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SEZNAM ZKRATEK

kyselina arachidonova (z angl. arachidonic acid)

persiran amonny

kyselina asparagova

adenosin-5-trifosfat

bromenollakton

N,N’-methylenbisakrylamid

bromfenolova modf

albumin z hovéziho séra (z angl. bovine serum albumin)

t€lesna hmotnost (z angl. body weight)

cytosolicka frakce

kalmodulin lipid-vazajici doména

(z angl. calmodulin lipid-binding domain)

polovodi¢ovy prvek pro detekci svételného zareni

(z angl. charge coupled devic)

kritickd miceldrni koncentrace (z angl. critical micelar concentration)
1,2-diacylglycerol

dimethylsulfoxid

pocet bodii na palec (z angl. densitometric volume)
D,L-dithiothreitol

denzitometricky objem

metoda zesilené chemiluminiscence (z angl. enhanced
chemiluminiscence), obchodni znamka firmy Amersham
ethylendiamintetraoctové kyselina
ethylenglykol-bis(-aminoethylether)-N,N,N’ N’-tetraoctova kyselina
endoplasmatické retikulum

mastna kyselina, mastné kyseliny (z angl. fatty acid, fatty acids)
Golgiho aparat

dihydroxyacetonfosfat

glycin

glycerolfosfat



GSH.......ccoee..e. oxidovana forma glutathionu

GSSG ..o redukovana forma glutathionu
GSH-Px.........c...... glutathionperoxidasa
HE.....covvine. extrakt homogenatu
His..ooooveriieenneee histidin
HRP.........ccoeuuenee kienova peroxidasa (z angl. horse-radish peroxidase)
|3 ) proteiny tepelného Soku (z angl. heat shock proteins)
HW....oiines hmotnost srdce
THA ..o intermitentni vy8kova hypoxie (z angl. intermitent high altitude)
| | o Y inositol-1,4,5-trifosfat
LPL ..o lysofosfolipasa (z angl. lysophospholipasa)
LTs o leukotrieny
LPA. ..o lysofosfatidova kyselina (z angl. lysophosphatidic acid)
LV e leva komora srde¢ni
Mo membranova frakce
MAPK.......ccoceeuene mitogen aktivujici proteinkinasa
ME ....cccoovvinnnne extrakt membranové frakce
MITE.................... extrakt mitochondrialni frakce
MITO.......cccceuee.ee. mitochondriélni frakce
MnSOD................ manganova superoxiddismutasa
MW. . molekulova hmotnost (z angl. molecular weight)
Norererrerereeenens nuklearni-cytoskeletarni-myofibrilarni frakce
NAC.....cccovrene. N-acetylcystein
NC.oeereeene nitrocelul6zova membrana
NE ..o extrakt nuklearni-cytoskeletarni-myofibrilarni frakce
PA .. kyselina fosfatidové (z angl. phosphatidic acid)
PAF ..o krevni desti¢ky-aktivujici faktor (z angl. platelet-activating factor)
PAF-AH............... krevni desti¢ky-aktivujici faktor acetylhydrolasa
(a angl. platelet-activating factor acetylhydrolase)
PAP-1.....cocoeuuneee. na Mg®* zavisla fosfohydrolasa kyseliny fosfatidové
(z angl. Mg**-dependent phosphatidic acid phosphohydrolase)
PC..ieirene fosfatidylcholin
PE...oiinas fosfatidylethanolamin



| o S extrakt partikularni frakce

PGs...oveveveeenne prostaglandiny
PIP, ..o fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

(z angl. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)
Pl fosfatidylinositol
PKC.....coveenne proteinkinasa C
PLA ..o fosfolipasa A; (z angl. phospholipase A;)
PLA..eiieennen. fosfolipasa A; (z angl. phospholipase A>)
CPLA;..cccovvirrenne intracelularni cytosolicka fosfolipasa A,

(z angl. cytosolic phospholipase A7)
1IPLA; ot intracelularni na kalciu nezévisla fosfolipasa A,
(z angl. calcium-independent phospholipase A;)
SPLA,.......coueuun.... extracelularni sekretovana fosfolipasa A,

(z angl. secretoric phospholipase A;)

| 4 ) > fosfolipasa B (z angl. phospholipase B)
PLC...cooviiieene fosfolipasa C (z angl. phospholipase C)
PLD.....covvrernennne fosfolipasa D (z angl. phospholipase D)
PMA......ccovureen. forbol-12-myristat-13-acetat

PMSF.....ccccoeveneee fenylmethylsulfonylfluorid

PO2 e parcialni tlak kysliku

PS . fosfatidylserin

ROS....oceiiiene reaktivni molekuly kysliku (z angl. reactive oxygen species)
149) 11 PR otaCky za minutu (z angl. revolutions per minute)
RV e prava komora srde¢ni

S septum

SDC.....coveriiennen deoxycholat sodny

SDS...ooiiinee dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE .......... elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného (z angl. sodium dodecy! sulfate-

polacrylamide gel electrophoresis)

S.EEM. ... stfedni chyba priméru (z angl. standard error of the mean)
NI SN serin
SOD ...cccvcieienene superoxiddismutasa (z angl. superoxide dismutase)



kyselina trichloroctova
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

threonin

8-bitovy format pro soubory bitmapovych obrizki (z angl. tagged
image file format)

tumor necrosis faktor
tris(hydroxymethyl)aminomethan

thioredoxin

fyziologicky roztok pufrovany Tweenem 20
tromboxany

Triton X-100

fedéni objem/objem (z angl. volume/volume)
fedéni hmotnost/objem (z angl. weight/volume)
homogenizaéni pufr se sacharosou

homogenizaéni pufr se sacharosou a Tritonem X-100
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1. UVOD

Mezi civilizaéni onemocnéni, kterd souviseji se Zivotnim stylem moderni doby
a jsou hlavni pfi¢inou nemocnosti a imrti, patii kardiovaskularni onemocnéni. Pod tento pojem
zahmujeme napf. aterosklerézu srde¢nich tepen, cévni a mozkové ptihody a infarkt myokardu.
Hlavnimi pfi¢inami téchto chorob jsou genetické dispozice a fada skute¢nosti, které ovliviiuji
na$ kazdodenni Zivot (nadméma konzumace jidla, nedostatek pohybu, alkohol, cigarety,
zvySena stresova zat€z). Choroby srdce a ob&hového systému jsou nejéastéj$i pfi¢inou
tmrti obyvatel rozvinutych zemi svéta véetné Ceské republiky, zv1asté ischemické choroba
srde¢ni a infarkt myokardu. Za naprostou vétSinou kardiovaskuldmich onemocnéni stoji
koronarni aterosklerdza.

V soutasné dob€ se soustfeduje velké usili na objasnéni pfiin a mechanismi
srde€nich onemocnéni. Hledaji se cesty, kterymi lze zvysit odolnost srde¢niho svalu proti
ischemickému poskozeni. V dne$ni dob¢ je jiZ zndmo nékolik zplsobi indukce endogenni
protekce myokardu wii¢i poSkozeni — jde zejména o tzv. preconditioning a adaptaci
myokardu na chronickou hypoxii.

Preconditioning jsou opakované kritkodobé epizody ischémie. Kardioprotektivni
ptisobeni preconditioningu trva fadové hodiny, zatimco v myokardu adaptovaném na chronickou
hypoxii pfetrvava protektivni efekt dny, tydny aZ mésice. Adaptace na chronickou hypoxii
dlouhodobé zlepSuje odolnost myokardu vi¢i akutnimu ischemicko/reperfiznimu poskozeni.
Mechanismy té€chto jevii viak nejsou podrobné znamy.

V laboratoti Vyvojové kardiologie Fyziologického tistavu AV CR bylo prokazano,
Ze adaptace na dlouhodobou chronickou hypoxii snizuje vyskyt a zavaznost ischemického
a reperfuzniho po3kozeni, vyznamné snizuje velikost infarktového loziska a zlepSuje
opravu kontraktilni funkce myokardu b&hem reperfize.

V procesu adaptace na chronickou hypoxii hraje roli celd fada enzymu. V nasi
laboratofi bylo prokdzano, Ze po adaptaci na chronickou hypoxii se zvySuje relativni
mnoZstvi proteinkinasy C & (PKC8) v myokardu potkana, zatimco v ptipad€ proteinkinasy
€ (PKCe¢), ktera se vyskytuje zejména na membranach, dochazi k poklesu jejiho relativniho
mnozstvi. Dale bylo prokdzano, Ze vyznamnou roli hraji ROS, jejichz zvySena produkce pfi
adaptaci na chronickou hypoxii je provazena vzestupem relativntho mnoZstvi manganové
superoxiddismutasy (MnSOD) v srdci, ktera chrani fosfolipidy pfed oxida¢nim poskozenim.
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V diplomové praci jsme vychézeli z hypotézy, Ze by se mohla na mechanismu
protekce vyvolané v srde¢nim svalu po adaptaci na chronickou hypoxii také podilet na
kalciu nezavisla fosfolipasa A, (iPLA;), ktera miiZe ptisobit, jak protektivné pfi remodelaci
poskozenych bunéénych membran, tak neptiznivé tim, Ze za riznych patologickych stavii
degraduje membranové fosfolipidy za soutasné produkce metabolitii s detergenénimi ucinky.
Z celé tady praci vyplyva, Ze cilend farmakologickéa regulace aktivity iPLA; v myokardu
by mohla znamenat novy terapeuticky pfistup pfi ochrané myokardu v podminkach
ischémie/reperfize.

Diplomova prace byla vypracovana na Katedie biochemie Prirodovédecké fakulty
UK ve spoluprici s Odd&lenim vyvojové kardiologie Fyziologického tustavu AV CR

v Praze.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Protekce ischemického myokardu

Slovo ischémie vzniklo z feckého ischo (= zadrzuje) a haima (= krev). Jedna se
o patologicky stav po ¢aste¢ném nebo uplném pferueni krevniho toku v organech nebo
¢astech téla, ktery vede k jejich poskozeni az odumieni — zejména v disledku hypoxie. Jde
o nedostatek kysliku a Zivin ve tkani spojeny s hromadénim odpadnich produkti. Vlivem
ischémie dochézi k rozvoji strukturdlnich, funkénich a metabolickych zmén, které vedou
k poklesu kontraktilni funkce myokardu, pfiCemZ se objevuji arytmie a v koneném
disledku dochézi ke smrti myocytii a srde¢nimu selhani V. Ischémie miiZe ireverzibilng
poskodit srde¢ni buiiky. Paradoxem je, Ze k nejvét§imu poskozeni ischemickych bun¢k
dochézi pravé pii reperfuzi neboli obnoveni pritoku krve v uréité oblasti organismu, coZ
vede ke zvySené kontrakci myokardu a poskozeni membrén .

Tkan myokardu se dokaze branit proti poSkozeni aktivaci vlastnich endogennich
protektivnich mechanismi. V dne$ni dob€ jsou nejefektivn&j$imi zpisoby protekce
myokardu wii¢i poSkozeni kratkodobd adaptace na sérii kratkych ischemickych epizod

(preconditioning) a dlouhodoba adaptace myokardu na chronickou hypoxii.
2.1.1. Preconditioning

Murry a spol. v roce 1986 @) poprvé popsali jev oznaCovany jako preconditioning.
Jde o protektivni adaptaéni mechanismus vyvolany kratkymi periodami ischémie, které
jsou oddé€lené periodami reperfize. Tato endogenni protektivni adaptace chrani myokard
pted poskozenim v prib¢hu nésledujici dlouhodobé ischémie. Ackoliv je preconditioning
od svého objevu intenzivné€ studovan, stale neni objasnén jeho mechanismus. Protekce, jez
byla dosazena preconditioningem, je pouze pfechodna a probiha ve dvou fazich:

1) Prvni, tzv. klasickd forma preconditioningu trva asi 2 — 3 hodiny po aplikaci

spoustéciho ischemického podnétu.
2) Druha, tzv. druhé okno protekce nastdva pfiblizné 12 — 24 hodin po

ischemickém podné&tu a ochrana jim poskytovana trva 3 — 4 dny ¢
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Preconditioning lze simulovat také fadou farmakologickych latek — jde o tzv.
farmakologicky preconditioning. Patfi sem opioidy, adenosin, ethanol, bradykinin ®),

a dale také forbol-12-myristat-13-acetat (PMA) a 1,2-dioktanoyl-glycerol ¢,

2.1.2. Chronicka hypoxie

Slovo hypoxie vzniklo zfeckého hypo (= pod) a oxygenium (= kyslik). Jde
o nedostatek kysliku v télesnych tkanich nebo v celém organismu, v jehoZ diisledku dochézi k
omezeni ¢innosti pfislu$né tkané.

V literatufe se Casto zaméfiuji pojmy ischémie a hypoxie. Oba dva jevy jsou
charakterizovany sniZenou dodévkou kysliku do myokardu. Pfi hypoxii je zachovavan
koronarni pritok, zasobeni myokardu substraty a odstrafiovani odpadnich produkti
(napf. laktat, H" a K*). Pfi ischémii je prerufen ptivod substriti do postiZené oblasti,
nejsou odvadény odpadni produkty metabolismu a dochazi k poklesu pH v cytoplasmé @,
Zatimco ischémie postihuje pouze tu oblast, kde bylo zasobeni krvi pferu$eno uzavienim

artérie, hypoxie postihuje vétSinou cely myokard ®.

Dle ¢asového hlediska lze hypoxii rozdélit na:
= akutnf — hypoxicky podnét plisobi minuty, hodiny, maximéln& n€kolik dni
» chronickou — hypoxicky podnét plisobi tydny, mésice aZ roky

Hypoxie je zptiisobena $patnou funkci nékterého ¢lanku pfi transportu kysliku k buitkdm,

proto se dle p¥i¢in vzniku d&li na @

* hypoxemickd — parcidlni tlak kysliku v arteridlni krvi je sniZen nebo je nizka
koncentrace kysliku ve vdechovaném vzduchu (patfi sem i hypoxie vyvolana
vysokou nadmoiskou vyskou), krev nemiiZze byt dostate¢né okysli¢ena

= cytotoxickd — dodavka kysliku je dostate¢na, ale jeho vyuziti mitochondriemi je
inhibovéno toxickymi latkami

= anemick4 — parcidlni tlak kysliku je normalni, ale je sniZena transportni kapacita
krve pro kyslik, zptisobuje ji nedostateény pocdet krvinek nebo $patna funkce
hemoglobinu

» ischemickd (cirkulaéni) — vznikd nedostate¢nym pritokem krve kapildrami,

nastava napf. pfi selhani srdce
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* hypoxie zpisobend pFili§ dlouhou difizni drahou - tkan hypertrofuje bez
sou¢asného zvyseni hustoty kapilar
= histotoxickda — buiiky nejsou schopné kyslik zuZitkovat, nastdvd napf. pfi otravé

alkoholem, drogami nebo jinymi latkami

Viechny vySe uvedené druhy hypoxie maji své fyziologické a patologické
projevy — napf. hypertrofie pravé komory srde¢ni, plicni hypertenze, akutni infarkt
myokardu, chronické ischemicka choroba srde¢ni, cyanéza apod. !?. Existuji pouze dva
piipady, kdy lze hypoxicky stav povaZovat za pFirozeny fyziologicky jev ®:

» fetalni myokard

cey

> myokard obyvatel trvale Zijicich ve vysokych nadmoiskych vyskach

Odolnost srdce proti poskozeni miiZze byt zvySena po adaptaci na chronickou
hypoxii. Pfikladem je adaptace srdce na chronickou hypoxii ve vysoké nadmotské vysce.
Od 50.1et 20.stoleti je znamo, Ze u lidi Zijicich ve vysoké nadmoiské vy3ce je pozorovan
niz8i vyskyt infarktu myokardu V. Adaptace zpiisobuje fadu funk&nich a strukturdinich
zmén, jeZ slouzi k zachovani homeostazy.

V fad€ studii bylo zi$t€no, Ze na myokard plsobi i¢inné¢ nejen permanentni chronicka
hypoxie ?, ale i hypoxie pferufovand (intermittent high altitude hypoxie — IHA) V.
Pieru$ované pisobeni hypoxického podnétu nékolik hodin denné po né&kolik dni (napf.
4 hodiny denng, 24 expozic) "'V vede jak k pozitivnim, tak i negativnim disledkim
adaptace na chronickou hypoxii (1% 319,

Termin ,vysokd nadmoiska vy¥ka“ neni presné definovan. Rada laboratofi
povazuje vysku 3000 metrii nad mofem za minimalni vy$ku pro rozvoj hypoxickych zmén
u ¢loveéka. V dalSich studiich bylo prokazano, Ze k fyziologickym a patologickym zménadm

myokardu miZe dochazet i v mnohem niz$ich nadmotskych vyskach ¢%.
2.1.2.1. Kardioprotektivni u¢inky chronické hypoxie
Kardioprotektivni u¢inky chronické hypoxie na vysokou nadmoiskou vysku se

projevuji zmensenim velikosti infarktového loZiska, poklesem ischemickych arytmii,

pfedevs§im tachykardii a také zlepSenim obnovy kontraktilni funkce myokardu b&¢hem
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reperfuze % ' '®) Tyto a dalsi studie prokazaly, e myokard adaptovany na vysokou
nadmoiskou vy$ku je mnohem odolné&;j§i vii¢i projeviim akutniho ischemického poskozeni.

Stéle neni zcela znam detailni mechanismus ptsobeni chronické hypoxie, nicméné
jsou znamy nékteré okolnosti, jeZ ptispivaji k protekci srdce vii¢i ischemickému poskozeni
— patfi mezi n€ napf. ekonomi¢t€j$i vyuziti energetického metabolismu, plicni adaptace,
krevni zasobeni myokardu a koronarni priitok.

Pfi adaptaci na chronickou hypoxii dochazi ke zménam energetického metabolismu
vsrde¢nim svalu. Tyto zmény znamenaji narist kapacity aerobniho metabolismu, coZ je
doprovazeno zvySenim po¢tu mitochondrii a jejich zvySenou schopnosti produkovat energii, vy$si
koncentraci nebo aktivitou mitochondridlnich enzymi a cytochromu, a tim i vy$§i u¢innosti
oxidaéni fosforylace ®.

Dochazi i k adaptaci plic. Vdechovéani vzduchu se snizenym obsahem kysliku ve
vysokych nadmoiskych vy$kich vyvoldva v plicich zmény, jez vedou ke zvySeni
alveolami koncentrace kysliku, a tim i k lep$imu syceni erytrocyti. Vlivem téchto zmén
maji lidé Zijici ve vysokych nadmoiskych vyskach zvét§eny aktivni povrch plic, zvySeny
plicni objem a difiizni kapacitu plic pro vyménu plyni .

Adaptace organismu na chronickou hypoxii ve vysoké nadmoiské vysce vede ke
zménam cirkulace krve. V srdci se reflexivné zvySuje ob&h krve, ¢imZ dochdzi ke kompenzaci
nedostatku kysliku v dané tkani. Dlouhodobé pisobeni vysoké nadmotské vysky vede ke
zmé&nam krevniho sloZeni a cévniho zasobeni. K rtistu transportni kapacity krve pro kyslik
dochazi zvyenim koncentrace hemoglobinu ®.

V pocatcich adaptace také dochazi ke zvySeni srde¢ni frekvence, minutového
vydeje a ke zmé&ndm v orgénové distribuci krve, pfednostné€ jsou ale kyslikem zasobeny
organy (srdce, mozek), které jsou dileZité pro preziti organismu ®.

DileZitou roli v protekci myokardu adaptovaného na vy$kovou hypoxii mohou hrét
i eikosanoidy — mediatory zanétlivého procesu. Poklesne-li tlak kysliku v srdci, dochazi ke
zvySeni syntézy vasodilataénich prostacyklini a nasledné ke zvySeni koronarniho priitoku
%) Adaptace na chronickou hypoxii spousti syntézu tzv. stresovych proteini (,heat shock
proteins“ — HSP). Tyto bilkoviny b&hem ischémie do¢asné chrani Zivotn€ dileZité
intracelularni struktury a bunééné &innost je po ukonceni stresu obnovena @9 Chronické
hypoxie také ovliviluje autonomni nervovy systém a endokrinni zlazy. Na poc¢atku adaptace sice
dochazi ke zvySeni adrenergni aktivity, ale potom postupné ke sniZeni citlivosti myokardu

k P-adrenergnimu pusobeni katecholamini poklesem hustoty B-adrenergnich receptort,
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coZ je jeden z moznych antiarytmogennich mechanismi pfi ischémii V. Adaptace miiz
vyvolat i hypothyreézu. Pfi poklesu koncentrace thyroidnich hormonti se zvySuje schopnost srdce

vyuZivat energii, naopak hyperthyreéza zvysuje citlivost myokardu k ischémii 2.

2.1.2.2. Dalgi diisledky adaptace na vysokou nadmoi¥skou vy$ku

Vlivem adaptace na chronickou hypoxii dochédzi ke konstrikci plicnich arteriol
a k nasledné prestavbé jejich stény. Nasledkem je plicni hypertenze, ktera ovliviiuje pravou
komoru srdeni. Dochazi k jejimu petizeni a vzniku hypertrofie " *). V potatku svého
vzniku je hypertrofie povaZovéna za pozitivni adapta¢ni proces, jenZ umoziiuje do¢asnou
kompenzaci zvySené zatéze ®¥. Nicméng i tak je plicni hypertenze a hypertrofie pravé
komory negativnim disledkem adaptace na IHA hypoxii, které mohou v koneéném
disledku vést aZ k srdeénimu selhani. Studie s potkany adaptovanymi na IHA hypoxii
prokazaly morfologické zmény myokardu véetn€¢ vzniku drobnych nekrotickych loZisek
pfevazné v pravé komote @¥.

U vétSiny Zivoi§nych druhti, v&etné Elov€ka, se plisobenim vyskové hypoxie
vyvine vyraznd polycytémie neboli trvale zvySeny pocet Cervenych krvinek a krevniho
barviva ®>. Vlivem polycytémie se zvySuje krevni viskozita, a tim i z4t&% srdce.

Adaptace na chronickou hypoxii je také spojena se zvySenym oxidadnim stresem
(1 Zvysena produkce ROS a oxidaéni poskozeni tkani je zahmuta v patogenezi hypoxické
plicni hypertenze V. Zda se, ze ROS ptispivaji k ischemicko/reperfiiznimu poskozeni
v normoxickych srdcich potkani, ale na druhou stranu se u¢astni i protektivniho mechanis-
mu, ktery vyvolava chronick4 hypoxie ‘. Tsujimoto a kol. také dokézali, Z¢ chronicka

hypoxie miize indukovat apoptézu @9,

2.1.2.3. Reversibilita zmén vyvolanych adaptaci

Adaptace organismu na chronickou hypoxii zvy3uje schopnost organismu udrzet si
odolnost vii¢i akutnimu nedostatku kysliku pomémé dlouho po ukonéeni adaptace.

Pfi navratu do normoxickych podminek se zmény vyvolané adaptaci na chronickou
hypoxii ve vysokych nadmotskych vyskach (polycytémie, pokles té€lesné hmotnosti, pravo-
stranna srde¢ni hypertrofie, plicni hypertenze, metabolické zmény) vraci za ur€itou dobu

k normalnim hodnotam.
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Télesna hmotnost zvifat se v experimentu vratila ke kontrolnim hodnotam po dvou
tydnech po ukonceni hypoxie 19 Hmotnost pravé komory, tlak v malém ob&hu a koncen-

trace hemoglobinu se vrétily k piivodnim hodnotam aZ o dva tydny pozdgji % %27,

2.1.3. Reaktivni formy Kkysliku (ROS)

Aerobni buiiky produkuji ROS jako vedlejsi produkty riznych metabolickych
procesi. ROS jsou vysoce reaktivni molekuly s relativné kratkou Zivotnosti. Nejveétsim
zdrojem ROS jsou mitochondrie, které spotfebuji vice nez 90 % kysliku uzivaného
butikou, nebot’ jsou jejim respiratnim a energetickym centrem @ 3%, ROS vznikaji
zejména v komplexu I a komplexu III dychaciho fetézce ®® V. Dale jsou endogennimi
zdroji ROS napf. cytochrom P450, xanthinoxidasa, cyklooxygenasa, lipooxygenasa,
NAD(P)H-oxidasa. Mezi exogenni zdroje ROS patfi primyslové zplodiny, radioaktivni
zafeni, UV zafeni apod.

Redukci jednoho elektronu molekuly O, vznika superoxidovy radikal O, , ktery je
pfi fyziologickém pH jen mimé& reaktivni @8, 29, 32. 33) Muze snadno dismutovat, bud’
samovolng, nebo vlivem SOD enzymi % 23233 Dismutace jsou oxidaéni reakce mezi
organickymi molekulami. Dismutaci O, ~ zpravidla vznika H,O, (28,29.32.33) 'y ptitomnosti
redoxnich kovovych iontl (napt. Fe, Cu) se miize H,O, homolyticky §tépit, to znamena,
Ze vznika vysoce reaktivni hydroxylovy radikdl HO-, nejnebezpetnéjsi produkt ROS (viz

obrazek &.1) ?%3233),

Obrazek &.1 — Postupna redukce molekuly kysliku ¢4

0,5 0,3 H,0,-% HO" + H,0 > H,0

kyslik superoxidovy peroxid hydroxylowy
radikal vodiku radikal
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Tyto radikdly mohou byt eliminovany pomoci antioxidanti (viz obrizek ¢.2).
Antioxidanty jsou klasifikovany dle mista produkce na endogenni (napf. superoxid-
dismutasa, katalasa, glutathionperoxidasa) a exogenni (vitamin E, vitamin C, selen aj.). Je
prokazéno, Ze antioxidanty mohou pisobit n€kolika mechanismy %),

a) inhibuji tvorbu ROS

b) vychytavaji ROS a jejich prekurzory

¢) zmimuji katalyzu pii produkci ROS prostfednictvim vazby kovovych
iontd

d) zvysuji produkci endogennich antioxidantt

e) redukuji pocet apoptotickych bun&k

Obrazek ¢.2 — Zdroje ROS a intracelularni antioxida¢ni obrana

NADPH oxidasa » OH
Kpoo: asa UV 2&Feni Y
cykiooxygenasa Fentonova reakce,
cytochrom P450 Haber-Weissova reskce
(Cu,Fe)
xantinoxidasa ketalasa
0 ——= > HO, > HO
| 8 rlin xantin ‘superoxiddismutasa
xantin kyselina moové :
:
]
H
:
:
NADH- §
dehydrogenasa f :
b4
’
”

o HO TRX TRX
NAD* 2 "2
(red) naDP* N (ox)
Reuf4
(ox) (red)

GSH - oxidovana forma glutathionu, GSSG — redukovana forma glutathionu, TRX —
thioredoxin ©%.
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Pfi oxida¢nim stresu dochdzi mj. k peroxidaci fosfolipidi (viz. kapitola 2.2.2.3.)
a oxidaci thiolovych skupin proteind, ¢imz dochazi ke zménam propustnosti a struktury
membrany !®. ROS také stimuluji uvolnéni AA ®® a cytokinii z ischemickych bungk,
které zvySuji adhezi molekul, mobilizaci a aktivaci leukocyti, krevnich destiek, coZ
v dusledku produkuje dalsi ROS @n, Bylo prokézano, Ze zvySena koncentrace super-
oxidovych radikalii ptispivé k rozvoji aterogeneze ©®.

Oxidac¢ni stres zpisobuje poSkozeni bunéné struktury, kterd vede k nevratnym
zménam bunéfného metabolismu. Zvysena produkce ROS pfispiva k n€kterym fyziologic-
kym a patologickym procestim — napf. stirnuti bun€k, karcinogenezi, neurodegenerativ-

nim chorobdm a k poSkozeni bun¢k béhem ischémie a reperfize.
2.1.3.1. N-acetylcystein (NAC)

NAC je acetylovana forma aminokyseliny L-cysteinu. Tato slou¢enina obsahuje
sulfuhydrylovou (-SH) skupinu. V organismu se rychle vstfebidvd do riznych tkani.
Metabolismus a deacylace NAC probihd v tenkém stfevé a jatrech . Vysledkem tohoto
metabolismu je zabudovani NAC do proteinovych fetézcli a tvorba riznych metaboliti
NAC ©. Pouze malé procento neporusené molekuly NAC ptechazi do plasmy a nasledné
do tkani ©**9_ Sulfuhydrylova skupina je zodpové&dna za velkou &4st metabolické aktivity
NAC, zatimco acetylovana aminoskupina stabilizuje slouteninu pted oxidaci ©* ),

Utinky NAC jsou pfedeviim ve schopnosti redukovat extraceluldrni cystin na
cystein. NAC piisobi také jako zdroj SH-skupin, ¢imZ miize NAC stimulovat syntézu GSH,
zvySit aktivitu glutathion-S-transferasy a napomahat detoxifikaci. Dale také vychytava
ROS, jeZ jsou schopné sniZit koncentraci superoxidového anionu (O, ) '®), hydroxylového
radikilu (OH-) a peroxidu vodiku (H,0,) ©* ** *¥). Aplikace NAC zvy3uje koncentraci
GSH v tkani . NAC je vyznamnym zdrojem Cys pro syntézu GHS — litky podilejici se
na spravném redoxnim prostfedi buitky “¥. P¥edeviim timto mechanismem piisobi NAC
antioxidacné.

NAC ma rizné klinické pouZiti — napf. pfi srde¢nich chorobach, rakovinég, respirac-
nich onemocnénich, nemocech spojenych s koufenim, chtipce, HIV viru, pfedavkovani
acetaminofenem (paracetamolem), alkalickém poSkozeni jicnu, epilepsii, chelataci té¢Zkych

kovii @9,
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Nekteré studie ukazuji protektivni vliv NAC vici ischemicko/reperfiznimu
poSkozeni prostfednictvim sniZeni koncentrace homocysteinu a lipoproteini pomoci
disociace jejich disulfidickych mistkd ©* > 9. Vysoké koncentrace homocysteinu a lipo-
proteini totiZz zvySuji nachylnost ke kardiovaskuldrnim chorobdm. Na srdce ma pozitivni

dopad i zvySena syntéza GSH vlivem NAC, popf. schopnost NAC vychytavat ROS % 47

48)

Adaptace na chronickou hypoxii zvy$uje mnozstvi ROS *. Zd4 se, Ze v procesu
adaptace na chronickou hypoxii hraje roli celd fada enzymi. Bylo prokazéno, Zze ROS
zvySuji relativni mnoZstvi manganové superoxiddismutasy (MnSOD) v srdci ©?, ktera
chrani fosfolipidy pfed poskozenim. Nasim cilem bylo zjistit, zda ROS piisobi i na iPLA,,

ktera je vyznamna pii remodelaci membranovych fosfolipidi.
2.1.3.2. ROS a jejich role v signdlnich kaskddach

Studie v poslednich letech zjistily, Ze je mnoho intracelularnich signalnich drah
regulovano pravé ROS (hlavné O, ~ a H,0,) ®®. Redoxni reakce, pti kterych se produkuji
ROS, jsou povaZovany za velice dilezité mediatory pfenosu signdlu zahrnuté v regulaci
bun&ného ristu a diferenciace ©'* 2.

Ackoliv jsou ROS zapojeny do mnoha signdlnich drah, zatim se nepodafilo
podrobné objasnit molekuldrni cile jejich itinku ©*. Nicmén& exogenni ROS mohou
aktivovat MAPK (mitogen aktivujici proteinkinasy) signdlni kaskady (drahy: ERK '3,
JNK, p38 MAPK) ©> %) INK a p38 jsou na rozdil od ERK % pievaZn& aktivovany
stresovym impulsem, ktery zahrnuje i oxida¢ni stres.

ROS mohou byt také zahmuty do specifickych signalnich kaskad, které vedou
k apoptoze (26)

poslednich studii ROS aktivuji MAPK, které nasledn& aktivuji PLA; %%, V pozdgjsi fazi
(56)

, coZ v polatetni fazi ischémie miZe byt kardioprotektivni, protoze dle

ischémie aktivita PLA, klesa
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2.2, Fosfolipasy

Fosfolipasy patfi do skupiny enzymi hydrolas — podileji se tedy na hydrolyze

fosfolipidi. Pro své biologické funkce jsou Zivotné diileZité.

Fosfolipasy — biologické funkce:

1) produkce signdlnich molekul

= fada fosfolipas se i¢astni pii tvorbé prostaglandinti — medidtord zanétu

2) kontinudlni remodelace membran

® udrzuji membranovou homeostizu — zaji$t'uji spravné sloZeni, a tim i funkci
biologickych membran
3) traveni Zivin
= pomahaji travit fosfolipidy, které pfijimdme v potravé (hlavné€ sekretorické
fosfolipasy)
4) ochrana pfed bakteridlni infekci

» nékteré fosfolipasy maji schopnost proniknout membranou a opravit ji
5) slozka toxini (pt. hadi jed

* byly identifikovany v fadé jedu

Fosfolipasy ptisobi na interfazi lipid — voda, maji tedy nizkou specifitu pro
monomerni substrat. Substrat musi piekonat tzv. kritickou miceldrni koncentraci (CMC).
Nad tuto vymezenou hodnotu koncentrace se monomemi substraty shlukuji do micel, resp.
dvojvrstev. Vliv na hodnotu kritické micelarni koncentrace ma i mnoZstvi hydrofobnich,
resp. polarnich skupin ve struktufe lipidu. Fosfolipasy se nefidi kinetikou dle Michaelise
a Mentenové (viz obrazek ¢.3).

Fosfolipasy se li§i mistem a mechanismem pisobeni, funkci a regulaci. Podle mista
ucinku na molekule substratu se fosfolipasy déli do &tyt zdkladnich skupin (viz. obrazek
¢.4).
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Obrizek &3 — Zavislost aktivity fosfolipasy a nespecifické esterasy na koncentraci

substratu

o tsterasa
T8 .
3 fosfolipasa
-
2,
E
yd
.:é'
& CMC
o M
=
£
(2]

1

1 2 3

koncentrace substratu (arbitrami jednotky)

Esterasa se Hdi hyperbolickou kinetikou dle Michaelise a Mentenové pro rozpustny
substrat, zatimco fosfol%)asa vykazuje plnou aktivitu az nad CMC (kritickd micelarni
koncentrace) substratu 7.

Obrizek &.4 — Plusobeni jednotlivych typu fosfolipas na molekule fosfolipidu

Ay

Ny

o H,C-0-CR,

i I
RC—-0~- ?H %
A; o)
C D

A = fosfolipasa A;, A, = fosfolipasa A, B = fosfolipasa B, C = fosfolipasa C, D = fosfo-
lipasa D ©¥,
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2.2.1. Fosfolipasy v myokardu

V srde¢ni tkani se vyskytuji fosfolipasy A,, C, D a lysofosfolipasy. Fosfolipasy A,
hydrolyzuji esterovou vazbu na druhém uhliku molekuly fosfolipidu, fosfolipasy C atakuji
diesterovou mezi tfetim uhlikem glycerolu a fosfatem, fosfolipasy D katalyzuji odtrZeni
béze v molekule fosfolipidu a lysofosfolipasy §t€pi zbyvajici FA po ptisobeni fosfolipasy
A nebo fosfolipasy A,.

2.2.1.1. Fosfolipasy C a D

Fosfolipasy D (PLD) katalyzuji odtrzeni baze v molekule fosfolipidu. Jejich
hlavnim substratem je fosfatidylcholin (PC). Reakci vznika kyselina fosfatidovad (PA)
a cholin. Sav¢i PLD se uéastni hlavné pienosu signalu.

Fosfolipasy C (PLC) katalyzuji rozklad glycerofosfatové vazby na tfetim uhliku
a jsou specifické zejména pro fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP,). Reakce produkuje dva
intraceluldrni posly — DAG a inositol-1,4,5-trifosfat (IP3). DAG zprostfedkovava aktivaci

PKC a IP; mé vliv na uvolné&ni Ca®" ionti ©* 60,

2.2.1.2. Fosfolipasy A,

Fosfolipasy A, (PLA;) (EC 3.1.1.4) jsou 2-acyltransferasy, které hydrolyzuji acyl-
esterovou vazbu na druhém uhliku molekuly fosfolipidu, ¢imZ dochazi k uvolnéni FA
(napf. AA) za vzniku 2-lysofosfolipidu.

Fosfolipasy typu A, se déli dle molekuldrnich charakteristik do jedenacti tfid
(I — XI) (viz tabulka ¢&.1), do nichZz patfi PLA,, které funguji extracelularng, jde o sekre-
torické na vépniku zavislé fosfolipasy A, (SPLA;), a ty které funguji intracelularné —
cytosolické na vapniku zavislé fosfolipasy A, (cPLA;) a na vépniku nezavislé fosfolipasy
A; (iPLA,). Lidi se substratovou specifitou, pozadavkem Ca®* iontii a modifikaci lipid.

V srde¢ni tkéni jsou ptitomné tfidy II a V sPLA,, tfida IV cPLA,; a tfida VI iPLA;,

které se v buiice lidi svou lokalizaci a funkci ©V.

= sPLA,
sPLA; maji molekulovou hmotnost okolo 14 kDa s velmi rigidni tercidrni

strukturou. Maji 5 — 8 disulfidovych mistkl, které zaru€uji stabilitu proti proteolyze
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a rezistenci k denaturaci enzymu “®. Enzymy sPLA, obsahuji 10 isoforem, nevykazuji
selektivitu vici ur€itym FA in vitro, ale pro svoji aktivitu potfebuji milimolarni
koncentraci Ca®* iont %3 |

U ¢love€ka bylo identifikovano 6 riznych sPLA,, které jsou klasifikovany do
jednotlivych tfid (tfida IB, IIA, IID, IIE, Va X) podle primarni struktury, jenZ je
charakterizovina po&tem a pozici Cys zbytkd ©?. sPLA, vyuzivaji His-Asp katalyticky
mechanismus na rozdil od cPLA; a iPLA;, které maji v katalytickém misté Ser.

sPLA; participuji na celé fad¢ fyziologickych a patologickych procesti — napf.
prostfednictvim uvolnéni AA (5,8,11,14-eikosatetraenovd kyselina) z membranovych
fosfolipidia ®¥, coZ vede k produkci riznych typi prozanétlivych lipidovych medidtord —
eikosanoidi, jako jsou prostaglandiny (PGs), tromboxany (TXs) a leukotrieny (LTs). Déle
se G&astni, jak ochrany bungk ©?, tak jsou zahmuty v procesu aterosklerézy, kdy roste

jejich aktivita a miize byt pfi¢inou srdenich dysfunkci ¢,

= cPLA,
cPLA; (skupina IV PLA;) jsou vysokomolekularni (85 kDa) enzymy, které nesdili

Zadnou homologii s ostatnimi enzymy PLA,, nicméné pfednostné hydrolyzuji AA z pozice
sn-2 (zejména cPLA-a) ©¥. Ve svém aktivnim centru maji Ser.

Intracelularni aktivace cPLA; vyZaduje zvySenou koncentraci Ca®* ionti a fosfory-
laci pomoci MAPK ©* ¥ Také aktivace PKC miize hrat roli pfi spousténi kinasové
kaskady vedouci k aktivaci MAPK, a tim i aktivaci PLA; a regulaci uvoliovani AA ©%.
Aktivaci cPLA; dochazi k translokaci enzymu z cytosolu na intracelularni membrany ER,
GA nebo na jadernou membranu.

cPLA; plni fadu fyziologickych funkci, naptiklad souvisi s buné&nou smrti, ktera je
indukovana TNF ©. ¢PLA, diky své tloze v produkci medidtord zénétu miZe byt

potencionaln€ farmakologickym cilem pfi vyvoji protizanétlivych lé¢iv.
» iPLA,

Skupina VI jsou na kalciu nezavislé PLA, (iPLA;), které jsou ze viech PLA,

nejvice zastoupeny v myokardu (viz kapitola 2.2.2.).
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2.2.2. Na kalciu nezavislé fosfolipasy A, (iPLA,)

iPLA; jsou posledni identifikované enzymy ze superrodiny PLA; > ¥, Jde o na
vapniku nezavislé fosfolipasy typu A,, které se fadi do tfidy VI PLA,. Patfi sem podttidy
iPLA-a, iPLA,-B, iPLA,-y, navic byly béhem poslednich let identifikovany nové pod-
tfidy — iPLA;-¢, iPLA,-(, iPLA;-n 8 iPLA, nepotiebuji pro svou aktivitu Ca®* ionty.

V savéich tkanich se vyskytuji dvé podtfidy iPLA; — iPLA,-B (tfida VIA) a iPLA,-y
(tfida VIB), které jsou také v srdci ®”. Enzymy z této tidy vykazuji lysofosfolipasovou i trans-
acylasovou aktivitu, ale nevykazuji specifitu pro FA ©®¥. Nicméné fada studii ukazuje
specifitu iPLA, pro plasmalogeny, v srdci hlavng plasmalogeny cholinu a ethanolaminu ©®.

Lidské geny pro iPLA, jsou lokalizované na chromozomu 22 v oblasti q13.1 ¢,

Hlavni vyznam iPLA; spo¢ivad v remodelaci buné&énych membran, pfi niz dochazi
k vyméné FA — tzv. reacylaéni-deacylaéni cyklus, ktery zaji§tuje obnovu fosfolipidové
molekuly po po§kozeni membrany (viz obrdzek €.5). Déle se mohou podilet i na buné&né
signalizaci prostfednictvim produkce lysofosfolipidi a AA pfi riznych fyziologickych
funkcich bun¢k a za patologickych stavii. Také bylo dokazino, Ze iPLA; je aktivovana
TNF-a (tumor necrosis factor a) a IL-1p (interleukin-1B), coZ jsou prozénétlivé cytokiny

(9 Mechanismus této aktivace ale neni zcela neobjasnén 7.

» iPLA,-B
iPLA>-B je cytosolicky enzym, ma molekulovou hmotnost 85 — 88 kDa (752
aminokyselin) ® a obsahuje osm ankyrinovych fetézcti na N-terminlnim konci, které

mohou zprostfedkovat vlastni agregaci (oligomerizaci) nebo interakci s ostatnimi proteiny.
Dokonce existuji studie, které dokazuji, Ze genova sekvence pro ankyrinova opakovani
miiZe plnit funkci jako negativni regulator aktivity iPLA; V. Aktivni formou iPLA,-B je
tetramer . Ankyrinova opakovani mohou byt také zodpov&dna za utvafeni tetramerickych
komplexii iPLA,, protoze chybi-li tato &4st enzymu, stiva se iPLA, inaktivni V. Dale
obsahuje lipasovy motiv Gly-Thr-Ser*>-Thr-Gly a CaLB ", resp. kalmodulin vazajici
doménu, kterd je odpovédna za vazbu kalmodulinu, ktery tak inhibuje aktivitu iPLA>-B,
a navic také ATP-vazajici motiv "+ %% 727576 v aktivnim centru m4 iPLA,-B Ser*®’.
iPLA,-B hraje vyznamnou roli vifadé fyziologickych procesti, napiiklad se
ptedpoklada, e iPLA,-B indukuje bun&&nou smrt prostiednictvim oxida&niho stresu 77, Je

exprimovéna v srdci ™, kde jeji aktivaci dochdzi napt. ke vzniku ventrikularnich arytmii 7,
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iPLA;-y je membranové vazany enzym s molekulovou hmotnosti 64 — 70 kDa (56, 61,
%0) a identickou priméarni sekvenci jako u iPLA,-B vyjma toho, Ze je navic 8 ankyrinovych
opakovani pferuSeno fet€ézcem 54 aminokyselin bohatym na prolin 7 Diky tomuto
pferuseni ve struktufe iPLA,-y dochézi k posunu katalytického Ser na pozici 519 ¢ 8V,
Dile tento enzym obsahuje lipasovy motiv Gly-Thr-Ser’'*-Thr-Gly 2. Navic ma v pozici
450 kyselinu glutamovou, zatimco iPLA,-B m4 v této pozici glutamin 2.
iPLA,-y je hojn& exprimovana v srdci ®* 39, dile ve svalstvu, placenté, mozku,

jatrech, pankreatu a varlatech @)
2.2.2.1. Funkce iPLA;

» Remodelace membranovych fosfolipidi

V buiikéach existuje deacylagni-reacylaéni cyklus membranovych fosfolipidi — tzv.
Landtv cyklus, pfi kterém jsou fosfolipidy $té€peny intracelularnimi PLA,, pfi¢emZ vznika
2-lysofosfolipid, ktery miZe byt reacylovan jinou FA pomoci acyltransferasy. Vznika
fosfolipid s novou FA v poloze sn-2. Cely proces se nazyva remodelace bun&nych membrén (viz
obrazek ¢.5). Landiiv cyklus udrzuje nizké koncentrace volnych FA v buitkach ®. Tento
systém je dulezity hlavné v pfipadech, dojde-li k poSkozeni acylovych fetézci (napi.
vlivem ROS). Je také znamo, Ze zatimco v klidovych buiikach pfevlada reacylace, ve
stimulovanych burikdch dominuji deacyla&ni reakce ®7.

Ac&koliv iPLA; neni selektivni pro AA, existuji hypotézy, Ze je potencionalnim
spoustétem zanétlivych reakci, mechanismus piisobeni viak neni dosud znam 7% 3 ),
Naopak existuji studie, které dokazuji, Ze pfi oxidaénim stresu iPLA; pfednostné

@9 Koncentrace volné AA vbuiice je

hydrolyzuje AA zmolekuly fosfolipidu
kontrolovana pomoci deacylaéniho-reacylaéniho cyklu, nebot’ majoritni cestou inkorporace
AA do molekuly fosfolipidu je spiSe deacylaéni-reacylaéni cyklus nezli acylace
glycerolfosfatu a/nebo dihydroxyacetonfosfatu, pti syntéze PA de novo ®0. Témét celé
mnozstvi AA uvolnéné pomoci iPLA; je inkorporovano zpét do molekul fosfolipidd,

zbytek je prekurzorem pro syntézu eikosanoidi 7.
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Obrazek &.5 — Syntéza de novo a remodelace pfi zatlenéni FA do fosfolipida

mastna kyselina

CoA mastné kyseliny

Pfi biosyntéze de novo je volna FA nebo uvolnéna vlivem endogenni fosfolipasy za¢lenéna
prostfednictvim acylCoA do glycerolfosfatu (GP) nebo dihydroxyacetonfosfiatu (DHAP),
pfi¢emZ vznikéa lysofosfatidova kyselina (LPA). Z LPA pomoci acylCoA acyl-trasferasy
vznikd kyselina fosfatidovd (PA). V sav¢ich buiikich miize byt PA pfevedena na
fosfatidylinositol (PI) nebo diacylglycerol (DG), ktery je prekurzorem pii tvorbé
fosfatidylcholinu (PC) a fosfatidylethanolaminu (PE), ktery miiZe zase byt prekurzorem
pro tvorbu fosfatidylserinu (PS). Pfi remodelaci se nejprve vytvéti PI, PS, PC nebo PE
a posléze vznikd prostfednictvim iPLA; lysoPl, lysoPC, lysoPE nebo lysoPS. Tyto
lysofosfolipidy mohou byt reacylovany acylCoA pomoci acyltrasferas na fosfolipidy
s novou FA v poloze sn-2 ",

= Buné&na signalizace

Mnoho studii poukazuje na funkéni roli iPLA; v bunééné signalizaci prostfed-
nictvim remodelace fosfolipidi. iPLA; mohou piisobit na membrany dvéma zpisoby. Bud
nepfimo stimuluji nebo inhibuji pfenos signalu prostfednictvim tvorby signalnich molekul
(FA, 2-lysofosfolipid), nebo mohou pfimo narusit strukturu membriny prostfednictvim
akumulace lysofosfolipidii a volnych FA ¢V,
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Dalsi roli iPLA; je tvorba AA-substritu pro biosyntézu eikosanoidi (LTs, PGs,
TXs) — lipidovych posli, které ovliviiuji pribéh zanétlivého procesu, reguluji aktivitu

iontovych kanali a apoptézu 2.

2.2.2.2. Aktivace a inhibice iPLA,

Katalytickd aktivita iPLA; je regulovdna hlavné¢ kalmodulinem, PKC ROS
a ATP 7.

Aktivitu iPLA, ovliviiuje kalmodulin, ktery je regulovan Ca”" ionty. Zda se tedy, e
aktivita iPLA; je neptimo regulovana Ca®* ionty, tato souvislost byla prokazana na modelu
krysich basofilnich leukemickych bungk ®. Jakmile se zvysi koncentrace intracelularnich
Ca®* iontd v buiice, dochézi k disociaci kalmodulinu z molekuly iPLA,-B, ¢imZ se enzym
aktivuje "9, Dojde-li k ,,pfetizeni“ butiky Ca®* ionty, kalmodulin se opét navaze na iPLA,-
B a inhibuje jeji enzymovou aktivitu a dojde zaroveti k inhibici vapnikovych kanali a zvy-
Sovani koncentrace Ca®* iontii v butice 7% 2D,

Zda se, ze PKC aktivuje iPLA,, takto se napf. PKCo ufastni uvoliiovani AA
prostfednictvim iPLA; . Také PKCe pfitomnad v membrénovych frakcich zpiisobuje
aktivaci membranové vazané iPLA, > 8V Predpokladad se také, Ze proteinkinasy
zprosttedkovavaji aktivaci iPLA; v ischemickém srdci ©V.

Dle poslednich studii ROS zvy3uji aktivitu iPLA, . Mechanismus piisobeni
zUstava ale stale neobjasnén (viz kap. 2.2.2.3).

Pomoci specifickych inhibitori lze specifikovat funkéni vyznam intracelularni
iPLA,. Existuji neselektivni inhibitory pro iPLA;, protoZe Ser zbytek v aktivnim centru
enzymu tiidy VI iPLA; je podobny zbytku t¥id& IV c¢PLA, %. Mezi takové inhibitory
patfi: arachidonyltrifluormethylketon, arachidonyltrikarbonyl a methylarachidonylfluoro-
fosfat ", Viechny tyto tii inhibitory obsahuji arachidonylovy zbytek, ktery usnadiiuje
piistup k aktivnimu mistu na PLA; 79, Dile jsou pak dobrymi inhibitory iPLA; a cPLA;
palmitoyltrifluormethylketon a palmitoyltrikarbonyl 7%. Relativng specificky ireverzibilni
inhibitor iPLA; je BEL (bromenollakton — ((E)-6-(bromo-methylen)-3-(1-naftalenyl)-2H-
tetrahydropyran-2-on) ¥, BEL inaktivuje iPLA; alkylaci SH-skupin Cys ®?. Separaci
racematu BEL bylo zji§téno, Ze S-izomer selektivné inhibuje iPLA,-y, zatimco R-izomer
iPLA,-p 7% 8D Nevyhodou BEL je, Ze inhibuje jiny klitovy enzym v metabolismu
fosfolipidi — na Mg>* zavislou fosfohydrolasu kyseliny fosfatidové (Mg*-dependent
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phosphatidic acid phosphohydrolase — PAP-1). Tento enzym katalyzuje defosforylaci PA,
pfi¢emz se uvoliuje DAG, ktery je hlavnim meziproduktem pti syntéze glycerofosfolipidi

a ktery je také dileZitym intraceluldrnim poslem v bun&&né signalizaci **?.

2.2.2.3. iPLA,;, peroxidace fosfolipidii a oxida&ni stres

Peroxidace fosfolipidi je proces, ktery se vyskytuje pii zvy$eném oxida¢nim stresu
a zpusobuje poskozeni bunéénych membran. Oxida¢ni stres vznikd pfi zvySené tvorbé
volnych kyslikovych radikali a jinych prooxidantt, jeZ pfevySuji miru obrany, kam patti
pfedevsim antioxidani enzymy a antioxidanty. Peroxidace fosfolipidii méni fluiditu
membrany, propustnost membrany pro ionty, elektricky potencidl membrany, aktivitu
enzymil a bun&&nou signalizaci ©2.

Peroxidace fosfolipidii je zahajena radikdlovou reakci vodikového atomu z nenasy-
ceného uhliku na acylovy fetézec lipidu ®®. Vzniké volny radikal na tomto uhliku, ktery
nasledn& reaguje s O,, ptitemZ vytvoi peroxyradikal ©®. Peroxyradikal snadno reaguje
sostatnimi blizkymi lipidy a vytvati lipidovy hydroperoxid a daldi volny lipidovy radikal
v blizkosti postizeného fetézce ®®. Jedna se o fetézovou reakci. Terminace fetézové reakce
nastava v okamziku, kdy spolu navzdjem dva radikaly nevytvoti dalsi radikal, ale molekulu
0, ®®. Peroxidace lipidd je doprovazena preskupenim dvojnych vazeb v nenasycenych
fetézcich mastnych kyselin lipid, pficem? dochézi ke vzniku konjugovanych dieni @,

Neméné dtilezitou roli v systému zachovani integrity bunéénych membran hraji
také fosfolipasy, které se uplatiiuji pfi jejich obnové. Nejlepsi cestou opravy je selektivni
odstranéni peroxidovanych FA zbytki z fosfolipidové molekuly. Polynenasycené FA,
které jsou zvlast€ nachylné k lipoxygenaci nebo peroxidaci jsou vazané na membranovych
fosfolipidech v pozici sn-2, proto jsou nejlepsimi reparaénimi enzymy pravé PLA, ©?.
Vlivem konforma¢nich zmén, které v membrané nastanou u oxidaéné poskozenych fosfo-
lipidii, se zvysi aktivita iPLA; na membranich ®* *. To znamena, Ze iPLA; pfednostn&
hydrolyzuji peroxidované FA z membranovych fosfolipidi, &imZ se snizi oxida¢ni
poskozeni membrén (viz obr. &.6) %% 7% Také vlivem nedostatku vitaminu E a selenu

jako exogennich antioxidantii v butikach, dochézi k rapidnimu nartistu aktivity iPLA, ).
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Obrizek ¢.6 — Model poskozeni nenasycenych fetézci membranovych fosfolipidi pii

oxidaénim stresu a oprava pomoci iPLA;, GSH-Px (glutathionperoxidasa) a GSH
(glutathion) a reacylace
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oxidadni atak oxidalni podkozeni odstrandéni podkozenych opraveni membrany
membrany > membrany > acylovych fetézcu FA ’ reacylaénimi reakcemi
pomoci PLA2
a ghtathionperoxidasy

Na obriazku dva nenasycené fetézce fosfolipidi predstavuji jednu stranu lipidové
dvojvrstvy ve struktufe membrany. Oblasti znadené ovalem v obrazku a) — d) pfedstavuji
polami hlavu fosfolipidu. Rtizné volné radikily nebo oxidanty mohou atakovat fosfolipid
a vytvofit tak peroxidované fosfolipidy — a). Na obrazku b) je ukdzino poSkozeni
membrany peroxidaci. iPLA; selektivné odstraiiuje oxidované FA — viz b), aby byla
membrana méné poskozena — viz c¢); GSH-Px ve vodné fazi miZe redukovat uvolnéné

peroxidované FA, reparace je na obrazku d) — reacylace dlouhymi acylovymi CoA fetézci
FA (FA-CoA) 2.

2.2.2.4. iPLA; a apoptéza

Apoptdza je fyziologicka smrt buriky, ktera neni zptisobena zanétlivym procesem,
ale je naprogramovand v genové vybavé organismu. Mnoho studii potvrzuje, Ze iPLA; je
b&hem apoptézy aktivovana 9. Jeji aktivaci dochézi ke §t&peni poskozenych acylovych
fetézch FA ve struktufe fosfolipidu, ¢imZ se burika snazi zabranit vstupu do apoptotického
procesu.

iPLA, také zprostiedkovava apoptézu prostfednictvim Fas receptori %V, Dalsi
funkei iPLA, pHi apoptéze miize byt produkce lipidovych signalnich molekul (pt. AA) @199,

iPLA,-B je pfi apoptoze $t&pena kaspasou-3 na aminokyseling Asp'®® (v sekvenci
Asp-Thr-Thr-Asp) ®” nebo na Asp’", Asp™, Asp™’, Asp™ %), coz mé za nasledek

aktivaci enzymu a uvolnéni FA ¥, Po ataku kaspasou-3 ztrati iPLA,-B N-terminélni
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oblast, &imz se aktivuje, zrychli se destrukce membranovych fosfolipidii ®”, a dochazi tak
ke zm&nam membranové struktury > 7 1% Jin¢ studie prokazaly, e ke zvysené aktivité
iPLA; posta¢i odStépeni pouze prvniho ankyrinového opakovédni ze struktury iPLA,,
pFiemz zbyde 70 kDa protein 9% 199,

Remodela¢ni role iPLA; v protekci membranovych fosfolipidi pii apoptotickém

procesu je pfedmétem vyzkumu, ktery by mohl pfinést feSeni podstaty mnoha onemocnéni.
2.2.2.5.iPLA; v myokardu

Vyzkum kardiovaskuldrnich chorob se mimo jiné zaméfuje na poruchy
metabolismu fosfolipidi b&hem srde¢ni ischémie jako na rozhodujici faktor reversibilnich
pfemén na ireversibilni poSkozeni buiiky. Poskozeni fosfolipidd ptfi ischémii vede
k elektrofyziologickym zménam, ztrit€ membranové integrity a nakonec k smrti burky
(106, 107)

iPLA; jsou jedny znejvice zastoupenych fosfolipas v srdci savci. Selektivné
hydrolyzuji plasmalogeny, které jsou v srdci sloZzené piedev§im z plasmalogenti bohatych

na AA, cholin a ethanolamin ©& 7199

. iPLA; vykazuji rozmanité funkce v kardioprotekci.
Mohou hrat vyznamnou roli v oxida¢nim poskozeni buiiky "% 1), P¥i ischemicko/reper-
fiznim poSkozeni dochézi ke zvySeni aktivity iPLA,, kdy tento enzym translokuje na
membranu ©®. Jiné studie ukazuji zvy$enou aktivitu iPLA, pouze b&hem podatku srde¢ni

6. 110 nicméné jeji aktivita pfi dlouhodobé ischémii klesa ©®. Dikazem vzniku

ischémie
srde¢ni ischémie je rychlej$i odbouravani fosfolipidl, jenz vede k akumulaci amfifilnich
metaboliti (2-lysofosfolipid), které nasledné indukuji ischemickou chorobu srde¢ni,
elektrofyziologické dysfunkce aZ p¥ipadnou smrt myocytd > 8"V, Py ischémii miize byt
pocatek arytmogenese spojovan se zvySenu produkci lysoplasmalogend diky aktivaci
iPLA, 7. Jejich aktivaci také dochdzi v myokardu ke vzniku ventrikularnich arytmii 7.
V procesu adaptace na chronickou hypoxii hraje roli celd fada enzymi. V nasi
laboratofi bylo prokdzano, Ze po adaptaci na chronickou hypoxii se zvySuje relativni
mnoZstvi PKC3 v myokardu potkana, zatimco v pfipadé PKCe, kterd se vyskytuje zejména
na membréanach, dochézi k poklesu relativniho mnozstvi !'?. Dale bylo prokdzéno, Ze
ROS pfi adaptaci na chronickou hypoxii zvy$uji relativni mnozZstvi manganové

(50

superoxiddismutasy (MnSOD) vsrdci ©, ktera chrani fosfolipidy pfed oxida¢nim

poskozenim. Polozili jsme si tedy otazku, zda ROS nemohou pusobit i na iPLA,. Zda se,
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ze iPLA; miZe fungovat kardioprotektivné pii remodelaci bunéénych membran, kde
odstratiuji acylové fetézce FA v molekulach fosfolipidd poskozenych oxidaénim stresem,
na druhou stranu v podminkach ischémie/reperfiize, mohou mit i poSkozujici G¢inky, kdy

degraduji membranové fosfolipidy.
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

Byly stanoveny nasledujici cile této diplomové prace:

1)

2)

3)

4)

5)

Zavedeni stanoveni exprese iPLA; v myokardu potkana metodou imunodetekce

na Western blotu pomoci specifické protilatky.

Sledovat distribuci iPLA; v jednotlivych bunéfnych frakcich homogenatu

z normoxické levé komory myokardu potkana.

Ovéfit u¢innost extrakce iPLA; Tritonem X-100.

Sledovat relativni zastoupeni iPLA; v normoxické a na chronickou hypoxii
adaptované levé komofe myokardu potkana v extraktech homogenéitu,

partikulami frakce a v cytosolu.

Sledovat vliv antioxidantu NAC na relativni zastoupeni proteinu iPLA,

v myokardu normoxického a na chronickou hypoxii adaptovaného potkana.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Laboratorni zvirata

K laboratornim experimentiim byli pouZiti samci laboratorniho potkana kmene
Wistar. Zvifata pochédzela z chovu firmy Velaz. Na poatku experimentu byla jejich
hmotnost pfiblizn€ 300 — 380 g. VSechna zvifata mé¢la volny pfistup k vod¢ a standardni
laboratorni dieté. Studie byla vedena ve shod€ s,Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” publikovanym US National Institutes of Health (NIH Publication
No. 85-23, revised 1996).

4.2. Experimentalni model intermitentni vy$kové hypoxie

4.2.1. Vliv intermitentni vySkové hypoxie

Potkani byli rozdéleni do dvou experimentalnich skupin:
1) potkani chovani v normoxickych podminkach

2) potkani adaptovani na chronickou hypoxii

Potkani patfici do hypoxickych skupin byli vystaveni intermitentni vySkové
hypoxii v hypobarické komote (IHA). Adaptace potkani probihala 8 hodin denné, 5 dni
v tydnu v celkovém poctu 25 expozic. Barometricky tlak byl sniZzovan postupné, aby odpovidal
nadmoftské vySce 7000 metrti nad mofem po 13 expozicich. Ve vySce 7000 metri nad
moiem odpovida barometricky tlak hodnoté 40,9 kPa (pg = 306,8 mm Hg) a parcidlni tlak
kysliku hodnoté 8,5 kPa (pO, = 63,8 mm Hg). Bé¢hem expozic byla v komofe zajiiténa
cirkulace vzduchu a teplota byla vnéjsi ventilaci regulovana na 21 — 23 °C. Zbyli potkani
(pattici do normoxickych skupin) byli drzeni v nadmoiské vySce 200 metrti nad mofem.
Tomu odpovida barometricky tlak 99 kPa (pg = 742 mm Hg) parciélni tlak kysliku 20,7 kPa
(02 = 155 mm Hg).
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4.2.2. Vliv N-acetylcysteinu (NAC)

NAC byl rozpustén v destilované vodé (c = 50 mg.ml"). pH roztoku bylo upraveno
na hodnotu 7 4.

HS COOH
\/\l/

NH
o~
CHs,

Potkani byli rozd€leni do ¢ty experimentalnich skupin:
1) potkani chovani v normoxickych podminkach
2) potkani chovani v normoxickych podminkach, kterym byl podavan NAC
3) potkani adaptovani na chronickou hypoxii

4) potkani adaptovani na chronickou hypoxii, kterym byl podavan NAC

NAC byl potkanim podavan subkutilné v davkach 100 mg/kg denn€ vzdy pred
hypoxickou expozici. Zbyla zvifata dostala stejnym zptisobem stejny objem fyziologického
roztoku (1 ml/kg).

4.2.3. Odbér tkiané

Potkani byli intraperitonealné narkotizovani pentobarbitalem sodnym (Sanofi, Francie)
v ddvce 60 mgkg™. Srdce bylo vystiizeno z hrudniku, proplachnuto ledovym fyziologickym
roztokem a po odstranéni sini a velkych cév bylo rozdé€leno na septum (S), pravou (RV)
a levou komoru (LV). Thned poté byly jednotlivé srde¢ni oddily zvaZeny a zmraZeny
v kapalném dusiku, kde byly uchovavany do dal§iho zpracovani.

Pro analyzu byla pouZita celd leva komora. Ziskali jsme tedy dv€, popt. Etyti
skupiny vzorkd:

» vliv chronické hypoxie

® normoxie

®* hypoxie
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» vliv NAC

® normoxie

= normoxie + NAC

* hypoxie
®* hypoxie + NAC

4.3. Zdroje pouzivanych chemikalii

Lachema

Lach-Ner
Spolana
MERCK
C.Roth GmbH
Penta

Sigma

Fluka

CuSO4, EDTA, glycerol, HO,, kyselina octova, mo€ovina, Na,COs,
persiran amonny (APS), sacharosa, vinan sodnodraselny, aceton
methanol, HCI, NaOH

NaF

deoxycholat sodny (SDC)

kyselina trichloroctova (TCA)

fenolové reagens, NaCl

barevné standardy molekulovych hmotnosti, albumin z hovéziho séra
(BSA), akrylamid, bromfenolova modf (BPB), dimethylsulfoxid (DMSO),
dithiothreitol (DTT), fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), glycin, kyselina
p-kumarova, leupeptin, luminol, N,N’-methylenbisakrylamid (Bisakryl-
amid), Ponceau 2S, dodecylsulfit sodny (SDS), Tris, Triton X-100,
Tween 20, EGTA, aprotinin

N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED)

4.4. Homogenizace

4.4.1. Priprava homogeniza¢niho pufru 3S

Pfi homogenizaci byl pouZivan pufr se sacharosou a inhibitory proteas oznafeny

jako 3S.
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Postup:

e Navazit chemikélie dle tabulky pro sloZeni pufru 3S a rozpustit v redestilované
vodé do celkového objemu 50 ml. Upravit pH na hodnotu 7,5.
e Pfidat inhibitory dle tabulky pro sloZeni pufru 3S.

¢ Rozpipetovat do mikrozkumavek eppendorf (cca 1 ml) a uskladnit ve zmraZeném

stavu.
SloZeni pufru 3S: Inhibitory proteas:
12,5 mM Tris 20 puM aprotinin
2,5 mM EGTA 5,0 mM DTT
100 mM NaF 200 pM leupeptin
250 mM sacharosa 300 pM PMSF v 100 pl acetonu
1,0 mM EDTA

4.4.2. Homogenizacni postup

1) ZmraZenou tkaf ve tfeci misce vychlazené kapalnym dusikem zalit kapalnym dusikem.
Pockat az bude tkaii i tfeci miska dostate¢né vychlazena (dusik se pfestane vafit).
Alobalem pfekryt tfeci misku. Otvorem v alobalu rozbit tlou¢kem tkan nejdiive na
mensi kousky a za dolévani dusiku tkan rozdrtit a rozetfit aZ na prasek.

2) Po rozdrceni tkan€ pfidat celkem 8 ml 3S pufru na 1 g srdeéni tkané€ a postupné
pfevést suspenzi rozdrcené tkané do vychlazené homogeniza¢ni zkumavky. Zbylou
1/3 3S pufru pouzit na proplachnuti tfeci misky s tloutkem a taktéz pfevést do
vychlazené homogeniza¢ni zkumavky.

3) Homogenizovat v Potter — Elvehjemové homogenizatoru s teflonovym pistem

(15 tahil) za intenzivniho chlazeni v ledové 1azni.
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4.5. Frakcionace

4.5.1.

Frakciona¢ni postup v pripadé distribuce iPLA; v bunéénych

frakcich normoxického myokardu

Tkan byla homogenizovdna a frakcionovdna upravenym postupem podle Gu

a spol., 1994 "'® a Tylera a spol., 1976 Y. Homogenizace i frakcionace vzorki byla

provedena pii teplot¢ cca 6 °C. Zpracovavana byla vzdy celd levda komora zjedné

experimentalni skupiny (380 — 430 mg srde¢ni tkan¢). Schéma frakciona¢niho postupu je

na obrazku €¢.7 na str.42.

1

2)

3)

4)

Homogenat zpracovat dle kap.4.4.2. a pfevést do centrifugani zkumavky
a centrifugovat pifi 200 x g 20 minut (Eppendorf Centrifuge 5415D) — pelet (P) =
debris (nezhomogenizované myocyty a kousky srde¢ni tkan€), supernatant byl dale
zpracovavan.

Supernatant centrifugovat 15 minut pfi 1000 x g — pelet (P1) = nuklearni-
cytoskeletarni-myofibrildmi frakce. Pelet rozpustit v 3S pufru, resp. v 3ST pufru
v ptipad€ extrakce Tritonem X-100, v poméru 2 ul pufru na 1 mg vychozi frakcionované
tkané€, promichat na vortexu a sonikovat pferuSované 10 sekund v ledové lazni
sonikatorem.

Supernatant centrifugovat 10 minut pfi 8000 x g (Centrifuge Hettich, Germany) —
pelet (P2) = mitochondridlni frakce, promyt pufrem 3S (400 pl), resp. 3ST
v ptipad¢ extrakce Tritonem X-100. A opét centrifugovat 10 minut 8000 x g.
Nasledné k peletu pifidat 3S pufr, resp. 3ST pufr v ptipad€é extrakce Tritonem
X-100, v poméru 1 pl pufru na 1 mg vychozi frakcionované tkané€, promichat na
vortexu a sonikovat pferu$ované 10 sekund v ledové 1azni sonikétorem.

Supernatant centrifugovat 1 hodinu pti 105 000 x g ve vakuu (Beckman L7) —»
pelet (P3) = membranova frakce. Nasledné k peletu pfidat 3S pufr, resp. 3ST pufr
v piipadg extrakce Tritonem X-100, v poméru 1 pl pufru na 1 mg vychozi frakcionované
tkédn€, promichat na vortexu a sonikovat pferuSovan¢ 10 sekund v ledové lazni

sonikatorem.
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5) Supernatant (Sup) = cytosol centrifugovat 1 hodinu pfi 105 000 x g ve vakuu
(Beckman L7).

4.5.1.1. Piiprava jednotlivych bun&¢nych frakei a jejich extrakti

Byly ptipraveny bunééné frakce, z nichZ polovina byla extrahovdna Tritonem
X-100. K ptipravé jednotlivych bunéénych frakci byl pouzit 3S pufr. K pfipravé extrakti
byl pouzit pufr oznaeny jako 3ST (pufr 3S s Tritonem X-100). Kone¢né koncentrace
Tritonu X-100 ve vzorcich byla 1 %. ProtoZe byl tento pufr pouZit i k nafedéni vzorkd,
k dosazeni kone¢né koncentrace Tritonu X-100 ve vzorcich bylo potieba pouzit pufry 3ST

s riznymi pfidavky Tritonu X-100. Vzorky musi byt neustale v chladu (led)!

Postup:
1) Partikulami frakce (ve formé peletil) rozsuspendovat v pufru 3S, resp. 3ST v pfipadé

extrakce Tritonem X-100, v poméru 1 pl pufru na 1 mg vychozi frakcionované tkané,
promichat na vortexu a sonikovat pferu§ovan€ 10 sekund v ledové l4zni sonikatorem
(Elma S10H, Elmasonic).

2) Rozsuspendované partikularni frakce nechat stat 1 hodinu v ledové 1azni u vzorkd,
do nichz byl ptidan 3ST pufr.

3) Pievést do centrifugaénich zkumavek a centrifugovat 1 hodinu pfi 100 000 x g ve
vakuu (Beckman L7).

4) Supemnatanty jsou jednotlivé frakce nebo extrakty frakci. U kazdé frakce nebo
extraktu zméfit objem a rozpipetovat po alikvotech (15, 20 ul) do mikrozkumavek

a skladovat v hlubokomrazicim boxu (-80 °C).

Jednotlivé bunééné frakce byly oznaceny:
=N nuklearni-cytoskeletarni-myofibrilarni frakce (pelet P1)
= MITO mitochondridlni frakce (pelet P2)
* M membranova frakce (pelet P3)
=C cytosol

Jednotlivé extrakty bunéénych frakci byly oznaceny:
* NE nukledrni-cytoskeletarni-myofibrilarni extrakt (extrakt z peletu P1)
* MITE mitochondridlni extrakt (extrakt z peletu P2)
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* ME membranovy extrakt (extrakt z peletu P3)
»C cytosol

Ziskané buné¢né frakce byly charakterizovany v fadé praci; N obsahuje pfedev§im

jadra, jaderné membrany, cytoskeletdrni proteiny a myofibrily, M obsahuje sarkolemu

a membrény sarkoplazmatického retikula 13115116,

Obrizek &.7 — Priprava jednotlivych bunéénych frakci a jejich extraktii
HOMOGENAT

200 g, 20 min

(5w) ()

1000 g, 15 min

nuklearni-cytoskeletarni-
myofibrilarni frakce

8000 g, 10 min

mitochondrialni frakce

100 000 g, 60 min

cytosolicka frakce = membranova frakce

Frakce, které byly pouZity pro stanoveni exprese iPLA,, jsou oznadeny fialovou barvou.
P1 — pelet nuklearni-cytoskeletarni-myofibrilami frakce, P2 — mitochondrialni frakce, P3 —
membranova frakce, fialové oznaeny Sup — cytosolicka frakce.
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4.5.2. Frakcionaéni postup v pripadé studie vlivu adaptace na chronickou

hypoxii na expresi iPLA,

Tkai byla homogenizovana a frakcionovana upravenym postupem podle Alberta
a spol., 1999 !9 a Strassera a spol., 1999 !'”. Homogenizace i frakcionace vzorki byla
provedena pii teploté cca 6°C. Zpracovavana byla vzdy cela leva komora z jedné experimentalni
skupiny (420 — 530 mg srde¢ni tkan€). Schéma frakciona¢niho postupu je na obrazku ¢&.8
na str.44.

1) 300 pl homogenatu odebrat do vychlazené mikrozkumavky Eppendorf na extrakci
s Tritonem X-100, zbytek pfevést do centrifugaéni zkumavky, vyvazit na
analytickych vahach a centrifugovat 1,5 hodiny pii 105 000 x g ve vakuu (Beckman
L7) — pelet (P1) = partikularni frakce.

2) Supernatant (Sup) = cytosol odebrat do vychlazené mikrozkumavky, zméfit jeho
objem a piidat Triton X-100 tak, aby vysledna koncentrace Triton X-100 v cytosolu
byla 1 %. Rozpipetovat po alikvotech (20, 30 a 100 ul) do mikrozkumavek

a skladovat v hlubokomrazicim boxu (t = - 80°C).
4.5.2.1. Priprava extraktu

Z partikulami frakce (P1) a z odebrané ¢asti homogenatu byly pfipraveny extrakty.
K pripravé extraktli partikuldmich frakci a ¢asti homogenatu byl pouZit pufr oznaceny jako
3ST (pufr 3S s Triton X-100). Kone¢na koncentrace Tritonu X-100 ve vzorcich byla 1 %.
Protoze byl tento pufr pouzZit i k natedéni vzorki, k dosaZeni kone¢né koncentrace Tritonu
X-100 ve vzorcich bylo potifeba pouzit pufry 3ST s riznymi pfidavky Tritonu X-100.
Vzorky musi byt neustale v chladu (led)!

Postup:
1) Partikularni frakci P1 (ve formé& peletu) rozsuspendovat v pufru 3ST (1 % Triton

X-100), v poméru 2 pl pufru na 1 mg vychozi frakcionované tkan€, promichat na vortexu
a sonikovat pferufovan¢ 10 sekund vledové lédzni sonikdtorem (Elma S10H,

Elmasonic).

43



2) K odebranému homogenatu ptidat stejné mnozstvi pufru 3ST (2 % Triton X-100),
promichat na vortexu.

3) Rozsuspendovanou partikularni frakci a homogenat nechat stat 1,5 hodiny v ledové
lazni.

4) Pievést do centrifuganich zkumavek a centrifugovat 1,5 hodiny pfi 105 000 x g ve
vakuu (Beckman L7).

5) Supemnatanty = extrakty frakci. U kazdého extraktu partikulami frakce (PE)
a homogenitu (HE) zméfit objem a rozpipetovat po alikvotech (20 pl) do

mikrozkumavek a skladovat v hlubokomrazicim boxu (-80 °C).

Obriézek &.8 — Priprava bunéénych extrakti

HOMOGENAT

105.000 g 1,5 hod

i

Tnton X-100 - mnkubace 1,5 hod,

105.000 g 1,5 hod
-

Frakce, které byly pouZity pro stanoveni exprese iPLA;, jsou oznaceny fialovou barvou.
C - cytosolicka frakce, P1 — pelet partikuldrni frakce; HE — extrakt homogenatu;
HEP — pelet extraktu homogenatu, PE — extrakt partikularni frakce, PEP — extrakt peletu
partikularni frakce

Triton X-100 - inkubace 1,5 hod,
105.000 g 1,5 hod

4.6. Stanoveni koncentrace proteini

Stanoveni koncentrace proteinti ve vzorcich bylo provedeno metodou podle
Petersona a spol., 1977 !'®, jde o modifikovanou metodu podle Lowryho a spol., 1951 (119

pro stanoveni koncentrace proteinti ve vzorcich obsahujicich detergenty.
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4.6.1. Princip metody

Lowryho metoda stanoveni koncentrace proteind vyuZiva Folinovo fenolové
reagens, které poskytuje s tyrosylovymi zbytky bilkovin modrofialové zabarveny produkt,
ktery je spektrofotometricky meéfitelny pfi vinové délce 750 nm. Metoda je empiricka
a pted pouzitim je nutné sestrojit kalibraéni kfivku pro roztoky hovéziho sérového
albuminu (BSA) o koncentraci 0 — 30 pg.ul™.

Modifikace metody spociva v odstranéni detergentii po precipitaci stanovovanych
proteinu kyselinou trichloroctovou. Ptitomnost deoxycholitu sodného (SDC) v precipitac-
nim ¢inidle vytvati vhodné prostiedi pro rychlou denaturaci membranovych proteini.

Stanoveni se provadi v mikrozkumavkach Eppendorf o objemu 1,5 ml v tripletech.

Ke kazdé sérii stanoveni je tfeba provést analyzu slepého vzorku.

Zasobni roztoky pro stanoveni proteini:
* 0,8 M NaOH
* 10 % SDS
» zasobni roztok alkalického €inidla (20 % Na,CO; + 0,2 % CuSOy4 s 0,4 % vinanem
sodnodraselnym v poméru 1:1)

* fenolové reagens (Folin-Ciolcateau)

Pracovni roztoky:
* homogeniza¢ni pufr + 1 % Triton X-100 (3ST)
= standard BSA (0,5 mg.ml™")
* 0,15 % deoxycholat sodny (SDC)
= 72 % trichloroctova kyselina (TCA)
= roztok A (10 % SDS + 0,8 M NaOH + zasobni roztok alkalického ¢&inidla +
redestilovana voda v poméru 1:1:1:1)

» roztok B (fenolové reagens + redestilovana voda v poméru 1:6)
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4.6.1.1. Postup stanoveni koncentrace proteini

1) Zredit vzorek frakce v redestilované vodé€ (Millipore Elix S Packname Progard® 2)
tak, aby koncentrace proteinid ve vzorku byla vrozmezi 1 — 20 pg na 200 pl,
promichat na vortexu.

2) Naredény roztok vzorku rozpipetovat do tripleti po 200 ul do mikrozkumavek
Eppendorf, ptipravit slepy vzorek (5 ul 3ST + 195 pl redestilované vody)
a standard (20 pl roztoku standardu (BSA) + 5 ul 3ST + 175 pl redestilované vody)
také v tripletech. Promichat na vortexu.

3) Ptidat 20 pl 0,15 % SDC. Promichat na vortexu, nechat 10 minut inkubovat.

4) Pridat 20 pl 72 % TCA. Promichat na vortexu (vytvoii se mléény zakal sraZeniny).

5) Centrifugovat 10 minut pti 7000 x g na mikrocentrifuze (Eppendorf Centrifuge
5415D).

6) Opatrné odlit supernatant, aby pelet zistal neporu$en na dné (nemusi byt vidét),
vysu$it horni okraj a vi€ka mikrozkumavek do buniiny.

7) Pomalu, aby nedoslo ke ztratam, pfidat 200 pl redestilované vody a 200 ul roztoku
A, promichat na vortexu, nechat 10 minut inkubovat. '

8) Ptidat 100 pl roztoku B, promichat na vortexu, nechat 30 minut inkubovat ve tmé.

9) Zméfit absorbanci pfi 750 nm (spektrofotometr a-Helios, Chromspec) proti
redestilované vodé, v potadi slepy vzorek, standard, vzorek.

10)Z kalibraéni kiivky odeéist koncentraci standardu (pro kontrolu) a proteini
v jednotlivych vzorcich (program Microsoft Excel).
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Graf ¢&.1 — Kalibragni kiivka stanoveni proteinti v tripletu podle Lowryho v modifikaci

podle Petersona
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KaZdy bod kalibra¢ni ptimky je prumérem ze tii stanoveni. BSA — hovézi sérovy albumin,
R? — hodnota spolehlivosti, y — rovnice regrese.

4.7. Diskontinuilni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v pritomnosti SDS (SDS — PAGE)

Elektroforetické déleni proteinti jednotlivych vzorkii bylo provadéno na plochych
polyakrylamidovych gelech v prostfedi dodecylsulfatu sodného (SDS) v elektroforetické
soustavé Mini — PROTEAN 3 Cell firmy Bio — Rad® metodou podle Ogity a Markerta,
1979 129, Koncentrace polyakrylamidu ve startovacim gelu byla 4 %, v d&licim gelu 10 %.
Rozméry geli byly 65 x 85 x 0,75 mm.

Elektroforeticka soustava byla sestavena podle instrukci vyrobce.

4.7.1. Priprava elektroforetickych geli

1) Zésobni roztoky (viz tabulka €.2) uchovavané ve 4°C nechat vytemperovat na

teplotu laboratote.
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2) V kalibrované zkumavce ptipravit roztok pro dva délici gely:
» 3,32 ml roztoku I
= 2,49 ml roztoku II
® 4,15 ml redestilované vody
= 70 ul roztoku III
» 7 ul roztoku IV
Po pridani kazdého roztoku dikladn& promichat na vortexu.

3) Thned naplnit aparaturu pro elektroforézu 1 cm pod okraj skel. Pomoci injek&ni
stfikaky s jehlou roztok opatrn€ pfevrstvit redestilovanou vodou a nechat
zpolymerovat (min. 40 min)

4) Po zpolymerovani roztokii pro délici gely odlit pfevrstvujici vodu a zbytek
opatrné odsat pomoci filtra¢niho papiru (nesmi se dotknout gelu).

5) V kalibrované zkumavce pfipravit roztok pro dva startovaci gely:

* 0,65mll
* 1,25mlV
®* 3,05 ml redestilované vody
= 50 ul roztoku III
= 5 ul roztoku IV
Po ptidani kazdého roztoku dikladné promichat na vortexu

6) Roztokem zaplnit zbyvajici prostor mezi skly a zasunout do né&j hiebinky pro
vytvotfeni 15 vzorkovych kapes tak, aby jejich dna byla 3 mm nad povrchem
déliciho gelu. Nechat zpolymerovat (minimalné€ 20 min).

7) Po zpolymerovani roztokli pro startovaci gely vyjmout hiebinky a vzniklé jamky
diikladné proplachnout redestilovanou vodou (pozor na bublinky vzduchu a kousky
gelu v jamkach).

8) Aparat ponofit do elektroforetické vany s vychlazenym elektrodovym pufrem
VL

4.7.2. Priprava vzorki pro elektroforézu

1) Vzorky nechat rozmrazit, kratce zcentrifugovat (30 s, 7000 x g).
2) Podle stanovené koncentrace proteini zfedit vzorky vzorkovym pufrem VII

(obvyklé fedéni 1 + 2 nebo 1 + 4). Promichat na vortexu.
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3)
4)
5)

6)

7

8)

Povatit 3 min na vodni 1azni.
Kratce zcentrifugovat (30 s, 7000 x g).
Do jamek ve startovacim gelu nanést vzorkovy roztok, pfed nanesenim jemné
promichat na vortexu. Nanasi se pomoci pipety Eppendorf® specidlnimi $pi¢kami
pro nanaseni na gel. Obvykle bylo nanaseno 6-15 pg proteinu z kazdé frakce.
Stejnym zplisobem nanést 5 pl smési barevnych proteinovych standardi
molekulovych hmotnosti (M.W.).
K elektroforetické soustavé pfipojit stabilizovany zdroj stejnosmérného napéti
a nastavit tyto parametry:

= proud: - 10 mA/gel (pted zapusténim vzorkl do déliciho gelu — cca

prvnich 10 min)
- 20 mA/gel (po zapusténi vzorkl do déliciho gelu)

" napéti: 250V

* Cas: 1 hod 40 min
Po ukonleni elektroforézy vypnout zdroj nap€ti a vyjmout aparat
z elektroforetické vany, oddélit kryci skla od geli. Gely oplachnout
redestilovanou vodou, opatmé je uvolnit od spodniho skla a pfenést do plastové

misky Sterilin® (rozmér 100 x 100 mm) naplné&né pufrem VIII (viz tabulka &.3).
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Tabulka ¢.2 — Popis a sloZeni roztokid pro SDS-PAGE

ROZTOK POPIS SLOZENI
0,
30% .(v;.'/v) 0 30g akrylamidu; 0,8 g Bisakrylamid,;
I akrylamid; 0,8% redest.voda do 100 ml; piefiltrovat
(w/v) Bisakrylamid ' P
. 45,5g Tris; redest.voda asi do 150 ml;
I E‘i)fr‘vlfslgslj ns}-{HSC; upravit pH konc.HCl na 8,8; redest.voda do
70515 PG, 250 ml; ptidat 1g SDS
III roztok APS 75 mg APS rozpustit v 0,75 ml redest.vody
v TEMED -
pufr 0,5M Tris-HCI | 6,05g Tris; redest.voda asi do 40ml; upravit
\% —0,4% (w/v) SDS; | pH konc.HCl na 6,8; redest.voda do 100
pH 6,8 ml; pfidat 0,4g SDS
5 x koncentrovany
elektrodovy pufr — . . ]
VI 0,1 M Tris — 0,5% 15,1g Tris; 72g %lycll(l)l(,) gg ?DS, redest.voda
(W/v) SDS - 0,96 M ° m
glycin; pH 8,3
vzorkovy pufr —
0,3M Tris - 10% 0,91g Tris; 2,5g SDS; 3,25 ml glyceroly;
VII (v/v) glycerol — | 0,5g DTT; redest.voda asi do 20 ml; upravit
0,2% (w/v) BPB — pH konc.HCI na 6,8; ptidat 0,05 g BPB;
0,13 M DTT; pH 6,8 redest.voda do 25 ml
baleni (3ml) M.W.standardii (Fluka 69813)
vzorkovy roztok rozpustit v 0,5 ml 8M modoviny; zfedit
Standard | barevnych standardu 0,5ml VII; rozdélit na 20 pl alikvoty;
M.W. skladovat pii —40°C; pfed pouzitim povafit
5min na vodni 1azni; dale skladovat ve 4°C
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4.8. Elektroprenos proteini na nitrocelulézové membrany

(Western Blotting)

Elektropfenos proteinii na nitrocelulézové membrany byl provadén metodou podle
Towbina a spol, 1979 2V v elektropfenosové soupravé Amersham™ pro ECL, 1997 22,

4.8.1. Postup elektroprenosu proteini na nitrocelulézové membrany

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Gely po ukonceni elektroforézy ekvilibrovat minimdln€ 5 minut v plastové
misce v pfenosovém pufru VIIIL.
Z nitrocelul6zové (NC) membrany Hybond™ ECL™ a z papiru QuickDraw ™
nastiihat obdélni¢ky o rozmérech 65 x 85 mm. NC membrany ekvilibrovat asi
2 min v pfenosovém pufru VIII.
Sestavit sendvi¢ pro elektropfenos (viz obrazek &£.9). Sestavovani provadét
v Petriho misce naplnéné do poloviny pufrem VIII tak, aby byl sendvi¢ nasakly
pufrem. KaZdou vrstvu pied pfiloZzenim dalsi ovlh¢it pufrem VIII. DileZity je
dobry kontakt mezi vrstvami zvla§t¢ mezi gelem a membranou, proto je potfeba
po pfiloZeni kazdé vrstvy opatrné zkumavkou jako véle¢kem vytladit bublinky.
Musi byt dokonaly kontakt pro elektropfenos mezi jednotlivymi vrstvami
v sendvici, aby byl po celé plose gelu konstantni tlak!
Sestavené sendvife zasunout do vany pro elektropfenos a naplnit ji vychlaze-
nym pfenosovym pufrem VIII.
Pfipojit k van€ stabilizovany zdroj stejnosmémého napéti a nastavit tyto
podminky:

® proud: 350 mA

® napéti: 100V

® cas: 60 min
Po ukonceni elektropfenosu a odpojeni od zdroje napéti rozebrat sendvice,
membrany pfenést do barviciho roztoku IX (Ponceau 2S) na cca 20 sekund.
Barveni Ponceau ¢erveni slouZi ke kontrole kvantitativniho pfenosu proteind.
Opléchnout redestilovanou vodou a v pfipadé, Ze dojde ke spravnému

elektropfenosu proteind, zalit roztokem TTBS.
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Obrizek ¢&.9 — Sendvi€ pro elektropienos proteind na NC membrany
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papir QuickDraw
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Tabulka €.3 — Popis a sloZeni roztoki pro elektropfenos proteinii na NC membrany

ROZTOK POPIS SLOZENI

Tris-glycinovy 6,07 g Tris; 28,8 g glycinu;

pfenosovy pufr — .
VIII 0,025M Tris -0,192M 400ml methanolu;
. ° redest.voda do 2000 ml (pH
glyein - 20 % (v/1) se neupravuje)
methanol; pH 8,3

0,1% (w/v) Serveit 5ml lec.iové kyseliny o.ctove
y ziedit redest.vodou; za
IX Ponceau 28 Cerveri

o . michani rozpustit 500 mg
v 1% (v/v) kyselin Ponceau 2S;redest.voda do

octové 500 ml
4.9. Protilatky
Primarni protilatka proti iPLA,:
iPLA, krali¢i antisérum (Cayman) proti syntetickému peptidu Pro-Arg-

Phe-Asn-GIn-Asn-Ile-Asn-Leu-Lys-Pro-Pro-Thr-Gln-Pro-Ala-Asp-
Gln-Leu-Val odpovidajici aminokyselindim 557-576 ve struktufe

iPLA; konjugované s hemocyaninem
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Konjugét sekundami protilatky:

SwARb-Px chromatograficky ¢&iSténd imunoglobulinova frakce z praseciho
antiséra proti krali¢im imunoglobulinim, konjugovand oxida¢ni
metodou s kienovou peroxidasou (HRP — Horse Radish Peroxidase)

(Sevapharma Praha)

4.10. Imunodetekce iPLA,

Imunodetekce iPLA; na NC membranich byla provadéna podle doporucenych

standardnich postupti — podle nédvodu firmy Amersham™ pro ECL, 1997 (??

navodu firmy Bio-Rad® pro Immun-Blot®, 1996 ?. Veskeré inkubace a promyvani membran

, a podle

bylo provadéno za michani na laboratorni kyvaéce ve &tvercovych plastovych miskach
Sterilin® o rozméru 100 x 100 mm. Pouzité primamni protilitky byly fedény 1:2000,
sekundami protilatka byla fedéna 1:4000. Popis a sloZeni roztokii pouZivanych pfi

imunodetekci jsou uvedeny v tabulce &.4.

4.10.1. Postup imunodetekce iPLA,

1) Membrany blokovat 1 hod roztokem M (50 ml na jednu membranu).

2) Membrany promyt 3krat kratce v roztoku TTBS (cca 20 ml TTBS) a toto opakovat
2krét po 5 minutach (celkem 9 promyti).

3) V malych plastovych zkumavkach s vickem pfipravit primarni protilitku v TTBS
(10 ml TTBS + 5 pl primarniho antiséra na jednu membranu). Obsah zkumavky
pomalym pieklapénim dokonale promichat.

4) Po promyti membrany inkubovat 90 min v roztoku primarni protilatky.

5) Membrany promyt 3krat kratce v roztoku TTBS (cca 20 ml TTBS) a toto opakovat
2krat po 5 minutach (celkem 9 promyti).

6) V plastové lahvi¢ce s vi€kem pfipravit roztok sekundamni protilatky v TTBS (20 ml
TTBS + 5 pl sekundarni protilatky na jednu membranu). Obsah lahvi¢ky pomalu
a dokonale promichat.

7) Po promyti membrany inkubovat 1 hod v roztoku sekunddmi protilatky.
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8) Membrany promyt 3krat kratce v roztoku TTBS (cca 20 ml TTBS) a toto opakovat
2krat po 5 minutach (celkem 9 promyti).

Tabulka €.4 — Roztoky pro imunodetekci na NC membranach

ROZTOK POPIS SLOZENI

Roztok NaCl pufrovany Trisem 12,1 g Tris; 146,1 g NaCl;

TTBS | (0,IM Tris— 2,5 M NaCl — pH 7,5~ k’:ﬁ:ﬁé‘l’d; dga";’g fn{r;i:ll;rgvgl
0,5 % (v/v) Tween 20) HULP 5 P

Tweenu 20; redest.voda do 1000 ml

Blokovaci roztok (5 % (w/v) susené >0 g m’zlfotucneho suSeného mi¢ka
M . za michani rozsuspendovat ve 100 ml
mléko v TTBS)

TTBS

Obr. &.10 — Imunodetekce specifického proteinu technikou ECL

sekundarni protilatka s HRP HRP + luminol ECL
\ +Hy0,
primérni protilatka .
nespecificky protein
\ svétlo

detekce na filmu
nespecificky protein

antigen,
specificky protein
nitrocelulézova

membréna

Na specificky protein se navaZe primarni protilatka, na niZ se navaze sekundarni protilatka
s HRP. Metoda ECL pouziva cyklického diacylhydrazidu luminolu, ktery je v mirné
alkalickém prostfedi oxidovian peroxidem vodiku za katalyzy kfenovou peroxidasou
(HRP). Dochazi tak k emisi svétla, maximum emise pfi dané vinové délce je zachytitelna
na film citlivy k modrému svétlu 2%,
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4.11. Metoda zesilené chemiluminiscence (ECL)

4.11.1. Princip metody

ECL (enhanced chemiluminiscence) je firmou Amersham™ patentovani metoda
detekce peroxidasové aktivity prostfednictvim chemiluminiscence za pfitomnosti zesilovaci.
Luminiscence je definovdna jako emise svétla vznikajici disipaci energie molekuly
chemické latky v excitovaném stavu. Metoda ECL pouziva cyklického diacylhydrazidu
luminolu, ktery je v mirné€ alkalickém prostfedi oxidovan peroxidem vodiku za katalyzy
kienovou peroxidasou (HRP). Produkt oxidace je v excitovaném stavu, ze kterého ptechazi
do zakladniho stavu, emisi svétla. K zesileni chemiluminiscence dochazi za pfitomnosti
latek na bazi fenoli. Diky tomu se svételny tok zvysi asi 1000ndsobné a prodlouzi dobu
emise ve srovndni sreakci bez zesilova¢l. Luminiscence v tomto systému dosahuje
maxima po 5 aZ 20 min a poté pomalu klesa s polo¢asem cca 60 min. Maximum emise ma
vinovou délku 428 nm, a je tedy zachytitelné na film citlivy k modrému svétlu
(autoradiograficky nebo rentgenovy film). Metody se pouzZiva téméf vyhradné€ pfi detekci
riznych antigeni na membrianich pomoci konjugiti sekundamich protilitek s HRP
v dvoustupriovém systému: primarni protilitka proti detekovanému antigenu/konjugat

sekundarni protilatky proti primarni protilatce s HRP.

Obrizek &.11 — Oxidace luminolu peroxidem vodiku v zésaditém prostfedi katalyzované
HRP

NH»> 0 NHo
H COO"
N peroxidasa
I — +No  +H,O +hy
N ~ H,0;
H COO"
o)
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4.11.2. Postup ECL

P této metod& bylo postupovéno podle instrukci vyrobce Amersham™ pro ECL,
1997 U2 negkteré doporudované materidly ale byly nahrazeny jejich ekonomicky
vyhodngjsimi ekvivalenty. Misto folie SaranWrap™ byla pouZita b&Zna potravinova folie.
Membrany byly exponovany na film Medical X-Ray Film od firmy Foma. Bylo provedeno
vzdy né€kolik rtizn€ dlouhych expozic, aby byl zachycen optimalni rozsah denzitomet-
rickych objemi pro kvantitativni vyhodnoceni.

Pro iPLA; byla vyzkouSena optimalni doba expozice. Jako vychozi doba expozice
byla 1 min VZdy bylo exponovano jesté né€kolik filml v ¢asech okolo optima..

PHi vyvolavéni filmi byla pouzit pfistroj Fomei Optima X-Ray Film Procesor® od
firmy Protec Medizintechnik GmbH & Co. KG. ECL bylo provadéno v temné komofe.

Postup:

1) Membrany po imunodetekci okapat a pinzetou pfenést proteinovou stranou nahoru
na oplédchnuté vigko misky Sterilin®.

2) V plastové zkumavce s viCkem piipravit vZdy Cerstvy roztok smichdnim roztoku
XI a XII v poméru 1:1 (viz tabulka ¢.5). Obsah zkumavky dikladné promichat.

3) Detekéni roztok nalit na pfipravenou membranu a nechat reagovat 1 min.

4) Membranu okapat a pinzetou pfenést na folii tak, aby mezi licovou stranou membrany
a folii nebyly bubliny a zahyby. Folie musi byt z vnitini strany naprosto sucha.

5) Zabalenou membranu vloZit do papirové autoradiografické kazety a za tmy na membranu
prilozit autoradiograficky film. Kazetu zavfit a zatizit. Nechat exponovat.

6) Exponovany film vlozit do pistroje Fomei Optima X-Ray Film Procesor® a vy&kat,

nez se film vyvola.
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Tabulka ¢&.5 — SloZeni roztoki pro ECL

pH 8,8

ROZTOK POPIS SLOZENI
22,5 mg luminolu rozpustit
2,5 mM luminol v 0,1 M Tris;
1 v 0,5 ml DMSO, doplnit do

50 ml 0,1 M Tris; pH 8,8

2 90 mM p-kumarova kyselina

18,5 mg p-kumarové kyseliny
rozpustit v 1,25 ml DMSO

50 ml roztoku 1
+ 220 pl roztoku 2

5,4 mM H,0; v 0,1 M Tris;
pH 8,8

XII

30,6 ul 30% (v/v) HyO, v 50 ml
0,1 M Tris; pH 8,8

4.12. Skenovani filmu na stolnim skeneru

4.12.1. Princip metody

Pfi sniméni skenerem je objekt osvétlovan zdrojem bilého svétla. Intenzita pro$lého
zafeni je snimana fadou CCD elementi, pohybujicich se podél jedné z os pfistroje. Signal
snimacich elementu je digitalizovan, coZ znamend, Ze analogové hodnot€ odezvy detektoru
pro kazdy snimany bod je pfifazen jeden z 256 odstinti Sedi (tj. celé Cislo z intervalu
0 — 255; vptipadé 8bitové hloubky), diskrétné rozloZenych pies dynamicky rozsah

detektoru. Digitalni podoba snimané ptedlohy je uloZena do souboru ve formatu .tif na

pocitaci obsluhujicim skener.

4.12.2. Postup skenovani

Filmy s ECL byly oznaeny a skenovany v pro§lém svétle na skeneru Epson

Perfection 1240 U®.
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Postup skenovéni:

1) Polozit film na Cisté sklo skeneru a srovnat ho tak, aby osa tvofend prouzky stejné
molekulové hmotnosti na filmu byla rovnob&zna s podélnou nebo pii¢nou osou
skeneru.

2) Priklopit viko pfistroje a provést pfedb&zné skenovani.

3) Pro skenovani nastavit tyto podminky:

® jas: 138

® kontrast: 146

®* {yp obrazu: Black & White Photo

® nastaveni: adaptér pro positivni film

® rozliSeni: 300 dpi

® rozmery: 100 %

= format: 8bit TIFF uncompressed (pfipona .tif)

4) Film skenovat za téchto podminek do souboru pojmenovaného podle oznadeni

piedlohy.

4.13. Vyhodnoceni signalu

Vyhodnoceni denzitometrického objemu skvrn na filmu bylo provadéno pomoci

programu ImageQuant.

4.13.1. Postup vyhodnocovani

1) Soubor s ptiponou .tif s naskenovanym obrazem filmu otevfit a zobrazit v paleté
Pseudo ve fale$nych barvach mapujicich odstiny 3edi.

2) Skvmy iPLA; ohranifit objektem typu Rectangle (okolo nejvétsi skvrny mysi
vytvofit obdélnik). Pfekopirujeme objekt na viechny hodnocené skvrny na filmu.

3) Objekty skvrn oznaéit ¢isly stop a uloZit.
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4) Provést objemovou integraci na oznaCenych skvrnich s automatickym odectem
hodnoty pozadi (jako hodnota pozadi pro danou skvrnu je bran primér hodnot
pixelii leZicich pod obdélnikem ohraniCujicim skvmu (nastaveni Local Background).
Vysledkem integrace je bezrozmérnd hodnota — denzitometricky objem (D.V.)
skvrny, ziskana seétenim hodnot vSech pixeli zahrnutych do skvrny, zmen$ena
0 hodnotu pozadi.

5) Obsah vysledkového okna zkopirovat do se§itu programu Microsoft Excel do listu

ptislusejiciho vyhodnocovanému filmu.

4.14. Zpracovani dat

Zpracovani dat pro jednotlivé filmy bylo Casteén€ automatizovano systémem
vzorci provadgjicich korekce, pfepo¢ty na nanasku 1 pg proteinu a vypodéty primeéru. Data
byla zpracovana v programu Microsoft Excel, pomoci kterého byly také vynaSeny grafy.
Denzitometricky objem skvry byl pfepoditan na 1 pg aplikovaného celkového proteinu
vzorku. Grafy a tabulky (v kapitole 5) jsou uvedeny v arbitramich jednotkach nebo
v procentech cytosolu. Arbitrami jednotky jsou dany sou¢tem hodnocenych denzitometrickych
objemd, ktery je roven 100. Procento cytosolu vyjadfuje pomér denzitometrického objemu
(pfepolitaného na 1 pg proteinu) pfisludné partikularni frakce k denzitometrickému

objemu (pfepocitanému na 1 pg proteinu) cytosolu x 100.

4.15. Statistické zpracovani vysledki

Vysledky byly statisticky zpracovany s vyuZitim programi Jandel Scientific —
SigmaStat a Microsoft Excel. Vysledky byly vyjadfeny jako aritmeticky primér, rozptyl
dat jako stfedni chyba priiméru (S.E.M.). Vyznamnost rozdili mezi skupinami byla hodnocena
pomoci jednocestné nebo dvoucestné analyzy variance a nasledného Student — Newman —
Keulsova testu. Za statisticky vyznamny byl povaZovan rozdil s hladinou vyznamnosti

mensi nez 0,05 (p < 0,05).
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5. VYSLEDKY

S.1. Hmotnostni parametry

Tabulka ¢&.6 ukazuje vliv adaptace na chronickou hypoxit na hmotnostni
parametry pokusnych potkani. Po adaptaci na chronickou hypoxii se signifikantné
sniZila hmotnost téla (BW) u hypoxické skupiny na 85 % hodnoty normoxickych
potkanl. Vy38i hmotnost srdce (HW) u zvifat hypoxické skupiny (105 % normoxickych
potkanil) byla zplisobena pfedevsim hypertrofii pravé komory (RV; 131 % normoxické
kontroly). Hmotnost levé komory (LV) se mirmné sniZila u hypoxické skupiny (99 %
normoxické hodnoty). Relativni hmotnost srdce (HW/BW) se zvySila ve srovnani
s normoxickou skupinou na 123 %. Relativni hmotnost pravé komory (RV/BW) se
zvysila na 150 % odpovidajicich normoxickych potkanti, zatimco relativni hmotnost levé
komory (LV/BW) se po adaptaci na IHA hypoxii zvy$ila jen mimé (117 % normoxické
kontroly).

Tabulka €.6 — Hmotnostni parametry

parametry normoxie “hypoxie
n 4 4
BW [qg] 37312 318+12*
HW [mg] 831+24 872+ 34
RV _[mg] 17716 231+15*
LV_[mg] 470 £ 21 465 + 10
S [mg] 18517 176 + 12

HW/BW (10%) | 2,23+0,07 | 2,75+0,10*
RV/BW (.10°) | 0,48:0,02 | 0,7210,03*
LV/BW (.10°) 1,26 +0,06 | 1,47+0,05*
SIBW (107 049+0,02 | 0,55+0,05

RV/LV 0,38+0,03 | 0,50+0,02*

Hodnoty vyjadiuji aritmeticky primér £ S.EM. n - pofet zvifat ve skuping,
BW - hmotnost t€la, HW — hmotnost srdce, RV — prava komora, LV — levd komora,
S — septum, HW/BW - relativni hmotnost srdce, RV/BW — relativni hmotnost pravé
komory, LV/BW - relativni hmotnost levé komory, S/BW — relativni hmotnost septa.
* - statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05)
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5.2. Distribuce iPLA, v bunéénych frakcich normoxického

myokardu

Graf ¢.2 ukazuje distribuci iPLA; v bunéénych frakcich normoxického myokardu.
Nejvetsi relativni zastoupeni iPLA; je vcytosolu (63 %), nasleduje nuklearni-
cytoskeletarni-myofibrilarni frakce (17 %) a pfibliZzné stejné je zastoupeni v membranové
(10 %) a mitochondrialni frakci (9 %).

Graf &.2 — Relativni zastoupeni proteinu iPLA; v cytosolu a partikuldrich frakcich
v levé komote normoxického myokardu potkana
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Vysledky jsou z jednoho frakcionaéniho pokusu. Vzorky byly hodnoceny z identického
filmu. Hodnoty jsou aritmetickym primérem ze dvou bloti. Arbitrarni jednotka: soucdet

denzitometrickych objemi (vztaZeno na 1 pg proteinu) vSech experimentdlnich skupin je
100 %. N — nuklearni-cytoskeletarni-myofibrilarni frakce, MITO — mitochondridlni frakce,
M — membréanova frakce, C — cytosol.
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5.3. Extrakce iPLA, Tritonem X-100

5.3.1. Distribuce iPLA; v bunéénych frakcich normoxického myokardu

po extrakei Tritonem X-100

V tabulce €.7 jsou uvedeny koncentrace proteinti v bunéénych frakci z normoxic-
kych srdci neextrahovanych a extrahovanych 1 % Tritonem X-100. Po extrakci do
nuklearniho-cytoskeletarniho-myofibrilarniho extraktu pfe$lo 21 %, do mitochondrial-
niho extraktu 52 % a do membranového extraktu 48 % proteinu.

Tabulka ¢.8 a graf ¢.3 ukazuji relativni zastoupeni proteinu iPLA; v cytosolu
a v nuklearni-cytoskeletarni-myofibrilarni, mitochondridlni a membranové frakci. Z vysledkid
vyplyva, Ze iPLA; je velmi dobfe extrahovatelnd 1 % Tritonem X-100. Po extrakci
jednotlivych frakci doslo k podstatnému zvy$eni koncentrace iPLA; u nukledrni-cytoske-
letarni-myofibrildmi frakce cca 4krat, mitochondridlni frakce pfiblizn¢ 2krat a membra-
nové frakce témér 6krat.

Tabulka &.7 — Koncentrace proteind v jednotlivych buné&énych frakcich a odpovidajicich
tritonovych extraktech

Koncentrace proteint (ug.pl™)
normoxie -
bunécna normoxie bunééna extrakce
frakce frakce | Tritonem X-100
N 16,18 NE 3,38
MITO 3,54 MITE 1,83
M 5,57 ME 2,66
C 5,34 C 5,32

Hodnoty vyjadtuji koncentrace proteint z jednoho frakcionaéniho pokusu. N — nuklear-
ni-cytoskeletdrni-myofibrilarni frakce, NE - nukledmi-cytoskeletdrni-myofibrilarni
extrakt, MITO - mitochondridlni frakce, MITE - mitochondridlni extrakt, M -
membranova frakce, ME — membranovy extrakt, C — cytosolu.
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Tabulka &.8 — Relativni zastoupeni proteinu iPLA; v cytosolu a partikularnich frakcich
z levé komory myokardu potkana neextrahované a extrahované 1 % Tritonem X-100

iPLA; (arbitrarni jednotka)
normoxie -
bunééna normoxie bunééna extrakce
frakce frakce | Tritonem X-100
N 5,59 NE 23,56
MITO 3,00 MITE 6,91
M 3,31 ME 20,85
C 20,90 C 15,89

Vysledky jsou z jednoho frakcionaniho pokusu. Vzorky byly hodnoceny z identického
filmu. Hodnoty jsou aritmetickym primérem ze dvou bloti. Arbitrarni jednotka: soucet
denzitometrickych objemi (vztaZeno na 1 pg proteinu) vSech experimentélnich skupin je
100 %. N — nuklearni-cytoskeletarni-myofibrildrni frakce, NE — nuklearni-cytoskeletarni-
myofibrilarni extrakt, MITO — mitochondridlni frakce, MITE — mitochondridlni extrakt,
M — membréanova frakce, ME — membranovy extrakt, C — cytosolu.

Graf &3 — Relativni zastoupeni proteinu iPLA; v cytosolu a partikularnich frakcich
z levé komory myokardu potkana neextrahované a extrahované 1 % Tritonem X-100
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Vysledky jsou z jednoho frakcionaéniho pokusu. Vzorky byly hodnoceny z identického
filmu. Hodnoty jsou aritmetickym primérem ze dvou bloti. Arbitrarni jednotka: soucet
denzitometrickych objemi (vztaZeno na 1 pg proteinu) vSech experimentélnich skupin je
100 %. N — nuklearni-cytoskeletdirni-myofibrilarni frakce, NE — extrakt nuklearni-cyto-
skeletarni-myofibrildri frakce, MITO — mitochondrialni frakce, MITE — mitochondrialni
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extrakt, M — membranova frakce, ME — membranovy extrakt, C — cytosol, Triton — bunééna
frakce extrahovana 1 % Tritonem X-100.

5.3.2. Udinnost extrakce iPLA, Tritonem X-100

Extrakce 1 % Tritonem X-100 pfedstavuje Easte¢ny purifikaéni krok, kdy iPLA;
vazand na membrany pfechazi po centrifugaci do supernatantu a proteiny nerozpustné
v Tritonu X-100 zistavaji v sedimentu (peletu). Srovnani mnoZstvi proteinu iPLA;
v supernatantu partikularnich frakci a homogenatd normoxické a hypoxické srde¢ni
tkan€ s peletem ukazalo, Ze je extrakce iPLA; z membran 1 % Tritonem X-100 kvanti-
tativni (viz obrazek ¢&.12). Proto jsme v daldi experimentalni sérii analyzovali pouze

cytosolu a extrakty homogenatu a partikularni frakce.

Obrizek &.12 — Udinnost extrakce Tritonem X-100

Filmy s ECL signalem, expozice 1 minuta. PE — extrakt partikulari frakce, PEP — pelet
partikularni frakce, HE — extrakt homogenatu, HEP — pelet homogenatu, Nor — nor-
moxie, Hypo — adaptace na chronickou hypoxii. Nana$ky jsou shodné pro kontrolni
1 experimentélni skupinu: PE a PEP — 12 pg proteinu; HE a HEP — 10 pg proteinu.

5.4. Koncentrace proteini v cytosolu, extraktech homogenatu

a partikularni frakce

Pro kazdou frakcionaci byla pouzita leva srde¢ni komora. V tabulce ¢.9 jsou
uvedeny koncentrace proteini v cytosolu, extraktech homogenatu a partikularni frakce
normoxické a hypoxické tkané. Statisticky vyznamny rozdil byl pozorovan pouze v piipadé
cytosolu. Koncentrace proteinu byla o 25 % vy$8i v cytosolu hypoxické skupiny ve

srovnani s normoxickou skupinou.
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Tabulka &9 — Koncentrace proteini v cytosolu, extraktech (1 % Triton X-100)
homogenatu a partikularni frakce z normoxické a hypoxické levé komory myokardu

potkana
Koncentrace proteint (ug.pl™)
bunééna ; ;
frakce normoxie hypoxie
HE 3,59+0,18 3,77+ 0,14
C 4,19+ 0,29 524+0,16*
PE 3,656+0,14 3,85+ 0,23

Hodnoty vyjadiuji aritmeticky primér koncentraci proteind ze &tyf nezavislych pokusi
+ S.EM. HE - extrakt homogenitu, C — cytosol, PE — extrakt partikularni frakce.
* - statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05)

S.5. Exprese iPLA; v normoxické a na chronickou hypoxii

adaptované levé komore myokardu potkana

5.5.1. Exprese iPLA, v homogenatu

Tabulka ¢&.10 a graf ¢4 ukazuji expresi iPLA; v extraktech homogenatu
z normoxické a na chronickou hypoxii adaptované levé komory myokardu potkana. Lze
pozorovat, Ze adaptace na chronickou hypoxii sniZila expresi iPLA; na 75 % normoxické

skupiny.

Tabulka ¢.10 — Exprese iPLA; v extraktech homogenatu normoxické a hypoxické levé
komory myokardu potkana

iPLA; (arbitrarni jednotka)
bunééna ; .
frakce normoxie hypoxie
HE 57,19+231 | 42,81+2,31*

Vzorky byly hodnoceny z identického filmu. Hodnoty vyjadfuji aritmeticky primér
z péti nezavislych pokusti + S.E.M. Arbitrami jednotka: soucet denzitometrickych
objemi (vztaZzeno na 1 pg proteinu) v8ech experimentilnich skupin je 100 %. HE —
extrakt homogenatu. * - statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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Graf &4 - Exprese iPLA; v extraktech homogenatu z normoxické a na chronickou
hypoxii adaptované levé komory myokardu potkana
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Vzorky byly hodnoceny z identického filmu. Hodnoty vyjadiuji aritmeticky primér
z péti nezdvislych pokusl. Arbitrdrni jednotka: soudet denzitometrickych objemi
(vztaZeno na 1 pg proteinu) viech experimentalnich skupin je 100 %. Chybové usecky
vyjadiuji S.E.M. Nor — normoxie, Hypo — hypoxie. * - statisticky vyznamny rozdil
hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).

5.5.2. Exprese iPLA; v cytosolu a partikularni frakci

Tabulka ¢.11 a graf £.5 ukazuji expresi iPLA; v cytosolu a extraktech partikularni
frakce z normoxické a na chronickou hypoxii adaptované levé komory myokardu potkana.
Po adaptaci na IHA hypoxii bylo pozorovano signifikantni snizeni exprese iPLA;
v cytosolu u hypoxické skupiny na 69 % normoxické skupiny. Podobnou tendenci ke

sniZeni 1ze pozorovat také v piipadé partikularni frakce.
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Tabulka &11 - Exprese iPLA; vcytosolu a v extraktech partikuldrni frakce
z normoxické a na chronickou hypoxii adaptované levé komory myokardu potkana

iPLA; (arbitrarni jednotka)
bunééna .
frakce normoxie hypoxie
C 2676+1,39 | 1846+1,28"*
PE 31,31£2,70 | 23,47 +£2,93

Vzorky byly hodnoceny z identického filmu. Hodnoty vyjadfuji aritmeticky primér
ze &tyf nezdvislych pokusi + S.E.M. Arbitrarni jednotka: soudet denzitometrickych
objemi (vztaZzeno na 1 pg proteinu) viech experimentalnich skupin je 100 %.C — cytosol,
PE — extrakt partikularni frakce. * - statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie
(p < 0,05).

Graf &5 — Exprese iPLA; v cytosolu a v extraktech partikularni frakce z normoxické

a na chronickou hypoxii adaptované levé komory myokardu potkana
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Vzorky byly hodnoceny z identického filmu. Hodnoty vyjadfuji aritmeticky primér
ze Ctyf nezavislych pokusti Arbitrarni jednotka: soudet denzitometrickych objemt
(vztaZzeno na 1 pg proteinu) vSech experimentalnich skupin je 100 %. Chybové tsecky
vyjadiuji S.E.M. C - cytosol, PE — extrakt partikularni frakce, Nor — normoxie, Hypo —
hypoxie. * - statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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Obrizek ¢&.13 - Reprezentativni imunoblot exprese iPLA; v cytosolu, extraktech
homogenatu a partikularni frakce z normoxické a na chronickou hypoxii adaptované levé
komory myokardu potkana

C-Nor C-Hypo

PE-Nor  PE-Hypo HE-Nor HE-Hypo

=-. 92kDa

G- 67kDa

Filmy s ECL signalem, expozice 1 minuta. C — cytosol, PE — extrakt partikularni frakce,
HE - extrakt homogenatu, Nor — normoxie, Hypo — hypoxie. Nanasky pro
experimentalni skupiny: C — 10 ug proteinu, PE — 12 pg proteinu, HE — 10 pg proteinu.

5.5.3. Distribuce iPLA; mezi cytosolem a partikulirni frakei

Tabulka ¢.12 ukazuje distribuci iPLA; mezi cytosolem a partikularni frakci
vyjadfenou jako pomér partikulari frakce k cytosolu (PE/C). Graf ¢.6 ukazuje expresi
iPLA; vyjadfenou jako pomér extraktu partikuldmi frakce ku cytosolu (PE/C).
Z vysledki vyplyva, Ze iPLA; je téméf rovnomémé distribuovana mezi cytosolem
a partikularni frakci. Adaptace na chronickou hypoxii vyznamné neovlivnila distribuci

iPLA, mezi partikularni frakci a cytosolem.

Tabulka ¢&.12 — Distribuce iPLA; mezi cytosolem a partikularni frakci v normoxické
a hypoxické levé komoie myokardu potkana

iPLA;
bunééna : ;
frakce normoxie hypoxie
PE/C 1,18+ 0,10 1,28+ 0,18

Denzitometrické objemy vzorkd (vztaZeno na 1 pg proteinu) pro vypocet PE/C byly
hodnoceny z identického filmu. Hodnoty vyjadfuji aritmeticky primér ze &tyt nezévis-
lych pokusii + S.E.M. C — cytosol, PE — extrakt (1 % Triton X-100) partikularni frakce.
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Graf &.6 — Distribuce iPLA; mezi cytosolem a partikularni frakci
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Hodnoty vyjadfuji aritmeticky primér ze &tyf nezéavislych pokusid. Denzitometrické
objemy vzorki (vztaZeno na 1 pg proteinu) pro vypocet PE/C byly hodnoceny z identic-
kého filmu. Chybové use€ky vyjadiuji S.E.M. C — cytosol, PE — extrakt (1 % Triton X-
100) partikularni frakce, Nor — normoxie, Hypo — hypoxie.

5.6. Vliv NAC na expresi iPLA,; v extraktech homogenatu
v normoxickém a na chronickou hypoxii adaptovaném

myokardu

Tabulka €.13 a graf &7 ukazuji vliv NAC na expresi iPLA; v extraktech
homogenatu z normoxické a na chronickou hypoxii adaptované levé komory myokardu
potkana. Podobné jako v pfedchozim experimentu (viz kapitola 5.5.1.) lze pozorovat, Ze
adaptace na chronickou hypoxii sniZila expresi iPLA; v homogenatu na 61 % normoxické
skupiny. Na rozdil od pfedchoziho experimentu v8ak pokles vyvolany adaptaci na chronickou
hypoxii nebyl signifikantni vzhledem k velkému rozptylu hodnot.

Podani NAC sniZilo relativni mnozstvi iPLA,; v normoxické tkani, kdeZto
v hypoxické tkdni dochédzi k ndvratu relativniho mnoZstvi iPLA; na plvodni kontrolni

hodnotu. Lze pozorovat, Ze podani NAC vedlo u normoxické skupiny ke sniZzeni exprese
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iPLA; na 65 % odpovidajici kontroly. Av8ak u hypoxické skupiny NAC naopak zvysil
expresi iPLA; 0 66 % ve srovnani s odpovidajici hypoxickou skupinou.
Tyto vysledky dobfe koreluji s vlivem NAC na velikost infarktu “* u normoxické

a na chronickou hypoxii adaptované levé komory myokardu potkana.

Tabulka &.13 — Exprese iPLA; v extraktech homogenatu z normoxické a na chronickou
hypoxii adaptované levé komory myokardu potkana: vliv NAC

iPLA, (arbitrarni jednotka)
bunéé&né : normoxie + ; hypoxie +
frakce normoxie NAC hypoxie NAC
HE 30,66+42 | 19,88+4,96 | 18,67+0,58 | 30,89+ 5,18 #

Vzorky byly hodnoceny z identického filmu. Hodnoty vyjadfuji aritmeticky primeér
ze &tyf nezavislych pokusi = S.E.M. Arbitrarni jednotka: souet denzitometrickych
objemi (vztaZzeno na 1 pg proteinu) viech experimentdlnich skupin je 100 %. HE -
extrakt homogenatu, NAC — N-acetylcystein. # - statisticky vyznamny rozdil hypoxie +
NAC vs. hypoxie (p < 0,05).

Graf &.7 — Exprese iPLA; v extraktech homogenatu z normoxické a na chronickou hypoxii
adaptované levé komory myokardu potkana: vliv NAC
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Vzorky byly hodnoceny z identického filmu. Hodnoty vyjadiuji aritmeticky primér
ze C&tyf nezavislych pokusd. Arbitrarni jednotka: soudet denzitometrickych objemi
(vztaZeno na 1 pg proteinu) vSech experimentilnich skupin je 100 %. Chybové tsecky
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vyjadiuji S.E.M. Nor — normoxie, Hypo — hypoxie, NAC — N-acetylcystein. # - statisticky
vyznamny rozdil hypoxie vs. hypoxie + NAC (p < 0,05).

Obrazek &.14 — Reprezentativni imunoblot exprese iPLA; v extraktech homogenatu
z normoxického a na chronickou hypoxii adaptovaného myokardu: vliv NAC.

+NAC

Filmy s ECL signalem, expozice 1 minuta. HE — extrakt homogenatu, Nor — normoxie,
Hypo — hypoxie, NAC — N-acetylcystein. Nanasky jsou pro viechny &tyfi experimentalni
skupiny stejné — 10 pg proteinu.
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6. DISKUZE

Problematika spojend s tlohou iPLA; v mechanismu protekce myokardu induko-
vané chronickou hypoxii zatim nebyla na naSem pracovidti studovdna, proto prvnim
ukolem diplomové prace bylo zavedeni stanoveni exprese tohoto enzymu metodou
imunodetekce pomoci specifické protilatky. Dal$im metodickym problémem bylo vyfesit
otazku, zda je iPLA; extrahovatelna detergentem. Ukolem druhé experimentélni &4sti prace
bylo zjistit, jak je iPLA; distribuovana mezi jednotlivymi bunéénymi frakcemi v srde¢ni
tkani, jaky vliv bude mit na jeji expresi adaptace na chronickou hypoxii a jakou ulohu zde
hraji ROS.

6.1. Imunodetekce iPLA, v srdci

Pro detekci iPLA; jsme pouZili primarni protilaitku od firmy Cayman, ktera je
v soucasné dob¢& jedinou komeréné dostupnou protilatkou bé€Zn€ pouZivanou pro stanoveni
exprese tohoto enzymu i v ostatnich studiich " ** ', Specifitu ECL signalu sledovaného
enzymu jsme ovéfili srovndnim s pozici barevnych proteinovych standardi o znamych
molekulovych hmotnostech. Kontrolni bunééné extrakty ani imunizaéni peptid k blokaci
protilatky nejsou komeréné€ dostupné. Vyhodou je, Ze se v okoli ECL signalu iPLA; nevys-
kytuje Zadny nespecificky signdl jiného proteinu. Podobné jako v jinych studiich jsme
iPLA; detekovali jako prouzek o primé&mé molekulové hmotnosti 85 — 88 kDa 76:%1:94.129),

6.2. Distribuce iPLA, vbunéénych frakcich normoxického

myokardu, extrakce detergentem

Homogeniza¢ni a frakciona¢ni postupy v experimentu sbunéénymi frakcemi

normoxického myokardu vychazeji z metod, které v nasi laboratofi zavedla Irena Markova

(126.127) Erakcionovali jsme tkan uchovavanou v tekutém dusiku, rozdrcenou na jemny prasek a

poté homogenizovanou v Potter-Elvehjemové homogenizatoru podobng jako jini autofi !> !9,
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Diferencialni centrifugaci jsme ziskali ¢tyfi bunééné frakce (nuklearni-cytoskele-
tarni-myofibrilarni, mitochodridlni, membranovou frakci a cytosol). Z literatury vyplyva,
Ze se udaje o distribuci iPLA; na membranach a v cytosolu zna¢né& 1i8i. N&které prace
fikaji, Ze v nestimulovanych buiikdch myokardu je nejvétsi relativni zastoupeni iPLA,
v cytosolu a teprve po stimulaci (napf. pfi ischémii a reperfiizi) tento enzym translokuje na

mitochondridlni membrany (68) (141)

a na nuklearni membrany , a stimuluje tak jejich
katabolismus. Jiné prace uvadéji, Zze je iPLA, pfevazn€ asociovdna s membranovymi
frakcemi 77 ** 19, Zda4 se, Ze jeji ptitomnost v jednotlivych bun&inych frakcich zavisi na

typu tkané 72)

, a co se ty¢e myokardu, zleZi na Zivo€iném druhu. Vyse citované prace
studovaly iPLA; pfedev§im v kréli¢ich a lidskych myocytech. V naSem experimentu, ktery
jsme provadéli na myokardu potkana, je iPLA; za normoxickych podminek nejvice
zastoupena v cytosolu, dile v nukledrni-cytoskeletarni-myofibrilarni frakci a nasleduje
piiblizné€ stejné relativni mnoZstvi v mitochondridlni a membranové frakci.

Z literatury je znamo, Ze periferni enzymy jsou dobfe extrahovatelné z membran
detergenty. Tohoto jevu se vyuZiva k obohaceni membranovych frakci danym proteinem,
ptikladem takového enzymu je PKC . V ptipadé iPLA, v myokardu se analyzy doposud
provadély pouze na buné&énych frakcich bez extrakce detergentem (%4125, 128) Eyistuje viak
studie na basofilnich leukemickych burikidch potkana, kde tuto metodu pouzili, a ukazalo
se, ze iPLA; je Tritonem X-100 z membran velmi dobfe extrahovatelna 9V nagem
experimentu srovnani neextrahovanych bunéénych frakci a frakci po extrakci detergentem
Tritonem X-100 tento fakt potvrdilo. Extrakce detergentem piedstavovala &asteny
purifikaéni krok, pfi némz doSlo k nejvét§imu obohaceni proteinem iPLA; u nuklearni-
cytoskeletdrni-myofibrilarni frakce, nasledovala membranova frakce a k nejmen$imu
obohaceni proteinem iPLA; doslo u frakce mitochondridlni. Je tfeba zduraznit, Ze extrakce
detergentem je vyhodné v ptipad€, srovnavame-li rizné experimentalni skupiny a chceme-
li dany protein ve zkoumaném vzorku tkané€ obohatit. Tento pfistup jsme proto zvolili
v nadi dal$i experimentalni studii, kde jsme srovnavali expresi iPLA; v normoxické a na

chronickou hypoxii adaptované levé komofe myokardu.
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6.3. Exprese a distribuce iPLA, v normoxickém a na chronickou

hypoxii adaptovaném myokardu — vliv NAC

6.3.1 Hmotnostni parametry

Adaptace potkant na vyS§kovou hypoxii vedla ke sniZeni jejich télesné hmotnosti.
Tento vysledek je v souladu s pracemi, které se zabyvaji adaptaci na chronickou hypoxii ve
vysoké nadmotské vysce (> 17> 112 126,127,129, 130) yljyem adaptace na vyskovou hypoxii
ziejme dochézi ke stresu, ktery vede ke sniZzenému piijmu potravy, a také k retardaci ristu.

V priibé¢hu adaptace na vySkovou hypoxii dochdzi k plicni hypertenzi, ktera
ovliviluje zejména hmotnost a funkci pravé komory srde¢ni. Dochézi ke zvySeni jeji zatéze
a k rozvoji hypertrofie. Na zvy3eni hmotnosti srdce se tedy podili pfedev§im nist hmotnosti
pravé komory srde¢ni, co? je v souladu s pfedchozimi pracemi (7 1'% 126:129. 130 Relativni
hmotnost pravé komory (RV/BW) se podstatné zvysila, zatimco relativni hmotnost levé
komory (LV/BW) se po adaptaci na IHA hypoxii zvySila jen mimé, coZ je v souladu

ostatnimi pracemi (112, 126,127, 130)

6.3.2. Exprese a distribuce iPLA,

V tomto experimentu jsme sledovali zmény relativniho zastoupeni iPLA; v cyto-
solu, v extraktech homogenétu a partikuladrni frakce v levé komote myokardu potkana pti
normoxii a po adaptaci na IHA hypoxii. Z vysledkid vyplyva, Ze po adaptaci na chronickou
hypoxii se sniZila exprese iPLA; v homogenatu, tento pokles je zplisoben pfedev§im
niZz$im mnoZstvim tohoto enzymu v cytosolu.

Je tfeba konstatovat, Ze naSe studie poprvé analyzovala expresi iPLA; v myokardu
po dlouhodobé adaptaci na hypoxické podminky a byl zde pozorovan jeji pokles. Existuje
dalSi prace na kultufe bun€k endotelu vystavenych dlouhodobému pusobeni chronické
hypoxie, kde podobné jako my pozorovali sniZeni aktivity PLA; na polovinu **), Naopak,
McHowat a spol. pozorovali na kardiomyocytech kralika vystavenych kratké hypoxické
epizodé zvySeni aktivity na membranu vazané iPLA,, provdzené vzestupem hladiny
kyseliny arachidonové a lysoplasmenylcholinu. Prokazali zde také souvislost iPLA;

s elektrofyziologickymi zménami vedoucimi k arytmogenezi, kterd byla pomoci specific-
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kého inhibitoru tohoto enzymu (BEL) potlatena '?>. Zvysen4 incidence letélnich ventri-
kularnich arytmii ve spojeni se zvySenou expresi iPLA; byla prokdzana na modelu transgennich
mySi, u nichZ byla v srdci exprimovana lidska srde¢ni iPLA,, Srdce téchto mySi vystavena
ischémii/reperfuzi vykazovala podstatné vys$$i incidenci letalnich ventrikuldrich arytmii
neZ srdce kontrolni. Inhibitor BEL podany t&sné& pred ischemii zabrénil t&mto arytmiim 2.

Z dosavadnich studii vyplyva, Zze iPLA, miiZze pisobit protektivné prostfednictvim
remodelace fosfolipidi v poSkozenych membrinach. Podle téchto studii hraje iPLA,
vyznaénou roli v ochran& bun&&nych membran pfed oxidatnim poskozenim *®). Vlivem
konformacnich zmén, které v membrané nastanou u oxida¢né modifikovanych fosfolipidi,

se zvydi aktivita iPLA; na membranich ©* %)

. To znamena, Ze iPLA; pfednostné
hydrolyzuje peroxidované FA z membranovych fosfolipidd, které jsou pak v reacylaéné-
deacylaénim cyklu reparovany, &imz iPLA, pomaha udrZzovat fyziologickou funkci
membran % ?)_ Tento vyznam iPLA, lze demonstrovat v ptipad& kardiotoxickych ¢inkt
anthracyklind, které jsou u¢innymi farmaky pfi protinddorové terapii. Vedlejsi toxické
uinky anthracyklinii totiz spofivaji ve zvySovdni oxida¢ni zitéZe indukci tvorby super-
oxidovych radikéli, které zpiisobuji peroxidaci fosfolipidi v membrang ®*. Bylo prokazano,
Ze inhibice iPLA; zplisobena anthracykliny v srde¢nich burikach je jednou z pfi€in jejich
kardiotoxicity, protoZe se snizi schopnost kardiomyocyti opravovat fosfolipidy poskozené
oxida&nim stresem ©* 2%,

Na druhou stranu vSak muze iPLA; za uréitych podminek pisobit poskozujicim
ucinkem. Pfi srde¢ni ischémii a reperfuzi, kdy dochézi ke sniZeni zasob ATP v srde¢nich
burikach, iPLA; jiZ pouze fosfolipidy odbourava, nedochézi k jejich obnové, a tak mem-
brany poskozuje a pfispiva k bunééné smrti @1,75, 111

V naSem experimentu jsme po adaptaci na chronickou hypoxii pozorovali
signifikantni pokles relativniho zastoupeni iPLA; v levé komofe myokardu potkana. Jak
bylo fe¢eno v vodu, adaptace na IHA hypoxii zplisobi dlouhodobé zvySeni odolnosti
myokardu k ischemicko/reperfiznimu poskozeni potvrzené men$im rozsahem infark-
tového loZiska, sniZenim Kkontraktilni dysfunkce a zmirn&nim arytmogeneze ® '7,
Mechanismus tohoto protektivniho uéinku neni dosud plné objasnén, ale vysledky nasi
skupiny a jinych naznacuji, Ze se zde uplatiiuji mitochondridlni na ATP zavislé draslikové
kanély (mitoKatp), PKC a ROS 19, 7 literarnich udaji vyplyvé, Ze existuje izky vztah
mezi iPLA; vdzané na mitochondridlni membrany a otevirdnim mitoK otp kandli. Otevieni

té€chto kanéli vyvola protekci a naopak inhibice téchto kandlu béhem d&ji vyvolavajicich
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protekci tento protektivni efekt potladuje (D AA uvolnéné z fosfolipidi prostfednictvim
iPLA; uzavird mitoKarp kanély, a tim rudi protekci **. Ptedpokladd se tedy, Ze pHi
ischémii/reperfuzi redukce velikosti infarktu pozorovand po inhibici iPLA, miZe byt
zpusobena nejen omezenim degradace fosfolipidii, ale také prostfednictvim mechanismu
zahrnujiciho mitoKarp kanaly ©8) Bylo také prokdzano, Zze mitoKarp kanaly, PKCe
a iPLA; jsou zahmuty v ochrané srde€nich mitochondrii vyvolané urokortinem, malym
,»cortikotropin releasing” hormonem, ktery chrani myocyty jak pfed nekrézou, tak pied
apoptozou (134

Studie McHowat a spol. naznaduje, Ze se PKCe uplatiiuje pfi aktivaci trombinem
stimulovanych krali¢ich kardiomyocyti >, PKCs patii mezi skupinu novych isoforem

(7.136) { adaptace na

PKC, které se uplatiiuji v mechanismu kardioprotekce preconditioningu
chronickou hypoxii "*”. Bylo ukazéno, Ze po adaptaci na chronickou hypoxii se v levé
komote myokardu potkana zvy3uje exprese PKCd v negativni korelaci s velikosti infarktu,
zatimco PKCe klesa *®. Zda ma toto pozorovéni spojitost s funkci iPLA; a jeji ulohou

v kardioprotekci, je zatim nejasné.

6.3.3. Uloha ROS a vliv N-acetylcysteinu

Sledovali jsme vliv antioxidantu NAC na relativni zastoupeni iPLA; v extraktech
homogenatu u normoxické a na chronickou hypoxii adaptované levé komory myokardu
potkana. Chronick4 hypoxie je spojena s nariistem oxida&niho stresu ** 9. Zarovesi bylo
prokazano, Ze se ROS podileji na indukci kardioprotekce vyvolané adaptaci na chronickou
hypoxii pfesto, e v podminkach akutni ischémie a reperfuze maji ¥kodlivé uginky V.
Potvrzenim byl zejména experiment, v némZ podavéni antioxidantu NAC b&hem adaptace
na chronickou hypoxii odstranilo protektivni efekt chronické hypoxie na sniZeni velikosti
infarktu “. NAC zde zablokoval produkci ROS, které vznikaji b&hem adaptace na
chronickou hypoxii, piisobeni ROS je pravd&podobné nezbytné k vyvolani protekce .

Polozili jsme si proto otdzku, zda se na pozorovaném sniZeni exprese iPLA;
v chronicky hypoxickém myokardu mohou podilet také ROS. Vysledky naseho experi-
mentu ukézaly, Ze u skupiny potkanti adaptovanych na chronickou hypoxii podavani NAC

béhem adaptace vratilo mnozstvi iPLA; v homogenatu na hodnoty normoxickych kontrol.

Tento vysledek velmi dobfe koreluje s métenim velikosti infarktu v pfedchozi préci, kde
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taktéZ doslo k eliminaci kardioprotekce po podani NAC u chronicky hypoxické skupiny “.
Zda se tedy, Ze v procesu adaptace na chronickou hypoxii jsou ROS dileZité nejen k indukci
kardioprotekce, ale jsou pfinejmensim jednou z pti¢in poklesu exprese iPLA;,

Prokazali jsme, Ze se exprese iPLA; v podminkach adaptace na chronickou hypoxii
snizuje. V experimentdlni sérii s antioxidantem NAC jsme dosli k zavéru, Ze exprese
iPLA, pfi adaptaci na chronickou hypoxii je také negativn€é ovliviiovdna zvy$enou
produkci ROS. Zda a do jaké miry hraje sniZeni iPLA; roli v mechanismu kardioprotekce
vyvolané po adaptaci na chronickou hypoxii ve vysoké nadmotské vysce proti akutnimu
ischemicko/reperfuznimu poSkozeni zbyva objasnit napt. pomoci specifickych inhibitori
iPLA;. Je vS8ak moZné predpokladat, Ze vyfeSeni této otdzky by mohlo mit znaény vyznam

v klinické praxi.
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7. SHRNUTI

Vysledky této diplomové prace 1ze shrnout do nasledujicich bodi:

» Distribuce iPLA; v bunénych frakcich normoxického myokardu
= iPLA; je v normoxickém myokardu nejvice zastoupena v cytosolu (63 %), dale
v nuklearni-cytoskeletdrni-myofibrildmi frakci (17 %) a pfiblizn€ stejné

v membranové (10 %) a mitochondriélni frakci (9 %)

» Extrakce detergentem Tritonem X-100
» extrakce iPLA; z membran 1% Tritonem X-100 je kvantitativni
» po extrakci Tritonem X-100 do$lo k vyraznému zvySeni koncentrace iPLA;
u membranové frakce (6krat), nuklearni-cytoskeletarni-myofibrilarni frakce
(4krat) a mitochondrialni frakce (2krat)

» Vliv chronické hypoxie na expresi iPLA;
» adaptace na chronickou hypoxii sniZila relativni mnoZstvi iPLA; v homogenétu

025 %, v cytosolu 0 31 % a obdobny trend lze pozorovat i u partikularni frakce

» Vliv NAC na expresi iPLA,;
= dlouhodobé podévéni antioxidantu NAC bé&hem adaptace na chronickou
hypoxii odstranilo efekt chronické hypoxie na expresi iPLA,

ZAVER:

Nase vysledky ukéazaly, Ze 85 kDa iPLA; je za normoxickych podminek pfitomna
v myokardu potkana pfedev§im v cytosolu. Po adaptaci na chronickou hypoxii se jeji
mnozstvi proporcionalné snizuje jak v cytosolu, tak v partikuldrni frakci. Je pravdé-
podobné, Ze se na pozorovaném efektu podili zvy$ena produkce ROS béhem adaptace na
chronickou hypoxii, protoZe podavani antioxidantu NAC efekt hypoxie na iPLA;
kompletn€ potlacilo. Roli iPLA; v mechanismu kardioprotekce vyvolané po adaptaci na
chronickou hypoxii proti akutnimu ischemicko/reperfiznimu poskozeni vSak zbyva

objasnit.
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