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Abstrakt

Diplomova prace je za#tena na studium fyziologického vlivu syntetického
estrogenu ethinylestradiolu (EE), ktery je obsazepreparatech oran uzivané
hormonalni antikoncepce. Z velkého mnozstvi fyziatky vyznamnych molekul, jejichz
expresec¢i funkce by mohla byt EE ovliwma, se prace zaffuje na studium vlivu EE
na sodikem a draslikem aktivovanou adenosintrifasta (Nd, K" - ATPazu), ktera je
selektivre inhibovana kardioaktivnimi glykosidy, jmenavibuabainem (g-strofantinem).
Jednd se o vyznamny, membratoxazany enzym, ktery katalyzuje aktivni transport
sodnych draselnychi@s plazmatickou membranu. Pro tytdely byla v prvni ¢asti
experimeni vyuZita metoda vazby’fijouabainu na Na K* - ATPazu. V druhé&sasti
experimentu byla pomoci rovnovazné anizotropie DRublovana fluidita plazmatické
membrany.

Ucinek EE na N§j K’ - ATPazu byl studovan jednak v podminkéich vitro
v burg¢né linii HEK293 (inkubace 24 hod v zivném meédiugk tv podminkachn vivo
po subkutannim podanim samicim potk&mene Wistar (10 dni). Vysledky ziskanié p
studiu HEK293 bugk ukazaly, ze EE zvysuje specifickou vazBid]puabainu ve frakcich
plasmatickych membran, které bylyfigraveny flotaci v hustotnim sachar6zovém
gradientu. Vysledky &inku EE na vazbu *HJouabainu na podb@tiné preparaty
(postnuklearni supernatant)igravené z potkah (Seda kra mozkova, levé komora
srdeni, jatra a kra ledvin) nelze v saasné dob jednoznang uzawit vzhledem k tomu,
Ze tkark pripravené z potkana, ve srovnani sjinymi Zigaymi druhy, pikladrg

moretem, obsahuji NaK* - ATPazu s nizkou afinitoutii ouabainu.

Kli ¢ova slova: ethinylestradiol, kombinovana hormonalni antikgroee plazmaticka
membrana, N3 K" - ATP&za, {H]ouabain, rovnovazna anizotropie fluorescence,
difenylhexatrien, DPH



Abstract

This diploma thesis is oriented to analysis of pblggjical effect of synthetic
estrogen ethinylestradiol (EE), which represents iiain component of steroid-based
substance used in hormonal contraception. From vadge of physiologically important
protein molecules, which might be effected by thiisroid, thesis focuses to the study
of the sodium plus potassium activated, magnesiepeident adenosinetriphosphatase
(Na', K" - ATPase), which is selectively inhibited by camiglycosides such as ouabain
(g-strophantine). Na K* - ATPase represents an important plasma membraoadbo
enzyme, which catalyzes the active transport ofisndand potassium across plasma
membrane. In the first part of this work, N&* - ATPase was determined by binding
of radioactively labeled selective inhibitor of shenzyme JH]ouabain, used for this
purpose. In the second part of this work, plasmanbrane fluidity was analyzed
by steady-state fluorescence anisotropy of DPH.

The effect of EE on®H]Jouabain binding was studied first undevitro conditions
by using human embryonic kidney cells (HEK293) vithigere cultivated for 24 hours
in the presence of EE in tissue culture mediumoBecthe effect of EE was also studied
underin vivo conditions, by subcutaneous application of EEht® female rats of Wistar
strain. EE was applied for prolonged period of Hysd Results of studies performed
in HEK293 cells indicated an increase of specitig]puabain binding in isolated plasma
membranes, which were prepared by flotation of meodear supernatant fraction
in sucrose density gradient. Results of analysi§®dfouabain binding to postnuclear
fraction prepared from rat cortex, left heart vy liver and renal cortex can not be
unequivocally summarized at present time becausetbier low-affinity fH]Jouabain
binding sites detected in the rat tissues’,N&@ - ATPase activity in rat tissues exhibits
rather low-affinity towards this inhibitor in compson with other species, guinea-pig

for instance.

Key words: ethinylestradiol, combined oral contraception, spla membrane,
Na', K" - ATPase, {H]ouabain, steady-state fluorescence anisotrophetiylhexatriene,
DPH



1. Seznam pouzitych zkratek

[*H]ouabain

ADP
ATP
ATPaza
Bmax
Bhsp
BSA

Bsp

BtOt
CAMP
cDNA
Ci

CcOoC
CTR
dH,O

D
DMEM
DNA
DOR-Giy,

Dp
DPH
EDTA
EE
ER
EREs
ERK

FRAP

FSH

Ouabain znany radioaktivnim tritiem
Adenosin difosfat

Adenosin trifosfat

Adenosin trifosfataza

Maximalni p&et vazebnych mist

Nespecificka vazba radioligandu

Bovine Serum Albumin (Haszi sérovy albumin)
Specifick& vazba radioligandu
Celkova vazba radioligandu

Cyklicky 3, 5"-adenosin monofosfat
Komplementarni DNA
Curie, jednotka radioaktivity (1 Ci = 3,7 4®0q)
Combined Oral Contraception (Kombinovana orahtikoncepce)
Kontrola

Destilovana voda

Lateralni difuzni konstanta lipid
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Deoxyribonukleova kyselina

Bung¢na linie HEK293 stabilexprimujicis-opioidni receptor s fuzn
pripojenou Gi, podjednotkou
Lateralni difuzni konstanta protéin
1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien
Kyselina ethylendiamintetraoctova
Ethinylestradiol

Estrogenové receptory

Estrogen Response Elements (Estrogen respojeawnotky)

Extracellular Signal-Regulated Kinase (Kinazgulované extracelularnim

signalem)

Koncentrace volného radioligandu

Fluorescence Recovery After Photobleachingh@éni fluorescence po

foto-vybéleni)

Hormon stimulujici folikuly



GnRH Gonadotropin-releasing hormone (Hormon twjti gonadotropin)

GPER1 G Protein-Coupled Estrogen Receptor 1 (Estrmgy receptor spzeny s
G proteiny)

HDL High Density Lipoprotein (Lipoprotein s vysokdustotou)

HEK Human Embryonic Kidney cells (B&ma linie odvozena od lidskych
embryonalnich ledvinnych beiky)

HSP Heat Shock Protein (Protein teplotniho Soku)

5P Inositol-1,4,5-trifosfat

IARC International Agency for Research on CanceefMarodni agentura pro

vyzkum rakoviny)

lvH Intenzita fluorescence drena i vertikalni orientaci excitaniho a
horizontalni orientaci emisniho polarizétoru

WV Intenzita fluorescence drena i vertikalni orientaci excitniho i

emisniho polarizatoru

ki Rychlostni konstanta asociace

Ko Rychlostni konstanta disociace

Kd Rovnovazna disodtai konstanta

L Ligand

LDL Low Density Lipoprotein (Lipoprotein s nizkowstotou)

LH Luteinizatni hormon

MAPK Mitogen Activated Protein Kinases (MitogeneRtiaovana protein kinaza)

NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(Nikotinamidadenindinukleotidfosfat)

NCS Newborn Calf Serum (Novorozenecké teleci sérum)

PAK Proteinkinaza A

PBS Phosphate Buffered Saline (Fosfatovy pufr)

PC Fosfatidylcholin

PE Fosfoatidylethanolamin

PG Propylenglykol

pH Zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovycmti

Pl Fosfatidylinositol

PKC Proteinkinaza C

PLC Fosfolipaza C

PMSF Fenylmetylsulfonylfluorid



PNS
PS

R

RL
RNA
SHBG
SM

Src

TE pufr
TF
TGES motiv
TGH1
™

Postnuklearni supernatant
Fosfatidylserin
Receptor
Komplex receptor-ligand
Ribonukleova kyselina
Sex Hormone-Binding Globulin (Globulin vazagexualni hormony)
Sfingomyelin
Nereceptorova tyrosinkinaza
Tris/EDTA pufr
Transkrigni faktor
Motiv obsahujici Threonin - Glycin - Gmin - Serin
Transforming Growth Fact@l (Transformujicidstovy faktorpl)

Transmembranovy
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2.  Uvod

Souwasné zeny v ekonomicky rozvinutych zemich tra&iSmu svého fertilniho
obdobi snahou ovlivnit, ne-liipmo zabranit athotreni. Antikoncegni prostedky dosahly
nebyvalé dinnosti a spolehlivosti. Nejbaliv&Sim vyvojem proSla kombinovana
hormonalni antikoncepce. Jeji vyvoj je charakteréo progresivnim snizovanim davek,
zava@nim novych progestin a v poslednich letech vynechanim dosud domingjicih
ethinylestradiolu a jeho nahrada jinym vhe@dim estrogenem. @odem nahrazeni
ethinylestradiolu firozenymi estrogeny je fptrvavajici negativni efekt na organismus
navzdory stale se snizujicim davkam.

Systémoveé &inky ethinylestradiolu jsou diky metabolismu, bigické dostupnosti
a tk&ovym diferencim 100-600krat sdj$i nez u estradiolu, ifpozeného estrogenu.
UZivani syntetickych estrogérevySuje vyraza jejich obsah v odpadnich vodach, které
jsou zbaveny této estrogenovéinmsi po prhchodu cistirnami pouze casté&né
(Chichirian a kol., 2007). Vzhledem &to vlastnostem se problematika ethinylestradiolu
rozSkuje z roviny ovliviéni metabolismu a fyziologie uzivatelky i do roviwotniho
prostedi. Zngisteni zpisobené syntetickymi estrogeny owlije pohlavni diferenciaci
a reprodukci vodni fauny, zejména ryb. Hfivee o estrogenni endokrinni disrupci,
podloZené studiemi potvrzujicimi korelaci incidemceavaznosti intersexu rybich populaci
s koncentraci estrogénv kontaminovanych Usecich vodnich iokEthinylestradiol je
nejsilrgjSim induktorem intersexu ryb a syntézy vitelogeninrybich samic Vitelogenin
je protein funguijici jako prekurzor protéizloutkového véku a je exprimovany u samic
ryb, obojzivelniki, plazi, plaki a &tSiny bezobratlich. Za ffiomnosti estrogen je
exprimovan i u sanica jeho exprese je tak indikatorem estrogenni @gpoSumpter
a Jobling, 1995).

Pro studium vlivu ethinylestradiolu byla vybranaa'N K*-ATPaza, ktera je
piitomna v plazmatickych membranach vSech &smych bugk (Glynn, 1985, Lingrel
a Kuntzweiler, 1994) a zaji8je aktivni transport sodnych a draselnych idomkes
plazmatickou membranu. V souvislosti s tim je diekan vztah mezi zémou jeji exprese
a rozvojem rakoviny prsu (Chen a kol., 2006).cAmexprese a aktivity NaK* - ATPazy
byla zaznamenana u pacigist Alzheimerovou chorobou (Chauhan a kol., 199&hetem
(Tsimarato a kol., 2001), hypertenzi (Liu a Songize 1997) aiznymi druhy rakoviny
(Blok a kol., 1999; Espineda a kol., 2003; Feigeladdenderson, 1996).
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3. Literarni prehled

3.1. Hormonalni antikoncepce

NejuzivargjSi metodou antikoncepce je v gasnosti antikoncepce hormonalni,
ktera je jednim zielomovych objewt farmacie a lékiatvi druhé poloviny 20. stoleti
a ktera se rychle stala jednintasto uzivanych v souwasnosti. Jeji uzivani zenami
fertiiniho wku je v dnedni dab povaZovano tést za samoiejmost nebo alespio
za naprosto ¢&nou ¥c. Kvalita antikoncegnich prepardit se neustale zvySuje a od
pocatku svého objeveni se vyra&zrsnizil obsah steroidnich hormbnobsaZzenych
v jednotlivych davkachsimz se snizila hormonalni 2atprojevujici s&éadou nezadoucich

vedlejSich dinka.

3.1.1. Mechanismus &inku hormonalni antikoncepce

Hormonalni antikoncepce funguje na principu negati zpitné vazby, jak
demonstruje nasledujicdbrazek ¢. 1. Tvorba pohlavnich hormaénje tizena GnRH
(Gonadotropin-releasing hormone, gonadotropin twjadi hormon), ktery je produkovan
v hypothalamu a nasledinpisobi na specifické hiky v adenohypofyze, ve kterych
dochéazi k syntéze hormonu stimulujiciho folikuhBfP) a luteinizaniho hormonu (LH).
Tyto hormony pechazi krevnim aihem do celého¢ta a podscuji tvorbu estrogen a
gestagef (progestinu) ve vajmicich. Vysoka hladina pohlavnich hornanhibuje dalsi
sekreci FSH a LH. Hormondlni antikoncepce awlije nejen funkci hypothalamo-
hypofyzo-ovarialni osy, alefpmo i dalSi hormonakh zavislé procesy (neantikoncey
efekty). Hormonalni antikoncepci Ize rafitl podle sloZzeni nacist¢ gestagenni a

kombinovanou estrogen-gestagenni (Fait, 2008).

Obrazek ¢. 1 — Estrogenova negativni ztina vazba
(Prevzato a upraveno podle Dharmananda, 2005)
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Gestagenni hormonalni antikoncepce je dostupnékalika odliSnych typech
preparai. Negasgji se sni setkhvame ve foémpostkoitalni antikoncepce neboli
emergentni antikoncepce. Mentastou orald podavanou formou gestagensou
tzv. minipilulky. Dale je moZné podavat progestinnjekéni forme, ve formeé podkoznich

télisek a jako sotast nitrodloznich tlisek.

3.1.2. Kombinovana hormonalni antikoncepce

Estrogen-gestagenni antikoncepce je dominantni dw@ni antikoncegni
metodou. Tato kombinovana oralni antikoncepce (CO&@nbined Oral Contraception) je
smesi estrogenu a progestinu a mechanismus jejifiakui kombinuje vlastnosti obou
slozek. Mechanismy dinku preparat COC sp@ivaji primargé v inhibici ovulace
ovlivnénim zgétnych vazeb v ose hypothalamus — hypofyza — ovars@kundarni d&inek
je zajisén progestiny, které zpomaluji motilitu vejcovoé fasinkoveého epitelu, brani
nidaci v endometriugimz zamezuji pohybu aistu potencialén oplodreného vajtka.
Vlastni kontracegni (€innost je tak zarktena @isobenim gestagénestrogenyidi hlavre
pravidelnost menstrdaiho cyklu (Kaunitz, 1998).

Antikoncegni (Cinek mizZe byt ovlivrién interakci s dalSimi &évy. Tetracyklinova
a cefalosporinova antibiotika poskozujitesini floru, coZz ma za nasledek snizenou
dekonjugaci ethinylestradiolu a sniZzeni jeRodosti omezenim enterohepatélnih@uoly
neboli snizeni v#&ebavani nekonjugovaného ethinylestradiolu. Tubestatika
a antikonvulziva ovliviuji aktivitu cytochromu P450 a indukuji tak biotsdormani
enzymatické procesy v jatrech, které vedou ke siiZeladiny ethinylestradiolu
(Fait, 2008).

Kombinovanou hormonalni antikoncepci (COC) lze wbadat podle davky
estrogenu a progestinu v jednotlivych tabletaalsitniho baleni. Pokud jsou davky obou
slozek konstantni, jde o jednofadzovyigsavek. ZvySeni davky progestinu v druhé
poloving cyklu je charakteristické pro dvoufazovy moduitifdzové gipravky nmeni davku
dvakrat, pipadré sowasr® meni davku estrogenu. V kombifazické konstrukci se
v polovire cyklu zmeni hladina estrogenu i progestinu. 88&ggji jsou uzivany pipravky
jednofazové (Fait, 2008).

Ve WtSine dostupnych kombinovanych antikonéafch prepardit je jako
estrogenni sloZka pouZit ethinylestradiol (EE; v@bréazek ¢. 2), ktery zcela nahradil
diive pouzivany mestranol (3-methylester-ethinylebtda viz. Obrazek ¢. 2). Nastupci

ethinylestradiolu by se &h stat estradiolvalerat,ipozeny 1B-estradiol a estetrol, které
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jsou jiz v rekterych preparatech obsazeny. Dle davky EE Ilzdit dCOC na
vysokodavkovanou (40 — 50g na osobu), nizkodavkovanou (30 — 37ag) a velmi
nizkodavkovanou (15 — 2@g). Prvni preparat COC z roku 1959 (Enovid od fir8sarle)
obsahoval 15Qg mestranolu v jedné tabéeflUnzeitig, 2005).

OH OH

---C ==CH ---C ==CH

HO 0O
CHg

Ethinyl estradiol Mestranol

Obrazek ¢. 2 — Schématicky vzorec ethinylestradiolu a mestrelu
(Prevzato a upraveno podle Speroff a Fritz, 2005)

Pro ethinylestradiol je typicky velmi silny efekitvmiho pfichodu (first pass effect)
snizujici jeho biologickou dostupnost v organisnktiera @i perordlnim podanicini
38 -48 %. V plast se EE vaze na albumin a jen 1 % cirkuluje wo{Kuhl, 2005).
Ethinylestradiol ma vyrazny vliv na proteosyntézjatvech, ktery je zfsoben pitomnosti
ethinylové skupiny, ta je zodp&ina za prodlouzenyc¢inek a pomalejSi metabolizaci.
ZvySena proteosyntéza v jatrech zvySuje indukci tégn koagulanich faktot,
angiotensinogenu, zvySuje tak aktivitu jaternickyem a ovliviiuje metabolismus lipid
Klinicky velmi vyznamnym a nezastupitelnym jeedevsSim jeho ipznivy vliv na
zvySovani sérové hladiny proteinu vazajiciho sexuddrmony (SHBG) a na aterogenni
index vyjadeny pomgérem LDL:HDL (Unzeitig, 2005). ¥tSi pozornost je
ethinylestradiolu ¥novana v dalSich kapitolach.

Gestageny obsazené v COC takééswliviuji aktivitu jaternich enzymatickych
procesi, spojenych fedevsSim s inhikthim vlivem nacinnost cytochromu P450. Tento
specificky bilkovinny komplex se mimo jiné podik mdbouravani estrog&nDusledkem
inhibice je @i opakovaném podéani kumulace vSech latek, které tigoto systémemdine

odbouravany (Unzeitig, 2005). Progestinovou sloZkaiuje velmi vyznamna a nelze ji

14



z celkového &inku na organismus opomijet, nebeding&nost jednotlivych preparéte

zaloZena pravna zvoleném progestinu, se tato prace nezabyva.

3.1.3. Rizika kombinované hormonalni antikoncepce

Mezi nefastjSi nezadouci dinky pafi bolesti hlavy, nafi a zwtSeni prsou,
zmeény nalady, podrazshost az eméni labilita, koZni zminy, nevolnost a hlawnretence
tekutin, ktera je zaznamendéna jakibpvani na vaze. Vzae¢ji se vyskytuji zavazné
komplikace, které jsou vSak Zivot ohrozujici a dlodobé uZzivani hormonalni
antikoncepce zvy3uje riziko jejich nastufadime sem tromboembolickou nemoc, infarkt
myokardu, cévni mozkovouipodu, hypertenzi, rakovinu jater a cholestaticktnutenku
(Fait, 2008).

Nepriznivy vliv antikoncepce zavisi na davce estrogamrogesteronu a na jejich
pontru. Je prokazano, Ze davky stefoidhl. estrogenové slozky) v oralnich
kontraceptivech pozitivhkoreluji s poruchami srazlivosti krve a poruchaytukézového
a lipidového metabolismu. COC igobuje zvySenou tvorbu prokoagtnéch faktofi
(fibrinogen) a sniZzenou tvorbu inhibitosrazeni (antitrombin) (Fait, 2008).

Mechanismus retence tekutin gp@ ve stimulaci renin — angiotensinového
systému a aldosteronu estrogenni slozkou. Byly fropgnameé efekty sexualnich stefoid
na metabolismus, které mimo stimulace renin — dagsinového systému, oviiuji
metabolismus sachatfidh sniZuji sekreci sérového cholecystokininu (Kar|s1992).

Oralni kontraceptiva snizuji tok &y zarover zvySuji saturaci cholesterolu ve @lu
a také zvySuji porr kyseliny cholové ke kyseléinchenodeoxycholové. Typicka cholestaza
se rozviji Bhem prvnich mssiai uzivdni COC a po vysazeni ustupuje do 8 dydn
(Fait, 2008).
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3.2. Estrogeny

Estrogeny jsou steroidni latky, které v organismgaji&’uji hormonalni regulaci
reprodukniho systému. Krogestrogen ZivociSného fivodu a syntetickych estrogin
estrogend pusobi také vicesytné fenoly rostlinnéhiorpdu (fytoestrogeny).

Hlavnimi pgirozenymi estrogeny jsou estradiol, estron a dstiitstradiol je
hlavnim sekrénim produktem vajika a je hlavnim lidskym estrogenem. Oxidaci
estradiolu vznika estron, hydrataci estriol. Obacpsy probihaji v jatrech, proto jsou jatra
hlavnim mistem syntézydhto latek. Estrogeny se vSak mohougesintetizovat v dalSich
perifernich tkanich z androstendionu a dalSich egehi. Jde zejména o nadledviny
a prsni tkd, které jsou spot@¢ s jatry hlavnimi misty syntézy estrogepo menopauze
(Katzung, 1995).

Zastupcem syntetickych estrogee ethinylestradiol (vizObrazek ¢. 3), ktery je,
jak jiz bylo pedeslano viedchazejici kapitole, slozkou hormonalni antikoweep
a vyskytuje se ve&Siné peroral@ uzivanych preparét

OH
wee-C=CH

CHj,

HO

Obrazek ¢. 3 — Schématicky vzorec ethinylestradiolu
(Prevzato a upraveno podle Ferrer a Thurman, 2013)

3.2.1. Biosyntéza estrogan

Prekurzorem estrogén stejré tak progesteronu a androstendionu (C-19), je
pregnenolon vznikajici z cholesterolu (C-26). Zaulduralniho hlediska maji estrogeny
zakladni 18-uhlikatou strukturu s aromatickym kmhe fenolickou hydroxylovou
skupinou na uhliku € a v gpads estradiolu dalsi na'€ Estron ma jako jediny na'€
ketonovou skupinu misto hydroxylové (Parl, 2000).

Majoritni biosyntéza estrogérprobiha v thekalnim hikach ovarialnich folikud
v prvni ¢asti menstruaiho cyklu. Po ovulaci jsou estrogeny i progestesgntetizovany

granulézovymi biitkami Zlutého dliska (viz.obrazek ¢. 4). Plazmaticka hladina estradiolu
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kolisa Bhem menstrumiho cyklu v rozmezi hodnot od 50 pg/ml (183 pmoldo
350 - 850 pg/ml (1285 - 3120 pmol/l) (Katzung, 1995
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Obrazek ¢. 4 — Hlavni biosynteticka draha estrogenu ve vagaicich.

Konverze cholesterolu na pregnenolon je limitujiéirokem steroidogeneze v ovarialnich

bunkach. Konverze androgénna estrogeny je katalyzovdna enzymem aromatazou

a probiha v granul6zovych tkéch (RPevzato z Hall a Philips, 2005).

Regulace biosyntézy jéizena hypothalamem, kde dochazi k teorormonu
uvoliujiciho gonadopiny (GnRH), ktery v pulsech stimalujsekreci hormonu
stimulujiciho folikuly (FSH) a luteinizaiho hormonu (LH). Luteinizani hormon g@sobi
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na thekalni bikky ovarialnich folikufi, kde stimuluje syntézu androstendionu. Hormon
stimulujici folikuly pisobi na granulézové hky, kde dochazi ke konverzi androstendionu
na estradiol zagsobeni enzymu aromatazy (vi2brazek €. 4). Tvorba estradioluijsobi
negativié zpetnovazebs na nadazend centra (viz.Obrdzek ¢. 1) (Williams

a Stancel, 1996).

3.2.2. Farmakokinetika estrogeit

Estradiol ma fi peroralnim podani vysoky efekt prvnihotupnodu (first pass
effect) a biologickou dostupnost 2 — 5 %. Ethingiadiol je odol®jSi vici metabolizaci
v jatrech a jeho biologicka dostupnasti 40 — 60 % po peroralnim podani. Estron
a estriol, vznikajici metabolizaci estradiolu, majizkou afinitu k estrogenovym
receptoiim. Metabolizaci estradiolu vznika vyznamné mnoZzkbrnjugovanych derivat
které jsou vyldovany zIgi. V tenkém dew mohou byt ale hydrolyzovany a &pé
neabsorbovany. Tato enterohepatalni cirkulace tzggSpevahu jaternich dinka nad
acinky v periferii, a tim padem velky vliv estrogema jatra, ktery se @e projevit
nezadoucimi €inky. V krvi jsou estrogeny transportovany navazaaé SHBG (globulin
vazici sexualni hormony). Estradiol se &ilmaze naa2-globulin a ma nizkou afinitu
k alouminu. Navazané estrogeny nemohou prostupdeatourek, takze fyziologicky
aktivni je jen volna frakce (Katzung, 1995). Zajildge srovnani s progestiny, které jsou
druhou sloZkou hormondlni antikoncepce. Progegsioy rychle metabolizovany v jatrech
a nepodléhaji enterohepatalni cirkulaci (Shenfie83).

Estrogeny interaguji s dalSimi lékovymiigravky. Inhibitory cytochromu P450
snizuji metabolickou degradaci, a tak zesilugingk estrogefn. Obdobr induktory
cytochromu P450 zvySuji degradaci estragetimz snizuji jejich dinek. Hladina
estroged miZe byt dale ovlivéna v souvislosti s naruSenin¥estni flory a snizenym
mnoZstvim vsebavani nekonjugovaného EE (hapii uzZivani rgkterych Sirokospektrych
antibiotik).

3.2.3. Fyziologické dinky estrogeni

Metabolické dinky estrogef jsou mir anabolické. Vyznamna je retence vody
a sodiku. Dale Zsobuji zlepSeni resorpce vapniku indikaci tvorbgik@lu a zvySenou
sekreci kalcitoninu. ZvySena je také syntéza kalage stimulace osteobléstEstrogeny
sniZuji resorpci kostni hmoty snizenim aktivityemdtlasti a pisobeni parathormongimz

zabraiuji osteoporoze.
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Estrogeny navozuji zény ve slozeni plazmatickych lipid ZvySuji hladinu
lipoproteini s vysokou hustotou (HDL) a hladiny plazmatickydladylglyceridi, naopak
navozuji pokles plazmatickych hladin cholesterolipaproteini s nizkou hustotou (LDL).
Estrogeny vedou ke zvySeni syntézy koadnileh faktoti (jaterniho fibrinogenu), a tedy
ke zvySeni srazlivosti krve. Dale v jatrecnihmetabolismus dalSich protéia ovliviiuji
aktivitu enzynii vedouci ke zvySeni cirkulujici hladiny globulinidaajiciho tyroxin,
globulinu vézajiciho pohlavni hormony (SHBG)ustovych faktoii a transferinu.
Nasledkem se zvySuje hladina tyroxinu, estrogesstpsteronu, Zeleza adi v cirkulaci.
Estrogeny snizuji motilitu Btva, ¢imz ovliviuji strevni absorpci. Estrogeny navozuji
syntézu progesteronovych recefitor

Estrogeny maji @lezitou funkci v mnoh&astech lidské &e zahrnujici epidermis,
dermis, mazové, ekrinni i apokrinni Zlazy. Maji mgenou roli v udrZzeni normalni
struktury Kize, starnuti &Ze, pigmentaci,istu viasi a produkci mazu. Estrogeny jsou take
podstatné pro spravnou funkci krevnich cév (Tharn®002). Estrogen zvySuje hladinu
TGHB1 cytokinu a snizuje chemotaxi a adhezi neutiofil

Mezi nezadouci dinky estrogen pati edémy vzniklé retenci vody a sodiku, &ap
prsi, migrendzni bolesti hlavy, hyperpigmentace, tvoth&ovych kamen, cholestaza,
hyperkoagulace — trombotické stavyst hormonalt dependentnich nadorVztah mezi
vyskytem karcinomu prsu a terapii estrogeny jeestgkedmitem vyzkumu, neld
dosavadni vysledky jsou rozporuplné (Feigelson addeson, 1996; Chen a kol., 2006;
Groenendijk a kol., 2013). AvSak dle InternatioAgency for Research on Cancer (IARC)
jsou provedené experimenty na iatéch dostatmym dikazem kancerogenniho vlivu
estrogen (IARC, 1979). Dlouhodobé vystaveni estrogg@nvede k abnormalni hyperplazii
endometria, pokud neni koordinovano progesteroroku® jsou estrogeny podavany

v téhotenstvi, mohou mit teratogenni vliv (Katzung, 399

3.2.4. Inhibitory estrogeni

Inhibitorem neboli antiestrogenem je tamoxifen (vi@brazek ¢. 5), latka
nesteroidni struktury s vyraznou afinitou k estromgym receptarm. Tamoxifen ma
nizkou vnitni aktivitu a inhibuje estrogeny mechanismem komipatho antagonismu.
Tamoxifen se vyuziva v &@¢ karcinomu prsu u Zen v menopauze, kK indukci ovaulac
sterilitt a k I&bé autoimunitni estrogenové dermatitidy (Schillingar Oettel, 1999).
Inhibice estrogelh muze byt také dosazeno inhibici aromatazynz bude zamezeno

konverzi androstendionu na estradiol.
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Tamoxiten

Obrazek ¢. 5 — Schématicky vzorec tamoxifenu

(Prevzato a upraveno podle Rahman a Reitz, 2005)

3.2.5. Estrogenové receptory
3.2.5.1. Jaderné receptory

Estrogeny vstupuji do begk, kde se vazi na cytoplazmatické estrogenové
receptory. Estrogenové receptory (ER)ipato superrodiny jadernych receptopro
steroidni a thyroidni hormony, vitamin D3 a kystimevou (Evans, 1988). Vznikly
komplex se vaze na adekvatni mista igenjade — estrogen responsivni jednotky
(Estrogen Response Elements; ERE8))Z ovliviiuje genovou transkripci. Fyziologické
acinky vyvolané estrogeny tak mohou byt aspbeny pimymi disledky zvySené
proteosyntézy nebo také projevem parakrinnifisopeni, které je zavislé néstovych
faktorech a cytokinech uvainych sousednimi kilkami.

V ptipact negitomnosti ligandu je ER asociovan s inkidim Heat Shock
Proteinem (HSP 90) v cytoplagr{Sanchez a kol., 1990). Po navazéani ligandu reptec
dochazi ke konformii zmené vedouci k disociaci HSP, tvarlkomplexu ligand-receptor
a vytvaeni dimeru ER (Kumar a Chambon, 1988). Tyto ligamdiktivované dimery se
translokuji do jadra a asociuji se specifickou sekv DNA neboli s EREs, kde funguji
jako transkrigni faktory. EREs se skladaji z 15 pavazi palindromaticky umi&tych
v regul@&ni oblasti cilového genu. Komplex steroidniho réomp interaguje s dalSimi
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bungcnymi komponenty a aktivuj€i potlatuje transkripci cilového genu v promotoru
(Tora a kol., 1989).

Estrogenové receptory byly objeveny v 60. letechs20leti. Green a kol. (1986)
klonovali jako prvni estrogenovy receptor (ER),riktge dnes oznmvan jako ER.
Pozdji Kuiper a kol. (1996) objevili dalSi estrogenorgceptor, ER. Geny pro ER jsou
u ¢loveka lokalizovany na chromozomu 14 a pro cERa chromozomu 6 (Enmark
a kol., 1997). Oba receptory maji stejnou afiniteskradiolu (Kuiper a kol., 1997), ale
rozdilnou afinitu k EREs (Hyder a kol., 1999). &8 vyskytuje fevazri v reproduknich
tkanich, hlava v thekalnich biikach, prsni tkani, kardiovaskularnim systému, lkaste
jatrech, adipocytech a wznych oblastech mozku. Vedle toho se pERaléza ogt
v reproduknich tkéanich, ale spiSe v granul6zovychnkach, v plicich, Zltniku,
kardiovaskularnim systému, nadledvinach, ledvin&chliku, kizi a v iznych oblastech
mozku (Couse a kol., 1997; Dahlman-Wright, 2006pzdiIna exprese ER recepior
v riznych tkanich poukazuje na jejich rozdilnou roliaMk mohou heterodimerizovat.
Existuje také #kolik tk&noveé specifickych izoforem ER, které vznikaji alternaiim
sestihem (Cowley a kol., 1997).

Estrogenovy receptor se sklada z femkodliSnych domén. Doména vazajici DNA
je nutna pro vazbu na EREs, zatimco doména vasigjarid zajiguje jadernou lokalizaci,
dimerizaci a transkrini aktivaci (Giguere a kol., 1998).

Mnoho geri je indukovano estrogeny bezitomnosti ERES, ndp epidermalni
rastové faktory. Komplex ligand — receptofibe genomicky fisobit nezavisle na EREs,
ato vazbou protein — proteinovymi interakcemi manskrigni faktor na promotoru
a ovlivrénim transkripce geh DalSi mechanismus genomickéhispbeni ER je nezavisly
na ligandu. V tomto fipadt dochazi k aktivaci signélni kaskadystovymi faktory, coz
vyusti ve fosforylaci a aktivaci ER a EREs (El-Tana Green, 1997).

Estrogeny mohou také ovlivnit Bku mechanismy nezahrnujicimi genovou
expresi/transkripci i@s aktivaci cytoplazmatickych signalnich drah jgkd&rc/Shc/ERK.
Tito druzi posli jsou aktivovani mnoha transmemibrgmi tyrosinkinazovymi receptory
pro rnistové faktory, jejichz aktivaci mohou pravestrogeny zesilovat (Kousteni
a kol., 2001). VSechny #goby misobeni estrogenovych recepitoprehled shrnuje

nasledujicbbrazeké¢. 6.
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protein-kinase
cascades

protein-kinase
= cascades

Obrazek ¢. 6 — Schematickd ilustrace signalizsmiho mechanismu estrogenovych
receptori: 1. Klasicky mechanismusigobeni estrogenovych recegtoyazba komplexu
ligand-receptor na EREs v promotoru cilovychigeh Genomické fisobeni nezavislé na
EREs. Vazba komplexu ligand-receptor na trangkiifaktor v promotoru cilovych gén
3. Genomické psobeni nezavislé na liganduadRové faktory aktivuji signalni kaskadu
vedouci k fosforylaci a aktivaci ER na ERE4; Negenomické {sobeni. Komplex
ligand-receptor aktivuje signalni drahy vedoucegulaci genové expresées fosforylaci
a aktivaci transkrignich faktofi (TF) (Frevzato z Bjornstrom a Sjoberg, 2005).

3.2.5.2. Membranoveé receptory

Estrogenovy receptor vazany na membranu je ammm jako GPER1. Jde
o receptor sfazeny s G-proteiny, ktery ma 7 transmembranovygmseati. Jeho kbduijici
gen se nachazi na kratkém raménku chromozomu — (&2neci a kol., 1997). Exprese
GPERL1 zvySuje dinek estrogein v buikach neexprimujicich cytosolické ER (Thomas
a kol., 2005). U GPER1 knock-outovanych mysi bydagrovana zhorSer@nnost thymu,
tolerance glukézy a byl omezeist kosti. GPER1 také hraje roli vregulaci bémé
proliferace (Prossnitz a Barton, 2009). Aktivace EBR receptar zprostedkovar
neovliviiuje pouze genovou expresi, ale &mreé vede k aktivacitady kinaz, zejména
MAPK kaskady (MAPK, Mitogen Activated Protein Kires. Dochazi také k stimulaci
fosfolipazy C (PLC), aktivaci vdpnikového toku, 88ze cAMP adP, vedouci ke stimulaci
proteinkinazy C (PKC) a proteinkindzy A (PKA) (Layi2002).
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3.3. Plazmaticka membrana

Bunééné membrany jsouddezitou dynamickou strukturou, ktera ohrane buiky
a zarové se Wastnici budcného transportu, signalizace, energetického metabol
a dalSich bu&nych pochod nezbytnych pro jejich spravnou funkci. Zakladmukturou
bunéénych membréan je dvojvrstva protilehle undfsich amfipatickych molekul lipidl
(viz. Obrazek ¢. 7). Jednim z ktiovych model biologickych membran se stal model
tekuté mozaiky, ktery popisuje lipidovou dvojvrstspol&né s integralnimi a perifernimi
proteiny Wetrg asymetrie sloZeni obou vrstev (Singer a Nicol4&72).

Plazmatickd membrana je selektivpropustna pro ionty a organické latkymz
reguluje jejich transportips membranu. iBnos latek riize probihat pasiwnci aktivne.
Mezi pasivni transportadime usnadimou difuzi a osmozu, které probihaji ve é&m
koncentréniho gradientu. Aktivni transport vyZaduje dpbu energie, nelsoprobiha
proti sméru koncentraniho gradientu. Tento druh transportu je zpemktovan pes
iontové kandly, fenaSeée a pumpy (Sperelakis, 2012).
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Obrazek ¢. 7 — Struktura plazmatické membrany eukaryotické tuiky

(Prevzato a upraveno podle Dowhan a Bogdanov, 2002)
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3.3.1. Membranové lipidy

Membranové lipidy jsou amfipatické molekuly. Hytbbni fet€zce nasycenych
nebo nenasycenych mastnych Kkyselin ritvthydrofobni vnitni vrstvu membrany.
Hydrofilni ¢ast tvai polarni hlavtka, kterd je zastoupena cholinem, serinem,
ethanolaminem nebo inositolentigojenym k fosfatové skup#p a ktera je v kontaktu
s vodnim extracelularnim prestim. NejdlezitejSimi membranovymi lipidy jsou
glycerofosfolipidy, sfingolipidy a steroly, z posdie& jmenovanych zejména cholesterol.
Lipidové zastoupeni v obou vrstvach membrany jezmr asymetrické. V§Si list tvari
pievazre fosfatidylcholin spoléené se sfingolipidy, zejména sfingomyelinem.
V cytosolickém listu membrany se nachazi fosfatdgh, fosfatidylethanolamin
a fosfoinositol. Cholesterol je obsaZzen v obowtibtmembrany zhruba podabn

Cholesterol je fevazre hydrofobni, avSak iftomnost jedné hydroxylové skupiny
s hydrofilnim charakterem mu dava amfipatické wlasti. Cholesterol ovliwje
strukturni i fyzikalni vlastnosti membranové dvauy, kde je lokalizovan mezetzci
mastnych kyselin fosfolipid Sterolové jadro sniZzuje pohyblivost fosfolipidve svém
bezprostednim okoli¢imZ snizuje fluiditu membrany, neboli zvySuje rigidmembrany.
Membrany s vys$Sim obsahem cholesterolu se Wghaizsi propustnosti,&Si tlou§’kou
membranové dvojvrstvy, ¢$néjSim uspdadanim fosfolipid a vysSi rigiditou. Vliv
cholesterolu na receptorire byt obecé ptimy a nepimy. Fimym vlivem se rozumi
vazba cholesterolu na receptor, ktera ma za ndsléamformani zmenu receptoru.
Neptimym vlivem je mySlena zéma v membranovénslozeni (Burger a kol., 2000).

Fluidita membrany je funkci teploty a zastoupékylavych fetzci. Fluidita roste
ameérné s teplotou, se zvySujicim segdbem nesaturovanycti rozvétvenychretézci a se
zkracujici se délkou alkylovychetézci mastnych kyselin. Specifické protein-lipidové
interakce zavisi na chemické a strukturalni andtdimidt (délka alkylovéhoretzce,
stupdi saturace, chiralita atp.) a jsou nezbytné pro vsma funkci membranovych
proteini. Tyto vlastnosti lipid ovliviuji fluiditu, tlou¥’ku a tvar membranovych struktur
(Dowhan a Bogdanov, 2002).

3.3.2. Membranové proteiny
Membranové proteiny zajigji transport latek a komunikaci tky s okolnim
prostedim. Hraji zasadni roli v signalizaci, transpadnti, endocytéze, buxtné adhezi

a dalSich bu&nych procesech. Membranoveé proteiglirde na periferni a integrailni.
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Periferni membranové proteiny jsodigmjeny k membra®h pomoci lipidovych
a terpenovych kotev, posttransténm pipojenim mastné kyseliny nebo nekovalentni
vazbou na integralni proteiny. Vedle toho integrémembranové proteiny prochéazeji
membranou (transmembranové proteiny) nebo jsou idéast&né zandeny. Pfichod
membranou vyZaduje energeticky vyhodné rozloZemiakyselin tak, aby bylo v souladu
s hydrofobni a hydrofilni vrstvou membrany. Z hidi sekundarni struktury jdeaehelix
¢i B-list. Transmembranové proteiny s€adtni transportnich mechanigma to jako
membranové receptory, pumpy, kanaly netenpSée. Pole isobnosti &chto proteiri je
neznérné a z toho @vodu jim byla ponechana cela nasledujici kapitklerd se zagtuje
na jednu z nefgngjSich membranovych pump zigignych bugk - Na', K' - ATPazu
(Sperelakis, 2012).
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3.4. Na, K'-ATPaza

Na', K" - ATPaza (E.C. 3.6.1.3) je sodikem a draslikerivakana, na hieinatych
iontech zavisla a ouabainem inhibovatelna adendsisfat hydrolaza (Skou, 1957).
Sodno-draselna pumpa (viDbrazek ¢. 8) pati do skupiny transportnich bilkovin
plazmatické membrany, které se canajako pgenasSéové adenosintrifosfatazy, neboli
ATPazy (Skou a Esmann, 1992). Mezi ridgditejSi dw rodiny ATPaz pat FF, ATPazy
a P — ATPazy. Protonovel ATPazy funguji zpravidla jako ATP syntazy a vyskise
ve vnitni mitochondrialni membr&n plazmatické membr&nbakterii a v membranach
thylakoidi. Vedle toho P — ATPazy funguji zpravidla jako Alfdroldzy aradime sem
Ca&*-ATPazu endoplazmatického retikula a plazmatickémbmny, H, K* - ATPazu
vyskytujici se v zaludku aisMé a Na, K*-ATPazu, ktera je fitomna v plazmatickych
transmembranovymi sekvencemiNK"* - ATPazy a C&-ATPazy existuje fiblizné 40%
podobnost (Ogawa a Toyoshima, 2002). Mezi &kas nej¢tSim vyskytem
Na', K - ATPazy pat mozek (Sweadner, 1979),&8i dreii ledvin, elektricka tké thae,
rektalni Zlaza m&y skvrnité a solna zlaza rfekych ptak (Post a kol., 1964).

3.4.1. Funkce N& K* - ATPazy

Sodno-draselnd pumpa séadtni aktivniho transportu sodnych a draselnychiion
pies plazmatickou membranu. Keikonani koncenttmiho gradientu iorit a jejich
naslednému transportu je vyuZzita energie pochazagicdtpeni molekul ATP. Transport
iontt je v podstat transformaci energie, ziskané hydrolyzou ATP dcerge
elektrochemického gradientu, ktera vznika na zéklatovnomdrného rozlozeni iofitna
obou stranach membrany. Transport ioja elektrogenni —ip rozS€peni 1 molu ATP
piejdou es membranu sérem ven z bilky 3 ionty sodné a stnem dovnit 2 ionty
draselné. Vysledkem transportu je zvySovani negdtos buréného potencialu, vysoka
nitrobureéna koncentrace draselnych ibra relativie nizka koncentrace iolntsodnych
(Thomas, 1972). Odhaduje se, Zbl¥ne 23 % spateby ATP uclovéka je vyuZzito na

¢innost této pumpy (Lingrel a Kuntzweiler, 1994).
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Obrazek ¢. 8 — Stuzkovy diagram architektury Na, K* - ATPazy

Amino-koneca- i B-podjednotky je zndzo#én mode, karboxylovy konec¢erver¢. Barva
se postuptiduhovi€ meéni od N-konce po C-konec. Podjednotkig zobrazena fialay

(Prevzato a upraveno podle Shinoda a kol., 2009)

Enzym se vytvenim elektrického gradientu podili na udrzovanidd¥iého
membranového potencidlu (zejména transportern idhti). Rovrez je zakladnim
regul@&nim enzymem vzruSivych tkani, neb@vou ¢innosti hyperpolarizuje nervové
buiiky neboli vyrovnava gradient iaintha membrah po prolkhnutém aknim potencialu
(Thomas, 1972; Post a kol., 1972). Déle se enzydilippa osmotické regulaci hly,
¢imz soudasré zaji¥uje regulaci bu&ného objemu. Gradient sodnych ibrje vyuZit
k fack transportnich procészejména k importu glukézy a aminokyselin ddikyu(Glynn
1985; Lingrel a Kuntzweiler, 1994). Svalova kontilita je ovlivnéna c¢innosti
Na', K* - ATPazy, které je Gzce spojendisnosti Nd/ C&" - pienasee. V ledvinéch je
Na’, K" - ATPaza lokalizovana na bazolateraini memérépitelovych buik, kde se

podili na reabsorpci sodnych iéra zajiuje tak kontrolu bu&éného objemu a krevniho
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tlaku. Sodno-draselna pumpa se taksini velmi podstatnych fyziologickych pocliod
jako je renalni reabsorpce sodnych igragvalova kontraktilita a neuronalni excitabilita.
Pumpa je nezbytnou s&asti transcelularnich transportnich prdcegjména ve 8\,
Zldzach a ledvinach (Jorgensen a kol., 2003).

Transport iont a slodenin je umozén cestou sekundarniho aktivniho transportu.
Sekundarni aktivni transport je v podstatasivni transport ve sfru koncentréniho
gradientu, nebd ten je vytvden ¢innosti sodno-draselné pumpy, jakoZzto primarniho
aktivniho transportéru. Enzym také funguje jakongrmny signalni fgnasé regulujici
celou fadu signalnich kaskad od stimulace Src kinazy postaspi MAPK drahy (Xie
a Askari, 2002).

Extracel. p.

Obrazek ¢. 9 — Struktura Na*, K* - ATPazy
Podjednotka je znazorana fialow, p béZzow ay cervers.
(Prevzato a upraveno podle Morth a kol., 2007)
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Ke spravné aktivit enzymu je nezbytnaippomnost membranovych lipig jejichz
odstrarni vede k inaktivaci enzymu, ale poé¢apem gidani se aktivita enzymu obnovuje
(Ottolenghi, 1979). Minimakh 40 molekul cholesterolu a 50 molekul fosfolifpide
schopno zajistit ATPazovou aktivitu. Déle je pozatlta pitomnost fosfolipid se
zapornym nabojem, napfosfatidylinositolu (Cornelius a Skou, 1984),fosfatidylserinu

a fosfatidylglycerolu (Kimelberg a Papahadjopoul372).

3.4.2. Struktura Na', K* - ATPazy

Sodno-draselnd pumpa je integralnim oligomerickyratggnhem skladajicim se
ze 3 podjednotek (viDbrazek ¢. 9). Transmembranovéast ATPaz typu P se odliSuje od
iontovych kanal absenci otaeného transportniho kanalu vygi@ho vodou. Tento rozdil
poukazuje na odliSnost mezi aktivnim a pasivnimngpartem iont (Jorgensen
a kol., 2003).

Model krystalu se sklada z aminokyselinovych zbytR — 1016 pro podjednotku
(kompletni C-konec 998 zbyik 28 — 73 zbytk B-podjednotky (46 zbytk tvori
transmembranovy segment) a 23 — 51 zbyikpodjednotky. Asymetrické jednotky
krystalové niizky se skladaji z dimerwpy-podjednotek, které jsou ve vzajemném
kontaktu v oblasti A doménu-podjednotky se nikterak nedotykaji v transmembvéno
Casti. B-podjednotky se dotykaji v transmembranovém Useku§ak tato interakce
neexistuje v nativnich membranach (Morth a kolQ720

3.4.2.1. _Podjednotka

Podjednotkan 0 molekulové vaze 110 kDa je tema deseti transmembranovymi
segmenty (dalenTM). Velka ¢ast a-podjednotky je exponovana do intracelularniho
vodného progsedi a jen mala ¢ast komunikuje s extracelularnim prostorem
(viz. Obrazek¢. 10). Podjednotkaa obsahuje katalytické centrum enzymu, a to
v hydrofilni ¢asti exponované do intracelularniho prostoru. Naraerlularni strah
obsahuje vazebna mista pro sodné ionty a kardckérsteroidy a na intracelularni stéan
pro ATP a draselné ionty. Alfa podjednotka je tiGdem aktivni podjednotkou a zdjige
hydrolyzu ATP a stefhtak i vazbu monovalentnich idnLingrel, 1992).
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Obrazek ¢. 10 — Struktura Na', K™ - ATPazy

Na obrazku je patrna struktur@podjednotky skladajici se z 10 transmembranovych
helixi. Cerver® jsou znazoréna extracelularni vazebna mista pro ouabain, ksera
skladaji z extracelularnich sigk mezi segmenty TM1-2, 5-6, 7-8 a transmembrarfovyc
Useki TM4, 6 a 10. Vazebné misto pro ATP je na intrdéehi smyce TM4-5 a je
znazorgno mode. Fosforyléni doména P, vyobrazena oranZoye lokalizovana na
proximalni a distalntéasti intracelularni sniky TM4-5. Zeler znazorgna doména A,
specialg jeji TGES motiv, je tviiena NH-koncem a intracelularni sriilyou TM2-3. Dale

je vyobrazena podjednotkf vcetrg glykosylace. Extracelularngéast p-podjednotky
interaguje s extracelularni stkpu mezi segmenty TM7-8-podjednotky. V prav&asti

obrazku je také zobrazena podjednotKkBievzato a upraveno podle Bagrov a kol., 2009)

Podjednotkax je tvarena 3 doménami v cytoplazmatiakdsti — N, A, P (Jorgensen
a kol., 2003). Doména N obsahuje vazebné mistmpkéeotid — ATP. Vazebné misto pro
ATP se nachazi na cytoplazmatické sogy mezi segmentyTM4 a aTM5 (Croyle
a kol., 1997). Doména A je vykonnou doménou, kteoafosforylaci néni konformaci

a umoiuje pistup ionfi. Je tak zodpaxdna za defosforylmi krok cyklu a je tvéena
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NH.-koncem a intracelularni smlkou mezi segmentyoTM2 a oTM3 (Bagrov
a kol., 2009). Zarove je také nejmensi cytoplazmatickou doménoepodjednotky a je
v tésném kontaktu s N doménou, néljsou oddlené pouhym jedinym solnym istkem
(Shinoda a kol., 2009). Doména P na intraceluldmitce aTM4 a aTM5 obsahuje
fosforylatni misto, které obsahuje ASP ktery je nezbytny pro vazbu Niga fosforylaci
E;P konformace Na K" - ATPazy (Pendersen a kol., 2000). Karboxylovy dmn
a-podjednotky zasahuje mezi transmembranové heligymokladan za regulai element
kontrolujici afinitu sodikovych ioit ktery je pravdpodobré ovlivnén membranovym
potencialem.

Vazebna mista pro sodné ionty se nachazi mezinmambranovymi segmenty
TM4, TM5, TM6, TM8 a TM9 (Ogawa a Toyoshima, 200pyo draselné ionty mezi
transmembranovymi helixy TM4, TM5 a TM6. Transmeéntwvé helixya TM4 a o TM6
jsou ve svém gédu odvinuty a vytvid tak prostor pro ionty (Morth a kol., 2007). Rudi
zmeény P domény, vzhledem&TM4 aaTM5 béhem zngn konform&nich staw E1 a E2,
ovliviuji vzdélenosti mezi aminokyselinovymi zbytky regjidimi transport katiorit
Témito zménami dochazi k adaptaci vazebnych mist selektivpioiNd ionty na vazebna

mista pro vazbu Kionti (Jorgensen a kol., 1997).

3.4.2.2. _Podjednotkia
B-podjednotka je glykoprotein o molekulové vaze 30 kDa podle stugn

glykosylace  vitznych tkanich (Blanco a Mercer, 1998). Sklada sgdmoho
transmembranového segment@BTK) a velké extracelularnicasti gipojené na
vrchol extracelularnéasti a-podjednotky.f-podjednotka mé reguiai funkci a je zdsadni
pro transport Kionti (Lutsenko a Kaplan, 1993). Funguije také jako chapstabilizujici
spravné slozeni polypeptidua jeho transport k plazmatické memhkrg@how a Forte,
1995). Podjednotcel je picitan vliv na transport draselnych idntprotoze jeji
extracelularni¢ast zakryva extracelularni sty mezi segmentyuTM5-6 a aTM7-8
zpisobem podobnym ¥ku, jak je zobrazeno mabrazku ¢. 11 (Lutsenko a Kaplan, 1993).
B-podjednotka je iipojena ka-podjednotce fesaTM7 aaTM10. Podjednotk$ prochazi
membranou pod uhlem 45° a vyiivéak gimy kontakt sxTM7 aaTM10. BTM je nejblize
aTM7 aaTM10 se dotyka pouze v blizkosti extracelularnibade (Morth a kol., 2007).
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p-podjednotka

Obrazek ¢. 11 — Struktura p-podjednotky a jeji interakce s podjednotkoua
(Prevzato a upraveno z Morth a kol., 2010)

3.4.2.3. Podjednotka

Jako podjednotky jsou ozn&ovany malé membranové proteiny rodiny FXYD
(Sweadner a Rael, 2000), zejména prabjeveny FXYD2 dominanth exprimovany
v ledvinach (Mercer a kol., 1993), které maiji reqjal funkci pro transport iofta jsou
koexprimovany s podjednotkami a . Neni integralni saiasti sodno-draselné pumpy,
avsak je s ni asociovana a moduluje katalytickétmtasti enzymu (Bagrov a kol., 2009).
Tento protein je tvien jednim transmembranovym segmentem s C-koncesténgrh do
cytosolu. Sklada se ziplizné¢ 30 aminokyselin sievazié helikalni strukturou (Morth
a kol., 2007). VSechny FXYD proteiny obsahuji kawoeanou sekvenci 6 aminokyselin
zahrnujici FXYD motiv na extracelularnim BHHonci, k tomu 2 glycinové a 1 serinovy
zbytek v transmembranové&asti (Crambert a Geering, 2003). Molekulova vaha
y-podjednotkycini 8 - 14 kDa a vyznalje se vysokym stugm mezidruhové homologie
(Blanco a Mercer, 1998). Extracelularntast y-podjednotky je v kontaktu
s B-podjednotkou. ka-podjednotce jey-podjednotka ppojena ges oTM9 (Morth
a kol., 2007). Interakce FXYD protéinsa a B podjednotkami enzymu nezgobuje
Zadnou zminu v jejich expresi, jako je tomu wkterych hormof, ale modifikuje jejich

transportni ¢innost zgisobem tkéoveé specifickym (Geering, 2006). Na zakéad
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denaturanich experimerit bylo zjiS€no, Zze FXYD2 interaguje s transmembranovymi
segmentyaTM8 — 10 (Donnet a kol., 2001).

3.4.3. lIzoformy N&, K* - ATPazy

Byly identifikovany 4 izoformy a-podjednotky a 3 izoformyp-podjednotky
Na’, K" - ATPazy. Jejich kombinacemi vznikada fiznych izozynd Na', K - ATPazy,
které jsou v tkanich exprimovany t#zném zastoupeni (vizObrdzek ¢. 12). Tato
skute&nost vysétluje tkaiovou specifitu N§ K* - ATPazy a rozdilnou citlivost
ke kardiotonickym steroidn (Sweadner, 1979; Jorgensen a kol., 2003). Zeoriaof
citivé k ouabainu jsou povazovamy2 a a3, malo senzitivni jexl. Exprese izoforem
Na', K" - ATPazy zavisi na vyvojovém stupni, skejak na hormonalni regulacifipemz
muze byt ovliviena onemoctnim organismu. V souvislosti s posledni #ovianou
zavislosti byl sledovan vztah exprese izoforem penyrofii myokardu (Charlemagne
a kol., 1994).

Izoforma al je hlavni izoformou exprimovanou vV ledvinach (8ko
a Esmann, 1992). Komplex1f1l se nachazi v kazdé tkani¢asto je majoritni formou
enzymu (Lingrel, 1992)lzoformaa?2 je exprimovana v srdci, mozku, kosternich svalech
adipocytech a kostech. 1zoforma8 je exprimovanad&tsSinou ve vzruSivych tkanich a srdci
(Blanco a Mercer, 1998). lzoformad4 se vyskytuje pouze ve varlatech (Shamraj
a Lingrel, 1994).

Izoforma B2 je gitomna v kosternim svalstvu, epifyze a nervovyclntkh,

zatimcop3 se objevuje ve varlatech, retjijatrech a plicich (Blanco a Mercer, 1998).
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3.4.4. Katalyticky cyklus Na, K* - ATPazy

Katalytickou¢innost Nd, K* - ATPazy lze popsat jako cyklicky igzeny proces
Na-dependentni fosforylace a K-dependentni defglsioe enzymu (vizObrazek ¢. 13.
V prvni fazi se sodné ionty na vimt strak membrany vazi na enzym v konformagi E
Posléze vznika zafppomnosti ATP intermediat FATP-Na. Nasledé& dochazi k rozgpeni
ATP a vzniku fosforylovaného intermediatu-B-Na, ktery prochazi rychlou zmou
konformace, fi které uvolni navazané sodné ionty do extracehifté@r prostoru. Tato
vysokoenergetickd 4P forma enzymu je nasledovana nizkoenergetickyf® &avem.
Pfitomnost draselnych ioit katalyzuje defosforylaci enzymu, dochézi k uvain
anorganického fosfatu a vzniku intermediaty-KE Tento intermediat po interakci
s nitroburg¢nym ATP, které navozuje konforrd preménu BE-Ej, uvoluje draslik na
vnitini strak membrany. Poté vznika intermediat-ATP, ktery ogt vaze sodné ionty
acyklus se uzavird. Vysledkem tohoto cyklu je sport 3 N& ionti ven z buiky,
2 K" ionti do buiky a hydrolyza jedné molekuly ATP (Post a kol. 1970 gehlednost

slouzi nasledujici rovnice:

2+

3 Na}, + ATP + E4 N E; - P+ ADP + 3 Na},,
E{P - E,P
2Kgi+ E; - P - Ey + P+ 2K},
E, - E;
(Prevzato a upraveno podle Post a kol., 1972)

Konformace E a B se li8i orientaci a specifitou pro Na K ionty. Rizpasobeni
se kationtového mista 22K formy specifické pro Kna B-ATP formu specifickou pro
Na' je doprovazeno z#émami pd@tu a vzdalenosti koordigaich skupin navazanych
kationti. Ot&eni a naklagni intramembranovych helix prizpisobuje vazebna mista.
V konformaci B-2K je jejich rozmisini vhodné pro navazani 2 dehydrovanychishti
za sowlasné orientace do extracelularnino prostoru. Vdondci B-ATP umoziuje

geometrie helix navazani 3 dehydrovanych Naonti a orientaci do cytoplasmy.



Kationtova specifita dvou konformsaich staw je odvoditelnd z afinity pro dané ionty
v cytoplazmatické a extracelulaésti (Jorgensen a kol, 2003).

2K 2N
|f51 ATP*h' NaE 1 ATP L—L [Ha]EwF

ATP J j Na*

ext

[ﬂfz‘T*ﬁsz‘TT' N ,p s [No]E,
P, INa* 12K+
ex

Obrazek ¢. 13 — B-E; katalyticky cyklus Na*, K*-ATPazy
Zakladni schéma cyklu podle Albers-Post.

(Prevzato z Jorgensen a kol., 1997)

Tento proces je zakladni a fyziologicky nejvyznajainginnosti Nd, K* - ATPazy.
Za abnormalni situace v iontovych koncentracic¢tierenzym fungovat i jinym Zigobem.
V negiitomnosti extracelularniho drasliku probiha "M&" vyména, kterd vyzaduje
piitomnost ATP a ADP, av3ak nevyzaduje hydrolyzu ATRa-Na® vyména mize
probihat dalSim odliSnym #pobem zavislym na hydrolyze ATP, ktery je inhibovan
piitomnosti ADP a je elektrogenni, né€tma kazdou hydrolyzovanou molekulu ATP jsou
preneseny 3 Naven z biiky a 2 Nd do buiky. V tomto gipadt se 2 Na ionty prenadené
do buiky pravipodobré vazi do mist pro transport Kontii. DalSim atypickym fikladem
transportu je reverzni &l probihajici v nefitomnosti extracelularniho K kdy je
transportovan Nadovnit a K vné za sodasné syntézy ATP z intracelularniho ADP+Pi
(Glynn a Karlish, 1975).

3.4.5. Inhibitory Na*, K* - ATPazy
Jednou z tlezitych vlastnosti Na K* - ATPazy je jeji schopnost specificky vazat
kardioaktivni glykosidy, zejména ouabain, ktery inlje jeji sodno-draselny aktivni

transport (Sweadner, 1979)Kardioaktivni glykosidy (nafp strofantin, strofantidin,
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ouabagenin atd.) jsou skupinotirpdnich alkaloid s klinicky velmi vyznamnym efektem
na myokard. Jejich vliv Ize popsat jako pozitivionotropni (zvySeni sily stahu)
a chronotropni (zvyseni frekvence stahu). Podstatechanismu tohoto vlivu je ovligni
Na'/ C&*-pienasee, ktery je visné spolupraci s NaK* - ATPazou, které je ouabainem
inhibovatelnd. Specifita inhibice NaK® - ATPazy je velmi vyrazna, nebona jiné
membranové ATPAaz§i bunééné enzymy obeennepisobi (Forbush, 1983). Kardioaktivni
steroidy inhibuji N3, K' - ATPazu snizenim rozdilu mezi konforénémi energiemi

fosforylované a defosforylované formy enzymu.

3.4.5.1. Quabain

Nejpouzivarjsim  kardioaktivnim  glykosidem je  hydrofilni ouabain
(g-strophantin). Ouabain je obsazen v semen8tbphantus gratus listech a #ie
Acokanthera oblongifoliaStruktura ouabainu se sklada&igenného laktonového kruhu,
steroidniho jadra s¢i  hydroxylovymi skupinami a rhamnozového zbytku
(viz. Obrazek ¢. 14).

Vazebné misto pro ouabain (vi@brazek ¢. 15 se sklada z extracelularnich
smytek mezi segmentgTM1-2, aTM5-6, aTM7-8 a transmembranovych Use&TM4,
aTM6 a oTM10 (Bagrov a kol., 2009). &Sina tchto segmeiitf aTM5-7 (Croyle
a kol., 1997) tvé téZz vazebna mista pro kationty, takZze je mozmepouabain imo
blokuje gistup ionti k jejich vazebnym migtn (Reyes a Gatsby, 2006). Oba koncové
Useky a-podjednotky, C- i N-konec, jsou Useky ¢ujici senzitivitu k ouabainu.
NejvyznamujSi jsou UsekyTM1-2 aaTM4-8. DalSi Useky wwjici citlivost k ouabainu
jsou lokalizovany naxTM4, aTM10 a na cytoplazmatické sioe meziaTM4 a aTM5
segmentem. Mezidruhovou specifitu zéjig extracelularni snéka meziaTM1 a aTM2
(Croyle a kol., 1997). Vazba ouabainu probiha sehsvbmetrii 1:1, tedy jedna molekula
a-podjednotky N& K*-ATPazy vaze jednu molekulu ouabainu. Pro vazbumegebytna
piitomnost Mg* ionti a fosforylace enzymu (Post a kol., 1964)" N&"-ATPaza je tedy
vzdy K" senzitivni v E2-P konformaci/azba ouabainu nikterak nemodifikuje fosforyla

misto, ale stabilizuje enzym v konformaePHLaursen a kol., 2013).
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Obrazek €. 14 — Strukturni vzorec ouabainu
(Prevzato a upraveno podle Bagrov a kol., 2009)

Podle recentnich vysledk existuji d¥ vazebnad mista pro ouabain na
Na', K' - ATPaze. Nizkoafinni vazebné misto se vyskytujgitii iontového poéru, jehoz
umiseéni bylo ugeno rentgenovou krystalografii (Ogawa a kol., 2008¢dle tohoto
vazebného mista se jeSvyskytuje vysokoafinni misto, uloZzené hlgjibv péru. Je
pravéEpodobné, Ze se ouabain vaze nejprve do nizkoafirmilkta a az poté se navaze do
vysokoafinniho (Sandtner a kol., 2011). Podle Sasrda kol. (2011) je molekula ouabainu
umisgna laktonovym kruhem ) avSak podle Laursen a kol. (2013) je ugmat
laktonovym kruhem sgmem dofi, zatimco rhamndézovy zbytek je lokalizovan ésem
k extracelularnimu prostdi a je lemovan polarnimi aminokyselinovymi zbytkyaursen
a kol., 2013). Orientace molekuly ouabainu ve vageb mist je tak stale fedmttem
diskuze a experimeint Zajimavé je, Ze vazebné misto pro ouabain n3a kKfa- ATPaze
vykazuje sekvetni podobnost svazebnym mistem steroidnich redepfdanenbaum
a kol., 1998).
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Obrézek €. 15 — Struktura Na', K* - ATPazy wetné navazaného ouabainu a vazebné
misto pro ouabain A) Vysokoafinni komplex Na K' - ATPaza EP — ouabain.
Na obrazku jsou znazaomy doménya-podjednotky — doména Nerverg, A Zlutt a P
modre. Molekula ouabainu je vyobrazena &l8) Detail vazebného mista pro ouabain.
Ouabain zndzosm Zlug. Na obrazku je také zobrazeni&maty iont a 3 molekuly vody
nezbytné pro spravnou vazbuélRzato a upraveno podle Laursen a kol., 2013)

3.4.5.2. Vazba ouabainu
Z experimentalniho hlediska existu@ zakladni typy ouabainové vazby
(Forbush, 1983). Zaiftomnosti ATP se ®&i tzv. ATP+Md +Na' dependentni vazba

~ v

(forward) a za Htomnosti anorganického fosfatu sesitnMg?*+Pi dependentni vazba

(backward). V obou ifjpadech je pro vazbu ouabainu nezbytiidopnost h#ecnatych
ionti (Post a kol., 1964). V prvnimiipads ATP+Mg?*+Na’" dependentni vazby, vzniké
E,-P konformace firozenym z@isobem, tedy fosforylaci z ATP. Vazba je zvySovana
piitomnosti N& iontil a ouabain se vaze s vysokou afinitou. Fosforyiad? intermediatu
Ize navodit rovaz reakci v op&ném sledu (backdoor fosforylace), kdki pelmi vysoké
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koncentraci anorganického fosfatu v inkéian mediu Ize obratit hydrolyzu B
intermediatu a fosforylovat NaK* - ATPazu na nizkoenergetické hlagl;pomoci Pi

Draselné ionty bty jen v minimalni koncentraci blokuji vazbu ouabaifiaker
a Willis, 1972). Mechanismem této inhibice je déboglace E-P intermediatu,
katalyzovana K ionty. Sodné ionty ve velmi vysokych koncentrac(@@0mM) inhibuji
Mg+Pi dependentni typ ouabainové vazby. Rozdiliebpeni sodnych iofitha oba typy
ouabainové vazby je vystlovano pomoci vysoko a nizko afinitnich mist poalisé ionty
na molekule N§ K* - ATPazy (Forbush, 1983). Inhibice vazby ouabairaseinymi ionty
je také mozna zidbodu &sného kontaktu vazebnych mist pro ouabain a prdokty
(Ogawa a kol.,, 2009), protoze vazbu ouabainu takidéibuje obec# piitomnost
monovalentnich katioftna transportnich mistech pro kationty.

Disociani konstanta K (tj. rovnovazna disoctmi konstanta kompetujiciho
ligandu) je pro ouabainovou inhibitddow v rozmezi 10 — 10° M. Konkrétni hodnota se
silng iSi v zavislosti na fwodu a ¢istott enzymového preparatu. Ouabain indukuje
heterogenni inhibici Na K" - ATPazy, kde se hodnoty; iohybuji od 0,1uM v mozku do
100uM v ledvinoveé tkani (Marks a Seeds, 1978).

Pri porovnani specifické vazby ouabainu s aktivitoa’ ,NK* - ATPazy v fiznych
tkanich je patrna napadna podobnost mezi specifickktivitou Nd, K* - ATPazy
a velikosti vazby ouabainu (Baker a Willis, 1972).

Citlivost sodno-draselné pumpy k ouabainu je owhan dalSimi mechanismy.
Urcité peptidické hormony a neurotransmitery stimupupteinkindzy PKA a PKC, které
nasleds fosforyluji a-podjednotku N§ K* - ATPazy tkdowveé specificky, podle typu
izoformy. Risobenim proteinkinaz jsou ovligmy transportni vlastnosti NaK* - ATPazy
a jeji distribuce na plazmatické membfaii-éraille a Doucet, 2001)¢etné sensitivity
k ouabainu. Aldosteron a thyroidni hormony o#liyi transkripci geft kodujicich
o aP podjednotku N§ K" - ATPazy. Gisledkem tohoto vlivu je zvy3enad exprese
podjednotek enzymu (Forbush a kol., 1978; FérailBoucet, 2001).
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3.5. Fyziologicky vliv ethinylestradiolu
VétSina publikovanych experimentsledujici vliv ethinylestradiolu probihala
v rozmezi 1 — 7 dni, ethinylestradiol byl rozgmst propylenglykolu a dernsubkutana
injikovan experimentalnim zkatim, coz byli v pevazné #tsin¢ potkani (Reichen
a Paumgartner, 1977; Davis a kol., 1978; Boss&al.a1993; Kitani a Zs-Nagy, 1996).
Koncentrace ethinylestradiolu byla v mnoh&ippdech 5 mg/kg vahy potkana
(Reichen a Paumgartner, 1977; Davis a kol.,, 1978gfl¢ a kol., 1979; Bossard
a kol., 1993; Kitani a Zs-Nagy, 1996). Tato davkavelmi vysoka a mnohem vysSi nez
davka obsazenda v antikon¢efch preparatech, kde jéilplizné 1 pg/kg vahyloveka.

3.5.1. Vliv na hmotnost jater a celkovou hmotnost

Pisobeni farmak na organismus se odrazi na mnoheorégkt Jednim
Z nejsnadyi urcitelnych je zndna vahy, a to jak celkové, tak jednotlivych orgadelikoz
jsou jatra organem, kde probih&tsina biotransformmich a detoxikénich proces,

Pétidenni podavani ethinylestradiolu (5mg/kghgpbilo nafst vahy jater (Rosario
a kol., 1988; Kitani a Zs-Nagy, 1996) o 67 % (Bedsakol., 1993) a signifikangrsnizilo
télesnou vahu potkdn(Rosario a kol., 1988) 0 11,5 % (Keeffe a kol.79p JiZ po jednom
dni podavani ethinylestradiolu se objevil napadagist pongéru hmotnosti jater a celkové
hmotnosti, ktery byl po 5 dnech um@&onibytkem na vaze (Kitani a Zs-Nagy, 1996).

Denni davky ethinylestradiolu o koncentraci 0,5/kggvahy potkana podavané
subkutang po dobu 7 dni zjsobily vyrazny naist vahy jater (21%), jejizifginou byla
parenchymalni hyperplazie. Zaznamenan byl takésh@bsahu DNA (32 %), RNA
(33 %) a proteif (14 %) v jatrech ssdéici o zvySené bustné replikaci. Elesna hmotnost
ziustala nezrénéna od poatku pokusu, ale oproti kontroldm se snizila, wekantrolnim
potkarim mezitim stoupla vaha o 10 %. Negativni vliv n&rgaroste linearh podle
logaritmicky se zvySujicich se davekiidhnou vlivu na jatra ale nebyl poklesijmu
potravy u exponované skupiny, jak potvrdila kontrglair-fed skupina zyat. Pair-feeding
je experimentélni metoda, ve které je mnoZstvigwytpodavané zi@tim limitovano a je
synchronizovano sifmem potravy experimentalnich skupitimz je vyloken vliv

rozdilného mnozstviigsunu potravy (Ochs a kol., 1986).
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3.5.2. Vliv na morfologii tkani a buré¢nych organel

Ethinylestradiol zpsobuje u mladych potk&nzmény v morfologii jater, ¢imz
vazre ovliviiuje jejich funkci (Kitani a Zs-Nagy, 1996). Vznikirhoru jater u potkan
kterym byl dlouhodob podavan ethinylestradiol, souvisi s kancerogemtisobenim této
latky. Samice potkana byly exponovanymym davkam ethinylestradiolu¢etns davky
obsaZzené v preparatech hormondlni antikoncepcea Kee fiblizné 1 pg/kg (Ochs
a kol., 1986).

Déle se objevily zrny v paitu a struktie jader bugk ledvin a jater, akumulace
lysosonti, zména struktury mitochondrii a hladkého endoplazmatickretikula. Nasledn
také zng¢na aktivity ledvinovych enzyih poukazujici na mozné metabolické poruchy
na burk¢cné udrovni. Nebyly vSak prokazany zZzadné morfologic@dm@ny na ledvinach
(Nowaczyk-Dura a Czekaj, 1998).

3.5.3. Vliv na funkci jater a tok zluce

Cholestaza oziaje poruchu vylgovani ZIki do duodena. Zk je isoosmoticka
tekutina, kterd obsahuje vodu, elektrolyty, ¢cowé kyseliny, bilirubin, cholesterol,
fosfolipidy, mastné kyseliny a proteiny. Zbwvé kyseliny jsou syntetizovany
v hepatocytech z cholesterolu. Ethinylestradiolibnfe syntézu lipoproteina Zlwovych
kyselin (Davis a kol., 1978). Primarni 2avé kyseliny (kyselina cholova
a chenodeoxycholova) jsou konjugovany s glycinerhongaurinem za vzniku sodnych
¢i draselnych soli, které jsou vyleeny do Zlde. Hepatocyty sekretuji dlucast&né
v zavislosti na exkreci Ztwvych kyselin atast&né nezavisle na ni. Tento druhytemb
sekrece je m@nvyznamny nez ten prvni a je zajistosmotickou hnaci silou organickych
latek, zejména glutationu (Erhmann a kol., 2010).

Denre se vytvagi 900 ml Zlgi v téle clovéka. Riblizné polovina jaterni ZIti
se oddluje do Zlkniku, kde dochéazi ke #mé resorpci vody a ke zvySeni koncentrace
hlavnich sloZek Zki. V pripact intrahepatalni cholestdzy dochézi k narusSeni patisiho
systému v hepatocytech, a to na jejich sinusoidakinbrag, na urovni intracelularniho
transportu a na urovni exkrece latele membranu kanalikulu. Cholestaticka jatra jsou
zvétSena. Dochazi v nich k hepatocelularnimu posSkozZdeié je pravépodobré dano
zvySenou koncentraci davych kyselin a dalSich toxickych prodiktJejich vySSi
koncentrace vede ke zvySeni kyslikovych radiléhasledné apoptézev horSim pipace

nekroze (Erhmann a kol., 2010). Mezi léky, kterujgricinnou rozvoje cholestazy u lidi
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a laboratornich zvat, pati nekter4 antibiotika, anabolické steroidy, chlorpromaz
a hormonalni antikoncepce obsahujici ethinylesttg@ilaa a Priestly, 1976).

Klinické studie potvrzuji, Ze podavani ethinylesliolu snizuje tok Zki (Reichen
a Paumgartner, 1977), igpbuje supersaturaci Ziucholesterolem a snizZuje jeji kapacitu
pro exkreci organickych aniantToto zjiS&ni ¢ast&né vyswtluje vysSi riziko onemocmi
Zluéniku u Zen uzivajicich peroralni hormonalni antdepti obsahujici ethinylestradiol
(Bennion a kol., 1980).

Denni davka ethinylestradiolu (5 mg/kg vahy) pad@ potkadm po dobu 5 dni
snizila tok Zlgi (Davis a kol., 1978; Keeffe a kol., 1979; Kitaai Zs-Nagy, 1996).
Zaznamenan byl pokles o 35 % (Reichen a Paumgarfi847) a 40 % (Bossard

a kol., 1993), vetre 70% poklesu séroveho cholesterolu (Bossard a k@9.3).

3.5.4. Vliv na aktivitu Na', K - ATPazy

Pétidenni podavani ethinylestradiolu o koncentracim§/kg zmisobilo snizZeni
aktivity Na', K* - ATPazy o 43 % (Reichen a Paumgartner, 1977), ®/2¢Keeffe
akol., 1979) a 50 % (Davis a kol.,, 1978) oprotinkolnim zviatim. NizSi davky
ethinylestradiolu (0,01 mg/kg) obdobrsnizily aktivitu Nd, K* - ATPazy (Rosario
a kol., 1988).

Ethinylestradiol zpisobuje mirny pokles exprese proteio 10 % a aktivity
Na’, K'- ATPazy na 90 %. Tyto vysledky - snizeni o 10 @rateinové expresi a aktivity
enzymu - jsou ale nesignifikantni (Landmann a k&P98). Podobné nesignifikantni
vysledky byly publikovany v praci Bossarda a k&P93. Naproti tomu byla signifikarntn
snizena aktivita Na K* - ATPazy v jaternim homogenatu na 28 % a sinusoidal
(lateralnich) membranach hepatacgia 32 % (Rosario a kol., 1988).

Snizena aktivita Na K - ATPazy miize byt vysledkem snizené funkce enfym
nebo jejich snizenym @tem. AvSak poet jednotek enzymu neni praygbdobré ovlivnén
ethinylestradiolem (Simon a kol., 1996), jak byl®tywzeno vazebnymi studiemi
s PH]ouabainem, kdyZ byly z assaye odstransodné i draselné iont§imZ byla zaji&na
ouabainova inhibice celkové aktivity enzymu (Daaikol., 1978). Stejnych vysledibylo
dosazeno ve studii membrany erytrdgykde aktivita N&, K* - ATPazy byla snizena,
avdak poet vazebnych mist pro °Hjouabain byl nezenén (Reichen
a Paumgartner, 1977). Studie plazmatické membréagatocyl vyuzivajici metody
vazebnych pokuss [H]ouabainem ukazuje, Zzeigobenim ethinylestradiolu nedochazi

ke zméng postu jednotek enzymu. Proto snizeni aktivity 'N&* - ATPazy nastava
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dusledkem zman struktury plazmatické membrany (lipidové sloZzemgniZeni jeji fluidity
(Davis a kol., 1978).

Oproti tomu estradiol, firozeny estrogen, stimuluje aktivitu NaK* - ATPazy.
V piikladném experimentu byla pouzita koncentrace distita 100 ng/ml a jako
plazmatické membrany byly pouzity membrany eryttbggolden a kol., 1999). V dalSim
experimentu byl experimentalnim ¥atim podavan estradiol o koncentraci 0,5 mg/kg
a jako experimentélni vzorek byly pouzity membrasgdeni sarkolemy (DZurba
a kol., 1997).

3.5.5. Vliv na aktivitu dalSich enzyni

Dlouhodobé (6 msici — 36 cykh) peroralni podavani nizkych davek
antikoncepnich steroid potkarim v riznych pongrech, které odpovidaly davkam
pouzitym v antikoncefnich preparatech, vedlo ke sniZzeni aktivity sukdelydrogenazy,
NADPH-tetrazolium reduktazy, M§- ATPazy a alkalinfosfatazy v ledvinéch.
NADPH-tetrazolium reduktaza je v endoplazmatickéretikulu donor elektroin
monooxygenazoveho systému, ktery je zodpoy za metabolizaci xenobiotik
a steroidnich hormdn V mitochondriich je aktivita NADPH-tetrazolium dektazy
odrazem miry oxidm& — reduRnich proces. Snizena aktivita Mg - ATPazy
a alkalinfosfatazy je nasledkem snizené produkcerge® coZz odrazi snizena aktivita
sukcinyldehydrogenazy, nebo indikuje poskozeni achibmdrialnich membran
(Nowaczyk-Dura a Czekaj, 1998).

Dale bylo naopak zaznamenano zvySeni laktat delggdiazy, acidfosfatazy
a glukoza-6-fosfatazy v ledvinach. Tyto amy vypovidaji o inhibici oxidativnich procés
asociovanych s mitochondrialnim elektronovym tramtgm, o kompenzaim nafistu
anaerobnich procésa glukoneogeneze, o inhibici transportnich précaszvyseném

bunééném katabolismu (Nowaczyk-Dura a Czekaj, 1998).

3.5.6. Vliv na plazmatickou membranu

Fluidita membrany je dana peémé velkou Skalou faktdr, které ji ovliviuji.
Hlavnimi determinanty membranové fluidity jsou tapl, obsah cholesterolu a sloZeni
mastnych kyselin. Velky vyznam se také g&lpda obsahu sfingomyelinu. Vlastnosti
membrany, a tedy i fluidita, jsou &bvé pro spravnou funkci membranovych proiein
a spravny pibéh cji odehravajicich se na memb¥arkteré ovliviuji intracelularni

procesy a maji tak dopad na celounkw Zmina membranové fluidity po podavani
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ethinylestradiolu je fi¢itdna znéné lipidového sloZeni membrany,igsréji naristu
cholesterolu a estéxcholesterolu (Davis a kol., 1978; Keeffe a ko@7%).

Podavani ethinylestradiolu ugobilo v rékolika pripadech naist hladiny
cholesterolu. Provedeni nejraz&kjSiho modelu experimentu, tedy denni davky
ethinylestradiolu (5 mg/kg vahy potkana) po dobdnb, zaznamenalo zmy zastoupeni
cholesterolu v membrénzZvySeni hladiny cholesterolu bylotgmbeno aktivaci hepatické
mikrosomalni cholesterol acyl-CoA transferazy (Baaikol., 1978). Detekovan byl &t
podilu volného cholesterolu na 130 % (Davis a Kid.78). AvSak v jiné studii uzivajici
stejného experimentalniho schématu nebyla zaznarae#ddna signifikantni zna
obsahu volného cholesterolu (Rosario a kol., 18&sard a kol., 1993). Vedle toho ani
pétidenni podani ethinylestradiolu v davkach 10 a | &pkg signifikanté neovlivnilo
obsah membranového cholesterolu oproti kontrolnifraiim (Rosario a kol., 1988).

Déle byl zaznamenan vyrazny agir hladiny estér cholesterolu, a to na 400 %
(Davis a kol., 1978) a v dalSintipadt byl detekovan dokoncesfinasobny nérst hladiny
estefi cholesterolu (Bossard a kol.,, 1993). ZvySena kotmaee estér cholesterolu,
zpasobuje naist lipidové viskozity.

DalSim dilezitym parametrem ovliwjicim fluiditu membrany je zastoupeni
fosfolipidi a jejich pordr k obsahu cholesterolu (Cooper, 1977). ¢&dgn pontru
membranového cholesterolu a fosfolfpidvliviiuji aktivitu integralnich membranovych
proteini a biofyzikalni vlastnosti membrany (Chen a koB9%). ZvySeni tohoto pofru
vypovida o vysoce organisované membrdae zvySenou mikroviskozitoti sniZzenou
fluiditou (Keeffe a kol., 1979). V této souvislogtodani ethinylestradiolu vSak v jednom
piipadt nevyvolalo Zadnou signifikantni zmu pongru membranového cholesterolu
a fosfolipidi (Rosario a kol., 1988),ckoliv v jiném pipadt bylo detekovano zvySeni
zastoupeni cholesterolu a @ma pongru cholesterol:fosfolipidy (Cooper, 1977).

Zména mnozstvi fosfolipil nebyla zaznamenana, av3ak jejich kompozice byla
pozmenéna (Davis a kol., 1978; Bossard a kol., 1993). @ldsafatidylethanolaminu (PE)
byl snizen o 16 % (Bossard a kol., 1993) a 24% &Rosa kol., 1988), zatimco obsah
fosfatidylserinu (PS) stoupl 0 22 % (Bossard a,kt®93) a 29 % (Rosario a kol., 1988).
Zaznamenan byl také nigt obsahu fosfatidylcholinu (PC) o 8 % (Rosarioch,k1988)
nebo nebyl zrénén, stejrk jako zastoupeni sfingomyelinu (SM) a fosfatidysitolu (PI)
(Bossard a kol., 1993). P@mPE/PC poklesl o 15% (Bossard a kol., 1993) a d®9
(Rosario a kol., 1988), zatimco p&dMSM/PC nebyl signifikanth ovlivnén (Rosario
a kol., 1988; Bossard a kol., 1993).
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Vliv ethinylestradiolu na fluiditu membrany byl&ien dalSimi metodami. Metodou
FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleachingla bnmeétena lateralni difuzni
konstanta lipid (D;) a proteiri (Dp) v plazmatickych membranach hepatdcyb podavani
ethinylestradiolu po dobu 1 a 5 dni. Lateralni »iftikonstanta lipidl (D;) byla snizena
043 % v porovnani s kontrolni skupinou a o 30 %otipskupiré s placebem (Kitani
a Zs-Nagy, 1996).

Pro porovnani vlivu cholesterolu na fluiditu mesduoy byl vybran nasledujici
experiment, ve kterém je demonstrovan vliv dietyy&im obsahem cholesterolu. Byla
studovana plazmatickd membréana arteridlniho hlamlledalu gipravené z aorty, detns
analyzy obsahu volného cholesterolu, struktury nrémdvé dvojvrstvy, slozeni
fosfolipid a aktivity Nd, K" - ATPazy. Jako modelovy organismus byli pouZzitiliia
krmeni dietou s vysSim obsahem cholesterolu (2P%)8 tydnech obsahovaly membrany
67% nafst obsahu volného cholesterolu a zatou®yl zaznamendn nist tlou§’ky
membrany. Byl zaznamenan 16,4%us&robsahu fosfatidylcholinu, 19,3% pokles obsahu
fosfatidylethanolaminu a 62,8% ri&t obsahu sfingomyelinu. Po 8 tydnech diety s vyssi
obsahem cholesterolu byl detekovan 67,1%istapobsahu volného cholesterolu oproti
kontrolam. Po 10 tydnech diety s vySSim obsahemesteyolu vzrostl obsah sérového
cholesterolu 34x, estiecholesterolu 40x a volného cholesterolu 23x (Chénl., 1995).

3.5.7. Vliv fluidity membrany na aktivitu Na*, K* - ATPazy

V souvislosti se zénmou membranové fluidity po podani ethinylestradigéu
zaznamendna i zZma aktivity membranovych protdin piesrgji pokles aktivity
Na', K" - ATPazy (Reichen a Paumgartner, 1977; Cooper7;1®avis a kol., 1978;
Keeffe a kol., 1979; Simon a kol., 1996; Kitani ssMagy, 1996) a nast mnozstvi LDL
castic (Kovanen a kol.,, 1979). Lipidova viskozita yetujici pro enzymy navazané
na membranu (Davis a kol., 1978)eBrEji feceno, membranové lipidy oviiwji aktivitu
integralnich proteilh modulaci konformace jednotlivych protéirm multi-proteinovych
komplexi (Chen a kol., 1995). Inhibice aktivity NaK* - ATPazy je celkova vifpad
saturovanych fosfolipill cast€énd u nesaturovanych fosfoligid (Kimelberg
a Papahadjopoulos, 1973).

Fluidita plazmatickych membran hepatacygyla ugena nétenim mikroviskozity
metodou polarizace fluorescence za pouziti sondy QR6-difenyl-1,3,5-hexatrien), ktera
se inkorporuje do hydrofobni zény membrany (Schexclat Shinitzky, 1977). Pokles
aktivity Na', K' - ATPazy plazmatické membrany hepatdgyktery byl zmsoben
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podavanim ethinylestradiolu (5 mg/kg), unifornkoreluje se snizenim membranové
fluidity meéfené pomoci metody rovnovazné polarizace fluorescemscpouzitim
membranové sondy DPH (Keeffe a kol., 1979). Vedisovazné polarizace fluorescence
byla vyuzita i metoda dynamické depolarizace kistusdruktury membranovych lipid
ktera potvrdila, Ze isobeni ethinylestradiolu vedlo k datu rigidity sinusoidalni
membrany (Rosario a kol., 1988). V dalSich studbgta fluidita plazmatické membrany
uréena za pouziti elektron-spinové rezonance, kterénodstrovala pokles fluidity
sowasré s poklesem aktivity Na K* - ATPazy po podani ethinylestradiolu v davce
5 mg/kg potkana (Davis a kol., 1978).

Ethinylestradiol snizuje fluiditu membrany, jak tpalilo méteni anizotropie
fluorescence, Zisobuje akumulaci cholesterolu v memhkragimz meni lateralni diftzi
celé membrany a zvySuje jeji propustnost. Nasledkehoto vlivu na membranu
je ovlivreéni aktivity membranovych enzyimvéetrs Na', K* - ATPazy, ktera je citliva
na lipidové slozeni plazmatické membrany (Coop&771 Kitani a Zs-Nagy, 1996).
Pokles aktivity N&, K* - ATPazy souvisi s nastem lipidové slozky membrany, aviak
ziejm¢ nesouvisi s néstem estdr cholesterolu, &oliv jeho obsah byl fsobenim
vysokych davek ethinylestradiolu zvySen (Davis &,kt078). Rtidenni expozice nizSim
davkam ethinylestradiolu (< 0,1 mg/kg; 10 a 25 gy/Rezpisobila signifikantni zrnu
hladiny estel cholesterolu oproti kontrolnim zwaitim, ale pesto snizila aktivitu
Na', K" - ATPazy a zvysila nastené hodnoty polarizace. Proto se usuzuje, zéshar
estefi cholesterolu neZobuje funkni zmeny Na, K™ - ATPazy (Rosario a kol., 1988).
Podobného vysledku dosahla studie inhibice aktiNg/, K* - ATPazy taurocholatem,
kterd poukazuje na to, Ze taurocholafisgbuje snizeni aktivity Na K* - ATPazy,
ale nezjisobuje sotasnou zriny membranove fluidity (Keeffe a kol., 1979).

Jak bylo uvedeno vipdchozi podkapitole (3.5.6.), vliv diety s vySSifmsahem
cholesterolu ovlisiuje fluiditu plazmatické membrany. Totaigpbeni ovliviuje aktivitu
Na', K* - ATPazy, coz demonstruje, ze vlivem diety byloalmno podobného efektu jako
pii podani ethinylestradiolu. Tato skaest zarove to podporuje hypotézu, Ze ovligmi
Na', K' - ATPazy probiha i@s znény fluidity plazmatické membrany a tedy i obsah
cholesterolu v ni. Ve zméném experimentu s cholesterolovou dietou byla #htiv
Na’, K" - ATPazy snizena 0 52,2%. Doslo také k 27,6% pokiaaxima vazebnych mist
Bmax ale hodnota disodtai konstanta Kzistala nezrénéna, jak bylo zji&no stanovenim
vazby PHJouabainu. Pokles aktivity NaK* - ATPazy souvisi s poklesem maximalni

vazebné kapacity pro ouabain. SniZzena afinita omablaenzymu se odrazi v ridgtu
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hodnoty Ky, ktera ale nebyla v tomto experimentu ovéima(Chen a kol., 1995). Z&évem
tedy vyplyva, Ze jak aktivita NaK" - ATPazy, tak vazba ouabainu zavisi a je ovian

integritou a fyzikalnimi vlastnostmi plazmatické migrany.
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4.  Cile diplomove prace

Prvnim cilem pedkladané diplomové prace je analyza frakci sacloagho
gradientu pipraveného z butk linie HEK293 ovliviené ttiznymi koncentracemi
ethinylestradiolu a jejich porovnani s kontrolnimaorky.

Daldim cilem je stanoveni vazby inhibitoru ouabaiva N&, K- ATPazu jako
negativniho standardu 2m plazmatické membrany vlivem dlouhodobého podavani
ethinylestradiolu a nasledné srovnani vyslednéifige®s vazby a vazebnych parametr
[*HJouabainu v kontrolnich vzorcich a ve vzorcichiawnych fiznymi koncentracemi
ethinylestradiolu.

Tretim cilem je charakterizovat 2zmu fluidity plazmatické membrany pomoci

rovnovazné anizotropie DPH.
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5. Prakticka ¢ast — Material a metody

5.1. Chemikélie a fFisluSenstvi

Tabulka | — Pfehled pouzitych chemikalii a FisluSenstvi

Chemikalie a pFislusenstvi Vyrobce
[*H]ouabain (specificka radioaktivita 17 Ci/ mmol) rikde-Elmer
170-ethinylestradiol Sigma Aldrich
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche
CuSQ.5H,0 Lach-Ner
DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien) Sigma Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, D6429) glia Aldrich
EDTA Sigma Aldrich
Ethanol Sigma Aldrich
Folin-Cioccaltteau’s phenol reagent Sigma Aldrich
Geneticin Selective Antibiotic (G418) Life Techngles
MgCl,. 6 HO Sigma Aldrich
NaCOs Penta
NaOH BDH
Newborn Calf Serum (NCS) Life Technologies
Nunc Cell Culture Treated Flasks; Culture Area 80 ¢ NUNC
Ouabain Sigma Aldrich
Phosphate Buffered Saline (PBS) Sigma Aldrich
PMSF (fenylmetylsulfonylfluorid) — inhibitor protea Serva
Propylenglykol Penta
Sacharoza Serva
Scintilatni roztok Rotiszint EcoPlus Carl Roth
Standard BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma Aldrich
Tris-HCI Sigma Aldrich
Vinan sodno-draselny Sigma Aldrich

Whatman Glass Microfiber Filters GF/C Sigma Aldrich




5.1.1. PouZité roztoky

10 % promyvaci pufr (25 ml 1M Tris-HCI, 2,5 ml 1Md@l,, doplréno do 5 | dHO)
Inkubani médium (50mM Tris-HCI, 5mM MgGJ 5mM NakPQ,, pH = 7,4)

STEM pufr (85,6 g sachardzy; 20 ml 1M Tris-HCI; b0 100mM EDTA; 30 ml 200mM
MgCly; pH =7,6)

Homogenizani pufré. 1 (L0mM Tris-HCI, 50mM NacCl, 10mM EDTA, pH 8,0)

TE pufr (50mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 7,6)

5.1.2. PouZité pistroje

Pistovy homogenizator teflon-sklo Elvehjm-Potter BiBaun Biotech International
Centrifuga Hettich Universal 320, Schoeller

Ultracentrifuga Beckman Optima XL 100K, uhlovy rofid 70, vykyvny rotor SW 41
Ultracentrifuga Beckman Optima Max, rotor MLA8O

Filtrovaci gistroj Cell Harvestor, Brandel

Trepaci vodni lazge dilny CSAV

Spektrofotometr Eppendorf BioPhotometer plus

Spektrofluorimetr PC1, ISS

5.2. Kultivace burééné linie
5.2.1. Burééna linie

Pro experimenty byly pouzity killy odvozené z linie lidskych embryonalnich
burgk ledvinového epitelu HEK293 (Human Embryonic Kighestabilré exprimujici
fuzni protein DOR-G, resistentni &ci pertussis toxinu a antibiotiku Geneticinu.

Bunécnd linie HEK293 byla fipravena v 70. letech 20. stoleti transformaciuaylt
lidskych embryonélnich bwhk ledvinového epitelu fragmenty DNA adenoviru (Ad)5
(Graham a kol., 1977). Ba#éna linie DOR-Gj, byla pgipravena transfekci HEK293 bl
cDNA pro fazni protein mezi lidskymd-opioidnim receptorem a oz podjednotkou
G-proteinu potkana, ve které byl cyst8inzanménén za izoleucin. Doslo tak ke zteat
citlivosti Kk pertussis toxinu. Pertussis toxinem j@ozno zablokovat endogenni
Go; podjednotky, ale @ podjednotka ve fuznim exogennim konstrukfistava funkni
(Moon a kol., 2001).

Tato bur¢nd linie byla vybrana jako vhodny modelovy systéro jeji snadnou
a dol¥e charakterizovanou kultivaci.
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5.2.2. Kultivaéni podminky

Bunky byly kultivovany v Dulbecco’s modified Eagle’sediu (DMEM; Sigma
Aldrich) obsahujicim 9% Newborn Calf Serum (NCSfeLiTechnologies). Do takto
piipraveného kultivénino média byl pravideth pridavan Geneticin (G418; Life
Technologies) tak, aby jeho vysledna koncentrangdiu byla 0,8 mg/ml. Pro kultivaci
byly pouzity kultiva&tni lahve (153732, NUNC) o ploSe 80 TnKultivace probihala
v inkubatoru pi teplo€ 37°C v atmosfie s obsahem 5% GO

5.2.3. Pasazovani bukk

Po dosazeni 70-90% konfluence bylyiiky z jedné kultivani lahve rozdleny
(pasadzovany) do novych lahvi. Zlahvi sikami bylo odsato kultivni médium
a k buikkam byl gidan 1,5 ml roztoku 0,1% trypsinu a 0,5mM EDTA v®BTimto
roztokem byly biiky oplachnuty a roztok byl ihned odpipetovan. Ndséebylo k buikdm
piidano stejné mnoZzstvi roztoku 0,1% trypsinu a 0,5BDTA v PBS, ale bitky v ném
nyni byly 2 minuty inkubovany. &em této kratké inkubace doslo k rozruSeni¢bné
vrstvy a oddleni burgk ode dna lahve. K takto vzniklé bitmé suspenzi bylofmano
adekvatni mnozstvi kultivaiho média, aby doslo k inaktivacigobeni trypsinu. Biky
byly poté mechanicky resuspendovany opakovanymt@ipaim. Bugéna suspenze byla

rozc&klena do novych kultivenich lahvi pro dalSi kultivaci.

5.2.4. Sklizeni bugk

Pro gipravu postnuklearniho supernatantu a plazmatickyembran bylo péeba
napsstovat velké mnozstvi batného materialu. Po dosazeni konfluence 80-90 % byly
bunky sklizeny z kultivénich lahvi. Kultiv&ni lahve s bistkami byly umisény do ledové
lazné. Pro sklizeni bylo pouzito 5 ml 1x koncentrovanéhmztoku vychlazeného
fosfatového pufru (PBS, Sigma Aldrich), do kteréyy bunky mechanicky seSkrdbnuty
Skrabkou. Bui&iné suspenze bylyigneseny do 50ml kénickych zkumavek, ve kterych
byly centrifugovany po dobu 10 minuii 300 x g a tepl@t4°C. Vznikly burgcny pelet byl
pieveden do 1,5ml mikrozkumavky, zamrazen v tekutésilai, uskladén pii teplog -
80°C.
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5.2.5. Riprava bunéénych preparati pro experimenty —  inkubace
s ethinylestradiolem

Buneeny material v kultivanich lahvich byl rozélen do 3 skupin. Prvni skupina
byla ucena jako kontrolni a kjeji kultivaci bylo pouzitpouze kultivéni médium
obohacené geneticinem. Druh& skupina byla kultimawa kultiva&nim médiu, do kterého
bylo priddno 10 pl sterilniho roztoku ethinylestradiolethanolu o koncentraci 10 ng/ul
(0,34mM). Celkova koncentrace ethinylestradioluultikacni lahvi s 10 ml kultivaniho
média ¢inila 10 ng/ml. Tato koncentrace byla odvozena a@ijvysSi davky (50 pg)
ethinylestradiolu pouzivané v preparatech hormadnahtikoncepce. feti skupina byla
kultivovana v kultiv&nim médiu, do kterého bylofidano 10 ul sterilniho roztoku
ethinylestradiolu v ethanolu o koncentraci 100 hg/uCelkova koncentrace
ethinylestradiolu v kultivéni lahvi s 10 ml kultivaniho médiatinila 100 ng/ml. Bus¢neé
kultury byly inkubovany v médiu siiganym ethinylestradiolem 24 hodin a poté byly
sklizeny a uskladimy obvyklym zmsobem. Pro ighlednost jsou koncentrace

ethinylestradiolu pouzitého v inkubaci lignych kultur uvedeny v nasledujieibulce 11.

Tabulka Il — Aplika ¢éni schéma ethinylestradiolu bugéné linii

Skupina 1| Skupina 2| Skupina 3

Koncentrace ethinylestradiolu v kultir lahvi| O 10 ng/ml | 100 ng/m|

Finalni koncentrace ethinylestradiolu 0 0,034 uMM34 uM

5.3. Podavani ethinylestradiolu potkafim — piiprava experimentalniho
materialu
5.3.1. Chov potkarni

V experimentu bylo pouZito 30 samic potkana kmenist&. Sté& potkar bylo
90 dni v den zs&tku pokusu a @mérna vaha na zatku experimentdinila 277 = 20 g.
Potkani byli krmeni standardni dietou. Bgpupem k potrava vod ad libitum po celou
dobu experimentu. Potkani byli umist v klimatizovaném z&finci v chovnych nadobach
s kovovym vikem po 3 - 4 jedincich v jedné n&HoWe zwfinci byly udrZzovany
standardni podminky teplota 23°C, vlhkost 55%, agkilen — noc 12:12. Zwta byla

rozc&klena do 3 skupin po 10 jedincich. &skupiny byly experimentalni a jedna kontrolni.
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5.2.2. Aplikované davky ethinylestradiolu

V minulosti bylo provedeno mnoho poKusa potkanech, kterym byl inj&ke
podavan ethinylestradiol. Ve égin¢ pripadhi Slo o g@tidenni expozici davkam
ethinylestradiolu o koncentraci 5 mg/kg vahy potkaiReichen a Paumgartner, 1977;
Davis a kol., 1978; Keeffe a kol., 1979; Bossarkloh, 1993; Kitani a Zs-Nagy, 1996).
Roztok ethinylestradiolu, ktery byl potkiam aplikovan, byl ve vSechiipadech fipraven
rozpusénim ethinylestradiolu v propylenglykolu (PG) a byhjikovan subkutan®
(Reichen a Paumgartner, 1977; Davis a kol.,, 1978gfl¢ a kol., 1979; Bossard
a kol., 1993; Kitani a Zs-Nagy, 1996). Vliv davkthmylestradiolu 5 mg/kg na organy
potkana je popsan v kapitale3.5.1.

Pro experiment byly zvoleny 2 koncentrace davkowthinylestradiolu, které se
vice giblizuji koncentraci ethinylestradiolu pouzivané preparatech hormonalni
antikoncepce. lotethinylestradiol (Sigma Aldrich) byl rozpést v propylenglykolu
(Penta). Vysledny roztok byliipraven o dvou koncentracich, a to 0,1 mg/kg a 1kmg
pro dw experimentalni skupiny potkan

5.2.3. Piibéh experimentu

Roztok ethinylestradiolu v propylenglykolu, ¥ipad kontrol samotny
propylenglykol, byl subkutarninjikovan potkaim po dobu 10 dni v davce 0,3 ml.
K podavani davek dochazelo kazdy den experimentu9odo 10 hodin dopoledne.
Aplikaéni schéma shrnuje nésleduji@bulka 111 .

VSechna zvata byla usmrcena dekapitaci v étherové narkdzeodéh po podani
posledni desaté davky. Byly vypreparovany nasledtkare: mozek (Sedatca mozkova),
srdce (leva komora myokardu), jatra a ledvinyir@y. VSechny vybrané tkanbyly

zamrazeny v tekutém dusiku a uskkaanpii teplot -80°C.

Tabulka Ill — Aplika ¢ni schéma ethinylestradiolu potkamm

Aplikovana latka | Davka Zjsob podani Délka experimentu
1. Skupina - CTR | Propylenglykol 3Q0 | subkutans 10 dni
(10 aplikaci)
2. Skupina — Ethinylestradiol | 300ul | subkutang 10 dni
EE 0,1 mg/kg v PG; 0,1 mg/kg (10 aplikaci)
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3. Skupina — Ethinylestradiol | 300ul | subkutans 10 dni
EE 1 mg/kg v PG; 1 mg/kg (10 aplikaci)

5.4. Hiprava postnuklearniho supernatantu
5.4.1. Homogenizace sklizenych bk a centrifugace

K homogenizaci sklizenych bgk byl pouZit homogenizami pufr gipraveny
z 50 ml homogenizmiho pufru¢. 1 (10mM Tris-HCI, 50mM NaCl, 10mM EDTA,
pH 8,0), 250 ul 200mM PMSF a 1 tablety Complete onflete Protease Inhibitor
Cocktail Tablets). Rozmrazené sklizené&y (1 ml) byly doplgny 4 ml gipraveného
homogenizaniho pufru, aby vysledna koncentrace homogenéata B@ %. Srés byla
7 minut mechanicky homogenizovana za pouziti p&tovhomogenizatoru teflon — sklo
a sodasného chlazeni leden€ést vzniklého homogenatu byla pouZita na stanoveni
mnoZstvi proteith podle Lowryho metody. ¥Sina homogenatu bylaigvedena do
15ml centrifuganich zkumavek s kulatym dnem a centrifugovana 7uiniva centrifuze
Hettich Universal 320 ip 1160 x g a 4°C. Po centrifugaci byl odebran poklkearni
supernatant (dale PNS), ze kterého hidst odebrana na stanoveni mnozstvi prétein
podle Lowryho metody a zbytek byl pouzit na&ippavu sacharézového fl@@iho

gradientu a pro poz§i msteni vazby {H]ouabainu.

5.4.2. Homogenizace tkani potkana a centrifugace

K homogenizaci tkani z potkana byl pouzit homogatmi pufr gipraveny z 50 ml
STEM pufru (85,6 g sachardzy; 20 ml 1M Tris-HCI; 10 100mM EDTA; 30 ml 100mM
MgCly; pH = 7,6), 250 pl 200mM PMSF a 1 tablety Comple(€omplete Protease
Inhibitor Cocktail Tablets). Rozmrazené tkdoyl odvazen 1 g, ktery byl dogin 10 ml
piipraveného homogenizaiho pufru, aby vysledna koncentrace homogenata bl %.
Smes byla 7 minut mechanicky homogenizovana za pousigiového homogenizatoru
teflon — sklo a satasného chlazeni leder@ast vzniklého homogenétu byla pouZita na
stanoveni mnozstvi protéirpodle Lowryho metody. &Sina homogenatu bylagvedena
do 15ml centrifugacich zkumavek s kulatym dnemrdrdagovana 7 minut na centrifuze
Hettich Universal 3201 1160 x g a 4°C. Po centrifugaci byl odebran P& kterého
byla ¢ast odebrana na stanoveni mnoZstvi prétpodle Lowryho metody a zbytek byl
zamrazen Vv kapalném dusiku a uskbdnpri -80°C pro pozdSi meieni vazby

[*H]ouabainu.
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5.5. Frakcionace postnuklearniho supernatantu pomacgradientové

centrifugace - sacharozovy floténi gradient
5.5.1. HRiprava gradientu a centrifugace

Nejprve byly gipraveny roztoky sachardzy o koncentraci 15, 20,325 35 a 80 %.
Kazdy roztok obsahoval 5 ml 1M Tris-HCI, 1 ml 100mBDTA, adekvatni mnozstvi
sacharézy (15 g sachar6zy pro 15% roztok) a vSeo Wdplrtno do 100 ml
vysterilizovanou vodou. U vSech rozftolkbylo upraveno pH na 7,6 a roztoky byly
vychlazeny. Do centrifugaich kyvet byly napipetovany 2 ml 80% sacharozyral PNS
piipraveného ze sklizenych btkn Obsah centrifugmi kyvety byl promichangimz
vznikla snés 40% sacharézy s PNS. Nasledoyl nad tuto sms navrstven gradient
sachar6zy o snizujici se koncentraci od 35% do 1& % vzdy v 1,5ml vrstvach. Cely
proces vrstveni gradientu probihal na ledu. Cergdini kyvety byly vyvazeny a umisty
do vychlazeného rotoru SW41 a centrifugovany naacdntrifuze Beckman 24 hodin
pii 197000 x g a 4°C.

Obrazek ¢. 16 — Sachar6zovy floténi gradient

Zleva: Prvni zkumavka obsahuje plazmatické membzedkgntrolnich buék; druha
zkumavka z buk kultivovanych v médiu s EE 10 ng/mieti zkumavka z buik

kultivovanych v médiu s EE 100 ng/ml.
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5.5.2. Rozebrani gradientu

Po centrifugaci byly patrné 2 ohraené frakce (vizObrazek ¢. 16). Znatelny
prouzek obsahuje plazmatické membrany a v mlh@btasti nad nim jsou obsazeny lehké
vezikuly. Kompletni obsah kazdé centriféggazkumavky byl rozebran do uzaviratelnych
mikrozkumavek po 1 ml tak, Ze bylo vytemo 11 frakci. Lehké vezikuly byly obsazeny
ve frakci¢. 6 a plazmatické membrany ve frakci 7. Od kazdé z 11 frakci bykgst
odebrana na stanoveni mnozstvi praigiodle Lowryho metody a zbytek byl zamrazen

v kapalném dusiku a usklatinpri -80°C pro pozdj$i msteni vazby {H]ouabainu.

5.6. Stanoveni koncentrace proteii

Pro stanoveni koncentrace protein experimentalnich vzorcich byla pouzita
modifikovand metoda podle Lowryho (Lowry a kol.,519. Jako standard byl pouZit
howzi sérovy albumin (BSA; Sigma Aldrich). Touto metod byly vyhodnocovany
vzorky PNS a frakce sacharézového ftoido gradientu fdpravené z bugtnych kultur
a tkani potkadn.
Byly pouzity nésledujici roztoky:
Roztok A: 2% NaCOs;+ 0,1 M NaOH
Roztok B: 2% Na, K — tartate (vinan sodno-draselny)
Roztok C: 1% CuS® 5 H,0O
Folinovo reagenscerstw naredéno v pongru 1:1 s destilovanou 40
Standard BSA: 1 mg/ ml

O O O o o

Experimentalni vzorky byly rozpusty pxi teplo€ tajiciho ledu. Kalibréni kiivka
byla pipravena podle pipetovaciho schématu uvedenéhosleddici tabulce IV
na vysledny objem 0,5 ml.

Tabulka IV — Pipetovaci schéma standardu BSA $ stanoveni koncentrace proteix

Lowryho metodou

C. zkum. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

BSA(ul) 0 10 20 30 40 50 75 100 150 200

dHO(ul) 500 | 490 | 480 | 470| 460| 450 425 400 350 300

BSA(ug) | O 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 75| 100 150 20

O
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Byly ptipraveny alikvoty experimentalnich prepdrdZa optimalni objem alikvot
pro stanoveni je povazovano 5 — [lohomogenatu, PN8i membran nebo 20 — 1Q0
jednotlivych frakci gradientu. Vzorky o uvedenychjemech byly doplény opst do
vysledného objemu 0,5 ml. Naslednylo do vSech zkumavek (kalidra kiivky i vzorki)
ptidano 1,5 ml roztoku A+B+C (50 ml A + 1 ml B + 1 /@) a obsah zkumavek bsddre
promichan. Po inkubaci 10 — 15 midi paboratorni teplat bylo do vSech zkumavek
piidano 150ul ¢erstw naedného Folinova reagens v 30s intervalech a obsamakek
byl opst fadre promichan. Nasledovala 30min inkubace v laboratemiot, po které byla
zmeéiena absorbance jednotlivych vzorkri vinové délce 595 nm spektrofotometrem
Eppendorf BioPhotometer plus. Stanoveni bylo prémédv duplikdtech az triplikatech.
Nameéiena data byla vyhodnocena v programu GraphPad Bri3niKalibr&ni kiivka byla
ziskana nelinearni regresi podle rovnice y=hx+c. Koncentrace proteinv jednotlivych

vzorcich byla od&ena z kalibrani kiivky.

5.7. Stanoveni vazby*H]ouabainu
5.7.1 Uvod

V piimé vazebné studii byl pouZit tritiem zeamy ouabain. Po vaébradioligandu
na receptor bylo #feno mnoZstvi navazanéfitH]ouabainu a stanoven et vazebnych
mist a afinita ligandu pro receptor. &b vazebnych mist udava mnozstvi receptos
vzorku.

P¥i interakci ligandu s receptorem vznikd komplexahid-receptor. i rovnovaze
plati, Ze rychlost asociace je rovna rychlosti digce.

[R].[L].ky = [RL] .k,

kde R je receptor, L ligand, RL komplex ligandeptor, k rychlostni konstanta
asociace a Xrychlostni konstanta disociace. Vazba ligandu eeeptor niZze byt silr
ovlivnéna pH a pitomnosti ioni (Mg?*).

Z predchoziho vztahu vyplyva rovnice vyjagici rovnovaznou disociai
konstantu K, ktera vyjaduje koncentraci ligandu fipkteré je polovina receptbrobsazena
ligandem.

ko [R].[L]

Ka= %= TrRLT
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kde k je rychlostni konstanta asociace, kchlostni konstanta disociace lgy
rovnovazna disoctmi konstantaCim je Ky niz&i, tim je vyssi afinita ligandu k receptoru.
Afinita je definovana jako —log{g) = log (1/Ky).

Saturégnim vazebnym stanovenim seéfin mnozstvi navazaného radioligandu
v rovnovaznych podminkach v zavislosti na stoupajioncentraci radioligandu. P
jednobodovém stanoveni jegfano mnozstvi vazebnych mist v prepar&tyquné koncentraci
radioligandu. Pro kvantitativni stanoveni seujg specificka vazba ligandu, ktera vyjaj
afinitu latek k receptdim a schopnost se n& rvazat. Nespecifickd vazba je stanovena
nezn&enym ligandem, s nimz radioaktivanaeny ligand sow’i o vazebné misto receptoru,
a je linearni funkci koncentrace ligandDelkova vazba B je dana sottem specifické
vazby B, ktera vyjadiuje vazbu radioligandu na specificky receptor, speeifické vazby
Bnsp ktera pedstavuje vazbu na jina mista nez na receptoryhnad@mu. Nespecificka
vazba linearé roste podle koncentrace radioligandu a neni tedyrgvana. Satutai
vazebna kvka poskytuje informace o hustoreceptod, afinit¢ ligandi. Asymptotou
k hyperbolické satutai kiivce je hodnota Bax Stanovenim specifické vazby radioligandu
je zjiS€na vazebna kapacita, neboli maximalnic¢gio vazebnych mist a afinita
k receptoiim.

Rovnice saturai kiivky

BmaX' [F]
Ky + [F]°

B =
kde B je mnozstvi radioligandu navazaného na tecepnaxje maximalni vazebna
kapacita neboli maximalni pet vazebnych mist, F je koncentrace volného raghaliu
a Ky je rovnovazna disoatai konstanta receptoru vyjagici afinitu receptoruRovnice
satur&ni kiivky je prakticky analogicka rovnici Michaelise - Ment&@ pro enzymovou

kinetiku

Maximalni p@&et vazebnych mist v daném vzorku a afinitu recepize vypditat z
linearizované formy rovnice, Scatchardova vynoshmnelinearni regresi nagomoci

programu GraphPad Prism. Scatcli@rdynos ve tvaru pro rovniciipmky (y = a — bx):
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Linearni regresi ziskame B - prisetik ptimky Scatchardova vynosu s osou x (pro
B/F = 0). Disoci&ni konstantu vazebné reakce ziskame élgrdm hodnoty Bax
prisetikem @Fimky Scatchardova vynosu s osou Yy, tedy podilemanéiza volné
radioaktivity (v bo@ B = 0), jak znazatuje nasledujici rovnice

Bax - F
B

Kd:

5.7.2. Mgfeni vazby fH]ouabainu

P¥iprava inkubani snesi vzorku PNS nebo frakci gradientu, inktbido média
(50mM Tris-HCI, 5mM MgC}, 5mM NaHPQ,, pH = 7,4) a radioligandu *fiJouabain;
specificka radioaktivita 17 Ci/mmol; teoreticka kemtrace 59nM) byla provedendi p
teplot tajiciho ledu, zdvodu zabraéni degradaci biologického materialu. Paralehyla
vytvoiena reaéni snés obsahujici radioakti¢meznageny ouabain pro deni nespecifické
vazby. Zasobni roztok radioakti&nnezn&eného ouabainu o koncentraci 0.01M byl
100x na@edén na koncentraci 0,1mM. vazebna reakce byla zahgjedanim radioligandu
do inkub&ni smesi, nasleda probihala 90min inkubaci ve vodni lazmi fpyziologické
teplog 37°C, g které probihalo navazani ligandu. Vazebna redkda po 90 minutach
ukontena ledow vychlazenym promyvacim pufrem aefiltrovanim vzorki, piicemz
doSlo k oddleni vazané a volné radioaktivity. K filtraci bybgpzit filtracni pristroj Cell
Harvestor od firmy Brandel, filtry Whatman GF/C giderenych vlidken a 10% promyvaci
pufr. Filtry byly vyjmuty a vioZzeny do iepdem ozné&nych scintilanich zkumavek, ve
kterych byly zality 5 ml scintikknim roztokem (Rotiszint EcoPlus, Carl Roth). Kapaiia

scintigrafie byla nifena na odéleni radiometrie FGU AV.

5.7.3. Jednobodové stanoveni vazb$HJouabainu v PNS z burééné linie

Stanoveni vazby®H]ouabainu bylo provedeno v PNSigraveném ze sklizenych
burgk linie HEK293. Koncentrace bilkovin v jednotlivyolzorcich je uvedengabulce
VIII . Nasledovalo jestidentické stanoveni fipkterém byly vSechny vzorky pedény 10x.
Do celkového inkub&iho objemu 0,5 ml bylo pipetovano 0,05 ml vzorRu, ml vody

a 0,35 ml radioligandu. Finalni koncentrace radetidu byla 20nM.
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5.7.4. Jednobodové stanoveni vazb$H]ouabainu ve frakcich z burééné linie

Stanoveni vazby *H]Jouabainu bylo provedeno ve frakcich sacharézového
gradientu, ve kterém byly pouzity vzorky ze skligem burgk linie HEK293. Koncentrace
bilkovin v jednotlivych frakcich je uvedena tabulce IX. Do celkového inkuhk#niho
objemu 0,5 ml bylo pipetovano 0,15 ml vzorku frakci0,35 ml radioligandu. Finalni
koncentrace radioligandu byla 20nM.

5.7.5. Jednobodové stanoveni vazbjHJouabainu v PNS z tkani potkari

Stanoveni vazbyH]ouabainu bylo provedeno v PNSgraveném z tkani potkén
Koncentrace bilkovin byla upravena na 1 mg/niivd®ini koncentrace PNS jednotlivych
vzorki je uvedena vabulce XI. Do celkového inkuklaiho objemu 0,25 ml bylo
pipetovano 0,1 ml vzorku PNS a 0,05 ml radioligar@takticka koncentrace radioligandu
byla 19nM.

5.7.6. Stanoveni saturéni vazebné Kivky [*H]ouabainu v PNS z $edé iy mozkové
Stanoveni satutai vazebné ivky bylo provedeno v PNS fjpraveném

z vypreparovanécasti mozku potkain — Sedé &ry mozkové. Koncentrace bilkovin

v pokusu byla 2,5 mg/ml. tiRodni koncentrace PNS jednotlivych vzorke uvedena

v tabulce XI. Do celkového inkukaiho objemu 0,31 ml bylo pipetovano 0,1 ml vzorku

PNS (t. 0,25 mg), 0,01 ml neztemého ouabainu nebo vody a 0,2 ml radioligandu.

Koncentr&ni fada radioligandu je uvedena v nasledugbulce V.

Tabulka V — Koncentra&ni ¥ada radioaktivné znateného fH]Jouabainu, T1-T8

T T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

koncentrace (nM) 27,4 13,0 66 | 34| 19 1,1/ 055 0,2

5.7. Rovnovazna anizotropie DPH
5.7.1. Uvod

Membranové fluoresceéni sondy se vyuZivaji ke studiu strukturnich
a dynamickych zgm buréénych membran. Umle syntetizovana sonda DPH
(1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien) je linearni sondaerit se inkorporuje do hydrofobni zony
membrany a vyuziva se ke studiu fluidity membragyomuto &elu byla vybrana metoda

rovnovazné anizotropie fluorescence v membranovépeswi. Suspenze membran
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ozna&ena sondou je okavana konstantnim zdrojem &ha, které se po fichodu
polarizatorem stava vertik@n polarizovanym. Emitované #ni je detekovano
analyzatorem, jehoZz orientace je nejprve vertik@nipoté se &ni na horizontalni.
Vysledkem jsou d¥ hodnoty intenzity polarizované fluorescenge & hy, ze kterych je
podle nasledujiciho vztahu vyithna hodnota rovnovazné anizotropie (r) fluoreseen
(Lentz, 1993).

r= IVV - IVH
IVV + ZIVH ’

kde r je anizotropie fluorescencey e intenzita fluorescencediena i vertikalni
orientaci excitaniho i emisniho polarizatoru a4l je intenzita fluorescence diena pi
vertikalni orientaci excitniho a horizontalni orientaci emisniho polarizatoru

Anizotropie je bezrozimna veltina, jejiz maximalni hodnota je 0,4. ZvySuje-li se
fluidita membrany, hodnota anizotropie klesa. Alapie sondy v membrén tak
charakterizuje membranové priasti a vypovida o fluidt membrany, resp. pohyblivosti
membranovych komponent. Hodnota anizotropie zawisho jiné na tepldt a obsahu

cholesterolu v membré&n

5.7.2. Riprava membranovych preparati

Jako experimentélni material byly pouzity 3 fraksachardézového flotaiho
gradientu (frakces. 5 — 7) pipravené ze sklizenych béh HEK293, které obsahovaly
nejwetsi zastoupeni plazmatickych membran. Membrany hy#ediny TE pufrem
(50mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 7,6) v podénu 1:3. Vznikly roztok byl centrifugovan
na gedem vychlazené ultracentrifuze Beckman Optima Ntator MLA80) 35 min pi
28000 x g a 4°C. Po centrifugaci byl odstmarvznikly supernatant a zbylé pelety byly
naredny 600 ul TE pufru, promichany a 30 sekundntuhomogenizovany na ledu. Po
homogenizaci bylgast snési odebrana na stanoveni koncentrace prdteadle Lowryho.
Vysledky koncentrace bilkovin jsou uvedeny v nasjied tabulce X. Vzorky membran
0 znamé koncentraci bylo nutnéiedit na jednotnou koncentraci TE pufrem, a to na
0,2 mg/ml.

K ptipravenym vzorkm (1 ml) byl za stalého michanfiggan 1 1l 1mM zasobniho
roztoku DPHimz bylo dosazeno 1uM finalni koncentrace DPH verka. VVzorky byly

inkubovany 45 min v temnutipaboratorni teplat.
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5.7.3. Mgéreni anizotropie DPH

Intenzita fluorescence byla éhena @i 25°C v Kemenné kyveét o roznerech
1 x 1 cm. Pouzitym ifistrojem byl spektrofluorimetr PC1 od firmy ISS. Emi vinova
délka byla 425 nm a excitai vinova délka 365 nm. Byly také pouzity polar@dt které
umo#iuji praw sledovani zrén anizotropie DPH.
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6. Vysledky

6.1. Aplikace ethinylestradiolu potkanim

Experimentalnim zvatim byl subkutané podavan roztok ethinylestradiolu
v propylenglykolu o dvou koncentracich (0,1 mg/kglamg/kg) po dobu deseti dni.
Kontrolnim zvfatim byl injikovan samotny propylenglykol. Kazd4 skogiobsahovala
10 jedindé. Na z&atku a konci experimentu byla tafa zvazena. Nattené hodnoty
obsahuje nasledujitabulka VI .

Na konci experimentu byl zji&t vyrazny rozdil mezi hmotnosti potkaniznych
skupin. Kontrolnim zvwatim stoupla dlesnd vdha o 12 %, zatimco potkemvystavenym
ethinylestradiolu dlesna vaha klesla o 11 % u nizSi davky ethinyldsita (0,1 mg/kg)
a 0 18 % u vy3si davky ethinylestradiolu (1 mg/Kdbytek vahy experimentélnich af
demonstruje toxicky vliv ethinylestradiolu, ktewy ffimo angrny zvysSujici se koncentraci

podané latky.

Tabulka VI — Celkova télesna hmotnost potkarni pred a po experimentu

pired po experimentu
experimentem CTR EE 0,2dmg/kg | EE 1mg/kg
Pramérna hmotnost (g) 277 £ 20 311 +15 246 £ 23 226 £ 18

Po pit¥ na konci experimentu byly také zvazeny vyprepam@vargany, jejichz
hodnoty obsahuje nésledujtaibulka VIl a pro pehlednost tak@raf ¢. 1. Nejvyrazrgjsi
rozdil je patrny u hmotnosti jater, hmotnost odtdtnorgam nebyla vyrazé zmeénéna.
U skupiny EE 0,1 mg/kg byl zaznamenan 16%Gasiahmotnosti jater oproti kontrolam,

oproti tomu u skupiny EE 1 mg/kg byl zaznamenang@ies hmotnosti jater.

Tabulka VII — Celkova hmotnost organi po pitvé

CTR: EE 0,1 mg/kg: EE 1 mg/kg:
Kortex (g) 8,16 10,11 9,27
Srdce (g) 9,88 11,12 7,84
Jatra (g) 116,61 134,91 109,86
Ledviny (g) 19,13 18,79 17,68
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Graf ¢. 1 — Porovnani hmotnosti orgafi potkana kontrolni skupiny a skupin

vystavenych  ethinylestradiolu o  koncentracich 0,1 a 1 mg/kg

6.2. Stanoveni koncentrace protesn Lowryho metodou

Koncentrace proteinbyla stanovena ve vzorcich parateke vSem probihajicim
meérenim. Stanoveni se provdo vzdy v triplikdtu a jednotlivé hodnoty byly
zpramérovany. Vysledky byly vyhodnoceny programem GraghHRrism. S pomoci
nelinearni regrese pro polynomiaduy = ax* + bx + cbyl uren tvar kalibrani kiivky,
ze kterého se stanovilo mnozstvi protewe vSech vzorcich.

Koncentrace proteinbyla métena ve vzorcich PNS (viZabulka VIl ) a frakcich
flotatniho sachar6zoveho gradientu (viZabulka IX) pripraveného ze sklizenych
burgk linie HEK293 kontrolnich, tak ovliwnych ethinylestradiolem. Obdobmprobihalo
méreni v PNS  fipraveném z tkdni potkén kontrolnich a dch ovlivienych
ethinylestradiolem (vizTabulka XlI). Koncentrace proteinbyla také stanovena ve &sn
3 frakci sachardzového fl@waiho gradientu (5. — 7. frakce), ktera byla vyuZie

stanoveni rovnhovazné anizotropie DPH (Vabulka X).

Tabulka VIl — Koncentrace bilkovin v PNS z bunééné linie HEK293

CTR EE 10 ng/ml EE 100 ng/ml
PNS koncentrace bilkovin, mg/ml
18,34 22,70 26,74
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Tabulka IX — Koncentrace bilkovin v jednotlivych frakcich

CTR EE 10 ng/ml | EE 100 ng/ml
C. frakce koncentrace bilkovin, mg/mi
1 0,36 0,31 0,38
2 0,34 0,29 0,38
3 0,35 0,37 0,44
4 0,34 0,33 0,4
5 0,41 0,39 0,54
6 0,56 0,67 0,91
7 0,83 0,85 0,99
8 1,07 1,13 1,51
9 1,32 1,6 1,87
10 1,35 1,89 2,16
11 2,19 2,69 3,61

Tabulka X — Koncentrace bilkovin ve snési frakci ¢. 5+ 6 + 7

CTR EE 10 ng/ml | EE 100 ng/ml
C. frakce koncentrace bilkovin, mg/mi
5+6+7 0,71 0,77 0,95

Tabulka XI — Koncentrace bilkovin v PNS jednotlivyd vzorka tkani

CTR EE 0,1 mg/kg| EE 1 mg/kg
PNS koncentrace bilkovin, mg/ml
mozek 11,08 6,27 9,32
srdce 15,05 11,15 13,81
jatra 21,79 15,59 22,05
ledviny 20,30 17,91 25,27




6.3.

centrifugace - sacharozovy floténi gradient

Nasledujicitabulka XII

Frakcionace postnuklearniho supernatantu s poati gradientové

znazotiuje mnozstvi protein o vychozi koncentraci

aplikované na sacharézovy fléta gradient pipraveny ze sklizenych bgk linie

HEK?293, a to jak kontrolnich, tak ovlignych ethinylestradiolem (10 a 100 ng/ml).

Tabulka XII — MnoZstvi protein i aplikované na sacharézovy floténi gradient

CTR EE 10 ng/ml | EE 100 ng/mli
Koncentrace protein(mg/ml) 18,34 22,70 26,74
Celkovy objem bug&né frakce (ml) 2,00 2,00 2,00
Celkovy obsah protein(mg) 36,68 45,40 53,48

Ve frakcich sachar6zového flétdho gradientu byla dena koncentrace protdin
Lowryho metodou, jak bylo uvedeno yYegchozitabulce IX. Distribuce proteif je

znazorrna na nasledujicimgrafu ¢. 2.

o
o
J

1 CTR
BN EE 10 ng/ml
Bl EE 100 ng/ml

3.5+
3.0
2.5+
2.0+
1.5+
1.0
0.5+
0.0-

Koncentrace proteini (mg/mi)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Frakce (1 ml)

10 11

Graf €. 2 — Distribuce proteini ve frakcich sacharozového floténiho gradientu
piipraveného ze sklizenych bu#k linie HEK293 kontrolnich a ovlivnénych

ethinylestradiolem o koncentracich 10 a 100 ng/ml
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6.4. Jednobodové stanoveni vazby®HJouabainu v postnuklearnim

supernatantu z buré¢né linie HEK293

Stanoveni vazby*H]ouabainu bylo provedeno v PNSigraveném ze sklizenych
burgk linie HEK293, a to jak kontrolnich, tak ovli¥nych ethinylestradiolem
(10 a 100 ng/ml). Byla pouzita pouze jedna konearradioligandu, a to 20nM. Pro
meieni byl pouzit vzorek PNS, ktery byl 10xieeén dH,O. Vychozi koncentrace bilkovin
v jednotlivych vzorcich je uvedena jednotlivychabulce Xl . Ziskané vysledky vazby
[*H]ouabainu jsou uvedenytabulce XIV. Experiment byl provésh v triplikatech, pro

piehlednost jsou uvedenyipnérné hodnoty.

Tabulka XIII — Mnozstvi protein @ v PNS ze sklizenych buék linie HEK293

CTR EE (10 ng/ml) | EE (100 ng/ml)
Koncentrace protein(mg/ml) 18,34 22,70 26,74
Celkovy objem bu&né frakce (ml) 2,79 2,90 3,00
Celkovy obsah protein(mg) 51,17 65,83 80,22

Tabulka XIV — Vazba [*H]ouabainu v PNS ze sklizenych bugk linie HEK293

PNS CTR EE (10 ng/ml) | EE (100 ng/ml)
Koncentrace proteinv inkubani
, 0,18 0,23 0,27
smeési (mg/ml)
Celkova vazba®H]ouabainu
0,12 0,11 0,14
(pmol/mg)

Celkovy obsah protein(mg) 51,17 65,83 80,22
Celkovéa vazba®H]ouabainu (pmol) 5,90 6,91 11,14
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CTR 10 ng/tl 100 ngfmi

Graf & 3 - Jednobodové stanoveni vazbyHJouabainu v PNS ze sklizenych bugk

linie  HEK293 kontrolnich a ovlivnénych ethinylestradiolem o koncentracich

10 a 100 ng/ml Vazba fH]ouabainu byla stanovenai gelkové koncentraci 20nM.

Ve vSech experimentech byl ke statistickému vyhednopouZzit neparovy T - test.

Ze statistického vyhodnoceni (viZabulka XV) vyplyv4, Ze pokles vazby v PNS

u vzorki vystavenych fisobeni EE 10 ng/ml je signifikantni (P < 0,05), aiptomu

nantieny vzestup vazby u skupiny vystavené EE 100 nggmiksignifikantni (P < 0,05;

P > 0,05).

Tabulka XV - Statistické vysledky jednobodového staoveni vazby fH]ouabainu

Typ vazby Vazba [’H]ouabainu v PNSE. 2

CTR EE 10 ng/ml CTR EE 100 ng/m
Bsc (pmol/ mg) 0,12 0,11 0,12 0,14
T- Test (neparovy
P hodnota P < 0,05 P > 0,05
Signifikance signifikantni, * nesignifikantni
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6.5. Jednobodové stanoveni vazby °HJouabainu ve frakcich

sacharézového floté&niho gradientu z burééné linie HEK293

Stanoveni vazby *HJouabainu bylo provedeno ve frakcich sachar6zového
flotacniho gradientu fipraveného ze sklizenych btknlinie HEK293, a to jak kontrolnich,
tak ovlivrénych ethinylestradiolem (10 a 100 ng/ml). Byla ptaZpouze jedna
koncentrace radioligandu, a to 20nM. Ziskané vysiezklkové vazby*H]ouabainu jsou
uvedeny wuabulce XVI, vytéZnost vazby wabulce XVII. Pro gehlednost jsou

v tabulkach uvaghy primérné hodnoty.

Tabulka XVI - Celkova vazba [*H]ouabainu ve frakcich sachar6zového flot&niho
gradientu pripraveného ze sklizenych bugk linie HEK293

A) Kontrolni buiky, B) Burg¢na linie HEK293 vystavena ethinylestradiolu (10miky/
C) Burééna linie HEK293 vystavena ethinylestradiolu (100nmiy

A) Kontrolni bu iiky

Eislo Celkova vazba Celkova vazba Celkova vazba
e [*H]ouabainu [*H]ouabainu ve frakci [*H]ouabainu
(fmol/150 pl) (fmol/ml) (fmol/mg)
1 4,09 27,31 75,81
2 8,00 53,37 156,90
3 19,98 133,26 380,55
4 38,91 259,54 762,96
5 62,15 414,53 1010,55
6 198,38 1323,22 2361,71
7 259,26 1729,27 2082,42
8 56,65 377,86 352,96
9 24,56 163,83 124,06
10 41,2 274,82 203,47
11 115,57 770,83 351,80
Celkovéa vazba fH]ouabainu ve vSech frakcich (fmol)
1-11 828,76 5527,85 7863,19
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B. Buné¢nd linie vystavend ethinylestradiolu (10 ng/ml)

Celkova vazba

Celkova vazba

Celkova vazba

Cislo
e [*H]ouabainu [*H]ouabainu ve frakci [*H]ouabainu
(fmol/150 pl) (fmol/ml) (fmol/mg)
1 5,78 38,53 124,22
2 9,74 64,95 223,86
3 14,73 98,26 265,45
4 21,37 142,54 431,72
5 89,84 599,22 1535,70
6 386,80 2579,99 3848,80
7 198,68 1325,16 1558,24
8 32,51 216,85 191,81
9 15,86 105,78 66,08
10 19,02 126,90 67,11
11 34,22 228,25 84,81
Celkova vazba fH]ouabainu ve vSech frakcich (fmol)
1-11 828,55 5526,43

8397,78

C. Bunééna linie vystavena ethinylestradiolu (100 ng/ml)

Celkova vazba

Celkova vazba

Celkova vazba

Cislo . _ . _ _ R _
trakoe [’H]ouabainu [*H]ouabainu ve frakci [*H]ouabainu
(fmol/150 pl) (fmol/ml) (fmol/mg)
1 4,73 31,55 82,98
2 8,19 54,61 143,64
3 14,51 96,76 219,81
4 22,24 148,37 370,74
5 117,69 784,97 1452,92
6 462,12 3082,36 3385,51
7 191,60 1277,97 1290,24
8 25,61 170,81 113,07
9 13,17 87,84 46,95
10 20,87 139,18 64,40
11 35,72 238,24 65,96

71




Celkovéa vazba fH]ouabainu ve v3ech frakcich (fmol)

1-11

919,44

6112,66

7236,22

Tabulka XVII - Vyt &nost vazby fH]Jouabainu po flotaci sachar6zového gradientu

v podbunééné frakci a v PNS pFipraveném ze sklizenych buik linie HEK293

kontrolnich a ovlivnénych ethinylestradiolem o koncentracich 10 a 100 vgl

CTR EE (10 ng/ml) | EE (100 ng/ml)
Celkovéa vazba®H]ouabainu v PNS
5899,90 6905,60 11142,60
(fmol)
Celkova vazba®H]ouabainu ve viech
_ 5527,85 5526,43 6112,66
frakcich gradientu (fmol)

Vytéznost CTR EE (10 ng/ml) | EE (100 ng/ml)
Sachar6zovy gradient / PNS 94 % 80 % 55 %

Tabulka XVIII - Distribuce vazby ouabainu ve frakcich po flotaci sacharézového

W

gradientu (frakci ¢.

mnoZstvi vazby pro znazami jeji distribuce)

7, kterd obsahuje plazmatické membrany, byigapeno 100%

CTR
& frakce Vazba |Celkovy protein| Celkova vazba | Procenta
(fmol/mg) | (mg/frakce) (fmol/frakce) (%)

1 75,81 0,36 27,31 2
2 156,9 0,34 53,37 3
3 380,55 0,35 133,26 8
4 762,96 0,34 259,54 15
5 1010,55 0,41 414,53 24
6 2361,71 0,56 1323,22 77
7 2082,42 0,83 1729,27 100
8 352,96 1,07 377,86 22
9 124,06 1,32 163,83 9
10 203,47 1,35 274,82 16
11 351,8 2,19 770,83 45
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EE 10 ng/ml

& frakce Vazba |Celkovy protein| Celkova vazba | Procenta

(fmol/mg) | (mg/frakce) (fmol/frakce) (%)

1 124,22 0,31 38,53 3
2 223,86 0,29 64,95 5
3 265,45 0,37 98,26 7
4 431,72 0,33 142,54 11
5 1535,7 0,39 599,22 45
6 3848,8 0,67 2579,99 195
7 1558,24 0,85 1325,16 100
8 191,81 1,13 216,85 16
9 66,08 1,6 105,78 8
10 67,11 1,89 126,9 10
11 84,81 2,69 228,25 17
EE 100 ng/ml

& frakce Vazba |Celkovy protein| Celkova vazba | Procenta

(fmol/mg) | (mg/frakce) (fmol/frakce) (%)

1 82,98 0,38 31,55 2
2 143,64 0,38 54,61 4
3 219,81 0,44 96,76 8
4 370,74 0,4 148,37 12
5 1452,92 0,54 784,97 61
6 3385,51 0,91 3082,36 241
7 1290,24 0,99 1277,97 100
8 113,07 1,51 170,81 13
9 46,95 1,87 87,84 7
10 64,4 2,16 139,18 11
11 65,96 3,61 238,24 19

Néasleduje grafické znazami vysledkKi z jednobodového stanoveni vazby

[*H]ouabainu ve frakcich sacharézového fioilio gradientu fipraveného ze sklizenych
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bursk linie HEK293. Vgrafu &. 4 je znazortina celkova vazba’iiJouabainu a \grafu
¢.5 membranova denzita. Naslédnpsou pro nazornost uvedeny 2 soubory wraf
obsahujici celkovou vazbu®HJouabainu (viz. Graf & 6) a membranovou denzitu

(viz. Graf €. 7) pro jednotlivé experimentalni skupiny.

3500+
1 CTR

Bl EE 10 ng/ml
2500 Bl EE 100 ng/ml
2000

3000+

1500+
1000+
500+

Vazba [ 3H]ouabainu [fmol/ml]

0_ Ll
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Frakce (1 ml)

Graf & 4 — Profil gradientu - vazba fH]Jouabainu ve frakcich sacharézového
gradientu pripraveného ze sklizenych buék linie HEK293 kontrolnich a ovlivhénych

ethinylestradiolem o koncentracich 10 a 100 ng/ml
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= 2500
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Membranova denzita
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Graf ¢. 5 — Membranova denzita ve frakcich sacharézovéhgradientu pripraveného
ze sklizenych burk linie HEK293 kontrolnich a ovlivnénych ethinylestradiolem o
koncentracich 10 a 100 ng/ml
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Graf & 6 — Celkova vazba JH]ouabainu ve frakcich sacharézového gradientu
pripraveného ze sklizenych budk linie HEK293 kontrolnich a ovlivnénych

ethinylestradiolem o koncentracich 10 a 100 ng/ml
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Graf ¢. 7 — Membranova denzita ve frakcich sacharézovéhgradientu pripraveného
ze sklizenych burk linie HEK293 kontrolnich a ovlivnénych ethinylestradiolem o

koncentracich 10 a 100 ng/ml
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Pro statistické zhodnoceni byly vybrany 3 frakce, kterych se if@dpoklada

nejwtsi zastoupeni plasmatickych membran. Z vyhodnoegpliyva (viz. Tabulka XI1X),

Ze zména vazby u koncentrace EE 10 ng/ml i EE 100 ngfniv¢imi signifikantni

vzhledem ke kontrole, a to ve vSech vybranych ficdkcVyhodnoceni sa@tu vybranych

frakci vSak pineslo nespecificky vysledek.

Tabulka XIX - Statistické vysledky jednobodového sinoveni vazby fHJouabainu

ve vybranych frakcich ze sachar6zoveého flotmiho gradientu

Typ vazby

Vazba [PHJouabainu

v 5. frakci gradientu

CTR EE 10 ng/ml CTR EE 100 ng/m
Bs; (fmol/ mQ) 1010,55 1535,70 1010,55 1452,92
T- Test (neparovy
P hodnota P < 0,001 P <0,001
Signifikance signifikantni, *** signifikantni, ***
Typ vazby Vazba [*H]ouabainu v 6. frakci gradientu

CTR EE 10 ng/ml CTR EE 100 ng/n
Bs; (fmol/ mQ) 2361,71 3848,80 2361,71 3385,51
T- Test (neparovy
P hodnota P < 0,001 P <0,001
Signifikance signifikantni, *** signifikantni, ***
Typ vazby Vazba [*H]ouabainu v 7. frakci gradientu

CTR EE 10 ng/ml CTR EE 100 ng/m
Bs; (fmol/ mQ) 2082,42 1558,24 2082,42 1290,24
T- Test (neparovy
P hodnota P < 0,001 P <0,001
Signifikance signifikantni, *** signifikantni, ***
Typ vazby Vazba [*H]ouabainu v 5. - 7. frakci gradientu

CTR EE 10 ng/ml CTR EE 100 ng/m
Bs; (fmol/ mQ) 1818,23 2314,25 1818,23 2042,89
T- Test (neparovy
P hodnota P > 0,05 P > 0,05
Signifikance nesignifikantni nesignifikantni

—
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6.6.

supernatantu z tkani potkani

Jednobodové stanoveni vazby®HJouabainu v postnuklearnim

Stanoveni specifické vazbyHJouabainu bylo provedeno v PNSigraveném

z homogenatu tkani potk&n a to jak skupiny kontrolni, tak skupin ovlgmych

ethinylestradiolem (0,1 a 1 mg/kg). Byla pouzitaup® jedna koncentrace radioligandu -

19nM. Pro pehlednost jsou v nasledujidabulce XX uvedeny pimérné hodnoty

specifické vazby ¥H]ouabainu vztaZené na mg bilkoviny PNS. Ziskanéledky jsou

znazorrny v grafu ¢. 8.

Tabulka XX — Specificka vazba fHJouabainu v PNS z tkani kontrolnich potkani

a potkanii vystavenych pisobeni ethinylestradiolu o koncentracich 0,1 a 1 nfigg

B (pmol/ mg) CTR EE 0,1 mg/kg EE 1 mg/kg
Mozek 1,93 2,36 1,88
Srdce 0,09 0,05 0,05
Jétra 0,02 0,05 0,04
Ledviny 0,08 0,14 0,06
3.0 A
2.5 r
‘s 2.04 =
E 1 CIR
S 1.51 Bl EE 0,1 mg/kg
£ o Bl EE | mg/ke
= "
0.5+
0.0
Mozek Srdce Ledviny

Graf ¢&. 8 - Specificka vazbaiH]ouabainu v PNS z tkani kontrolnich potkani a

potkani vystavenych pgisobeni ethinylestradiolu o koncentracich 0,1 a 1 nfkp

A) vSechny 4 druhy tkani, B) tkars velmi nizkou a nizkoafinni vazbou
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Graf ¢&. 8 - Specificka vazba3H]ouabainu v PNS z tkani kontrolnich potkani a
potkani vystavenych pgisobeni ethinylestradiolu o koncentracich 0,1 a 1 nfkp
A) vSechny 4 druhy tkani, B) tk&rs velmi nizkou a nizkoafinni vazbou

Ze statistického vyhodnoceni (vikzabulka XXI) vyplyva, Ze signifikantni nést
vazby byl namsien pouze ve vzorcich Seddérk mozkoveé, a to u nizSi koncentrace
ethinylestradiolu 0,1 mg/kg (P < 0,001). V ostatnikanich byla velmi nizka a nizkoafinni

vazba, kter& némesla zadny signifikantni vysledek.

Tabulka XXI - Statistické vysledky jednobodového sinoveni vazby fH]ouabainu

Typ vazby Vazba [*H]ouabainu v PNS ze $edéikry mozkové

CTR EE 0,1 mg/kg CTR EE 1 mg/kg
Bs; (pmol/ mQ) 1,93 2,36 1,93 1,88
T- Test (neparovy
P hodnota P < 0,001 P > 0,05
Signifikance signifikantni, *** nesignifikantni
Typ vazby Vazba [*H]ouabainu v PNS ze srdce

CTR EE 0,1 mg/kg CTR EE 1 mg/kg
Bs; (pmol/ mQ) 0,09 0,05 0,09 0,05
T- Test (neparovy
P hodnota P > 0,05 P > 0,05
Signifikance nesignifikantni nesignifikantni
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Typ vazby Vazba [*H]ouabainu v PNS z jater

CTR EE 0,1 mg/kg CTR EE 1 mg/kg
Bs; (pmol/ mq) 0,02 0,05 0,02 0,04
T-Test (neparovy)
P hodnota P > 0,05 P > 0,05
Signifikance nesignifikantni nesignifikantni
Typ vazby Vazba PH]Jouabainu v PNS z ledvin

CTR EE 0,1 mg/kg CTR EE 1 mg/kg
Bs; (pmol/ mq) 0,08 0,14 0,08 0,06
T-Test (neparovy)
P hodnota P > 0,05 P > 0,05
Signifikance nesignifikantni nesignifikantni

6.7. Stanoveni  saturdni  vazebné Kivky [*H]ouabainu

v postnuklearnim supernatantu z Sedé &y mozkové potkana

Stanoveni vazby’H]ouabainu bylo provedeno v PNSigraveném z homogenétu
Sedé kry mozkové kontrolnich potk@ra potkari vystavenych fisobeni ethinylestradiolu
o koncentracich 0,1 a 1 mg/kg. Byla pouZita kone&nt fada radioligandu, jejiz hodnoty
jsou uvedeny v nasledujitdabulce XXII. Pro gehlednost jsou v nasleduji@bulce XXII

uvedeny pouze zpmérované vysledky celkové vazbiHJouabainu.

Tabulka XXII - Hodnoty B s, a Bsy/F pro vazbu [*H]ouabainu v PNS ve vzorcich

z Sedé kiry mozkové potkana

CTR EE 0,1 mg/kg EE 1 mg/kg

C. Bs Bs Bs

vzorku m M (pmol/pmg) BerF (pmol/pmg) B/ (pmol/pmg) Ber/F
T8 0,2 0,56 2,80 0,42 2,09] 0,58 2,89
T7 0,5 1,07 2,13 0,73 1,46 1,07 2,14
T6 11 1,96 1,78 1,51 1,37 2,32 2,10
T5 1,9 3,76 1,94 2,62 1,38 3,91 2,06
T4 3,4 6,51 1,91 4,56 1,34 7,06 2,08
T3 6,6 11,99 1,84 9,16 1,39] 12,46 1,89
T2 13 20,55 1,54 14,95 1,15 20,99 1,62
T1 27,4 30,51 1,11 23,85 0,87 34,84 1,27
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Maximalni p@et vazebnych mist Bx a disocigni konstanta K vyjadtujici
celkovou afinitu receptoru Ize stanovit ze satnfavazebné #vky [*H]ouabainu nebo
ze Scatchardova vynosu (vi@raf ¢. 9). Saturéni kiivka a jeji parametry byly ziskany
piimym fitovanim dat programem GraphPad Prism (nélimie regrese), zatimco ze

Scatchardova vynosu se data Wipala linearni regresi. Stanovené hodnoty u urork
ze vSech 3 skupin shrnuje nasledugadiulka XXIII .

Tabulka XXIIlI — Hodnoty maximalniho po ¢tu vazebnych mist a disoci#ni konstanty

stanovené ze saturéni vazebné Kivky a Scatchardova vynosu ze vzonk PNS z Sedé
kiary mozkové potkani

Saturaéni k¥ivka CTR EE 0,1 mg/kg EE 1 mg/kg
Bmax (pmol/mg) 60,47 52,67 82,24
Kq (NM) 26,50 32,97 37,40
Scatchardiv vynos CTR EE 0,1 mg/kg EE 1 mg/kg
Bmax (Pmol/mg) 61,54 50,98 70,97
Kg (NM) 27,50 31,68 30,21
Scatcharduv vynos
3.0
. — . o CTR
SaturacCni vazebna krivka ouabainu 2.8 ¥ EEO0,1 mgkg
i ' ¢ EE1mgkg

w
g
B/F

o CTR
¥ EEO0,1 mgkg
¢ EEI mgkg

B, [pmol/mg]
n
T

=
o
1

T 1
0 10 20 30 0 10 20 30 40 50 60 70 80
F,nM

B, [pmol/mg]|

Graf &. 9 - Vazba fH]Jouabainu v PNS z $edé &ry mozkové kontrolnich potkanii a

potkani vystavenych gisobeni ethinylestradiolu o koncentracich 0,1 a 1 nikp

Ze statistického vyhodnoceni (vikabulka XXIV ) vyplyvd, Ze velmi signifikantni
pokles vazby se vyskytl u nizSi koncentrace etlsiyadiolu 0,1 mg/kg vzhledem
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ke kontrole. Oproti tomu u vysSi koncentrace etleistyadiolu 1 mg/kg byl na&en még

signifikantni néiist vazby oproti kontrole.

Tabulka XXIV - Statistické vyhodnoceni vazby fH]ouabainu v PNS z $edé ¥ry

mozkové potkani

Typ vazby Vazba PH]ouabainu v PNS z $edé iry mozkové

CTR EE 0,1 mg/kg CTR EE 1 mg/kg
Bmax(Pmol/ mg) 60,47 52,67 60,47 82,24
Kq(NM) 26,50 32,97 26,50 37,40
T-Test (neparovy) Ba Bma
P hodnota P <0,01 P <0,05
Signifikance signifikantni, ** signifikantni, *
T-Test (neparovy) K Kg
P hodnota P <0,05 P > 0,05
Signifikance signifikantni, * nesignifikantni

6.8. Rovnovazna anizotropie DPH

Zpramérované naréiené hodnoty anizotropie DPH v plazmatickych memdcén
piipravenych z butné linie HEK293 centrifugaci sachar6zového fafado gradientu
jsou graficky znazomny v nasledujicingrafu €. 10. Anizotropie je recipréni velicinou

fluidity, jejiz zmény bylo cilem detekovat.

0.25

0.24+

0.22+ o

0.21 T T
CTR EE 10 ng/ml EE 100 ng/ml

Graf ¢. 10 — Rovnovazna anizotropie DPH v plazmatickych embranach HEK293
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Podlegrafu ¢. 10je patrné, ze byl zaznamenan pokles anizotropi@zmatickych
membranach ifipravenych z bugtné linie HEK293 vystavenéipobeni EE o koncentraci
10 ng/ml. Oproti tomu byl zaznamenan vzestup aropi v plazmatickych membranach
piipravenych z bugné linie HEK293 vystavenéipobeni EE o koncentraci 100 ng/ml.
Podle statistického vyhodnoceni byl vSak pokleza@nbpie u skupiny EE 10 ng/ml
signifikantni (P < 0,01), zatimco u skupiny EE 180/ml byl vzestup anizotropie
nesignifikantni (P > 0,05).
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7. Diskuze

Inspiraci ke studiu vlivu ethinylestradiolu naNK" - ATP&zu bylo velké mnozstvi
studii provadnych v minulosti (Reichen a Paumgartner, 1977; Bavkol., 1978; Keeffe
a kol., 1979; Bossard a kol., 1993; Kitani a Zs-IWabP96). \ktSina praci vSak testovala
ethinylestradiol na potkanech ve velmi vysokych kd@h (5 mg/kg). Vysledkemg¢hto
experimeni byl vyznamny toxicky vliv na jatra, ktery ovSem She nepedpokladat
vzhledem k vysoké davce ethinylestradiolu a jehonékokinetice. Proto byly vybrany
nizsi koncentrace ethinylestradiolu 0,1 a 1 mgMKgncentrace EE 0,1 mg/kg se blizi
koncentraci ethinylestradiolu pouzivané v&msnych preparatech hormonalni
antikoncepce (1 pg/kg), ale stale je vyrazgssi. Koncentrace EE 1 mg/kg byla zvolena
jako ugity mezistup@é pro porovnani vysledkvlivu koncentrace 0,1 mg/kg a 5 mg/kg.
DalSim podstem pro volbu danych koncentraci byla prace Ochkel.a(1986), ve které
byl aplikovan ethinylestradiol potkdm o koncentraci 0,5 mg/kg a prace Dzurby
a kol. (1997), ve které byl obdobpotkarim aplikovan estradiol o koncentraci 0,5 mg/kg.

V pripadt aplikace ethinylestradiolu do média k Bamym kulturdm byly jeho
koncentrace voleny obdobnCilem bylo ogt zvolit 2 koncentrace tak, aby se nizsi
priblizovala koncentraci ethinylestradiolu pouzivangowasnych preparatech hormonalni
antikoncepce a vySSidha vliv, ktery byl jiz zaznamenan‘@dchozimi studiemi. Proto byly
vybrany koncentrace 10 a 100 ng/ml. Koncentrace 1BEng/ml se blizi koncentraci
ethinylestradiolu pouzivané v s@msnych preparatech hormonalni antikoncepce (1 hg/ml
ale stéle je vyraznvyssi. Koncentrace EE 100 ng/ml byla zvolena nidazé prace
Goldena a kol. (1999), ve které byla pouzita st&r@dcentrace estradiolu.

Dalsi rovinou, kterd bylaipvolbé koncentraci ethinylestradiolu &tiva, je fakt, Ze
prace DZurby a kol. (1997) a Goldena a kol. (198®)Zivaly v experimentech estradiol,
ktery oproti ethinylestradiolutsobi obracenina Nd, K*-ATPazu, jejiz aktivitu stimuluje.

V souladu s fedchozimi studiemi (Keeffe a kol., 1979; Rosarlmh, 1988; Kitani
a Zs-Nagy, 1996) byl na konci experimentu byl ZjStyrazny rozdil mezi hmotnosti
potkani z kontrolni skupiny a ze skupin, kterym byl pod&ethinylestradiol. Kontrolnim
zviratim stoupla &lesna vaha o 12 %, zatimco potkan vystavenym ethinylestradiolu
télesna vaha klesla o 11 % u nizsi davky ethinyldsiia (0,1 mg/kg) a o 18 % u vysSSi
davky ethinylestradiolu (1 mg/kg). Ubytek vahy esipeentalnich zwiat demonstruje
toxicky vliv ethinylestradiolu, ktery je ffmo ungrny zvysujici se koncentraci podané
latky. Jelikoz ale rfla zvirata neustaly iistup k potraw, nelze vylodit rozdily spoteby
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potravy mezi skupinami. Tento mozny vliv rozdilngp#eby potravy ovsem popira prace
Ochse a kol. (1986), ve které byla pouzita konirphir-fed skupina zvat.

V souvislosti se z&nou vahy demonstrujifpdchozi studie (Rosario a kol., 1988;
Bossard a kol., 1993; Kitani a Zs-Nagy, 1996)usawvahy jater. Redpokladany ndst
vahy jater u skupiny potk&nkterym byl podavan ethinylestradiol o koncentrhehg/kg
se nepotvrdil. V této skupinbyl naopak zaznamenan 6% pokles hmotnosti jatprotD
tomu u skupiny EE 0,1 mg/kg byl zaznamenan 16%ustarhmotnosti jater
oproti kontrolam.

Stanoveni vazby °H]ouabainu bylo nejprve provedeno v PNSipmveném
ze sklizenych busk linie HEK293. Byl zjiStn maly pokles celkové vazby 0 9 % u skupiny
EE 10 ng/ml (P < 0,05). U skupiny EE 100 ng/ml bylroti tomu zaznamenan &t
celkové vazby (21%), ktery vSak, diky relativivelkému rozptylu hodnot, nebyl
signifikantni (P > 0,05). U vzotkPNS obou skupin vystavenych ethinylestradiolu bylo
vyrazré zvySeno mnozstvi proteiroproti kontrolam. U skupiny EE 10 ng/ml byl zvySen
obsah proteih 0 29 % a u skupiny EE 100 ng/ml o 57 %. Nasledkehoto naiistu
mnozZstvi proteifi je naist celkové vazby v celkovém PNS ziskaném zbtuoych kultur.
Pricinou vysSiho obsahu protéiru vzorki vystavenych fisobeni ethinylestradiolu byla
skut&nost, Ze bu&né kultury po pidani ethinylestradiolu lépe prospivaly a rychleji
rostly.

Analyza frakci sacharézového flétaho gradientu byla provedenasbgtanovenim
vazby PH]ouabainu. Nejvy3si celkova vazba sedpokladala ve frakai. 7, ve které jsou
obsazeny plasmatické membrany, avSak bylaéhama ve frakcic. 6, obsahujici lehké
vezikuly. Vazba ve frakct. 6 byla vyrazs zvySena u vzork pripravenych z butnych
kultur vystavenych ethinylestradiolu oproti kon&olToto zvySeni nebylo #pobeno
zvySenym obsahem protéine frakci, jak demonstruje gréaf 2 s distribuci protein Tato
skute&nost Ize odvodnit kontaminaci frakci lehkych vezikul plasmé&gimi membranami,
kterd byla zpsobena nedostateym oddlenim frakci v gradientu a jejich vzajemnym
prolinanim. Kontaminace mohla byt takétugpbena p ru¢nim rozebirani gradientu.
V 5. a 6. frakci byl narten signifikantni (P < 0,001) nist vazby u skupiny EE 0,1 mg/kg
i EE 1 mg/kg oproti kontrole, zatimco v 7. frakggrdfikantni (P < 0,001) pokles vazby
u skupiny EE 0,1 mg/kg i EE 1 mg/kg oproti kontroR¥i porovnéni celkové vazby
v soutu vybranych frakct. 5 — 7 nebyla zaznamenana zadna signifikant@nanvazby,

coZ napovida o zkreslenosti vyslédipisobené kontaminaci jednotlivych frakci.
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Stanoveni vazby®H]ouabainu bylo obdokinprovedeno v PNS z tkani potkan
Pro analyzu byl vybran mozekigsreji Sedd Kira mozkova, leva komora srdce, jatra
a kira ledvin. Ve vSech tkanich kr@érmozku byla zaznamenana velmi nizka hodnota
vazby, coz bylo &&jm¢ zpisobeno fitomnosti izoformy N§ K* - ATPazy, kterd maigi
[*HJouabainu nizkou vazebnou afinitu, poddbjako hréda tukova tkA. V piipads
analyzy vzork PNS z Sedé tky mozkove, byl zaznamenan signifikantni (P < 0)001
22% naist celkové vazby u skupiny EE 0,1 mg/kg. Vedle tarekupiny EE 1 mg/kg byl
zaznamenan 3% pokles celkové vazby, avSak tatoatmyla nesignifikantni (P > 0,05).

V PNS z3Sedé tky mozkové byla také stanovena satunfavazebnd #vka
[*HJouabainu. Maximalni peet vazebnych mist pro°H]ouabain se u skupiny
EE 0,1 mg/kg signifikanth (P < 0,01) snizil podle satwrd vazebné kvky o 13 %

a podle Scatchardova vynosu o 18 %. Oproti tomiupiay EE 1 mg/kg se maximalni
poset vazebnych mist préH]ouabain signifikanté (P < 0,05) zvysil, a to podle sattind
vazebné kvky o 36 % a podle Scatchardova vynosu o 15 %. ndtal rovnovazné
disoci&ni konstanty se u skupiny EE 0,1 mg/kg signifikén{R < 0,05) zvySila podle
saturgni vazebné kvky o 24 % a podle Scatchardova vynosu o 15 %.kuUpisy
EE 1 mg/kg se hodnota rovnovazné disémia konstanty zvysSila nesignifikantn
(P > 0,05), a to podle satgrd vazebné vky o 41 % a podle Scatchardova vynosu o 9 %.
Celkow byla zaznamenangdova podobnost hodnot B a Ky ziskanych ze satumai
vazebné kvky a Scatchardova vynosu.

Pii porovnani s vysledky jednobodového stanoveni yapbijouabainu v PNS
z Sedé Hry mozkové nelze zaznamenat Zadnou podobnost, dkyslgou protickidné.
Pro objastni tohoto rozdilu by byloiéba provést vazebnou studii s pouzitim ro&tok
[*HJouabainu pipravenych naprosto identickym dgobem. Vzhledem k tomu,
Ze odstra#éni organickych rozpou&el (toluenu) pouzivanych pro stabilizaci zakladnih
roztoku PH]ouabainu (stock solution) nemusi byt vZdy stegnécela reprodukovatelné.
Bylo by rovreéz Zadouci stanovit aktivitu Na,K-ATPazy, coz jsegak zéasovych dvoda
Vv ramci vypracovani této diplomové prace jiz neragtriovest.

V této souvislosti je iwlezité konstatovat, Ze v literat je vliv ethinylestradiolu
nejcastji spojovan se snizenim aktivity Ne&K* - ATPazy, a to jak signifikantn(Reichen
a Paumgartner, 1977; Davis a kol., 1978; Rosatola 1988; Keeffe a kol., 1979), tak
nesignifikantd (Bossard a kol., 1993; Landmann a kol., 1998). |€oReichena
a Paumgartnera (1977) dochazi ke snizeni aktivaly KI' - ATPazy bez satasné zniny
vazebnych mist pro ouabain. AvSak podle Chen auSKi®89) byla zaznamenana
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souvislost mezi sniZzenou aktivitou N&' - ATPazy a redukci vazebnych mist pro
ouabain. Podle Bakera a Willise (1972) je patrn@adéda podobnostfip porovnani
velikosti specifické vazby ouabainu s aktivitou 'N&* - ATPazy. Podle Chena a kol.
(1995) souvisi pokles aktivity NaK" - ATPazy s poklesem maximalni vazebné kapacity
pro ouabain. Stefntak se sniZzend afinita ouabainu k enzymu odra&éiistu hodnoty I,
ackoliv tato skuténost nebyla ve zmémém experimentu prokazan&thinylestradiol je
podobré jako ouabain schopen inhibovat aktivitu'NK" - ATPazy (Davis a kol., 1978).
Obdobre studie naznauji, Ze ligandy estrogenovych recepitotedy estrogeny, mohou byt
taktéz ligandy N§ K* ~ATPazy. Existuji dkazy, Ze se ouabainithe vazat na estrogenové
receptory a také s inhiiim (&inkem, jaky zfisobuje u N§ K* - ATPéazy (Chen a kol.,
2006).

Vzhledem k vySe uvedenym souvislostem by bylo reaamudit, Ze zvySena vazba
[*H]ouabainu na Na K*-ATPazu by mohla vypovidat o jeji zvySené akdivit naopak.
S @ihlédnutim k dosazenym vysleitk v3ak nelze tento vztah vyléit ani vyvratit.
Otazkou nadaletstava, zda nesourodost vyslédkemize byt zgisobena dalSi moznou
interakci na arovni ligand-receptor.

Podavani ethinylestradiolu (5 mg/kg) ugpbilo v rekolika piipadech zrénu
membranové fluidity a v souvislosti s tim i poklaktivity Na', K - ATPazy (Reichen
a Paumgartner, 1977; Cooper, 1977; Davis a kol781%eeffe a kol., 1979; Simon
a kol., 1996; Kitani a Zs-Nagy, 1996). Proto snizaktivity Na', K* - ATPazy nastava
pravéEpodobré dasledkem zmin sniZzeni fluidity membrany (Davis a kol., 1978;e@h
a kol., 1995). Fluidita plazmatickych membré&ippavenych z bu&né linie HEK293 byla
méiena metodou rovnovazné anizotropie DPH. Neplmdase vSak dosahnout
piedpokladanych vysledk tedy signifikantnino néstu anizotropie u studovanych
preparai. Byl zaznamenan mirny, avSak signifikantni (P €10, pokles anizotropie
u skupiny EE 10 ng/ml. Oproti tomu byl zaznamenésignifikantni (P > 0,05) nast
anizotropie u skupiny EE 100 ng/ml.iddchozi studie pouZivaly vysokou davku
ethinylestradiolu (5 mg/kg), je proto mozné, zesgmifikantni nafist anizotropie objevuje
az (i takto vysoké koncentraci a Ze u nizSich koncentmraze dochazet i kipchodnému
¢i kratkodobému mirnému poklesu. Pokud je ¢mmn fluidity ovlivréna zvySenou
akumulaci cholesterolu v membgane mozné, Ze se tento efekt projevi az po dosazen
urcité prahové hodnoty obsahu cholesterolu v mendrigera je zfsobena pray vyssi

koncentraci ethinylestradiolu.
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8. Zawr

Desetidenni podavani ethinylestradiolu pofkan o dvou koncentracich
(EE 0,1 a 1 mg/kg) Zsobilo vyrazny pokles jejich celkovélésné hmotnosti. U skupiny
EE 0,1 mg/kg byl také zaznamenan vyraznyustarhmotnosti jater. Oba vysledky
demonstruji toxicky vliv ethinylestradiolu na orgemus potkana.

Stanoveni vazby*H]ouabainu v PNS ze sklizenych kilnlinie HEK293 ukéazalo
mirny pokles vazby u skupiny vystavenispbeni nizsi koncentrace ethinylestradiolu EE
10 ng/ml a naopak nést vazby u skupiny vystavenéugmbeni vysSSi koncentrace
ethinylestradiolu EE 100 ng/ml.

Me&tenim vazby JH]ouabainu ve frakcich ze sachar6zového #iofilao gradientu
piipraveného ze sklizenych btkn linie HEK293 byly ziskany vysledky demonstrujici
narist vazby v plazmatickych membranach u obou skupystavenych fsobeni
ethinylestradiolu (EE 10 a 100 ng/ml).

Pti jednobodovém stanoveni vazb¥Jouabainu v postnuklearni frakci, ktera byla
piipravena z Sedé hmoty mozkové potkana byl zaznamewddist vazby u skupiny
vystaveneé nizsi koncentraci ethinylestradiolu (EErg/kQ).

Stanoveni satuéai vazebné #vky [*H]ouabainu v PNS z Sedéity mozkové
potkana pineslo vysledky vypovidajici o poklesu maximélnipoitu vazebnych mist
u skupiny vystavené nizSi koncentraci ethinylestlad (EE 0,1 mg/kg). Naopak byl
zaznamenan nast maximalniho p&iu vazebnych mist u skupiny vystavené vyssi
koncentraci ethinylestradiolu (EE 1 mg/kg). Hodndiaoci&ni konstanty se zvySila u
obou skupin vystavenychipobeni ethinylestradiolu (EE 0,1 a 1 mg/kg).

M¢éteni rovnovazné anizotropie DPH v plazmatickych meméch odhalilo
vyznamny pokles anizotropie u skupiny vystavenéSinkoncentraci ethinylestradiolu
(EE 10 ng/ml) a nevyznamny ridt anizotropie u skupiny vystavené vysSi koncentrac
ethinylestradiolu (EE 100 ng/ml).

Stanoveni vazby®H]ouabainu ve vzorcich z bék HEK293 a tkani potkan
kmene Wistar ovlivinych fiznymi koncentracemi ethinylestradiolu ani émeni
rovnovazneé anizotropie DPH v plazmatickych membchnburtk HEK293 neukazalo
pievazujici shodny trend, ktery by vypovidal o vyman vlivu ethinylestradiolu

na plasmatickou membranu a jeji transportni pratein K™ - ATPazu.
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