
Katedra fyziologie živočichů a vývojové biologie, PřF UK 
 
                                                 
 

                                              Bakalářská práce 
 
            Diacylglyceroly jako signální molekuly  
                                 
                       
 

                               
                                     
 
 
                                   
 
 
 
                                
 
 
 
 
                                   Martina HRODKOVÁ 
             Přírodovědecká fakulta  Univerzity Karlovy v Praze 
                                                   
                   Školitelka: Doc. RNDr. Olga Nováková, CSc.                        
 
                                                 2006 
                                                        



 2 

 

PODĚKOVÁNÍ 
 
Děkuji za vedení a cenné rady při přípravě mé bakalářské práce své školitelce paní 
docentce RNDr. Olze Novákové, CSc..  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 3 

 
OBSAH 
 
 
 
1. ÚVOD                                                                                                                                    4                                                                                                      
 
2. PŘENOS SIGNÁLU A RECEPTORY V PŘENOSU SIGNÁLU                                        5 
  
3. ZÁKLADNÍ CHARAKTERISTIKA DAG                                                                           7 
         
     3.1. TVORBA DAG                                                                                                              7 
   
4.ÚLOHA DAG                                                                                                                         8 
    
    4.1. DAG JAKO SIGNÁLNÍ MOLEKULY                                                                         8 
    4.2. REGULACE AKTIVITY PROTEINKINÁZY C PROSTŘEDNICTVÍM DAG          9 
         
         4.2.1. STEREOSPECIFITA DAG                                                                                  10 
         4.2.2. AKTIVACE PKC PROSTŘEDNICTVÍM PMA ANALOGU DAG                   10 
         4.2.3. KLASICKÝ MODEL AKTIVACE PKC PROSTŘEDNICTVÍM DAG             11 
         4.2.4. MODEL DLOUHOTRVAJÍCÍ AKTIVACE  PKC DAG                                    11 
         4.2.5. VLIV  DAG S RŮZNĚ NENASYCENÝMI ACYLOVÝMI  ŘETĚZCI  NA 

AKTIVITU   PKC                                                                                                  12 
        
5. PKC - TYPY, DOMÉNOVÁ STRUKTURA, AKTIVÁTORY                                          13 
  
6. FOSFOLIPÁZA C                                                                                                                14 
 
7. FOSFOLIPÁZA D                                                                                                                14 
 
8. DIACYLGLYCEROLKINÁZY                                                                                           14 
 
9. PŮSOBENÍ DAG V MYOKARDU                                                                                     15              
 
     9.1  ÚČINEK DAG A MASTNÝCH KYSELIN  NA KONTRAKTILITU  MYOC YTŮ 

REGULOVANOU PKC                                                                                               15 
     9.2. ÚČINEK  FORBOLESTERŮ NA KONTRAKTILITU MYOCYT Ů                         17 
     9.3. ÚLOHA Ca2+ A pH V ODPOVĚDI MYOCYTŮ NA  DAG                                       17 
     9.4. OVLIVNĚNÍ SRDEČNÍHO STAHU PROSTŘEDNICTVÍM ANALOGŮ DAG     18 
     9.5. VLIV  DAG NA SRDEČNÍ FUNKCI DIABETICKÝCH POTKANŮ                      19 
 
10. ZÁVĚR                                                                                                                               20 
 
POUŽITÉ ZKRATKY                                                                                                              21 
 
SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY                                                                                      22                                                   
 

 



 4 

1.      ÚVOD 

 

Základní biochemické procesy se odehrávají na membránových strukturách. (1) 

Strukturní základ membrány tvoří fosfolipidy,  které jsou uspořádané do dvojvrstvy, v níž 

jsou zabudované integrální a periferní proteiny prostřednictvím hydrofobních a 

elektrostatických interakcí a též vodíkových vazeb. V lipidovém složení membrány existuje 

heterogenita jak ve vertikální, tak v horizontální rovině. Za fyziologických podmínek je 

lipidová dvojvrstva v tekutém stavu. Translační a rotační pohyblivost membránových molekul 

umožňuje specifické procesy v membráně jako transmembránový přenos signálů. Specifické 

interakce lipid-protein jsou umožněné díky vazebným vlastnostem proteinů, polárním 

hlavičkám lipidů a asymetrií lipidové dvojvrstvy. Na vnější straně membrány jsou především 

lokalizovány lipidy fosfatidylcholin, sfingomyelin, galaktocerebrosid a na vnitřní straně je 

fosfatidylethanolamin, fosfatidylserin a fosfatidylinositol. (obr.1. a tab.1.) (2) 
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Obr.1. Struktury klíčových lipidů v membráně 

(převzato - Zdeněk Fišar (2) ) 

 

PROTEIN LIPID 

Na+ / K+ - ATPáza   Fosfatidylserin 

β−hydroxybutyrátdehydrogenáza Fosfatidylserin 

proteinkináza C diacylglycerol, fosfatidylserin 

fosfolipáza C Fosfatidylinositolbisfosfát 

serotoninový přenašeč Cholesterol 

receptory, iontové kanály Mikroviskozita 
 

Tab.1. Proteiny, jejichž aktivita je ovlivněna membránovými lipidy 

(převzato - Zdeněk Fišar (2) ) 
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Výchozí látkou pro syntézu mnoha významných látek, které plní životně důležité funkce  

v buněčném metabolismu je glycerol-3-fosfát. Mohou z něho být syntetizovány sloučeniny 

jako triacylglyceroly, fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin, fosfatidylinositoly či 

kardiolipin (obr.2.). Biosyntéza triacylglycerolů (TAG) se skládá z několika  kroků. Nejprve 

musí dojít k aktivaci mastných kyselin  na  acylyCoA. Následně dojde k navázání acylůCoA 

na glycerol-3-fosfát esterovou vazbou a vzniku fosfatidátu (1,2-diacylglycerolfosfát). 

Fosfatidát je převeden působením enzymu  fosfatidátfosfatázy na 1,2-diacylglycerol (DAG). 

V tomto okamžiku se cesta přeměny DAG rozděluje na dvě cesty Jednou cestou vznikají 

fosfatidylové deriváty cholinu  a ethanolaminu a druhá dává vznik triacylglycerolům. TAG 

vznikne dalším navázáním aktivované mastné kyseliny  esterovou vazbou na DAG  

působením enzymu  diacylglycerolacyltransferázy. Ve střevní sliznici DAG vznikají z 2- 

monoacylglycerolů za katalýzy monoacylglycerolacyltransferázou. (3) 

  

glycerol-3-fosfát dihydroxyacetonfosfát

PAFplasmalogenyfosfatidát

diacylglycerol fosfatidylinositol

triacylglyceroly fosfatidylinositol 
4,5-bisfosfát

     fosfatidylcholin,   
fosfatidylethanolamin

kardiolipin

 

Obr.2. Přehled biosynthesy acylglycerolu a fosfoglycerolu. 

(převzato - Harperova Biochemie (3) )  

 

2.      PŘENOS SIGNÁLU A RECEPTORY  V PŘENOSU SIGNÁLU 

       

 Velice důležitá je vzájemná komunikace buněk. Komunikace mezi buňkami 

prostřednictvím  extracelulárních  signálů  probíhá v několika krocích. Syntéza a uvolnění 

signální molekuly buňkou, přenos signálu k cílové buňce, rozpoznání signálu specifickým  

proteinovým receptorem, změny v metabolismu buňky nebo navození genové exprese 

prostřednictvím transdukce signálu a nakonec zánik signálu. Ústřední reakcí  přeměny  

extracelulárního signálu  na biologickou aktivitu buňky je proteinová fosforylace. Přenos 

signálu znamená převedení signálu z vnějšího prostředí do buňky. Hlavní roli v převodu 



 6 

signálu dovnitř do buňky hrají  receptory, které přijmou extracelulární signál. (4) Pohyb 

signálu může být jednoduchý, jako přes receptory acetylcholinu, které jsou sdružené a 

vytvářejí kanál. Po navázání ligandu dovolují přenos signálu ve formě malého iontu dovnitř či 

ven z buňky. Tyto ionty způsobí změny elektrického potenciálu buňky. 

 

 Více komplexní signální přenos zahrnuje vazbu ligand-receptor v mnoha 

intracelulárních jevech. Patří k nim fosforylace tyrozinkinázami a serinkinázami či 

threoninkinázami. Při fosforylaci proteinů dochází ke změně  enzymové aktivity a proteinové 

konformace. Receptory přenášející signály jsou rozdělené do třech skupin. První skupinou 

jsou receptory pronikající  do plazmatické membrány  a mající vlastní enzymovou aktivitu 

(př. tyrozinkinázy, tyrozinfosfatázy. . .). Další jsou receptory lokalizované na membráně 

spojující se s GTP vázajícími a hydrolyzujícími proteiny (př.G-protein). Do poslední 

kategorie patří receptory, které po navázání ligandu putují do jádra, kde komplex  ligand-

receptor ovlivňuje geny transkripce. (5)  Na přenos signálu navazuje vyvolání intracelulárního 

signálu, který se šíří kaskádou přes signální molekuly.  Signální molekuly přenášejí signál 

z místa přijetí do místa, kde vyvolají odpověď. Úkolem signální molekuly je též 

transformovat  signál do molekulové formy, která je schopná stimulovat odpověď. Signální 

molekula též může znásobit či rozdělit signál tak, že současně ovlivní několik procesů 

(obr.3.). 

                          

 

Obr.3. Schéma jednotlivých kroků intracelulární signální transdukce 

(převzato - Masopust (4) ) 
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 Přenos signálu je otevřený, z čehož plyne, že v průběhu  přenosu může dojít k modifikaci 

signálu jinými faktory (př. podmínkami  v buňce). (4) V buňkách existuje velké množství 

intracelulárních signálních přenašečů, druhých poslů, ke kterým patří například cAMP, 

cGMP, IP3, DAG a další. DAG se uplatňují v mnoha signálních cestách. 

 

3.     ZÁKLADNÍ CHARAKTERISTIKA DIACYLGLYCEROL Ů 

 

Diacylglyceroly jsou  chemické sloučeniny tvořené z terciárního alkoholu glycerolu, na 

něž jsou navázány esterovou vazbou dvě mastné kyseliny. (1) Acylovými řetězci vázanými 

v DAG bývá nejčastěji kyselina stearová na prvním uhlíku a kyselina arachidonová na 

druhém uhlíku. V některých buňkách  je DAG  rozkládán za vzniku  kyseliny arachidonové, 

která je substrátem pro syntézu prostaglandinů, prostacyklinů, thromboxanů a leukotrienů. 

Všechny tyto látky mají rozmanitou fyziologickou i patologickou funkci. (4) 

 

3.1.    TVORBA  DIACYLGLYCEROL Ů 

 

 U mnohobuněčných  organismů probíhá produkce DAG ve dvou vlnách specifického 

sledu reakcí nazývaným fosfolipázová kaskáda. (6) V buňkách, které jsou stimulované 

 agonisty vázajícími se na  receptory spojené s G-proteiny  či receptory spojené s růstovým 

faktorem, dochází k dvoufázové   produkci DAG. První iniciační vrchol se objeví během  

patnácti sekundové stimulace. (7) Reakce nárůstu DAG se odehrávají v plazmatické 

membráně. Dochází v ní k hydrolýze fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfátu (PIP2) za katalýzy 

fosfolipázou C (PLC) a k vytvoření DAG. Tzv. druhý vrchol produkce DAG  nastane během 

pěti minut a trvá déle než jednu hodinu. Iniciační vlna produkce DAG probíhá současně 

s produkcí inosiol-1,4,5-trifosfátu (IP3). DAG vznikající v druhé vlně pochází z hydrolýzy 

fosfatidylcholinu (PC), který je obohacený nenasycenými mastnými kyselinami. Nejprve 

dochází k hydrolýze PC působením fosfolipázy D (PLD) a vzniku kyseliny  fosfatidové (PA). 

Následuje přeměna PA na DAG prostřednictvím enzymu fosfatidátfosfatázy. V závislosti na 

molekulárních druzích PC, na které působí PLD, může dojít k vytvoření směsi 

diradylglycerolů ( diacylglyceroly, alkylacylglyceroly, alkenylacylglyceroly ). (obr.4.) (6,7) 
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Produkce DAG může být blokována a to 1-butanolem, což se týká pouze druhé  vlny 

produkce. První zůstává zcela nezměněná. Při užití 2-butanolu zůstává produkce nezměněna 

v obou případech. (7) 

 

        

 

Obr.4. Tvorba DAG,fosfolipázová kaskáda 

PI-PLC fosfatidylinositol specifická fosfolipáza C, DG diacylglycerol, PC fosfatidylcholin, 

PA kyselina fosfatidová, PKC proteinkináza C, PIP2 PI-4,5-bisfosfát, PIPkinase PI-

fosfátkináza 

(převzato - D.E.Vance , J.E.Vance (6) ) 

 

4.      ÚLOHA  DIACYLGLYCEROL Ů 

 

4.1.   DIACYLGLYCEROLY JAKO SIGNÁLNÍ MOLEKULY 

 

Diacylglyceroly  fungují jako lipidoví druzí posli s hlavním cílem aktivovat 

proteinkinázu C (PKC). Lipidoví druzí posli  jsou signální molekuly, které zachycují v buňce  
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podnět z vnějšku prostřednictvím příslušných receptorů. (3,6,7)  Cytokiny, růstové faktory a 

hormony představují chemické posly, které zprostředkovávají komunikaci mezi buňkami. 

Regulace buněčných a nukleárních funkcí chemickými posly začíná aktivací receptorů na 

povrchu buňky. Aktivovaný receptor může vstoupit do reakce s dalšími buněčnými 

komponentami a realizovat signální proces. Růstové faktory se v membráně  váží na receptory 

spojené s G-proteinem. (7) Aktivované EGF-receptory (receptory epidermálního růstového 

faktoru ) mohou  aktivovat membránovou fosfolipázu C. Aktivace tohoto enzymu vede ke 

štěpení fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfátu  za vzniku DAG a D-myoinositol-1,4,5-trifosfátu. 

IP3 reguluje přesuny intracelulárních Ca2+ vazbou IP3-receptor na endoplazmatickém retikulu, 

což vede k uvolnění Ca2+ do cytoplazmy. Ca2+ spustí různé pochody prostřednictvím 

komplexu s kalmodulinem, jako je svalový stah či glukogeneze nebo přenos nervového 

vzruchu. Nepolární DAG zůstává v membráně a tam aktivuje PKC, která způsobí aktivaci 

proteinkinázové kaskády. (4) 

 

4.2 REGULACE PROTEINKINÁZY C PROST ŘEDNICTVÍM            

DIACYLGLYCEROL Ů 

 

Hlavním buněčným cílem hydrolýzy PIP2 v PI cyklu je vznik DAG, který ovlivňuje 

aktivitu PKC (obr.5.A). Hydrolýza PIP2 probíhá za  katalýzy enzymem a to PI-specifickou 

fosfolipázou (PLC). DAG a PKC hrají centrální roli v lipidové signalizaci. Membránově 

vázaný DAG a Ca2+ hrají roli v aktivaci PKC v plazmatické membráně, kde může být vázaná 

a aktivována prostřednictvím DAG a jinými fosfolipidy. Regulace PKC zahrnuje mnoho 

aktivátorů, inhibitorů, fosforylačních změn, které určují katalytickou schopnost a přístup 

k substrátům přes subcelulární modulace PKC do různých buněčných kompartmentů. DAG 

vznikající z hydrolýzy PC také regulují PKC (obr.5.B). (6) DAG nejsou jediným  produktem 

hydrolýzy PIP2, vznikají též mastné kyseliny (př.kyselina olejová), glycerolipidy, 

sfingolipidy, které mají též schopnost regulovat PKC. I přidání malého množství DAG na 

membránu vázanou PKC zvýší její afinitu pro Ca2+  navozující kooperační efekt Ca2+ a 

fosfolipidů v aktivaci PKC. K aktivaci monomerní PKC může dojít i působením specifického 

detergentu TRITON X-100, smíšeného micelárního roztoku, kde k aktivaci postačí pouze 

jedna  molekula DAG a čtyři či více molekul fosfatidylserinu (PS) v přítomnosti 

mikromolární koncentrace kalcia. (7) 
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PI-3-kináza

PI

PI- 4 -P

PI - 4,5 -P2

PI - 3,4,5 - P3

fosfolipáza C

PC

arachidonát +lyso PC

PA + cholin

DAG
+

Ins - 1,4,5 - P3

obr.5.A obr.5.B

fosfolipáza A2

fosfolipáza D

PA fosfatázaPI- 5- kináza

PI-4- kináza

prostaglandiny          
a leukotrieny

 

Obr.5. A a B Schéma tvorby DAG PI a PC cestou 

PI fosfatidylinositol, PI-4-P PI-4-fosfát, PI-4,5-P2  PI-4,5-bisfosfát, PI-3,4,5-P3 PI-3,4,5-

trifosfát, PC fosfatidylcholin, PA kyselina fosfatidová, DG diacylglycerol, Ins-(1,4,5)-P3 

inositoltrifosfát  

(převzato -  D.E.Vance , J.E.Vance (6) ) 

 

4.2.1.  STEREOSPECIFITA DAG 

 

V regulaci aktivity PKC prostřednictvím DAG hraje významnou roli jeho 

stereospecifita. Navázání DAG a fosfatidylserinu (PS) na PKC je vysoce stereospecifické. 

PKC vyžaduje příslušný a fyziologicky specifický sn-1,2-DAG a  sn-1,2-fosfatidyl-L-serin. 

Toto stereospecifické uspořádání je nutné kvůli stereospecifickým interakcím mezi PKC 

s DAG a s PS, které indukují konformační změny enzymu, které vedou k vyloučení  

autoinhibiční pseudosubstrátové doménové sekvence z aktivního místa. (7) 

 

4.2.2.  AKTIVACE PKC PROSTŘEDNICTVÍM  PMA  ANALOG Ů DAG 

 

Sloučeniny  forbolesterů jako forbol-12-myristyl-13-acetát (PMA) napodobují  funkci 

DAG. Váží se do plazmatické membrány a na vnitřním povrchu membrány váží PKC. 

Stimulem indukovaná změna subbuněčné lokalizace ukazuje, že rozpustný protein jako je 

PKC může fungovat jako efektor pro hydrofóbní aktivátory jako jsou DAG a PMA.  PMA  

aktivuje PKC podobným způsobem jako DAG. (7) 
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4.2.3.  KLASICKÝ MODEL AKTIVACE  PKC PROST ŘEDNICTVÍM DAG 

 

V plazmatické membráně jsou umístěny  receptory spojené s G-proteinem (GPCR) a 

tyrozinkinázou (RTK). Jejich lokalizace v membráně je nutná k aktivaci PLC, která 

hydrolyzuje PIP2 za vzniku DAG vázaného v membráně a volného IP3 stimulujícího 

endoplazmatické retikulum k uvolnění  Ca2+ do cytozolu. PKC se váže na DAG a PS za nutné 

přítomnosti Ca2+ a stává se aktivní. Aktivovaná PKC pak může fosforylovat  lokální substráty. 

PKC se během 120 sekund  uvolní z vazby s DAG a PS a vrací se zpět do cytozolu.  Během 

již zmíněných 120 sekund dochází nejen k uvolnění PKC z vazby, ale též k autofosforylaci C-

terminálního konce PKC. (obr.6.A) (7) 

 

 

 

Obr.6. A a B. Schéma aktivace PKC. A) prostřednictvím DAG vzniklého působením PLC,    

B) prostřednictvím DAG vzniklého PLD 

PKC proteinkináza C, PLC fosfolipáza C, PLD fosfolipáza D, PIP2 fosfatidylinositolbisfosfát,  

PS fosfatidylserin, PAP fosfofosfatáza, PA kyselina fosfatidová, PC fosfatidylcholin, PMA 

forbol-12-myristyl-13-acetát, GPCR receptory spojené s G-proteiny, RTK  receptory spojené 

s tyrozinkinázou, IP3 fosfatidylinositoltrifosfát, Ca2+ vápník  

 (převzato - K.P.Becker, Y.A. Hannun (7)) 

 

4.2.4. MODEL DLOUHOTRVAJÍCÍ AKTIVACE PKC  DAG  

 

Při  dlouhotrvající aktivaci PKC se též uplatňují  receptory spojené  s G-proteiny a 

tyrozinkinázou lokalizované v plazmatické membráně. Tentokrát dochází k aktivaci 

nucleus 
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fosfolipázy D (PLD), která štěpí PC na PA, která je zabudována do membrány. Následuje 

přeměna PA na DAG  prostřednictvím  PA fosfatázy. DAG z tohoto zdroje mají možnost 

přečkávat vázané v membráně delší dobu a to déle než jednu hodinu. Tím prodlužují aktivaci 

a funkci PKC translokované na membráně. PMA může napodobit funkci DAG jak 

v krátkodobém, tak dlouhodobém působení na PKC. (obr.6.B) (7) 

 

4.2.5. VLIV DAG S RŮZNĚ NENASYCENÝMI ACYLOVÝMI ŘETĚZCI NA 

AKTIVACI PKC 

 

Aktivace PKC  působením udržovaných DAG vytvořených hydrolýzou PC je méně 

častější než aktivace DAG vzniklými rozkladem PIP2. Celulární PI lipidy obsahují nasycené a 

nenasycené  acylové řetězce. Do pozice sn-1 se zpravidla váže nasycený acylový řetězec, 

převážně stearát (18:0). Na pozici sn-2  se váží polynenasycené acyly jako je arachidonyl 

(20:4n-6).  Hydrolýzou PIP2 vzniknou DAG ať již působením PLC či PLD. V jejich struktuře 

jsou ale značné rozdíly. PA a DAG vytvořené hydrolýzou PC (enzym PLD) jsou složeny 

z dvou nasycených acylových řetězců či z řetězců s jednou dvojnou vazbou jako jsou kyseliny 

palmitoolejová či olejová. Biochemickými analýzami je dokázáno, že nenasycené DAG jsou 

mnohem lepšími aktivátory PKC v přítomnosti PS a Ca2+. Polynenasycené řetězce na pozici 

sn-2 jsou nejlepšími aktivátory PKC. S poklesem nenasycenosti na pozici sn-2 úměrně klesá 

síla aktivace. Nenasycené DAG jako jsou dipalmitoylglycerol či distearoylglycerol jsou méně 

efektivní než dioleoylglycerol. Existuje i možnost, že i nenasycené DAG mohou aktivovat 

PKC se stejným efektem jako polynenasycené DAG, a to v případě přirozeně působících 

nasycených druhů DAG. Polynenasycené DAG jsou vyžadované pro navázání do plazmatické 

membrány a k následné aktivaci PKC. Další DAG nacházející se  v jiných membránových 

kompartmentech mohou působit déletrvající aktivaci PKC, ale s jinými kofaktory než je PS.  

Byly provedeny studie účinku DAG vytvořených působením PLD na PKC v GH3 

hypofyzárních buňkách, II C9 fibroblastech a GH4C1 hypofyzárních buňkách, zaměřené na 

průkaz, zda DAG způsobí udržovaný efekt  na PKC. Studie ale nedosáhla pozitivního 

výsledku. Proto následovala další pozorování na prasečích aortálních endoteliálních buňkách. 

Za působení kyseliny lysofosfatidové došlo k stimulaci PLD nikoliv však PLC. Zjistilo se, že 

kvůli nedostatečné translokaci PKC nedošlo k její aktivaci prostřednictvím DAG vytvořených 

působením PLD. (7) 
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5. PROTEINKINÁZA C – TYPY, DOMÉNOVÁ STRUKTURA, AKTIVÁT ORY  

 

Proteinkináza C není pouze jediný protein, nýbrž jde o velkou skupinu lipidy 

aktivovaných kináz, které fosforylují  proteinové substráty na serinovém a threoninovém 

konci. Je definováno dvanáct savčích izoforem PKC, které jsou  rozděleny do čtyř tříd dle 

homologických sekvencí na klasické, nové, atypické a PKD skupinu (obr.7). Všechny PKC 

jsou jednoduché polypeptidové řetězce skládající se z  N-terminální regulační oblasti a z C-

terminální katalytické oblasti. Všechny izoformy PKC mají shodnou stavbu  katalytické  

oblasti, která se skládá z C3 domény vázající ATP a C4 domény vázající substrát. Rozdílnost 

izoforem spočívá v odlišnosti komponent regulační oblasti. Právě rozdíl v regulačních 

oblastech dává izoformám specifičnost v regulačních vlastnostech. 

CNNové izoformy

CNAtypické izoformy
atypical C1

CKlasické izoformy N

C4C3C2
C1a C1b

CNPKD skupina
PH

 

 

Obr.7. Doménová struktura tříd izoforem PKC 

 (převzato -  D.E.Vance , J.E.Vance (6)) 

           

Klasické izoformy PKC �, βI , βII  a γ jsou izoformy jejichž aktivace je závislá na Ca2+, PS,  

DAG a forbolesterech, které napodobují DAG. Regulační oblast těchto izoforem se skládá z 

C1  domény utvořené ze dvou domén bohatých na cystein, která váže DAG, C2  domény 

vázající Ca2+a malé pseudosubstrátové oblasti.  Nové izoformy PKC δ, ε, θ, η  jsou  PKC 

nezávislé na  Ca2+. Jejich aktivaci stimulují, DAG, PS a forbolestery. Doménové složení 

těchto izoforem je téměř shodné s klasickými izoformami. Třetí skupinou jsou atypické PKC 

ζ, λ/ι izoformy. Jsou aktivovány kyselými fosfolipidy jako je  PS, polyfosfoinositoly a PA, ale 

ne DAG a forbolestery. DAG mohou soutěžit s forbolestery o vazebné  místo na PKC. 

Atypické proteinkinázy obsahují pouze jednoduchou C1  doménu, která neváže  ani DAG ani 

forbolestery, a zcela jim chybí doména C2. Izoformy poslední třídy - PKD skupiny  (µ, ν) jsou 
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větší něž ostatní, obsahují dvě oddělené  C1  domény a PH doménu místo C2  domény. Tyto 

izoformy jsou regulované PS, DAG a forbolestery. (6) 

 

6.  FOSFOLIPÁZA C 

 

 Fosfolipáza C (PLC) je důležitým enzymem metabolismu PIP2. Aby PI-specifická PLC 

byla funkční musí dojít k její aktivaci a to buď G-proteinem  nebo tyrozinkinázou uvolněnou 

z povrchu buněčného receptoru. (7) Aktivovaná PI-PLC rozštěpí na vnitřní straně plazmatické 

membrány PIP2 na DAG  a IP3 za současného zvýšení koncentrace  intracelulárního Ca2+. 

PLC je skupina 11 izoenzymů rozdělených do čtyř podskupin β, γ, δ, ε. Každá izoforma 

potřebuje druhově specifické aktivátory. PLC-δ je aktivována pouze vysokou hladinou Ca2+, 

PLC-β G-proteinem, PLC-γ receptorem tyrozinkinázy a PLC-ε Ras proteiny. (6) 

 

7. FOSFOLIPÁZA D 

 

Fosfolipáza D je specifická fosfodiesteráza, která hydrolyzuje PC za produkce PA a 

volného cholinu. Aktivita PLD může být indukována různými  extracelulárními stimuly. 

Mnoho agonistů, které způsobují aktivaci PC-PLD též aktivují  PI-PLC. Mezi agonisty patří 

zejména  neurotransmitery, hormony a růstové faktory. Stimulací vzniklá aktivní PC-PLD dá 

vznik PA, která  je metabolizována PA fosfatázou na DAG.  DAG může být zpět změněn na 

PA působením DAG kinázy v případě potřeby. PLD může též katalyzovat transfosfatidylační 

reakci využívající primární alkohol l-butanol na tvorbu fosfatidylbutanolu, který slouží 

k určení aktivity PLD a též jako inhibitor tvorby PA v buňce. Zdali bude v buňce převaha PA 

či DAG určuje aktivita PA fosfatázy. V buňce po aktivaci PLD, kde je vysoká aktivita PA 

fosfatázy,  dojde k vyšší akumulaci DAG než PA. Fosfolipáza D může ale hydrolyzovat i 

další lipidy než jen PC, jako  třeba  fosfatidylethanolamin ve fibroblastech či katalyzovat 

hydrolýzu PIP2 v buňkách psích ledvin. (6) 

 

8.  DIACYLGLYCEROLKINÁZY 

 

 DAG jsou metabolizovány DAG kinázami, které fosforylují DAG na kyselinu 

fosfatidovou. Přeměna DAG na PA způsobí snížení odpovědi zprostředkované DAG. Vzniklá 

PA plní také funkci druhého posla. Savčí DAG kináza  zahrnuje skupinu devíti izoenzymů (α, 

β, γ, δ, η, ε, ζ, ι, θ), které se liší  svou primární strukturou, substrátovou specifitou a tkáňovou 
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distribucí. Všechny obsahují katalytickou doménu  a dvě domény bohaté na cystein C1. 

Úkolem C1 domény v PKC a dalších proteinech je vázat DAG, ale u DAG kináz není známá 

přesná funkce této domény . Dle přítomnosti proteinů a dalších domén jsou izoenzymy  

rozděleny do pěti kategorií (obr.8.). Každá kategorie izoenzymů se účastní jiné signální cesty. 

Mnoho z enzymů obsahuje fosforylovatelnou oblast. Regulace DAG kinázy  zahrnuje 

fosforylační reakci a specifickou protein lipidovou interakci, která určuje lokalizaci a 

ovlivňuje enzymovou aktivitu. Specifická role DAG kináz v regulaci buněčné funkce není 

dosud přesně objasněná. (6) 

CN

PH
CN

EPH

Katalytická doména

CN
C1EF

N C

MARCKS Ankyrin 
repeats

CN

PH

RA

Pro- rich

Typ I 

Typ II

Typ III

Typ IV

Typ V

 

Obr.8. Doménová struktura jednotlivých skupin izoforem DAG kináz 

(převzato -  D.E.Vance , J.E.Vance (6)) 

 

9.      PŮSOBENÍ DAG V MYOKARDU 

          

DAG jsou důležité sloučeniny, které jsou přítomny ve všech tkáních. Uplatňují se při 

různých procesech. Příkladem může být jejich působení na kontraktilitu myocytů či 

inzulínovou rezistenci v srdečních buňkách. 

 

9.1.   ÚČINEK DAG A  MASTNÝCH KYSELIN NA KONTRAKTILITU         

MYOCYT Ů REGULOVANOU PKC 

 

Lipidové signální cesty hrají důležitou roli v  přenosu extracelulárních signálů, které 

ovlivňují kontraktilní odpovědi srdečního svalu. V tomto procesu se uplatňují oba lipidoví 
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posli DAG a kyselina arachidonová, kteří jsou generováni odlišnými fosfolipázami 

v odlišných signálních drahách. Mohou být produkovány paralelně za působení určitého 

stimulu. Kyselina arachidonová a další cis-nenasycené kyseliny (cis-UFA) v  tak nízkých 

koncentracích, že nedokázaly způsobit přímý efekt na stahy myocytů, umožnily zvýšit 

stimulační efekt analoga diacylglycerolů a to dioktanoylglycerolu (DiC8) a též  změnit jeho 

inhibiční účinek  na stimulační účinek stahů myocytů. DiC8 se využívají k experimentům 

z důvodu kratšího acylového řetězce, díky němuž lépe prostoupí do buňky než DAG s delšími 

acylovými řetězci. DiC8 a kyselina arachidonová způsobují  translokaci PKC-ε a PKC-� do 

membrány myocytů. PKC zprostředkovává převedení signálů DAG a  cis-UFA do srdce, kde 

způsobují pozitivní kontrakci myocytů. Klíčovým aktivátorem PKC jsou DAG vážící se na C1 

doménu, ale i některé další druhy lipidů mohou ovlivnit aktivitu PKC izoforem jako například 

lysofosfolipidy.  

 

V srdci může být zvýšené množství cis-UFA, které je způsobeno fosfolipázou A2 

(PLA2) jako odezvy na fyziologický či patologický stimulus. Mastné kyseliny uvolněné 

působením PLA2 na PC, zvláště kyselina arachidonová, ovlivňují různé buněčné cíle jako 

iontové kanály, fosfolipázy, fosfatázy a PKC.  Cis-UFA slouží též jako potenciální aktivátory 

PKC, ale pouze v přítomnosti DAG, protože mezi těmito dvěma ligandy probíhá synergická 

interakce. Přesný mechanismus této interakce není dosud přesně objasněn, ale pravděpodobně 

nastává s navázáním ligandů na odlišné strany PKC. Aplikace  DAG a cis-UFA do buňky 

způsobují translokaci PKC i v nádorových buňkách. Cis-UFA mohou také hrát důležitou roli 

jako modulátory citlivosti srdeční tkáně na intracelulární DAG.  Mezi další jejich efekty patří 

stimulace fosforylace celulárních proteinů, stimulace sekrece v krevních destičkách a 

modulace synaptické funkce neuronů. 

 

Lipidoví posli cis-UFA a DiC8  upravují stahovou amplitudu ventrikulárních srdečních 

myocytů potkanů. Na této činnosti se též spolupodílí i kyselina olejová. Ovlivnění srdeční 

kontrakce je závislé na adekvátním stimulačním účinku na myocyt, což znamená  závislost na 

dávce, stereospecifitě DiC8 a též na antagonistech PKC. V případě podprahového množství 

DiC8 či podprahové koncentrace kyseliny olejové nedojde k žádnému ovlivnění amplitudy 

srdečního stahu. Dojde-li ke zkombinování dvou lipidových poslů nastane silné pozitivní 

ovlivnění inotropní odpovědi. Z toho vyplývá, že synergické interakce mezi  molekulami 

zvyšují inotropní odpověď, která je větší než součet jednotlivých efektů. Kromě kyseliny 

olejové tento efekt vykazují i další mastné kyseliny jako kyselina linolová, linolenová a 
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arachidonová, ale kyseliny stearová a myristová jsou zcela bez účinku z důvodu nasycenosti 

jejich acylových řetězců. DAG spolu s cis-UFA též současně zvyšují i intracelulární 

koncentraci Ca2+. Při kombinaci DiC8 a cis-UFA dochází k 200% nárůstu stahové amplitudy 

nad bazální hladinu. PKC také upravuje inotropní efekt způsobený kombinací DAG a cis-

UFA, protože inhibitory PKC, jako je třeba chelerythrin či bisindolylmaleimid (BIM), blokují 

tento efekt. Zvýšení DAG a kyseliny arachidonové v srdeční tkáni způsobují různé 

extracelulární stimuly. Příkladem může být působení angiotensinu II na neonatální myocyty. 

DAG se zvýší působením PLC a kyselina arachidonová působením PLA2. Povaha inotropní 

odpovědi záleží na aktivaci PKC, na experimentálních parametrech, na druzích lipidů, 

lipidových koncentracích a způsobu aplikace stimulátorů. Příkladem může být aplikace 

analogu diacylglycerolů DiC8 na myocyt. Při pouhém omývání myocytů DiC8 dojde 

k negativnímu inotropnímu efektu a snížení srdeční amplitudy o 42%.  V případě aplikace 

DiC8 do intracelulárního prostoru nastane efekt pozitivní. (8) 

 

9.2.   ÚČINEK FORBOLESTER Ů NA KONTRAKTILITU MYOCYT Ů 

 

Forbolestery též ovlivňují kontraktilitu myocytů, ale v negativním ohledu. Stahová 

amplituda je inhibována různou měrou v závislosti na koncentraci forbolesterů. Při 

koncentraci 100 nM je stahová amplituda inhibována o 40%, ale při  koncentraci 1 nM dojde  

k inhibici pouze o 17%. Inhibiční efekt forbolesterů je efektivně blokován inhibitory PKC. 

V případě dodání dalšího stimulátoru k forbolesterům (1 nM), například kyseliny 

arachidonové ( 25 µM ) v podprahové dávce, dojde  ke změně negativního efektu forbolesterů 

na pozitivní. Při vyšší koncentraci forbolesterů (100 nM ) kyselina arachidonová není schopná 

přeměnit efekt na pozitivní, ale pouze inhibiční efekt snížit. (8) 

 

9.3.   ÚLOHA Ca2+ a pH V ODEZVĚ MYOCYT Ů NA DAG 

 

DAG zprostředkovávají pozitivní inotropní odpověď kardiomyocytů na angiotensin II a 

endotelin. Mechanismus činnosti DAG pozorovaný na ventrikulárních myocytech potkanů 

působením DiC8 uvolněného do intracelulárního prostoru myocytu ukázal, že  DiC8 způsobí 

trojnásobný až čtyřnásobný nárůst stahové amplitudy a dvojnásobný nárůst systolického Ca2+, 

ale žádné další parametry se nezměnily, jako je kinetika Ca2+ cyklu, obsah Ca2+ v 

sarkoplazmatickém retikulu nebo citlivost mikrofilament na Ca2+. Zvýšení koncentrace Ca2+  

zvyšuje srdeční kontrakci, což je hlavním cílem PKC a DAG. DAG přes PKC ještě reguluje 
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některé další důležité procesy jako je aktivace Ca2+ kanálů typu L a  Ca2+ pump. Pozitivní 

inotropní působení řady agonistů v srdci je korelováno intracelulární alkalizací. Primární 

mechanismus prvotní alkalizace se jeví zvýšením aktivity sarkolemální výměny Na+/H+, ale 

tato výměna  není stimulována DiC8. Z toho vyplývá, že DiC8 nemá vliv  na změnu pH,  

protože intracelulární změna pH je způsobena již zmíněnou výměnnou Na+/H+. (9) 

 

9.4.   OVLIVNĚNÍ SRDEČNÍHO STAHU PROSTŘEDNICTVÍM ANALOG Ů DAG   

 

Pokusy na ventrikulárních myocytech potkanů zjistily, že DiC8 stimulují kontraktilitu 

myocytů. Množství DiC8 potřebných k stimulaci stahu myocytů lze kontrolovat užitím 

izolovaných separací DiC8 citlivých na světlo. UV-záření působící na izolované ventrikulární 

myocyty vyvolá změnu stahové amplitudy, ale záleží na době, po kterou je myocyt záření 

vystavený. Jedná se především o záření UV v oblasti 340-400nm. Fotovýdej DiC8 pomalu 

produkuje vyvíjející se silné zvýšení stanové amplitudy. Působení záření pouze na izolované 

myocyty bez aplikace DiC8 i po dlouhou dobu nevyvolá žádný efekt. Doba 5s, během níž 

dojde k fotolýze aplikovaných DiC8 v myocytech, je podprahová pro změnu stahové 

amplitudy. Při expozici dlouhé 10s se kontraktilita co do velikosti zvýší a při ještě delší 

expozici dojde k dalšímu navýšení stahové amplitudy. Může nastat i další efekt způsobený 

vysokou koncentrací DiC8 uvolněného působením UV záření a to ztráta vzrušivosti myocytů. 

 

Zesílený stah ovlivněný fotouvolňováním DiC8 je závislý na jeho stereospecifitě. R- či 

S- stereospecifické DiC8 mají různý účinek na myocyt. Při fotolýze S-izoformy se vytvoří 

maximální inotropní odpověď, zatímco u R-izoformy je efekt nulový. DiC8 fungují mnohem 

častěji způsobem navázání na cílový protein, než aby měnily fyzikální stav membrán 

myocytů.  Jedním z cílů experimentů  bylo zjistit zdali fotouvolňování DiC8 může napodobit 

odpověď myocytů na specifické agonisty jako je endothelin. Endothelin působí pomalé 

zvýšení trvalého pozitivního stahu  (130% nárůst), které je skoro shodné  s 10 sekundovou 

expozicí DiC8. Při srovnání optimální dávky endothelinu a efektu DiC8, neurohormon 

způsobuje menší odpověď, z čehož plyne že nemůže plně aktivovat DAG/PKC cestu nebo že 

inhibiční vlivy byly zapnuty  tímto agonistou. Mnoho dalších agonistů se pokouší napodobit 

pozitivní efekt DiC8 jako je třeba angiotenzin II nebo inzulin. Při kombinaci kyseliny  

arachidonové s DAG vzniká silná pozitivní inotropní odpověď, podobná odpovědi  při vysoké 

koncentraci zářením uvolněného DiC8. Tato odpověď je blokována inhibitorem PKC 

chelerythrinchloridem.(10) Jako kontrast k pozitivnímu vlivu DiC8 aplikovaného do 
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intracelulárního prostoru existuje i negativní efekt vyvolaný pouhým omýváním myocytů v 

DiC8. Z  toho vyplývá, že způsob  aplikace je velice důležitý. Hypotetický základ negativního 

i pozitivního ovlivnění stahu myocytů způsobují změny ve funkci srdečních proteinů, které 

jsou vyvolané buď přímo DAG nebo PKC.  

 

9.5    VLIV DAG NA SRDEČNÍ FUNKCI DIABETICKÝCH POTKAN Ů 

 

Abnormální lipidový metabolismus je součástí pathogeneze diabetické kardiomyopathie. 

V experimentech byla měřena hladina lipidů v srdci včetně DAG a ceramidů u diabetických 

potkanů. Kromě těchto parametrů se hodnotil i efekt etomoxiru (ETM), inhibitoru 

karnitinpalmitoyltransferázy I (CPT-1), na diabetické srdce potkanů z pohledu adaptace 

lipidových druhých poslů a ovlivnění srdeční funkce. (11) Etomoxir je členem skupiny 

substituovaných 2-oxyran karboxylových kyselin, který inhibuje mitochondriální β-oxidaci 

mastných kyselin s dlouhými řetězci ireverzibilní vazbou na katalytickou doménu CPT-1, 

která  je zodpovědná  za transport mastných kyselin s dlouhými  řetězci z cytozolu do matrix 

mitochondrií. ETM způsobuje  přesun ve využití energie substrátů od mastných kyselin ke 

glukóze, což vede k hypoglykémii, hypoketonemii. Tento efekt je potenciálně využitelný při 

neinzulínovém léčení diabetu mellitu. (14) Potkanům byl nejprve aplikován do ocasní žíly 

streptozocin (60 mg/kg), aby u nich indukoval diabetes. Za pět týdnů po aplikaci 

streptozocinu bylo provedeno léčení etomoxirem (obr.9), dávkou 18mg/kg, které trvalo osm 

dnů. (11,12) U diabetických potkanů došlo k redukci srdeční frekvence a systolického 

krevního tlaku. Z čehož plyne závěr, že ETM u diabetických potkanů snižuje dysfunkci srdce. 

U diabetu vyvolaného streptozocinem a léčeného ETM došlo  ke zvýšení hladiny DAG 

v srdci, ale hladina ceramidů zůstala stejná při porovnání s kontrolním vzorkem potkanů 

neošetřených ETM. (11,12,) Působením ETM množství mastných kyselin 18:1 a 18:2 

vzrostlo, ale došlo k poklesu mastných kyselin 16:0, 18:0, 20:4 a 22:6 ve struktuře DAG. 

(11,13) Nedostatek inzulínu způsobuje změny v zastoupení mastných kyselin v lipidech. (12)  

O
O

O
-

(CH2)6 O Cl

Na+

(+)-Etomoxir sodný
 

Obr.9. Chemická struktura etomoxiru 
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10.    ZÁVĚR 

 

DAG působí jako lipidoví druzí posli a hrají v buňce centrální roli v regulaci aktivity 

PKC. DAG jsou schopny aktivovat pouze určité typy izoforem PKC a to klasické a nové. Zda 

jsou schopny aktivovat PKC závisí na jejich stereospecifitě. DAG s nenasycenými acylovými 

konci mají lepší aktivační schopnosti než s nasycenými. Úlohu aktivátorů PKC hrají i 

forbolestery, které jsou schopny nahradit  DAG. Podle zdroje DAG  se rozdělují dva typy 

aktivace PKC krátkodobá a dlouhotrvající. DAG vzniklé hydrolýzou PI indukují krátkodobou 

aktivaci PKC vedoucí k metabolickým změnám a DAG z PC způsobí dlouhotrvající aktivaci 

PKC vedoucí k buněčné proliferaci a diferenciaci. Důležitá je úloha DAG kináz, které snižují 

buněčnou odpověď zprostředkovanou DAG. 

 

Stahy myocytů mohou být ovlivněny analogy DAG, DiC8, a cis-nenasycenými 

mastnými kyselinami. Vliv na srdeční stahy mají pouze adekvátní stimulační účinky, to 

znamená vyvolané vhodnou koncentrací, ne podprahovým množstvím, vhodnou 

stereospecifitou a vhodnou kombinací lipidových poslů. DiC8, a cis-UFA zvyšují stahovou 

amplitudu myocytů v závislosti na aplikaci DiC8. Při pouhém omývání myocytů DiC8 

nenásleduje žádné ovlivnění stahu. Při aplikaci do intracelulárního prostoru se zvýší stahová 

amplituda. Dojde též k zvýšení koncentrace systolického Ca2+, ale pH jimi není ovlivněno. 

Koncentraci DiC8 v intracelulárním prostoru lze zvýšit působením záření na lipozomy 

obsahující DiC8 a následuje jejich uvolňování. Při příliš velké koncentraci dojde ke ztrátě 

vzrušivosti. 

 

V srdci diabetických potkanů došlo v experimentální studii při působení etomoxiru 

k snížení srdeční dysfunkce, ke zvýšení hladiny DAG v srdci a též ke změně v zastoupení 

mastných kyselin v DAG. 
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 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

 

ATP- adenosintrifosfát 

Cis-UFA- cis- nesaturované mastné kyseliny 

CoA- koenzym A 

CPT-1 - karnitinpalmitoyltransferáza-I 

DAG-diacylglycerol 

DiC8- dioktanoylglycerol 

EGF-receptory- receptory epidermálního růstového faktoru 

ETM-  etomoxir 

GPCR- receptory spojené s G-proteiny 

GTP- guanosintrifosfát 

IP3- inosiol-1,4,5- trifosfát 

PA- kyselina fosfatidová 

PA fosfatáza- fosfatidátfosfatáza 

PC- fosfatidylcholin 

PI- fosfatidylinositol  

PIP2- fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát 

PKC- proteinkináza C 

PLA2- fosfolipáza A2 

PLC- fosfolipáza C 

PLD- fosfolipáza D 

PMA- forbol-12-myristyl-13-acetát 

PS- fosfatidylserin 

RTK- receptory spojené s tyrozinkinázou  

TAG- triacylglycerol 
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