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TLC ..o ettt et cee e ree et srese et esaeesaessesssesaessasseesaassnees chromatografie na tenké vrstvé
ERu ettt see st saae s endoplasmatické retikulum
SAT it s sb s sbe e sialyltransferasa
SAP...oiiii e proteinové aktivatory sfingolipidovych hydrolas
NAD.....t ettt ettt st ste st e sessesansssesessnesessnes nikotinamid adenin dinukleotid
GDP.....iiitiirtcc et srs e quanosin-5- trifosfat
GTP...eetrtecre ettt st see e st s st s ae s e s st e abasnsssnesane quanosin-5- difosfat
AMP ...ttt s et e s sase st sae b s adenosin-5- monofosfat
TAA. .ttt e s saeene antigen spojeny s nddorovym procesem
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ACL2...iieeeeeeees fixace acetonem vychlazenym na teplotu -20°C po dobu 2 minut
ACLI1S.....oovvvvviiiniinnnnns fixace acetonem vychlazenym na teplotu -20°C po dobu 15 minut
ACT 2.t fixace acetonem za pokojové teploty po dobu 2 minut
ACT 1Sttt fixace acetonem za pokojové teploty po dobu 15 minut
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Pttt ettt e s e s e e e e a e e e s r e s ne e sa e b et e e e e snnesnas pokojova teplota
FITC......o oottt et esee e fluorescen¢ni znatka fluorescein-5-izothiokyanét
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1.1 Struktura a ndzvoslovi glykosfingolipidi

Glykosfingolipidy (GSL), zjednoduSen€ nazyvané téZ glykolipidy, jsou
ze strukturntho hlediska komplexni molekuly, které obsahuji lipofilni C4st, zvanou
ceramid, a hydrofilni sacharidovou ¢&4st.
Ceramid je skupinovy nizev pro N- acylované sfingoidni base (viz obr. 1a).
Sfingoidni base (sfingoidy)- je skupinovy nizev pro viceuhlikaté alifatické aminoalkoholy
a jednd se o ndzev pro sfinganin a jeho homology, stereoisomery, hydroxyderivaty

¢i nenasycené derivéty (viz obr. 1b).

0]

mnW\/\/\/\/\
OH\A]/%/\/\/\/\/\/\/

OH

Obr la : ceramid

NH,

OHMMMN

OH

Obr.1b: sfingoidni base

V lipofilni i hydrofilni Casti je velkd rozmanitost. Variabilita lipofilni C4sti je ddna
pfitomnosti riznych sfingoidnich basi a riznych acylii mastnych kyselin. Tato &ést je
situovana do vnéji vrstvy plasmatické membrany. Hydrofilni sacharidové &4st je tvofena
mono- aZ oligo- sacharidem o rizném podtu jednotlivych monosacharidovych jednotek.
Tyto jednotky jsou propojeny riznymi typy vazeb a sacharidovd &4st je situovédna
na plasmatické membréané vné buiiky.
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Glykosfingolipid

lykosylceramid

se déli:

1. Neutralni: mono-, oligo-, polyglykosfingolipidy tvofené neutrdlnimi monosacharidy

jako je glukosa, galaktosa, fukosa, N- acetylglukosamin ¢i N-acetylgalaktosamin

2. Kyselé

a. Sialoglykosfingolipidy- gangliosidy obsahujici skupiny kyseliny sialové

b. Sulfoglykosfingolipidy- sulfatidy s estericky vadzanou sulfo- skupinu pfipojenou

na oligosacharid

c. Fosfoglykosfingolipidy

Nizvoslovi glykosfingolipidi

Pro znaénou variabilitu sfingoidd a mastnych kyselin se v b&Zném pojmenovani

lipofilni &4st GSL oznafuje soubornym ndzvem ceramid a nézvoslovi se zaméfuje

na popsdni hydrofilni sacharidové C4sti. Nézvoslovi GSL proto vychdzi z ndzvoslovi

sacharidli. Nejjednodus3{ z nich jsou tvofeny spojenim ndzvu monosacharidové jednotky

a ceramid, napf. glykosylceramid, galaktosylceramid, fukosylceramid.

Pro zékladni oligosacharidy bylo vytvofeno ndzvoslovi respektujici tyto z4sady:

1. Polet monosacharidovych jednotek se oznafuje jako -biosa, -triaosa, -tetraosa,

-pentaosa (nikoliv triosa, tetrosa, pentosa!)

2. Naprosté vétSina oligosacharidi v GSL je odvozena od laktosylceramidu. Pfi¢emZ

tfeti monosacharidova jednotka ud4dvéa pfislu$nost k dané sérii. U laktosérie rozliSuje

&tvrta monosacharidova jednotka lakto a neolaktosérii (viz obr. 2).

GaINAo-B1 3-Gal-x1,4{Gal-B1,3-GalNAc-f1,4-
globo- ganglio-
E@, m HN (ChaeCHa
A ACHheCHy

Lactosyiceramide
(Gal-f1,4-Glc-$1,1°-Cer)

GaI-B1 .3-GIcNAc-B1,3-
lacto-

Gal-p1 .4-GlcNAo-B1 3
neolacto-

GaiNAc-p1,3-Gal-a1,3-| Gal-f1,3-Gal-B1,3-
Isoglobo-

muco-

Obr.2: Glykolipidy rozdélené do sérii podle oligosacharidové struktury. P¥islusnost vétsiny

glykosfingolipidii je odvozovdna od laktosylceramidu, p¥Ficem? tFeti nebo (tvrtd

monosacharidovd jednotka urluje pFislusnost k jednotlivé sérii'.

1

12



Zkricené ndzvy a”znafeni polohy substituentl & vétveni ve struktufe oligosacharidu
se vytvafi u glykosfingolipidi dle doporuteni IUPAC - [IUBMB/JCBN (viz tab. 1):

1. Strukturni skupina +

pocet

monosacharida  +

gangliotriaosylceramid, globotetraosylcramid)

osylceramid

(napt.

2. Rimskou ¢&fslici je oznalovéna pozice monosacharidové jednotky po&itina

od ceramidu

3. Arabska ¢&islice v indexu vyjadfuje polohu uhlikového atomu na monosacharidové

jednotce, ke kterému je pfipojen substituent (IV2- a- fukosyl- IV3- o-

galaktosylneolaktotetraosylceramid)

Tab.1: Struktura, trividlni ndzvy, symboly a zkrdcené symboly glykosfingolipidii

doporucené dle IUPAC - IUBMB/JCBN®.

Struktura Trividlni ndzev Symbol (zkr. symbol)
Gal(a1—4)Gal(f1—4)GlcCer globotriaosylceramid GbOsasCer (GbsCer)

GalNAc(B1—3) Gal(a1—4)Gal(p1—4)GlcCer globotetraosylceramid GbOsa4Cer (Gb4Cer)
Gal(a1—3)Gal(p1—4)GlcCer isoglobotriaosylceramid | iGbOsas;Cer (iGb;Cer)
GalNAc(p1—3) Gal(a1—3)Gal(B1—4)GlcCer | isoglobotetraosylceramid | iGbOsasCer (iGbsCer)
Gal(p1 —_»4)Ga1([31 —4)GlcCer mukotriaosylceramid McOsasCer (Mc;Cer)
Gal(p1—3)Gal(f1—4)Gal(f1—4)GlcCer mukotetraosylceramid McOsa Cer (Mc4Cer)

GIlcNAc(B1—3)Gal(B1—4)GlcCer laktotriaosylceramid LcOsasCer (LcsCer)

Gal(f1—3) GIcNAc(B1—3)Gal(p1—4)GlcCer laktotetraosylceramid LcOsay Cer (LcsCer)
Gal(p1—4) GIcNAc(B1—3)Gal(p1—4)GlcCer | neolaktotetraosylceramid | nLcOsa,Cer (nLc,Cer)
GalNAc(p1—4)Gal(p1—4)GlcCer gangliotriaosylceramid ngsa3Cer (GgsCer)

Gal(p1—3) GalNAc(B1—4)Gal(p1—4)GlcCer | gangliotetraosylceramid GgOsasCer (Gg4Cer)
Gal(a1—4)GalCer galabiosylceramid GaOsayCer (Ga,Cer)
Gal(p1—4)Gal(al—4)GalCer galatriaosylceramid GaOsazCer (GazCer)

Nézvoslovi gangliosidi dle Svennerholma je velmi oblibené a uZivané pro jeho

jednoduchost. Bylo vytvofeno tak, Ze G znali gangliosid, dal$i pismeno rozéleiiuje

gangliosidy podle po¢tu skupin kyseliny sialové v molekule na M- mono-, D- di-, T —tri-,

Q -tetra a P-pentasialogangliosidy. Dali &lenéni je vSak uZ nedilisledné z hlediska popisu

chemické struktury, protoZe bylo vytvofeno podle separace gangliosidi tenkovrstevnou
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chromatografii (TLC). Oznacenf &isly 1, 2, 3, 4 ve skupin€ monosialogangliosidi souhlasi

s pofadim zén monosialogangliosidi po&itanych od startu chromatogramu. Je vSak

v obrdceném poméru k po¢tu monosacharidovych jednotek v zdkladnim oligosachan'du3’ 4

(viz obr. 3, 4 a tab. 2). Struktura jednotlivych gangliosidi je na obrazku &islo 4.

Jjednotek, maji od startu mensi vzddlenost.

—— Obr.3: Separace jednotlivich gangliosidi na TLC. Delsi
gangliosidy, tj. gangliosidy s velkym poctem sacharidovych

GT1b I

Tab. 2: Struktura gangliosidii a jejich zkratky podle Svennerholma®*

Struktura gangliosidi Zkratka dle
Svennerholma

Neu5AcGalCer GM4

NeuS5Aca3Galp4GlcCer GM3

GalNAcB4(NeuSAca3)Galp4GlcCer GM2
Galp3GalNAcp4(Neu5Aca3)Galp4GlcCer GMla
Neu5Aca3Galp3GalNAcB4Galp4GlcCer GM1b
Neu5Aca8NeuSAca3Galp4GlcCer GD3
GalNAcp4(Neu5Aca8NeuSAca3)Galp4GlcCer GD2
Neu5Aca3Galp3GalNAcB4(NeuSAca3)Galp4GlcCer GDla
GalB3GalNAcp4(Neu5Aca8NeuSAca3)Galp4GlcCer GD1b
NeuS5Aco8NeuSAca3Galf3GalNAcB4(NeuSAca3)Galp4GlcCer GTla
NeuS5Aca3Galp3GalNAcB4(NeuSAca8Neu5Aca3)GalB4GlcCer GT1b
Galp3GalNAcp4(NeuSAca8NeuSAca8Neu5Aca3)Galp4GlcCer GT1c
NeuS5Aca8NeuSAca3Galp3GalNAcp4(NeuSAca8NeuSAca3)Galp4GlcCer GQ1b

14
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glukosa ceramid
1

Obr. 4: Schématicky vzorec jednotlivych glykosfingolipidiu. Gangliosid GM3 se sklddd
Zjednotek 1, 2 a 5, GM2 z 1,2,3,5, GM1 z 1,2,3,4,5, GD3 z 1,2,5,6, GDla z 1,2,3,4,5,7,
GDI1b 7 1,2,3,4,5,6, GT1b z 1,2,3,4,5,6,7 a GQIb 7 jednotek 1,2,3,4,5,6,7,8.

1.2 Biosyntéza a katabolismus glykosfingolipida
Zakladni sloZkou biosyntézy glykosfingolipidi je ceramid. Pocéatek syntézy

ceramidu je v kondenzaci serinu a palmitoylkoenzymu A. Tato reakce je katalyzovéana
pyridoxalfosfat dependentni serinpalmitoyltransferasou za vzniku 3- ketosﬁnganinu5’6’7.
Tento keton je ddle redukovan reduktasou na sfinganin® a z n&ho poté vznik4 D-erythro-
dihydroceramid a ceramid. Biosyntéza samotného ceramidu probih4 na cytosolické strané
endoplasmatického retikula®, aviak dal¥f procesy se odehr4vaji v prostfedi Golgiho aparétu
a to uUCinkem membranov€ vazanych glykosyltransferas. Glukosyltransfersa
a galaktosyltransferasa I jsou pfitomné na cytosolické strané Golgiho aparétu, a tak zde
muiZe probihat biosyntéza laktosylceramidu, spoleéného prekurzoru vétSiny glykolipidi
(viz obr. 5). Na ceramid, potaZzmo laktosylceramid, se postupné vaZi monosacharidové
jednotky. Pofadi té€chto jednotek je pfesn€ dané specifitou, kompartmentaci ¢i topologii
enzymu (viz obr. 6 a 7). Kone¢né produkty biosyntézy vznikaji v lumen Golgiho aparétu

a jsou dale transportovdny pomoci vesikulii do plasmatické membrény.
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L- serin + Paimitoyl CoA

Serinpalmitoyltransferasa

3- keto‘sﬂnganln
Reduktasa

v
Sfinganin + RCO-SCoA

Sfinganin N- acyltransferasa

v
D- erythro- dihydroceramid
Dihydroceramiddesaturasa

v
Ceramid + UDP-Glc

cytosolicka strana ER |

Glukosyltransferasa

Glukosyiceramid + UDP-Gal

Galaktosyltransferasa

Laktosyiceramid

cytosolickastranaGolgil

Obr. 5: Schéma biosyntézy laktosylceramidu jakoZto prekurzoru vétsiny glykosfingolipidii.

Biosyntéza ceramidu probihd na cytosolické strané endoplasmatického retikula®,

avsak dalsi reakce se odehrdvaji na cytosolické strané Golgiho apardtu. Konelné produkty

ndsledné vznikaji v lumen Golgiho apardtu.
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Cer Proximalni
Gic Golgi ‘
Gal B . - ’ !
GalNAc
a-2.3-NeuAc !

«-2,8-NevAc Distﬁmi / Trans
Golgl / Golgi

1

% o0 A

Obr. 6: Zndzornéni biosyntézy gangliosidti9 . Ceramid vznikd na cytosolické strané
endoplasmatického retikula, kde probihd také p¥Fipojeni glukosy. Konecné glykosylacni
kroky jsou pak mapovdny do lumindini strany Golgiho apardtu. Prekurzory a- a b- serie
gangliosidu, GM3 a GD3, vznikaji ucinkem specifickych sialyltransferas 1 a II
v proximdinim Golgiho apardtu. Prekurzory gangliosidii jsou pak transportovdny
pres vesikuly do distdinitho Golgiho apardtu, kde jsou aktivovdny dalsi

glykosyltransferasy’.
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GlcCer e Cet
GkT

LacCa ——» GM3—> GD3 » GT3

SAT! SATDH SATIOD
GalNACY
v v v v
GA2 GM2 GD2 GT2
GalT 1l
v v v L
GAl GMIa GDIb GTlc
SATR
’ v v v
GM1b GD!la GTib GQlc
SATV.
SAT x
v v v v
GDlc GTla GQIb  GPle
of GDla GTla GQlba  GPica

O-branch e-brench  b-branch c-branch

Obr. 7: Schéma biosyntézy jednotlivych vétvi gangliosidu. SpoleCnym prekurzorem
pro v§echny 4 vétve gangliosidii je ceramid. Poldtek biosyntézy tFi vétvi gangliosidii
gangliosérie je urlen p¥isnou specifitou sialyltransferasy 1 (SAT 1), sialyltransferasy II
(SAT 11) a sialyltransferasy 111 (SAT IIl), které p¥Findsi na laktosylceramid, GM3 a GD3
kyselinu sialovou. Vysledkem jsou gangliosidy GM3, GD3 a GT3'%!, Tyto reakce
probihaji na lumindini strané Golgiho apardtu’z’”, avSak dalsi glykosylace je
katalyzovdna enzymy s Sirsi specifitou. N- acetylgalaktosamintransferasa I pfendsi N-
acetylgalaktosamin na laktosylceramid, GM3, GD3 a GT3. O- se’rie. se vyskytuje
ve zvySené mife u Zab, A a B- série u teplokrevnych ZivoCichu, jako jsou nap¥iklad savci

¢i ptdci a C- série se vyskytuje pfevdZné u ryb.

Degradace glykosfingolipidii se odehréva u Zivo&i§nych bun&k v lysososmech, a to
konkrétn€ tak, Ze dochazi k postupnému pisobeni kyselych exohydrolas. Po degradaci
oligosacharidové ¢asti GSL je ceramid ceramidasou $t€pen na kone&né produkty ve formé
sfingosinu a mastné kyseliny. Katabolismus b&Znych glykosfingolipidi z ganglio-
a globosérie je s vyznatenim enzymi a metabolickych blok4dd u dédi¢nych metabolickych

chorob uveden na obrazku (viz obr. 8).
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Galp1—4 GalNAcB1 —>3G|alB 1-54B1-5Glcf1—>1Cer GM1 gangliosid

NeuNAc

GM1 GANGLIOSIDOZA X f-galaktosidasa
GalNAcP1 —)3GalllB 1-4B1-5Glcf1—>1Cer GM2 gangliosid

NeuNAc

GM2 GANGLIOSIDOZY  x [-hexosaminidasa
Galf1-54B1-5GIcf1—1Cer GM3 gangliosid

NeuNAc
GalNAcB1—-3Galol »4Galp1-4Glcp1—1Cer GbyCer
| neuraminidasa l (Globosid)
l SANDHOFFOVA CHOROBA x f-hexosaminidasa A+B
X X
Galp1-4GIcpl>1Cer —x————  Galo1—54Galf1—-4Glcf1—1Cer GbsCer
Laktosylceramid d

d Pgalaktosidasa
l

Glef1-1Cer glukosylceramid
d

GAUCHEROVA CHOROBA x [-glukosidasa

sfingomyelinasa l B-galaktosidasa
x — Cer « X Galfl1—-1Cer
| NIEMANNOVA- | KRABBEHO galaktosylceramid
PICKOVA-CHOROBA | CHOROBA
Cer-P-cholin SULFATIDOZA x arylsufatasa
sfingomyelin |
| Galpl1—>1Cer
FARBEROVA CHOROBA X ceramidasa |
{ SO3zH
sfingosin + mastna kys galaktosylceramid-3-sulfit

Obr. 8: Katabolismus sfingolipidii s vyznalenim metabolickych poruch odbourdvdni.

x = misto metabolické poruchy

Do lysosomil se dostdvaji komponenty a fragmenty plasmatické membrany
pfedev8im endocytickou cestou. U tkatovych kultur dochdzi k obmé&né plasmatické
membrany bunék tak rychle, Ze internalizace pfibliZn€ poloviny plasmatické membrany
bunék prob&hne asi za hodinu'*. Tento d¢j je nasledovdn stejné¢ rychlym procesem

recyklace a resyntézy membranovych komponent z divodt udrZeni dynamické integrity
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buné&ného povrchu. V komplexni obmé&né cytoplasmatické membrény hraje zdsadni dlohu
proces zvany recyklace. Glykolipidy z plasmatické membrény jsou pomoci &Easnych
endosomu pfepravovany:

e piimo zpét do plasmatické membrany na jiné misto (retroendocyt6za)

e do Golgiho aparétu k "pfemodelovani" molekuly

e do pozdnich endosomil a déle do lysosomi k biodegradaci. Fragmenty &4ste¢né,

nebo tplné degradace byvaji pouZity znovu k biosyntéze".

U GSL s del$im oligosacharidem, tj. obsahujicim vice neZ 4 sacharidové jednotky, je
pro odbouravéni in vivo dostatujici pfitomnost exohydrolas. Aby mohly byt degradovany
glykosfingolipidy s krat§im oligosacharidem, je zapotfebi vedle enzymi je$t¢ asistence
malych glykoproteinovych kofaktord, tzv. sfingolipidnich aktivitorovych proteint,
saposinil (SAP). Podle dosavadnich znalosti je pét z doposud zndmych SAP kédovano
dvéma geny. Jeden gen nese genetickou informaci pro GM2 aktivétor a druhy gen pro
SAP- prekursor, proaktivétor, ktery je pak proteolyticky $t€pen na 4 aktivatory oznalované
SAP-A, SAP-B, SAP-C a SAP-D

1.3. Viastnosti glvkosfingolipidi

GSL jsou amfifilni molekuly. Tato vlastnost je dédna pfitomnosti hydrofiln{
a hydrof6ébni &4asti v jejich molekule. Ve vodnych roztocich nevytvaii sami dvojvrstevné
struktury jako fosfolipidy, ale agreguji do miceldrnich struktur jiZ pfi nfzkych
koncentracich. Micely z gangliosidd vznikaji jiz pfi koncentracich 10° — 102 M
(pti koncentraci 107 — 10" M se tvoki hexagondln& uspofddané cylindrické ttvary), viz
obr. 9. Téchto vlastnosti se vyuZiva pfi separaci od nizkomolekuldrnich kéntaminujicich
latek a soli (dialyza, gelova filtrace).

Ve smési s fosfolipidy se tvoii micely, ale pfi pfevaZujici koncentraci fosfolipidi
vznikajf jiZ dvojvrstevné struktury. GSL se v nich spont4nné€ pfeskupuji do vn&j$i vrstvy
(viz obr. 10). Tato situace nastdva v plasmatické membrané bunék, kde jsou skute¢n€& GSL
situovdny ve vn&j$i vrstv€ plasmatické membrany, pfi€emZ jsou oligosacharidem

orientovény do vn&j§iho prostoru'®!’.
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KONCENTRACE

GAIGI.C[OSIDﬁ 9 7
10-10M

MONOMERY { MICELY CYLINDRICKE
KRTTTCKA MICELRNf  STRUKTURY
KORCENTRACE

Obr. 9: Ve vodném prostfedi se p¥Fi vysokych koncentracich gangliosidii tvoFi
makromolekuldrni micely, avSak p¥i niZSich koncentracich vznikaji cylindrické struktury.
Hydrofébni ceramidové Fetézce jsou orientovdny dostiedu a hydrofilni oligosacharidové

sloZky sméFuji vné micel &i cylindrickych struktur'S,

us GANGLIOSID On=esee POSFOLIPID

cﬁc;zosm g % FOMER

] ' GANGLIOS
FOSFOLIPID SOSPFOLIFID
nizxef YYSoxy

05 PORADANS TSPORADARL
DVOJVRSTRVNE GLOBULLRNT

Obr. 10: Gangliosidy tvo¥i spolu s fosfolipidy micely, avSak pFevdZi-li koncentrace
fosfolipidit nad gangliosidy, dochdzi ke vzniku liposomii. V tomto dvojvrstevném

uspo¥dddni se gangliosidy spontdnné pFeskupuji do vnéjsi vrstvy's.
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Glykosfingdlipidy jsou ve vysoké koncentraci ve vn&jsi vrstvé plasmatické
membrany vSech bunék, zatimco v intraceluldrnich membranich je jejich podil vyrazné
mensi. Z toho vyplyva skutednost, Ze vétSina zdkladnich funkci gangliosidi souvis{ s jejich
pfevladajici lokalizaci na bun&ném povrchu.

Glykosfingolipidy maji n€kolik zdkladnich funkcf{ a vlastnosti:

1. podili se na rigidit¢ membréany, pfi¢emZ mohou vytvétet glykolipid- cholesterolové
mikrodomény

2. zprostfedkovdvaji svymi sacharidovymi strukturami interakce s exogennimi
ligandy

3. sloZeni glykolipidi je specifické pro uréity bunéény typ

4. jsou markery zralosti bun&€k. GSL fetalnich ¢&i nezralych bun€k vyzravaji a objevuji
se b&hem histologické diferenciace.

5. vnadorové tkdni se objevuji vlivem odchylenych cest biosyntézy
glykosfingolipidi glykolipidni struktury, které pfedstavuji nidorové markery
spojené s nddorovou transformaci. Tyto markery jsou vyuZitelné v diagnostice
pfipadné v terapii nddord.

6. mezibunénd adhese miZe byt zahdjena  vzdjemnou  interakci
mezi glykosfingolipidy a vétSina téchto glykolipidnich antigenii je spojena
s nddorovym procesem

O jednotlivych vyzna¢nych bodech je pojednéno déle v nésledujicich kapitoldch.

1.4. Glykolipidy zpeviiuji membriny
Glykosfingolipidy jsou rigidn&ji molekuly neZ fosfolipidy, pfiCemZ pfitomnost

glykolipidd v membrinovych lipidech d4vd membrané vE&t$i pevnost. Tato skutednost je
déna tim, Ze obsahuji nasycené mastné kyseliny, maji vy38i bod tén{ &i tvoli interakce
s okolnimi molekulami'®, Na této rigidit& se podili jak ceramidovi, tak oligosacharidové
&ast molekuly. Ceramidové sloZka pfednostné zaujimé takovou konformaci, kterd vychéazi
z rigidity plandrni amidické vazby. Oba uhlikaté fetézce tak zaujimaji paralelni polohu
0s'%2%2! Tato &4st obsahuje akceptor i donor vodiku, a tudi? dochdzi k formovéni
stabilnich vodikovych vazeb (viz obr. 11). Vodikové vazby a hydrof6bni interakce ddvaji
ceramidové sloZce pevnost'S. Konformace oligosacharidi byvé4 urena stabilitou kyseliny

sialové, jeZ je déna piitomnosti tfi vodikovych mistkd v molekule?’. Na shlukové
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uspofadani gangliosidii na povrchu membrdn m4 vliv vazba vipenatych iontl k témto

glykolipidtm'®,

Sfingolipidy maji G%gceroligigg maji pouze
onor | akceptor  akceptor vodikové vazby

vodikové vazby
£C16
I
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Obr. 11: Glykolipidy jsou oproti fosfolipidiim rigidnéjsi molekuly. Jednim z mnoha diivodii
je to, Ze glykosfingolipidy obsahuji ve své molekule jak donor, tak akceptor vodikové vazby,

zatimco fosfolipidy obsahuji pouze donor vodikové interakce®.

Jednou z nejdileZitéjSich iloh glykosfingolipidii je jejich role v signaliza€nich
mikrodoménéch.

Plasmaticki membrdna neni nahodily ocedn lipidi, ale obsahuje mikrodomény,

které zavadé€ji organizaci v distribuci proteinti v lipidni dvojvrstvé. Bun&né membriny
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jsou sloZeny ze smési glycerofosfolipidl, glykosfingolipidi, cholesterolu a riznych
proteini (viz obr. 12). Sfingolipidy a cholesterol jsou na rozdil od vnitinich membran
ve vysoké koncentraci v plasmatické membrdné¢ a endosomech. Glykosfingolipidy jsou
vyhradn€ pouze ve vn&j§i vrstv€ lipidni dvojvrstvy, zatimco fosfatidylinositol,

fosfatidyletanolamin a fosfatidylserin jsou omezeny na vnitini vrstvu membrany.

fosfatidylcholin glykolipid
sfingomyelin

i :w)wp o :ﬁ:g:g:m

fosfatidylserin fosfatldylethanolamln

fosfatidylinositol

Obr. 12: Plasmatickd membrdna se sklddd z fosfolipidii, glykolipidii, cholesterolu
a signalizaénich  proteini.  Glykosfingolipidy svymi  sacharidovymi  strukturami
zprostiedkovdvaji interakce s exogennimi ligandy (bakterie, bakteridini toxiny, viry aj.)
a nachdzeji se vylucné ve vnéjsi vrstvé membrdny. Soudi se, 7e na bunécném povrchu
vznikaji mikrodomény sloZené z (glyko)sfingolipidii a cholesterolu plovoucich ve fosfolipid-

cholesterolovém prostfedz’”.

Glykosfingolipidy maji pro vznik rigidn&j§ich mikrodomén unikétni vlastnosti.
Konkrétn€ se jednd o paralelni geometrii sfingosinu a mastné kyseliny v ceramidu,
schopnost amidové vazby ceramidu tvofit sit vodikovych vazeb ve vodné- lipidnim
prostfedi plasmatické membrény, schopnost interakce oligosacharidu s vodnym prostfedim
¢i specificky obsah nasycenych alkylovych fetézci davajici podnét tvofit domény
ve fosfolipidové dvojvrstvé. Cholesterol je situovan kolmo k dvojvrstvé, a proto mi
vyrazny vliv na uspofddéani této vrstvy. JelikoZ sfingolipidy obsahuji pfevaZné nasycené
acyly, tak se mohou s cholesterolem ochotn&ji sbalovat®.

Ve vnéj8i vrstv€ plasmatické membridny vznikaji shlukovanim glykosfingolipidd
a cholesterolu mikrodomény, které byvaji n€kdy nazyvany ,rafty“. Jedna se o jakési ,kry*
v tekut&j§im prostfedi sloZeném z glycerofosfolipidi a cholesterolu. Takto uspofddané
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domény do sebe zahrnuji Sirokou $kdlu membranovych proteinti, pfenafefd signélu,
zatimco jiné proteiny ze sebe vylucuji.

Mikrodomény mohou byt velice heterogenni a velice dynamické. Velikost raftd se uvadi
od 10 nm aZ po 200 nm, kdy se men$i mikrodomény mohou spojovat do vét§ich a Easové
stabiln&j$ich dtvard. DileZitost mikrodomén je v tom, Ze se mohou signalizatni molekuly
spojovat do stejného oddilu (jiné se mohou z tohoto kompartmentu vylu€ovat) a mohou
se tak k sobé dostat molekuly, které se maji projevit néjakou signalizalni &i jinou
aktivitou®® (viz obr. 13), napfiklad v procesu signdlni transdukce, buné&né adhese
a migrace, synaptické transmise, organizace cytoskeletu ¢&i tfidéni proteinti b&hem

exocytézy a endocytézy.

Obr. 13: DileZitost mikrodomén spocivd v tom, Ze se rizné signalizacni molekuly spojuji
do stejného oddilu — kompartmentu (jiné se mohou vyloucit) a mohou se projevit

signalizacni nebo jinou aktivitou®.

Funkéni zdvaZnost mikrodomén pro signdlni transdukci vychdzi z pfedstavy
propojeni mikrodomén cholesterolu a sfingolipidd ve vn&j§{ vrstvé plasmatické membrany

s cholesterolovymi doménami ve vnitfni vrstvé 228,29,
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1.5. Zmény v lokalizaci gangliosidii v cholestatickych jatrech

V souvislosti s vy$e zmin€nou dlohou glykosfingolipidi pfi zpeviiovan{
plasmatické membrany je zajimavé, jak se GSL pfesouvaji pfi intrahepatdlni cholestéze.
JiZz dlouhou dobu je zndmo, Ze glykolipidy chrén{ butiku proti $kodlivym faktorim z okoli
tim, %e zvySuji rigiditu plasmatické membrény>’. Ji% pfed mnoha lety byl pozorov4n pokles
membrdnové fluidity v cholestatickych hepatocytech®’. Ned4vno bylo prokézano,
Ze v tomto procesu mohou hrit vyznamnou roli GSL. U cholestizy indukované 17-a-
ethinylestradiolem dochdzi ke zménam v lokalizaci GM1 gangliosidu, coZ bylo prok4z4no
reakci s CHT- B. Zatimco v normélnich jitrech potkana byl GMI1 lokalizovén
v sinusoiddlnich a kanalikuldrnich membrdndch hepatocyti, periferni a stfedni z6né
jaternitho lald¢ku, u cholestatickych vzorki byl prokdzidn GM1 také v centrdlni z6né
jaterniho lali¢ku. Navic se densitometrif pfi velkém zvétSen{ ukédzal rozdil v expresi GM1
mezi oblasti sinusoidalniho povrchu a oblasti pfiléhajici cytoplasmy, coZ bylo zpilisobeno
vzestupem sinusoiddlnfho barveni v centrdlni z6n€ lali¢ku a poklesem barveni
v cytoplasm€ periferni z6ny. Jak ukézaly regresni analyzy, tyto diference koreluji
s celkovymi Zlu€ovymi kyselinami v séru. JelikoZ obsah GM1 a mRNA odpovidajici GM1
synthase zistal nezménén, tak zvySend exprese GMI1 v sinusoiddlni membriné se
pfi limitované biosyntéze jevi jako zéleZitost redistribuce GM1 gangliosidu v hepatocytu.
Tato redistibuce miZe byt odpov€dnd za ochranu hepatocytu proti $kodlivym vlivim
¥luovych kyselin, které se hromadf pHi cholestéze. >

1.6. Glykosfingolipidy zprostredkovavaji svymi sacharidovymi

strukturami interakce s exogennimi ligandy

Glykosfingolipidy se na cilovych buiikdch G&astni vazby n&kterych druhl bakterif,
vird & toxind a vystupuji tedy jako potate&ni receptory bakteridlni & virové infekce ** (viz
tab. 3). Tato strukturni specifita miZe byt vyuZita pfi detekci glykosfingolipidl
¢i pfi cileném niCeni nddorovych bun€k nesoucich pfislusny gangliosid. Napf. Clostridium
perfringens & toxin selektivné rozpous$ti buiiky nesouci GM2 gangliosid. Takové buiiky
jsou nap¥. buiiky melanomu, neuroblastomu, gliomu & retinoblastomu®*. Funkci receptoru

obstarav4 sialyl- oligosacharidovy fetézec nikoliv v8ak ceramid.
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Tab. 3: P¥iklady nékterych gangliosidovych receptorii a jim pFislusnych ligandii, konkrémé

bakterif & toxinit

Exogenni ligandy Receptor

E. coli GM3
Helicobacter pylori GM3, sulfatidy

Clostridium perfringens 6 toxin GM2

Choleratoxin GM1

E. coli termolabilni GM1

Tetanus neurotoxin GT1b

Botulinum neurotoxin GT1b

Tato diplomova price pfevdZné pojedndva o specifické a nejvice prostudované vazbé

choleratoxinu na GM1 gangliosid.

* Choleratoxin
Choleratoxin se skldd4 ze dvou typti podjednotek:

1. A podjednotka
Jednd se o polypeptid sloZeny ze dvou disulfidicky spojenych &asti, pfiemZ tato
podjednotka m4 relativni molekulovou hmotnost pfibliZné 28000 g/mol.
Al fragment obsahuje enzymatickou a toxickou aktivitu, pfiemZ vstupuje
do cytosolu a zpiisobuje nékterd onemocnéni. Vstupem do cytosolu dochéizi
ve stfeve k sekreci chloridi, které vyvol4vajf pomé&mé velké prijmové onemocnéni.
Mechanismus tohoto toxického plsobeni Al podjednotky je takovy, Ze Al
podjednotka enzymaticky hydrolizuje NAD. Souasné dochédzi k pfipojeni ADP-
ribosy z hydrolizovaného NAD na a podjednotku G proteinu adenylétcyklasy
umisténé na vnitfni stran€ membriny. Toto pfipojeni zablokuje zpétnou vazbu,
pfi které je GTP, vdzany na G protein, hydrolizovan na GDP + Pi. Timto
mechanismem dochézi k ,,uzamknuti“ adenylitcyklasy v aktivni formé&. Zavérem
dochézi ke hromadéni cyklického AMP. Toto mé za nésledek t&€Zké prijmy a ztrity
tekutin zptsobené inhibici absorbce vody & NaCl buitkami stfevnich klku
a stimulaci sekrece vody, chloridu a bikarbonétd z bun€k stfevnich krypt.
A2 fragment zodpovid4 za vazbu k B podjednotce.
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2. B podjednotka (pentamer)
Tato &4st choleratoxinu je netoxickd a sklddd se z 5 oligomemnich proteinovych

&asti, pfiCemZ kaZzd4 m4 relativni molekulovou hmotnost pfiblizn€ 11600 g/mol.

Jednd se o péti€lenny kruhovy lektin, ktery se véZe k oligosacharidové sloZce

membranového glykolipidniho receptoru GM1 gangliosidu. Z tohoto tvrzeni tedy

vyplyv4, Ze se tato podjednotka miiZze vézat k 5 molekuldm gangliosidu GM1.
Vazba choleratoxinu na GM1 gangliosid je velice pevn4, rychld a pomé&mé specificka.
Pevnost této vazby je ddna specifickou pentavalentni interakci 5 €asti B podjednotky k 5
molekuldm GM1 na buné€ném povrchu.

1.7. Glykosfingolipidy jsou markery bunééného povrchu
SloZeni glykolipidi je specifické pro urlity buné€ny typ. GSL jsou zaroveti
markery zralosti bun€k, pfi¢emZ GSL fetdlnich & nezralych bun&€k vyzrdvaji b&hem

histologické diferenciace a objevuji se nové ,,zralé* struktury.

1.8. Role glykosfingolipidii pi bunééném ristu

Uloha glykosfingolipidi je rovn&* vtzv. ,kontaktni odpov&di®, kdy se tyto
glykolipidy mohou G&astnit kontroly buné&ného riistus?, Bylo pozorovéno, Ze t&€sné pfed
tim, neZ se rostouci bun&&n4 populace zmnoZi natolik, Ze se vytvoii souvisld (konfluentni)
tkatiov4 kultura o vysoké koncentraci, dochdzi k prodlouZeni oligosacharidového fetézce
glykolipidd, které miZe souviset se zastavenim riistu bun€k. U nddorové& transformovanych

bunék tato kontaktni odpovéd pozorovéna nebyla.

1.9. Glvkosfingolipidy jako markery nadorové transformace
Bylo zjidténo, Ze abnormélni genovd regulace v nddorovych buiikich vede
k poruchdm normélnich cest biosyntézy glykosfingolipidl. Nasledkem toho miZe doch4zet
ke zmé&ndm v sacharidové €4sti molekuly. Na chemickém zéklad€ neexistuji ,,nddorové
specifické* struktury, které by se nikdy a nikde nevyskytovaly ani v malé koncentraci
v normélni tkéni. Z tohoto hlediska se hovofi o antigenech spojenych s niddorovym

procesem38 (TTA- tumor associated antigen).
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1.10. Uloha glvkosfingolipidii v mezibun&éné adhesi

Neékteré nddorové antigeny (pokud ne vSechny) mohou byt identifikovany jako
adhesni molekuly. JelikoZ nddorové butiky maji velkou expresi té€chto antigeni, je zde
i vy$8i pravdépodobnost interakce se sacharidovymi strukturami &i lektiny cilovych bunék.
GSL se podileji na po¢inajici mezibunééné adhesi vzdjemnou interakci GSL-GSL &i GSL-
selektin. Tato adhese miiZze pokratovat trvalej§imi vazbami, v nichZ se jiZ podilejf integriny
& imunoglobuliny a miiZe byt zapojena napf. v téchto mechanismech: uchycen{ leukocytu
na z4nétlivé misto nebo uchyceni nddorové buiiky na endotel, krevni desti€¢ky a jiné buiiky,

co? je zdkladem vzniku nddorovych metastas®.

1.11. Fixace

Ukolem fixace je, aby zistala co nejvémné&ji zachovéna histologick4 struktura.
Buné&&né metabolické procesy po smrti rychle vedou k autolyze a cilem fixace je zastaveni
tohoto procesu chemickou fixaci, nebo jeho zpomaleni zmraZenim, coZ vede ke stabilizaci
&i denaturaci proteini- katabolickych enzymid. Vzhledem k pftomnosti autolytickych
enzymi v bufice je dlleZitd rychlost fixace. Tento proces Casto zvySuje permeabilitu
buné¢né membrany, &ehoZ se hojn€ vyuZivd pfi barveni bun&nych struktur. Né&mi
pouZivani technika spadd do skupiny chemické fixace, kde se nejCast&ji vyuZiva

formaldehydu, etanolu, methanolu, acetonu, kyseliny octové ¢i kyseliny pikrové.

1.12. Rozpustnost glvkosfingolipidi v acetonu
Pro makropreparativni tG¢ely byla popsdna pfiprava gangliosidi z acetonového

prasku®. Tento postup mé4 vyhodu v omezeni spotfeby rozpoustédel pouZitych k extrakci
tkdni. Autorem v8ak nebylo diikladn& studovéno, jaké jsou ztrity gangliosidd pfi tomto
postupu.

Touto otéizkou se zabyval F. Smid ve své kandidétské disertatni praci®!, v ni% byl zkoum4n
vliv rozpou$tédel na izolaci gangliosid. Byl zde porovndvdn vyt€Zek gangliosidi
z acetonové suSiny z mozkové tkan€ s vytéZkem ze stejného mnoZstvi této tkdné pfimo
extrahované sm&si C:M:V postupem dle Suzukiho***. P¥i ptipravé acetonového présku
bylo postupovéno tak, Ze maly objem vodného homogenétu byl za stdlého michan{i rychle
vlévan do velkého piebytku vychlazeného acetonu. Byla-li kone¢n4 koncentrace acetonu
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95%, &inil vyt&Zek ‘gangliosidu 70,5%. Pfi konetné koncentraci acetonu na hodnotu 99%
byl vytéZek gangliosidu 80,8% proti pfimé extrakci tkdné.

Mnoho védci studovalo bun&fnou lokalizaci uZitim anti- gangliosidovych
protildtek** & bakteridlnich toxind. Zjistilo se, ¥e rizné fixa¥ni techniky tkéni vedou
k riznym vysledkiim, a to dokonce pf pouZiti stejnych protilatek. Gangliosidy jsou
nejéastéji fixovany Cerstvé pfipravenym 4% formaldehydem, nebo acetonem.

Detekce riznych mozkovych gangliosidi byla studovédna na kryostatovych fezech
pomoci monoklonilnich protilitek tfidy IgM Kotanim aj. ¥ ktefi si tyto protilatky
vyrobili ve vlastni laboratofi, pfi¢emZ pfed samotnou imunodetekci gangliosidi testovali
nefixované, formaldehydem fixované a acetonem fixované fezy. U nefixovanych
a formaldehydem fixovanych fezd bylo zfetelné slab8i zbarveni. Proto pro dali{ pokusy
byla zvolena fixace acetonem pfi -20°C po dobu 5 minut. Navic je uvddé€no, Ze aceton
permeabilizuje bunééné membrany, a tak miZe ,,odmaskovat“ glykosfingolipidy, které lze
na bun&ném povrchu pfirovnat k trdvniku mezi kefi glykoproteint. Pfistupnost protilatek,
choleratoxinu a lektini ke gangliosiddm schematicky zndzomil A. Schwarz a A. H.

Futerman (viz obr. 14).
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Obr. 14: Zndzornéni p¥istupnosti glykolipidi protildtkdm®
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Vice detailti tykajicich se vlivu riznych fixa¢nich technik na pfitomnost
gangliosidi ve tkinich jiZ publikovali A. Schwarz, A. H. Futerman**“®. Konkrétng
se jedna o fixaci (A) formaldehydem po inkubaci s protildtkami (,,post-fixace*), (B)
formaldehydem pfed inkubaci s protilatkami (,,pre-fixace*), (C) formaldehydem a nésledné
fixaci acetonem, (D) samotnym acetonem a (E) methanolem. Fixa¢ni efekt byl popisovan
na monoklondlnich protilatkdch tfidy A,Bs, které se vaZ{ na rizné gangliosidy
hipokampélnich neuronti. Imunostanoveni neuronti po fixaci formaldehydem a nasledné
acetonem ukazuje oproti pre- a post- fixaci znalné projasnéni bun&€nych t&l axond

a dendriti nervovych buné&k (viz obr.15).

Obr. 15: Efekt fixatnich metod p¥i vazbé monoklondlnich protildtek t¥idy A>Bs ke kulturdm
hipokampdinich neuronii, které byly staré 7 dnii. Neurony byly fixovdny formaldehydem
po inkubaci protildtkou (A, B), formaldehydem p¥ed inkubaci protildtkou (C, D),
formaldehydem a acetonem pied inkubaci protildtkou (E, F), samotnym acetonem
pied inkubaci protildtkou (G, H) ¢i methanolem p¥ed inkubaci protildtkou (1, J). Obrdzky
A, C E, G al jsou mikrofotografie zachycujici fdzovy kontrast, zatimco obrdzky B, D, F,

H a J ukazuji fluorescencni mikrofotograﬁe“.

Ve své publikaci studovali tinik gangliosidi pfi pouZitf riznych fixaénich roztoki. Nejprve
byly sfingolipidy a gangliosidy v neuronech metabolicky oznateny [4,5- ’HJ-
dihydrosfinganinem a po ¥4dném oprani prebytku [4,5- *H]- dihydrosfinganinu byly
fixovany fixa¢nimi roztoky: formaldehydem pfed a po imunoreakci, formaldehydem

a nasledné acetonem, samotnym acetonem a methanolem. Pfi této studii bylo pozorovéno,
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Ye po piisobeni methanolu [*H]-GSL tém&F vymizely. P fixaci acetonem klesla hladina
buné&né asociovanych [3H]—gangliosidﬁ ve srovndni s nefixovanymi kontrolnimi buiikami
0 56% (obr. 16). Pisobenim formaldehydu a nésledn€ acetonu byla hladina [*H]-
gangliosidi sniZena o 46%, coZ je v8ak v Kkontrastu s jejich vlastnim histochemickym
pozorovanim (viz obrdzek 151 a 15J), kde dochézi po fixaci formaldehydem a néisledné
acetonem k projasnéni t€l neuronii a zesfleni imunodetekce. Tento pozorovany jev je
autory interpretovan jako odmaskovéani GSL. Pfi fixaci samotnym formaldehydem dochézi
k poklesu hladiny *HI- gangliosidii pouze o 10% (viz. obr.16)
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Ghukosylceramid
Laktosyiceramid

Obr. 16: TLC analyza bunéénych [H] sfingolipidii a [°H] gangliosidii po riznych
fixaénich technikdch®. ‘

Podle studii publikovanych skupinou profesora Lingwooda byly odli$né
sacharidové epitopy, rozpoznévajici glykosfingolipidovy globotriaosylceramid (GbsCer),
studovdny pomoci verotoxinu a monoklondlnich protildtek na lidskych ledvinovych
fezech®’. PHi t&chto experimentech bylo pozorovéno, Ze vazba verotoxinu na Gb;Cer miZe
byt Eastetné€ blokovéna cholesterolem. Pro odstranéni cholesterolu, ktery miZe branit této
vazb& & vazb& choleratoxinu na GM1 gangliosid®, se vyuZivd acetonu nebo metyl- -
cyklodextrini. Podle autori glykolipidy a membrénové fosfolipidy jsou velice m4lo, pokud

viibec, rozpustné ve vychlazeném acetonu.
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K podobnym z4v&rim ohledn& lepsi piistupnosti protildtek po acetonové fixaci
pfed vlastnim imunobarvenim dospéla skupina kolem S. Kusunokiho. Glykolipidy byly
u nervové tkdn€ po odstranéni cholesterolu acetonem vice pfistupné protilatkdm.
Konkrétn¢ fixace acetonem u mozkovych fezii napomohla pfistupnosti fukosyl-GM1
k pislu§nym protildtkdm*®.

Jeliko? zévéry praci A. Schwarze, A. H. Futermana® a C. Lingwooda®’ jsou
v rozporu, pokusil jsem se v ndsledujici srovndvaci studii o posouzeni vlivu fixace
acetonem na ztrity gangliosidi v suchych kryostatovych histologickych fezech z jater

potkana.
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2. CiL DIPLOMOVE PRACE
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Cilem této diplomové price je zjistit, zda pfi histochemickém prikazu gangliosidu GM1
na kryostatovych fezech dochézi pfi fixaci acetonem oproti fixaci formaldehydem k tiniku
gangliosidi. Divodem studia této problematiky je to, Ze se literdrni tidaje v tomto bode
vyrazné rozchézeji. Cilem je i posouzeni za jakych podminek lze tento pfipadny unik

minimalizovat.
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3. MATERIAL A METODIKA
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3.1. Material

Jétra ze samic potkanti kmene Wistar

3.2. Chemikalie

Paraformaldehyd- Sigma- Aldrich S38509- 127
Avidin- Fluka 11368

Biotin- Sigma B4501

CHT- B- Sigma C9972

Albumin- Sigma A9085

Streptavidin- peroxidasa polymer - Sigma S2438
DARB tetrahydrochlorid tablets- Sigma D5905

3.3. Pristrojové vybaveni
Ultrazvukovy homogenizétor- firma Microson XL.2000- 010
Centrifuga- firma Beckman GPR
Analytické véhy- GR 202- EC
PiedvédZky- Kern 572

Ttepatka- Edmund Bihler SWIP KM- 2
Mikroskop- Diaplan, Olympus BH- 2

PH metr- TetraCon 325

Magnetickd michatka- Variomag MONO
Densitometr- Camag TLC scanner
Vortex- Genie 2

Fotoaparét- Canon A620

3.4. Piiprava pouZivanych roztoku

4% formaldehyd (100 ml)
4% formaldehyd je nutné pfipravit podle nésledujictho postupu vZdy &erstvy. 4g

paraformaldehydu byly rozpustény v 80 ml vody a tato suspenze byla zahfivdna za stilého
michdni k bodu varu. K tomuto roztoku byl pfikapdvin IM NaOH aZ do tplného
rozpusténi paraformaldehydu. Déle bylo pfiddno 20 ml 10x PBS a takto vznikly roztok byl
pfefiltrovan.
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Bezvody aceton
K 1 litru komerén€ dostupného acetonu bylo pfiddno 100 — 150 g bezvodého CaCl,

a suspenze se nechala né€kolik dni stét v uzaviené nddob&. Poté byla kapalina dekantovéna
a pfedestilovdna pod zp&tnym chladi¢em. Diky napojené trubici obsahujici CaCl,
dochézelo k odstranéni vzdud$né vlhkosti. Vznikly roztok byl uloZen v t€sné uzaviené
batice.

3.5. Porovnani fixace formaldehydem a acetonem

Nativni kryostatové fezy z potkanich jater o tlousfce 6 pm byly 5 minut fixovdny
&erstvé pripravenym 4% formaldehydem, jak uv4di M. Kotani*’, a suchym acetonem. Vliv
fixace bezvodym acetonem na extrakci gangliosidu GM1 zfezli byl testovan pfi dobé
fixace 2 a 15 minut a pfi fixaénich teplotach -20 °C a +25°C.

Pro posouzeni vlivu vody v acetonu na extrahovatelnost gangliosidu GMI
ze suchych kryostatovych fezd byla srovndvdna b&Zné pouZivand fixace 4%
formaldehydem po dobu 5 minut s fixaci suchym acetonem a smés{ aceton:voda v poméru

9:1 v/v (oboji za podminek -20°C a po dobu 15 minut), viz obr. 22.

3.6. Histochemicka detekce GMI gangliosidu

Histochemické detekce GM1 gangliosidu byla provddéna na suchych kryostatovych
fezech z potkanich jater o tloudtce 6 pum. Rezy fixované acetonem pfi teploté +25 °C byly
suSeny za laboratornich podminek, zatimco fezy fixované acetonem vychlazenym na
-20 °C byly po fixaci rychle pfeneseny do exsikitoru, kde byly suSeny. Su3eni bylo pouZito
z diivodu, aby nedochézelo ke kondenzaci vody ze vzdu$né vihkosti na vychlazeném
mikroskopickém skle. Rezy fixované formaldehydem byly po dikladném ususeni
za laboratornich podminek pfeneseny do PBS.

Pro posouzen{ rozdil v histologickém barveni rizné fixovanych fezi byla zvolena
modifikace ji? dffve vyvinutého a publikovaného postupu. Postup je zaloZen na citlivé
a pom&mé specifické reakci gangliosidu GM1 s choleratoxinem B- podjednotkou. Na tuto
podjednotku choleratoxinu znaCenou biotinem se navazal komplex streptavidinu
s polymernim vldknem obsahujicim peroxidasy. Timto zpiisobem se docililo optim4lniho
zesileni konetné reakce peroxidasy s DAB. Dfive optimalizovany a publikovany postup32
inkubace choleratoxinem B podjednotkou (List Laboratories) v fedéni 1:250 pfi pokojové
teplot€ a hodinové inkubaci, byl modifikovén tak, Ze z diivodu dspory choleratoxinu bylo
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vyzkou$eno fedénf 1:500, 1:1000 a 1:2000 s 16,5 hodinovou inkubaci v lednici pfi teplot&
kolem 8°C (Sigma). Detekce, kterd vysledkem odpovidala dfive optimalizovanym
podminkdm v fedéni 1:250 pfi pokojové teploté¢ po dobu jedné hodiny u ChT-B (List
Laboratories), byla docilena u ChT- B podjednotky (Sigma) pfi fedéni 1:500. Vlastni
posuzovani ohledné fixalniho vlivu bylo provddéno za pouZiti choleratoxinu B-

podjednotky od firmy Sigma.

Vlastni histochemickd detekce GM1 se tedy sklddala z nasledujicich kroki:
endogenni peroxidasové aktivita byla blokovdna 15 minut 1% peroxidem vodiku v PBS
s rozpusténym 0,1% azidem sodnym. Endogenni biotin byl blokovéan 0,1% avidinem 10
minut, pak 3x opldchnut v PBS po dobu 5 minut a zbytkovy avidin byl 10 minut blokovén
0,01% biotinem rozpust€nym v PBS. Poté se fezy opét 3x propraly v PBS. Nespecifické
vazebné interakce byly 15 minut blokovany 3% BSA v PBS. Cely tento proces probihal
za stélého tfepani na orbitélni tfepacce pfi otdkdch 100 cykld za minutu. Choleratoxin B-
podjednotka, kterd je znafend biotinem, byla rozpusténa v 3% BSA v PBS o koncentraci
1:500. Inkubace probihala stabiln€ po dobu 16,5 hodin pfi teplot€ 8 °C. Po promyti v PBS
nésledovala, za stélého tfepdni, 60 minutov4 inkubace komplexem streptavidin peroxidasa
polymer (Sigma) vPBS v fedéni 1:400. Konend barevnd reakce byla zavrSena
histochemickym stanovenim peroxidasové aktivity pomoci tablet diaminobenzidinu
tetrahydrochloridu (Sigma). Tato reakce probihala ve tm& po dobu 20 minut pfi laboratorni
teplot€ (schéma postupu je na obr. 17).

Vysledky mikroskopického pozorovani byly fotografovany za konstantnich exposi¢nich
podminek.
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Obr. 17: Hlavni kroky postupu imunodetekce GMI gangliosidu. Na GM1 gangliosid
se vdZe choleratoxin B- podjednotka, kterd je znacend biotinem. Na ni se navdZe
ultrasensitivni streptavidin s polymernim vidknem obsahujici peroxidasy. Vlastni barevnd

reakce je zavr§ena pomoci DAB.

3.7. _ Semikvantitativni _sledovani idniku gangliosidu GM1
po fixaci kryostatovych Fezi acetonem

12 kryostatovych fezt ze stejného jaterniho vzorku potkana o stejné velikosti a tloustce
6 pm bylo nakrdjeno na mikroskopickd podloZni skla, kde jedno sklo s 12 fezy
pfedstavovalo jeden vzorek. Rezy na sklech byly nasledné extrahovany:
e 4 skla byla extrahovdna 10 minut smési chloroform:methanol:voda (C:M:V)
vpoméru 10:10:1 v/v/v za michani na orbitdlni tfepaCce pfi pokojové teploté.
Timto zpiisobem byl stanoven 100% vytéZzek gangliosidu GM1.

e 6 skel bylo 15 minut extrahovano bezvodym acetonem pfi teploté +25 °C

e 6 skel bylo po pfedeslé extrakci bezvodym acetonem 10 minut extrahovédno smési
C:M:V v poméru 10:10:1 v/v/v

e u dal§ich 3 skel byla provedena 15 minutovad extrakce bezvodym acetonem,

vychlazenym na teplotu -20 °C
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e 3 skla byla po pfedellé extrakci vychlazenym acetonem 10 minut extrahovdna
smési C:M:V o pomé&ru 10:10:1 v/iviv

e 3 sklabyla 15 minut extrahovdna 90% acetonem vychlazenym na teplotu — 20 °C

e 3 skla byla po pfedesl€ extrakci vychlazenym 90% acetonem extrahovana po dobu
10 minut sm&s{ C:M:V v poméru 10:10:1 v/v/v

Vsechny extrakty byly odpafeny do sucha v proudu dusiku za mirného zahfivéni na teplotu
45°C, a néasledné rozpustény v malém objemu smeési chloroform:methanol o poméru 1:1
v/v. Vzorky byly naneseny na HPTLC alufolie silikagelu (Merck). Vrstvy byly poté
vyvijeny ve smési chloroform:methanol:0,2% CaCl, o poméru 55:45:10 v/v/v a po
vyvinuti byl chromatogram usulen. Poté byla TLC folie rozstfiZzena, pfi¢emZ kontroln{
prouZek folie byl detekovdn orcinolovym C¢inidlem a bylo provedeno stanoveni
pohyblivosti standardu GM1 gangliosidu. Podle vysledku se provedlo zmenSeni forméitu
TLC folie pro néisledné imunobarveni na nezbytn€ nutny rozmér z divodu dspory
protildtek. Déle byla vrstva silikagelu impregnovdna 0,1% polyisobutylmetakryldtem
vcyklohexanu po dobu 75 sekund a okraje vrstvy byly zpevnény 1%
polyisobutylmetakryldtem. Potom byla provedena detekce GM1 gangliosidu nésledujicim
zptusobem. Chromatogram byl ponofen na 15 minut do blokovaciho pufru, ktery byl tvofen
1% BSA v PBS. Déle byl pfenesen do roztoku choleratoxinu B- podjednotky v blokovacim
pufru na dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Néisledné¢ byl chromatogram 5x po 5
minutdch pran v ldznich s PBS. Pak pfiSel na fadu opét blokovaci pufr po dobu 15 minut,
a poté byl na biotin navizén komplex Streptavidin- polymer- peroxidasa po dobu 60 minut.
Nenavédzany komplex byl intenzivn€ oplachovan v 6 laznich PBS. Reakci peroxidasy
s roztokem 1- chiornaftol:H;O, v citrdtovém pufru o pH= 7,5 vznikl modry barevny
produkt znizoriiujici GM1 gangliosid. Cely proces imunodetekce se provddé€l za michén{
na orbitélni tfepatce (100 cykld za minutu). Z densitometrického proméfeni TLC f6lie
bylo rozpotitdno procentudlni zastoupeni GM1 v acetonovych extraktech a po nich
nésledujicich C:M:V extraktech.
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3.8. Anal{za obrazu

Pfi hodnoceni jednotlivych preparétd byl pouZivdn densitometricky program Cue 2
analyzy obrazu firmy Olympus. Byla proméfovéana primé&ma4 optick4 densita barveni GM1
na jednotku plochy pfes cely preparit. Pracovano bylo pfi malém zvétSeni 40x, a proto
jsme mohli proméfit jednotlivé useky celého fezu. Z méfeni tak byly vylouCeny pouze
trhliny a velké cévy.

3.9. Statistické vvhodnoceni

Data jsou prezentovéna jako medidn v rozsahu 25 - 75%. Statistickd vyznamnost
rozdili mezi promé&nnymi byla hodnocena Mann-Whitney Rank Sum testem. Ten
se pouZivd v pfipad€, Ze data nebyla rozloZena normédlné. Rozdily byly povaZovany
za statisticky vyznamné pokud P<0,05. V8echny vypoclty byly délany s pouZitim softwaru
SigmaStat (Jandel Scientific, USA).

Vztah mezi koncentraci Zlu€ovych kyselin v séru a pfitomnosti GM1 gangliosidu

byl hodnocen linedrné€ regresni analyzou.
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4. VYSLEDKY

43



4.1. Porovniani fixace 4% formaldehydem a acetonem
a histochemicka detekce gangliosidu GM1

Z divodii objasnéni jiz zmin&né protichiidnosti publikaci Schwarze a Futermana*®

a Charka®’ v otdzce tniku gangliosidd pfi fixaci histologickych fezli acetonem, bylo
nejprve rozhodnuto provést pokus extrahovatelnosti gangliosidu GM1 ze suchych stejné
silnych kryostatovych fezi ze stejného vzorku potkana.

Pro zafitek bylo zvoleno porovndni fixace Cerstv€ pfipravenym 4%
formaldehydem po dobu 5 minut a fixace acetonem, jenZ byl vychlazen na teplotu -20°C
podobu 2 a 15 minut. Ve vysledku se neukédzal Zadny pozorovatelny rozdil v intenzité
zbarveni a lokalizaci GM1 gangliosidu mezi fixaci 4% formaldehydem a acetonem
vychlazenym na teplotu -20°C v desetkrdt opakovanych experimentech. Z obou vzorki
byly pofizeny fotografie ze stejného mista v paralelnich fezech za konstantnich podminek,
tj. intenzita svétla v mikroskopu, clona, exposi¢ni doba &i nastaveni bilého pozadi (viz obr.
18).

Aceton Formaldehyd

Obr.18 : Detekce GM 1 gangliosidu v kontrolnim jaternim vzorku potkana po fixaci:

(A) acetonem po dobu 15 minut a p¥i teploté -20°C

(B) béiné pouZivanym a Cerstvé pFipravenym 4% formaldehydem p¥i pokojové teploté
po dobu 5 minut

Fotografie byly poFizeny p¥i zvétseni mikroskopu 250x.

Dale byl vyzkouSen vliv rozdilné teploty acetonu -20°C a +25 °C pfi dobé fixace 2
a 15 minut. Fixace za té€chto podminek byla srovndvéna s fixaci Cerstvé pfipravenym 4%
formaldehydem po dobu 5 minut pfi pokojové teploté. PouZity byly stejn€ silné suché
kryostatové fezy. Detekce gangliosidu GM1 byla provedena opét pomoci velice specifické



reakce GMI1 scholeratoxinem B- podjednotkou. Na prvni dojem se jevilo,
Ze formaldehydové fixaci se nejvice podobd fixace vychlazenym acetonem, pfi¢emZ
z dvou rozdilnych fixaénich &ast se nejvice pfibliZovala doba fixace 15 minut. Co se tyce
intenzity zabarveni, nebyl pozorovadn Z4dny vyrazny rozdil. Z obou vzorkii byly jako
v pfede$lém ptipadé¢ pofizeny fotografie za konstantnich podminek ze stejného mista,

které zminé&né tvrzeni dokumentuji (viz obr. 19).
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Obr. 19: Efekt ruznych fixacnich technik.
A) béiné pouZivand fixace 4% formaldehydem (For)

B) fixace acetonem za ruznych podminek: -20°C a 2 min (AcL2), -20°C a 15 minut
(AcL15), +25°C a 2 minuty (AcT2), +25°C a 15 minut (AcT15)
Fotografie byly poFizeny p¥i zvétseni mikroskopu 500x.
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Porovnéni obsahu GM1 gangliosidu v kontrolnich jaternich fezech potkanii kmene
Wistar, jez byly fixovany formaldehydem a acetonem, bylo provedeno ndsledovné.
Hodnoty z densitometrického vyhodnoceni analyzy obrazu u jednotlivych pfipadi byly
pfepolitdny tak, Ze hodnota ve formaldehydu byla vyjadfena jako 100%. V ptipadé
acetonu bylo zji$t€no, Ze u 11 sledovanych prepariti dochézelo k mirnému navySeni
hodnot, v 5 pfipadech jsou hodnoty formaldehydu a acetonu stejné a v 7 pfipadech dochézi

u acetonu ke sniZeni (viz tab. 4).

Tab. 4: Zmény v detekci GM1 gangliosidu pF¥i fixaci acetonem oproti fixaci formaldehydem
v histologickych prepardtech z kontrolnich zvitat 1-23. Hodnoty optické density barveni
GM1 zkaZdého zvifete po fixaci acetonem jsou vztahovdny k hodnoté po fixaci
formaldehydem (= 100%.)

TBA Aceton

[umol/] [%]
1. 27 112
2. 53 104
3. 6 104
4, 40 119
5. 91 120
6. 60 119
7. 76 122
8. 30 112
9. 19 105
10. 19 127
11. 18 116
12. 30 100
13. 14 100
14. 27 100
15. 13 100
16. 10 100
17. 16 88
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. 18. 70 96
19. 13 95
20. 25 95
21. 33 95
22, 11 91
23. 7 86

Vyisledky Mann- Whitnay Rank Sum testu:

Typ fixace | Poéet vzorkii |Median| 25% 75%

Formaldehyd 23 100,0 100,0 100,0

Aceton 23 100,0 95,3 115,0
P=03

ProtoZe naméfené hodnoty nebyly norméln€ rozloZeny, byl stanoven medi4dn u kontrolni
skupiny na hodnotu 100. Naméfené vysledky zmé&ny density barveni GM1 po acetonové
fixaci oproti fixaci 4% formaldehydem byly nevyznamné (P= 0,3).

Sledovéni vlivu koncentrace TBA na densitu barveni GM1

JelikoZ bylo publikovdno, Ze ndrist koncentrace celkovych Zludovych kyselin
(TBA) vkrvi miZe vést k zvySenym pfesuntim gangliosidi v rdmci jaterntho lalicku
i z cytoplasmatick€é lokalizace do sinusoiddlnf membridny, coZ bylo zjit€no
u intrahepatélni cholestdzy vyvolané ethinylestardiolem”, bylo sledovano i io, zda nastane
né&jaky vztah mezi TBA a densitou barveni GM1 gangliosidu.
U 23 kontrolnich vzorkt uk4zala regresni analyza line4rni z4vislost s vyznamnosti P= 0,01
(viz obr. 20).
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Obr. 20: Zdvislost Zlucovych kyselin na densité barveni GM1 gangliosidu u kontrolnich

potkanich vzorkii po acetonové fixaci vykazuje po regresni analyze linedrni pribéh. TBA

Jsou prezentovdny po logaritmické transformaci.

Aby bylo zji§téno vice poznatki o vztahu mezi TBA a densitou barveni GM1, byl soubor

vzorki roziifen o jaterni fezy z pfipadi cholestdzy indukované EE (5 mg/kg véhy zvitete

po dobu 5 a 18 dni). U téchto pfipadii doflo k vyraznému néristu TBA v séru zvifat.

Hodnoty z analyzy obrazu u cholestatickych vzorki jsou v tab. 5.

Tab. 5: Zmény v detekci GM1 gangliosidu pFi fixaci acetonem oproti fixaci formaldehydem

(= 100%) u cholestatickych vzorkii s cholestdzou indukovanou EE 5 dni (*) a 18 dni (**).

TBA Aceton
[umol] | [%]
24" 25 132
25.* 23 131
26." 87 109
27.* 64 113
28.* 72 138
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29.** 195 104
30.** 137 136
31.* 263 122
32.** 229 116
33.* 49 100
34.* 48 91
35.* 74 96
36.** 543 96

Line4arné regresni analyza vztahu mezi TBA a densitou GM1 po acetonové fixaci u vSech
vzorki (1 - 36) dosdhla hrani¢ni vyznamnosti (P= 0,06), viz obr. 21.
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Zmény detekce GM1 pfi acetonoveé fixaci

Obr. 21: Zdvislost Zlucovych kyselin na zméné mnoZstvi GM1 gangliosidu u kontrolnich
a cholestatickych potkanich vzorki po acetonové fixaci. Data jsou na obrdzku

po logaritmické transformaci.
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Roz3ifeni po&tu piipadil o vzorky z cholestatickych jater nevedlo k pfesv&d¢ivému diikazu,

Ze existuje spolehliva zdvislost mezi TBA a densitou v barveni GM1.

Dile byl studovén vliv pfidavku vody do acetonu. Kryostatové fezy byly fixovany
90% acetonem po dobu 15 minut. Z obrazku &islo 22 je patrné, Ze pfi porovnavani
vysledkd imunodetekce po formaldehydové fixaci a fixaci bezvodym acetonem dochézi
pouze kjemnym rozdilim v mikrostruktufe a nedochédzi k difuzi do okoli. Zatimco
pfi porovnani fixace formaldehydem a 90% acetonem dochézi k masivnéj§imu uvoltiovani
a rozmyvén{ pivodni lokalizace gangliosidu GM1.
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Obr. 22: Detekce gangliosidu GM1 B- podjednotkou choleratoxinu na Fezu z jater potkana
po fixaci:

(A) formaldehydem za pokojové teploty po dobu 5 minut

(B) bezvodym ledovym acetonem po dobu 15 minut

(C) 90% ledovym acetonem po dobu 15 minut

Fotografie byly poFizeny p¥i zvétSeni mikroskopu 780x.
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4.2.  Semikvantitativni _sledovani idiniku gangliosidu GM1
pri fixaci kryostatovych fezl acetonem

Za ucelem objektivniho posouzeni extrakce gangliosidu GMI1 pfi fixaci

kryostatovych fezi acetonem byla provedena extrakce acetonem ze skel s 12 paralelnimi
jaternimi fezy potkana adodatend extrakce smé&si C:M:V. Extrakty byly
po zakoncentrovani naneseny na HPTLC folie, na kterych byla provedena detekce GM1
pomoci CHT- B a S- Px- P. Modré z6ny znazoriiujici produkt GM1 vznikly reakci
peroxidasy s 1- chlornaftolem. Kromé& dominantnich positivnich z6n, zndzoriiujici GM1
gangliosid, se v nékterych drahdch nachromatogramu v blizkosti startu je$t€ objevuje
minoritni zéna znazoriujici GD1b gangliosid. Tento gangliosid B série reaguje s CHT- B
asi 20x slabégji. Jednotlivé modré zény GMI1 gangliosidu na chromatogramu byly
fotograficky dokumentovany (viz obr. 23 a obr. 24) a déle densitometricky proméfeny (viz
tab. 6 a 7).

Obrazek chromatogramu ¢&. 23 ukazuje extrahovatelnost gangliosidu GMI1
acetonem vychlazenym na teplotu -20 °C a acetonem pfi pokojové teploté. Z obrazku je
patrné, Ze tinik GM1 do acetonu je velmi maly, takZe z6na GM1 na drahich 2, 4, 7, 9, 11
al3 neni patrnd i pfi velmi citlivé detekci s ChT-B. VétSina GM1 se extrahuje
aZ pfi dodate¢né extrakci smési C:M:V (drahy 3, 5, 8, 10, 12 a 14). Tyto z6ny GM1 se bliZi
svoji velikosti a densitou pfimé extrakci GM1 smési C:M:V (drahy 1 a 6).

Obr. 23: Chromatogram extrahovatelnosti gangliosidu GM1 acetonem vychlazenym
na teplotu -20 °C a acetonem p¥i pokojové teploté. Jednotlivé drdhy obsahuji vzorky: 1 a 6
Ziskané pFimou extrakci C:M:V v poméru 10:10:1 v//v pFi pokojové teploté a dobé

extrakce 10 min., vzorky 2, 7 a 11 jsou ziskané extrakci ledovym suchym acetonem

vychlazenym na teplotu -20 °C, 15 minut, vzorky 3, 8 a 12 tvo¥i C:M:V extrakty
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po predeslé extrakci ledovym suchym acetonem; drdhy 4, 9, 13 odpovidaji extraktum
ze suchého acetonu pFi pokojové teploté a dobé extrakce 15 minut, drdhy 5, 10, 14 ndleZi

C:M_:V extraktim ziskanym po pFedeslé extrakci suchym acetonem p¥i pokojové teploté.

JelikoZ je densitometric metoda pouze semikvantitativni, je vyhodnoceni vysledkd
z nepatrnych a velkych z6én zatiZzeno samozfejmé€ chybou. Ve vysledcich byl zji§t€n dnik
gangliosidu GM1 do acetonu dopo¢itanim z rozdilu celkového C:M:V extraktu a z C:M:V
extraktu po pfedesl€ extrakci acetonem. Pfi vypoctu tiniku ze slabych téméf neviditelnych
z6n v acetonovych extraktech by byla do tohoto méfeni zanesena velk4 chyba. Vysledky

densitometrie chromatogramu jsou v tab. 6.

Tab. 6: Vysledky obsahu GM1 gangliosidu v jednotlivych extraktech po riznych typech

fixace a densitometrickém proméieni chromatogramu na obrdzku 23.

Typ fixace (extrakce) Extrakce gangliosidii [%] | Pocet experimentii (n)

C:M:V 100,0 n=2
Bezvody ledovy aceton 1,9 n=3
C:M:V extrakce po extrakci 98,1 £ 12,9 n=3

suchym ledovym acetonem

Bezvody aceton pri PT 3,8 =3

C:M:V extrakce po extrakci 96,2 + 10,0 n=3

suchym acetonem pfi PT

. -
. 1817 184

Obr. 24: Chromatogram p¥i dalSim experimentu extrahovatelnosti gangliosidu GM1 smési

C:M:V, suchym acetonem p¥i pokojové teploté a zavodnénym 90% acetonem pii pokojové
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teploté. Jednotlivé drdhy obsahuji vzorky: 15 a 20 ziskané p¥imou extrakci C:M:V
o poméru 10:10:1 v/v/v a dobé extrakce 10 minut; vzorky 16, 21 a 25 odpovidaji extraktim
ze suchého acetonu p¥i pokojové teploté a dobé fixace 15 minut, drdhy 17, 22 a 26
demonstruji C:M:V extrakty ziskané po extrakci suchym acetonem pf¥i pokojové teploté.
Pozice 18, 23 a 27 pFislusi extrahovanym vzorkim 90% acetonem pfi pokojové teploté
po dobu 15 minut a drdhy 19, 24, 28 odpovidaji C:M:V extraktiim po predeslé extrakci

90% acetonu p¥i pokojové teploté.

Tab. 7: Vysledky obsahu GM1 gangliosidu v jednotlivych extraktech po ruznych typech

fixace a densitometrickém proméieni chromatogramu na obrdzku 24.

Typ fixace (extrakce) Extrakce gangliosidi [%] | Pocet experimenti (n)
CM:V 100,0 n=2
Bezvody aceton p¥i PT 3,6 n=3
C:M:V extrakce po extrakci 96,4 + 4,6 n=3
suchym acetonem pfi PT
90% aceton pri PT 30,5+4,8 n=3
C:M:V extrakce po extrakci 69,5 +6,7 n=3
90% acetonem pfi PT

Pokojovd teplota (PT) v dobé experimentu byla v laboratoFi zméfena jako 25°C

Z naméfenych hodnot je patrné, Ze pfi pouZiti C:M:V v poméru 10:10:1 v/v/v
po pfedes€ fixaci bezvodym acetonem pfi PT se GM1 extrahuje z 96,2% a 96,4%. Z toho
vyplyv4, Ze pfi fixaci bezvodym acetonem pfi pokojové teploté je ztrdta GM1 gangliosidu
v acetonovém extraktu pfiblizné 3,8 a 3,6%. Pfi pouZiti C:M:V v poméru 10:10:1 v/v/v
po pfedeslé fixaci bezvodyma acetonem vychlazenym na teplotu -20°C ¢&ini zbytek
po pfedeslé extrakci GM198,1%. Za vyuZiti samotné fixace bezvodym acetonem
vychlazenym na teplotu -20°C dochézi{ ke ztrat€ GM1 gangliosidu z 1,9%. Pfi pouZiti 90%
acetonu za pokojové teploty je extrakce gangliosidu GM1 dokonce 30,5% a po pouZiti
C:M:V v poméru 10:10:1 v/v/v po pfedeslé extrakci 90% acetonem za pokojové teploty je
zbytek po extrakci GM1 gangliosidu 69,5%.
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5. Diskuse
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V poslednich letech roste zdjem o sledovéani GSL na bun&&né a subceluldrni Grovni
a nabyvaji na vyznamu mikroskopickd a ultramikroskopickd pozorovéini. Napfiklad
pfi sledovani glykolipidnich mikrodomén ,,raftd* jsou mikroskopické metody usp&3né&;jsi,
neZ izolace detergent resistentnich domén ultracentrifugaci, protoZe sim z4sah detergentt
méni fyziologickou situaci na povrchu buitky?®.

Pfi histochemickém prikazu gangliosidi byvd pouZivdna acetonovd fixace
na kryostatovych fezech. Na zéklad€ srovnani nefixovanych, formaldehydem a acetonem
fixovanych fezl bylo konstatovano, Ze po fixaci acetonem vychlazenym na 20°C po dobu
5 minut je barveni{ gangliosidi intenzivn&j§i, neZ po formaldehydu nebo na fezech
nefixovanych® a tk4ilové morfologie je dobfe zachovana. Dal3i préce uZivaji podminky
fixace acetonem stejné jako Kotani, aviak bez dalstho bliz&tho rozboru pouZitelnosti ** *°
nebo pouze s prostym konstatovdnim, Ze doSlo k zlepSeni permeabilizace, jak popsal
ve své studii S. Kusunoki®'. Podobn& se zmifiuji D. Chark aj.“'7 z laboratofe profesora
Lingwooda o rozpustnosti glykosfingolipidii u fezt z lidské ledvinové tk4né. V této studii
se v diskusi uvadi, Ze aCkoliv jsou glykolipidy a membranové fosfolipidy v ledovém
acetonu slab& rozpustné, pokud viibec, méla by byt imunolokalizace GSL po acetonové
fixaci interpretovdna se znafnou opatrnosti. I mald rozpustnost miZe byt dostalujici
pro difuzi glykosfingolipidi.

K odli¥nym z4vérim dospéli A. Schwarz a A. H. Futerman, kte¥{ ve své pfehledné
praci* konstatuji, Ze riizné fixaéni metody mohou vyistit v odli§né vysledky pki vlastni
detekci gangliosidi. Pozd&ji v metodické praci®® oznatili metabolicky GSL v bun&né
kultufe neurond [4,5-°H dihydrosfinganinem]. Po oprani bun&k fixovali fixanimi roztoky
formaldehydu, formaldehydu a acetonu, acetonu ¢&i methanolu. Zjistili, Ze po fixaci
acetonem byly [*H]-gangliosidy redukovény o 56% ve srovndni s kontrolnimi vzorky.
Po formaldehydové a nésledn€ acetonové fixaci byly redukovdny o 46% a fixace
samotnym formaldehydem redukovala hladinu takovychto gangliosidi pouze o 10%. (viz
obr 16). S touto analytickou praci pon€kud kontrastuji vysledky imunohistochemické
detekce, pfi niZ zfeteln€ nejvyrazn&j§i detekce gangliosidl byla po fixaci formaldehydem
a nisledn& acetonem, nikoliv po fixaci formaldehydové (viz obr. 15) v kapitole 1.12.

Podle pfedkladdanych vysledkd demonstrovanych na obrézcich 18 a 19 a podle
statistického vyhodnoceni analyzy obrazu lze konstatovat, Ze nebyla zjiSt€na vyznamni

zmé&na v barveni GM1 gangliosidu pfi fixaci bezvodym acetonem a 4% formaldehydem
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u kontrolnich fezti*potkana. Ve sledovanych histologickych preparitech je v n€kterych
pfipadech mimé& vyrazn&j§i barveni GM1 po fixaci acetonem. V jinych pfipadech je
vysledek stejny a v dal$ich pfipadech je vyrazné&j§i barveni GM1 po fixaci formaldehydem.
Statistické vyhodnoceni ukézalo, Ze vysledny rozdil je nevyznamny.

K diskusi je$t€¢ zbyv4d otdzka pfistupnosti protildtek ¢&i bakteridlnich ligandi
ke glykosfingolipidim. Ty mohou byt na bun€ném povrchu skryty a maskovény proteiny
& sacharidovymi &4stmi glykoproteind. A. Schwarz a A. H. Futerman ve své publikaci®
zmitiovali, Ze lep§i pfistupnost protildtek ke glykosfingolipidim je pfipisovédno
permeabilizaci bun&€k acetonem. Rozpor v jejich prici nastdvd vtom, Ze po fixaci
formaldehydem a nésledn€ acetonem se ztrdci podle biochemické analyzy 46%
gangliosiddi, ale pfitom imunohistochemick4 reakce v neuronech je siln&ji, neZ po fixaci
formaldehydové. To je moZné vysvétlovat bud permeabilizaci bun€k prdvé acetonem,
nebo odstran&nim cholesterolu. Chark*’ uvadi, Ze vazba verotoxinu 1B znaleného FITC
ke glykolipidu globotriaosylceramidu (Gbs;Cer) se stdvé zfetelnou aZ po fixaci acetonem,
nebo plsobenim metyl-B—cyklodextrinu, které mohou extrahovat cholesterol a steroidy.
Profesor Lingwood™ k této problematice pfipomind, e cholesterol miiZe brénit vazb&
nejen verotoxinu ke GbsCer, ale i choleratoxinu ke GM1.

Zaroveti se nepotvrdilo, Ze by v jaternich fezech hrél cholesterol vyznamnou roli
v potlateni detekce GM1 ve formaldehydem fixovanych fezech. Vysledky plynové
chromatografie u ndhodn& vybranych kontrolnich a cholestatickych vzorki jater neukézaly
vyrazny rozdil v analytickych hodnotdch cholesterolu. Ani histochemickéd detekce GM1
nevykazovala vyrazné rozdily. Z toho usuzuji, Ze odstranéni cholesterolu u jaterni tkané
neni naléhavé nutné, jak je to popisovéno ve vét§in€ doposud publikovanych praci. Tyto
price viak byly d&lany na mozkové tk4ni*?, mozkovych buitkéch® nebo Fezech
z ledvin®’, tak¥e je mo¥né, %e ve tkénich zkoumanych t&mito autory mohl byt obsah
cholesterolu vy, a tim jeho Gloha v potladeni imunodetekce vyznamné;si.

Chromatografickd analyza snéislednym densitometrickym vyhodnocenim
po detekci na TLC uk4zala, Ze ztrity gangliosidu GM1 po acetonové fixaci jsou kolem 4%.
Vysvétleni rozdili naSich vysledki od vysledkii Schwarze a Futermana®, kde uvadi
po acetonové fixaci ztrdtu 56%, mohou byt v tom, Ze v naSich experimentech byl pouZit
bezvody aceton pfi fixaci suchych kryostatovych fezi, kdeZto oni fixovali bun&&nou
kulturu neuronti. Uvnitf neuronti se nach4zi voda a v takovémto vodném nitrobuné&ném

prostfedi muselo nutn€ dochézet k postupnému néristu koncentrace acetonu od nulové
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do vysoké koncentrace, a tudiZz dochézelo k dniku gangliosidi do acetonu s vodou. Tuto
moZnost potvrzuji i pfedklddané vysledky, podle nichZ 10% vody v acetonu extrahovalo
gangliosid GM1 ze 30,5%. Navic zminé&n{ autofi pravdépodobné nepouZili bezvody aceton,
alespofti to neuvadé&ji. Vysvétleni je oviem hlavné ve vodném obsahu buné&nych kultur

ve srovnani se suchymi kryostatovymi fezy.
V souhlase s tim jsou i vysledky F. Smida*, ktery uvédi ztraty pfi pfipravé gangliosidt
z acetonové suSiny. Pfi vlévani vodného homogenédtu do 95% acetonu je ztrita asi 30%

a asi 20% pfi 99% koncentraci acetonu.

Pfi fixaci acetonem na histologickych fezech je dodrZeni bezvodosti acetonu
a suchych fezt nejdileZit€j§i podminkou. Dokonce pfi pouZiti vychlazeného acetonu je

nutné rychle pfendat fezy na chladnych sklech do exikdtoru, aby se zabrénilo rozmyti
gangliosidl vlivem vysrdZeni vzdu$né vlhkosti. Jako méné diileZité se jevi pouZiti riznych
teplot acetonu a délky fixace. P¥i pouZiti ledového acetonu miZe fixace trvat i 15 minut,
av8ak pfi pouZiti teplého acetonu dochézi k mirnému zvyraznéni reakce a zéroveii k lehké
difuzi barevného produktu.

Difuze GM1 gangliosidu z bun&nych membran do okoli je v optickém mikroskopu st&Z{
pozorovatelnd, pokud je pouZit pfi fixaci suchych kryostatovych fezii bezvody aceton.

Pfi 10% obsahu vody v acetonu oviem difuze gangliosidu patrn4 je.
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6. Zaver
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Histochemi¢ky prikaz GM1 gangliosidu na zdkladé reakce B- podjednotky
choleratoxinu neukdzal na jaternich fezech z potkana statisticky vyznamné rozdily
v densité barveni GM1 po fixaci acetonem a 4% formaldehydem. Analyza obrazu uk4zala
mirné kolisdn{ hodnot denzity na obé& strany a moZnou mirnou permeabilizaci.

Na rozdil od vysledkd popisovanych na mozkové tkéni, kde extrakce acetonem
muiZe vést k rozpousténi cholesterolu, a tim k zviditeln&n{ &i zaostfeni reakéniho produktu,
vysledky na jaternich fezech neukézaly zfetelny rozdil v densit€ zbarveni GMI1

gangliosidu.

Mikroskopickd pozorovéni jsme se snaZili dokézat i analyticky pomoci extrakce
kryostatovych jaternich fezll potkana acetonem za riznych podminek, naslednou
tenkovrstevnou chromatografif, imunobarvenim a densitometrii. Semikvantitativnim
sledovanim dniku GM1 gangliosidu do acetonu jsme zjistili, Ze hraje velkou roli vodnatost
pouZivaného acetonu. Pfi pouZiti bezvodého acetonu pfi teploté¢ +25°C a dobé& fixace 15
minut dochazi k extrakci gangliosidi maximéln€ kolem 4 %. K vyznamnym rozdilim
ve vysledcich dochdzi pfi pouZiti 90% acetonu, kde se ztraci pfibliZzn€ 30,5% gangliosidu
GM1. Ztoho vyplyv4, Ze nejdileZitéj§i podminkou pro minimélni extrahovatelnost
gangliosidl je pouZiti bezvodého acetonu a suchych kryostatovych fezd. Doba a teplota

fixace nehrajf tak dileZitou roli.

Navic se ndm podafilo nalézt vysvétleni rozdili mezi nasimi vysledky a vysledky
A. Schwarze a A. H. Futermana *, které jsou v tom, %e v naSich experimentech bylo
pouZito suchych kryostatovych fezli a suchého acetonu. Pfijejich experimentech byly
poZity buiiky obsahujici vodu a pfi stoupajici koncentraci acetonu od nuly muselo dochézet

k extrakci gangliosidi zavodn&€nym acetonem.
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