimalizaci, zmenseni Sumu
a zvyraznéni signalu se nepodafilo ziskat dobie hodnotitelné vysledky. Z imunoblotl je
zfejmé, Ze receptor byl detekovan jak v solubilni, tak lipidové frakci, avsak jak je vidét
na prilozeném obrazku (obr. 11), nelze stanovit relativni pomér vyskytu receptoru mezi
frakcemi. Doposud byla publikovana pouze jedna studie dokazujici vyskyt Aja
receptoru v membranovych mikrodoménach, a to studie provddénd na miSnich
neuronech potkana (Mojsilovic-Petrovic et al., 2006). Pfrednostni vyskyt As; receptoru
v raftech neni doposud prokazan. Vysledky nasich pokust ukazuji prakticky totoznou

expresi jak v solubilni vétSinou membranové frakci tak ve frakci lipidovych raftu.
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Dale jsme provadéli vazebné studie A; receptoru za pouZiti radioaktivné
znaceného vysoce selektivniho antagonisty DPCPX. Byla sledovdna saturace receptoru
selektivnim antagonistou pfi jeho zvySujici se koncentraci. K pokusim byly pouZity
vzorky hrubych membran izolovanych z pravych a levych komor potkana. JelikoZ
adenosin je prakticky vSudypfitomny nukleosid, preinkubovali jsme tkan s enzymem
adenosindeaminazou, aby doslo k degradaci veskerého adenosinu a byl tak eliminovan
vliv intraceluldrniho adenosinu na vazebnou kapacitu receptori. Osetfeni tkané
adenosindeamindzou se provadi prakticky témér pfi vSech pokusech s adenosinovymi
receptory, protoze v kazdé burice je pfitomné ATP a vliv intracelularniho adenosinu by
mohl ovliviiovat vysledky méfeni. K charakterizaci receptorl byly zvoleny saturacni
studie, pfi kterych je zjiStovana maximalni vazebnd kapacita Bn.x @ rovnovaina
disocia¢ni konstanta K4. U adenosinovych receptort plati, Ze jeden receptor vaze jeden
ligand. Namérené hodnoty maximalni vazebné kapacity tedy kvantitativné odrazi i

mnozstvi receptor( v tkani.

Specificka vazba byla stanovena jako rozdil celkové vazby a vazby nespecifické.
Nespecifickd vazba byla méfena pomoci neznaceného ligandu DPCPX. Opakovani
pokusl bylo provedeno 4x pro pravé i levé komory, pficemz kazdy pokus probihal
v triplikdtech. U pravych komor byly naméfeny hodnoty Bmax 12,61 + 2,03 fmol - mg™ a
Kqg 1,53 £ 0,22 nM, u levych komor B, 10,96 + 2,08 fmol - mg'1 a Kq42,08 +0,42 nM
(hodnoty jsou vypocitané jako aritmeticky prdmér ze 4 pokust * S.E.M.). Rovnovazina
disociacni konstanta popisuje stav, kdy je obsazena pravé polovina receptor( v tkani.
Jak bylo zminéno vyse, jeden receptor vaze pravé jeden ligand, mGzeme tedy primo
kvantifikovat koncentraci receptor(l ve tkani. Nanomolarni koncentrace A; receptoru
na srdci potkana je pomérné nizkd a nase vysledky se shoduji s pozorovanim mnoha
jinych studii (Kapicka et al., 2003). Nizkd koncentrace adenosinovych receptor( na
srdci vysvétluje problémy s jejich charakterizaci a kvantifikaci pomoci metod
elektroforézy a Western blottingu. Mezi pravou a levou komorou se neukdzaly zadné

signifikantni rozdily v mnoZstvi receptorl ani v maximalni vazebné kapacité.

Posledni metodou této diplomové prace bylo stanoveni aktivity stimulované
nebo inhibované aktivity adenylylcykldzy. Adenosinové receptory jsou sprazeny s G

proteiny a jejich hlavnim signalizaénim efektorem je adenylylcykldza. Podle typu G
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proteinu je po aktivaci receptori adenylylcykldza stimulovana nebo inhibovéna. Jak
bylo uvedeno dtive, v srdci je nejvyznamnéjsi anti-B-adrenergni efekt A; receptoru.
Stimulaci A; receptoru je pres aktivaci a podjednotky G; proteinu inhibovan stimulaéni
ucinek agonistl adrenergnich receptord. V naSich pokusech byly pouZity 4 ligandy:
isoprenalin, forskolin, CGS a CPA. Isoprenalin je neselektivni agonista B-adrenergnich
receptorll, které pres G proteiny stimuluji aktivitu adenylylcykldzy. Forskolin je
labdanovy diterpen, ktery pfimo interaguje s adenylylcykldzou a zplsobuje jeji rychlou
a reverzibilni stimulaci. Aktivuje vSechny typy adenylylcyklaz, kromé adenylylcyklazy 9,
a je proto pouzivan pro studium tvorby cAMP v mnoha bunécénych procesech a tkanich
(Alasbahi & Melzig, 2012). Zbylé dva stimulanty ovliviiuji adenosinové receptory. CGS-
21680 pusobi stimulacné pres aktivaci A, receptoru, ktery je spfaien s G proteiny.
Vyuzivd se prevainé ke studiu respiracnich poruch pfedéasné narozenych déti. Castym
problémem nedonosenych novorozencli byvd prerusované dychani z dlvodu
nedostatecné vyvinutych synapsi respiracnich neuront (idiopatickd apnoe) a xanthiny
(nespecificti antagonisté adenosinovych receptori) se ¢asto vyuZivaji k Ié¢bé téchto
poruch (Mayer et al., 2006). CPA je selektivni agonista A; receptoru, ktery se pouziva
pfevazné pfi studiich kardiovaskularnich tkani. Je snaha o vyvoj selektivnéjSich
agonistl svy$si afinitou, nejpouzivanéjdim je napfiklad CCPA (2-chloro-N°-

cyklopentyladenosin).

Pokusy byly opakovdny 2x s nizkou hladinou hofecnatych iontl a 3x se
zvySenym obsahem horecnatych iontl, které jsou potrfeba pro optimdlni funkci
adenylylcykldzy. Kazdy pokus byl vidy provadén v triplikdtech. Byla zkoumdna
stimulace adenylylcyklazy isoprenalinem, forskolinem a CGS a inhibice pomoci CPA.
Dale byla sledovana inhibice CPA forskolinem-stimulovaného enzymu. Namérené
hodnoty byly prepoditany na jednotky pmol vytvofeného cAMP za minutu na mg
proteinu (postup viz Metody). Ve vSech pokusech byla pozorovana silnd stimulace
forskolinem a slabd stimulace isoprenalinem. Stimulace agonistou adenosinovych
receptortl CGS byla pozorovatelnd, avsak témér zanedbatelna. V literature je v ramci
studia srdec¢ni tkané popisovana predevsim inhibice aktivity adenylylcyklazy (Kapicka et
al., 2003). V nasich pokusech jsme zkoumali pfimou inhibici enzymu aktivaci A;

receptoru pomoci CPA ligandu, namérené hodnoty vSak inhibi¢ni ucinky nepotvrzuji.
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Béhem hodnoceni bylo moZné pozorovat tendenci ke snizené tvorbé cAMP, inhibice
ale byla oproti bazalu pouze kolem 4%. V dalSich pokusech byla také sledovana mozna
inhibice jiz stimulované adenylylcyklazy. V reakéni smési byly pouzity dva ligandy —
forskolin ke stimulaci a CPA kinhibici. Namérené hodnoty opét vykazaly stejny

fenomén jako u inhibice nestimulovaného enzymu.
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ZAVER

Adenosinové receptory jsou Siroce rozprostieny napfi¢ kardiovaskuldrni tkani a
zprostredkovavaji mnoho fyziologickych odpovédi adenosinu. BEhem metabolického a
predevsim oxida¢niho bunécného stresu extracelularni hladina adenosinu stoupa.
Adenosin v srdecni tkani zpomaluje srdecni tep, sniZuje sifovou kontraktilitu,
zpomaluje AV vedeni a predevsim inhibuje vliv katecholamind na srdecni funkce
(Belardinelli et al., 1995). Adenosin také aktivuje mnoho cytoprotektivnich odpovédi.
Adenosinové receptory maiji roli v akutnich protektivnich i adaptivnich odpovédich.
Ochranu srdecni tkané zajistuje preischemicka aktivace receptorl (preconditioning),
stejné tak ma kardioprotektivni efekt jejich signalizace v reperfuzni fazi (Headrick et al.,

2011).

Cilem této diplomové prace byla charakterizace adenosinovych receptord na
myokardu potkana. Zabyvali jsme se porovnanim distribuce jednotlivych
receptorovych podtypl v pravé a levé komore a mozny vyskyt receptor(i v lipidovych
raftech. Dale jsme zkoumali vazebné vlastnosti A; receptoru na vzorcich hrubych
membran pravych a levych komor. Posledni casti této prace je studium aktivity
adenylylcyklazy a vlivu adenosinovych receptor(i na tvorbu cAMP. V nasich pokusech
jsme nepozorovali rozdily mezi pravou a levou komorou potkana at uZ v distribuci
jednotlivych receptorovych podtypl nebo v jejich vazebnych vlastnostech. | pres
mnoho studii zabyvajicich se adenosinovou signalizaci jsou adenosinové receptory na
srdci dosud malo prozkoumanym tématem a lepsi poznani jejich vlastnosti a predevsim
vyvoj selektivnich ligandd by mohly prispét k acinnéjsi [écbé nékterych

kardiovaskularnich chorob.
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