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1. UvOoD

Z&kladni biochemické procesy se odehravaji na ménawych strukturach(1)
Strukturni zaklad membrany tkiofosfolipidy, které jsou usgadané do dvojvrstvy, v niz
jsou zabudované integralni a periferni proteiny speanictvim hydrofobnich a
elektrostatickych interakci a téZz vodikovych vazébipidovém sloZeni membrany existuje
heterogenita jak ve vertikalni, tak v horizontahoving. Za fyziologickych podminek je
lipidova dvojvrstva v tekutém stavu. Transiaa rot&ni pohyblivost membranovych molekul
umoziuje specifické procesy v membrgjako transmembranovyignos signdl. Specificke
interakce lipid-protein jsou umoZné diky vazebnym vlastnostem proteinpolarnim
hlavickam lipidi a asymetrii lipidové dvojvrstvy. Na #8i strag membrany jsouigdevsim
lokalizovany lipidy fosfatidylcholin, sfingomyelingalaktocerebrosid a na Jmt strag je

fosfatidylethanolamin, fosfatidylserin a fosfatiohdsitol. (obr.1. a tab.1(R)
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Obr.1. Struktury kifovych lipidi v membrag
(prevzato - Zde&k Fisar(2))

PROTEIN LIPID

Na+ / K+ - ATPaza Fosfatidylserin
B-hydroxybutyratdehydrogenaza Fosfatidylserin
proteinkinaza C diacylglycerol, fosfatidylserin
fosfolipaza C Fosfatidylinositolbisfosfat
serotoninovy prenasec Cholesterol

receptory, iontové kanaly Mikroviskozita

Tab.1. Proteiny, jejichZ aktivita je ovligna membranovymi lipidy
(prevzato - Zde&k Fisar(2))



Vychozi latkou pro syntézu mnoha vyznamnych latdkeré plni Zivotd dialezité funkce
v buré¢éném metabolismu je glycerol-3-fosfat. Mohouého byt syntetizovany sl@eniny
jako triacylglyceroly, fosfatidylcholin, fosfatidgthanolamin, fosfatidylinositoly ¢i
kardiolipin (obr.2.). Biosyntéza triacylglyceto{TAG) se sklada zdkolika kroki. Nejprve
musi dojit k aktivaci mastnych kyselin na acylpCdasled® dojde k navazani aadyCoA
na glycerol-3-fosfat esterovou vazbou a vzniku dbdhtu (1,2-diacylglycerolfosfat).
Fosfatidat je peveden psobenim enzymu fosfatidatfosfatazy na 1,2-diaggkglol (DAG).
V tomto okamziku se cestargmeny DAG rozdluje na d¥ cesty Jednou cestou vznikaji
fosfatidylové derivaty cholinu a ethanolaminu aldr dava vznik triacylglycendin. TAG
vznikne dalSim navazanim aktivované mastné kyselilgsterovou vazbou na DAG
pusobenim enzymu diacylglycerolacyltransferazy. Yiewni sliznici DAG vznikaji z 2-

monoacylglyceral za katalyzy monoacylglycerolacyltransferaz(3).

glycerol-3-fosfat » dihydroxyacetonfosfat
fosfatidat plasmalogeny PAF
diacylglycerol fosfatidylinositol kardiolipin
fosfatidylcholin, triacylglyceroly fosfatidylinositol
fosfatidylethanolamin 4,5-bisfosfat

Obr.2. Rehled biosynthesy acylglycerolu a fosfoglycerolu.
(prevzato - Harperova Biochem(8) )

2.  HRENOS SIGNALU A RECEPTORY V PRENOSU SIGNALU

Velice dilezita je vzajemna komunikace kikn Komunikace mezi hikami
prostednictvim extracelularnich sigalprobiha v gkolika krocich. Syntéza a uvani
signélni molekuly biikkou, genos signalu k cilové liae, rozpoznani signélu specifickym
proteinovym receptorem, zZmy v metabolismu kiky nebo navozeni genové exprese
prostednictvim transdukce signalu a nakonec zanik signBlistedni reakci femeny
extracelularniho signalu na biologickou aktivituiiky je proteinova fosforylace.i@nos

signédlu znamenéipvedeni signalu z ¥¥iho prostedi do biiky. Hlavni roli v gevodu



signalu dovnit do buiky hraji receptory, kteréigmou extracelularni signal4) Pohyb
signalu mize byt jednoduchy, jakoies receptory acetylcholinu, které jsou sdruzené a
vytvéareji kanal. Po navazani ligandu dovolujépos signalu ve fornmalého iontu dovnitci

ven z buiky. Tyto ionty zfisobi zngny elektrického potencialu bhky.

Vice komplexni signalni ipnos zahrnuje vazbu ligand-receptor v mnoha
intracelularnich jevech. Rat k nim fosforylace tyrozinkinazami a serinkindzanii
threoninkinazami. # fosforylaci proteii dochazi ke zené enzymové aktivity a proteinové
konformace. ReceptoryignaSejici signaly jsou rogléné do tech skupin. Prvni skupinou
jsou receptory pronikajici do plazmatické membraaymajici vlastni enzymovou aktivitu
(pt. tyrozinkinazy, tyrozinfosfatazy. . .). DalSi jsoaceptory lokalizované na membéan
spojujici se s GTP vazajicimi a hydrolyzujicimi teioy (p.G-protein). Do posledni
kategorie pdt receptory, které po navazani ligandu putuji dirgakde komplex ligand-
receptor ovliviuje geny transkripcg5) Na grenos signélu navazuje vyvolani intracelularniho
signalu, ktery se #ikaskadou fes signalni molekuly. Signalni molekulyepaSeji signal
z mista pijeti do mista, kde vyvolaji odpe¥. Ukolem signalni molekuly je téz
transformovat signal do molekulové formy, kterés@nopna stimulovat odpé&¥. Signalni
molekula téZz mze znasobitéi rozcklit signél tak, Ze satasré ovlivni nekolik proces
(obr.3.).

Obr.3. Schéma jednotlivych krdkntracelularni signalni transdukce
(prevzato - Masopugt) )



Prenos signalu je otégny, z¢ehoz plyne, Ze v ibéhu prenosu niZze dojit k modifikaci
signalu jinymi faktory (p. podminkami v biice). (4) V buikach existuje velké mnozstvi
intracelularnich signalnichignaseéd, druhych posi, ke kterym paf nagiklad cAMP,
cGMP, IR, DAG a dalSi. DAG se uplatji v mnoha signalnich cestach.

3. ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA DIACYLGLYCEROL U

Diacylglyceroly jsou chemické sléeniny tvaené z terciarniho alkoholu glycerolu, na
néZ jsou navazany esterovou vazbou dvastné kyseliny(1) Acylovymi retézci vazanymi
v DAG byva nejastji kyselina stearovd na prvnim uhliku a kyselinacaidonova na
druhém uhliku. V #kterych bukach je DAG rozkladan za vzniku kyseliny aracimaveé,
ktera je substratem pro syntézu prostaglahdprostacyklifi, thromboxaf a leukotried.

VSechny tyto latky maji rozmanitou fyziologickopatologickou funkci(4)

3.1. TVORBA DIACYLGLYCEROL U

U mnohobug¢nych organisma probiha produkce DAG ve dvou vinach specifického
sledu reakci nazyvanym fosfolipdzova kaskaf. VvV bunkach, které jsou stimulované
agonisty vazajicimi se na receptory spojené sd&jmy ¢i receptory spojené sistovym
faktorem, dochazi k dvoufazové produkci DAG. Rrimciacni vrchol se objevi dhem
patnécti sekundové stimulacg7) Reakce ndistu DAG se odehravaji v plazmatické
membrag. Dochézi v ni k hydrolyze fosfatidylinositolu-dhisfosfatu (PIRP) za katalyzy
fosfolipazou C (PLC) a k vytweni DAG. Tzv. druhy vrchol produkce DAG nastar@dm
péti minut a trva déle nez jednu hodinu. Iniméa vina produkce DAG probiha stasré
s produkci inosiol-1,4,5-trifosfatu (42 DAG vznikajici v druhé vié pochéazi z hydrolyzy
fosfatidylcholinu (PC), ktery je obohaceny nenasyeei mastnymi kyselinami. Nejprve
dochézi k hydrolyze PCipobenim fosfolipazy D (PLD) a vzniku kyseliny fagflové (PA).
Nasleduje fgemena PA na DAG prosednictvim enzymu fosfatidatfosfatazy. V zavislosi
molekularnich druzich PC, na kteréaspbi PLD, niZze dojit k vytvdeni smngsi
diradylglyceroti ( diacylglyceroly, alkylacylglyceroly, alkenylagficeroly ). (obr.4.Y6,7)



Produkce DAG nize byt blokovana a to 1l-butanolem, coZz se tyka @odmhé viny
produkce. Prvniistava zcela nezgnéna. Ri uziti 2-butanolu #stava produkce nezirena
v obou gipadech(7)

Obr.4. Tvorba DAG,fosfolipazova kaskada

PI-PLC fosfatidylinositol specificka fosfolipaza ©G diacylglycerol, PC fosfatidylcholin,
PA kyselina fosfatidova, PKC proteinkinaza C, PIPI-4,5-bisfosfat, PIPkinase PI-
fosfatkinaza

(ptevzato -D.E.Vance , J.E.Vang§))

4.  ULOHA DIACYLGLYCEROL U

4.1. DIACYLGLYCEROLY JAKO SIGNALNi MOLEKULY

Diacylglyceroly  funguji jako lipidovi druzi poslis hlavnim cilem aktivovat
proteinkinazu C (PKC). Lipidovi druzi posli jsoigisalni molekuly, které zachycuji v tice



podrét z vrgjSku prostednictvim pislusnych receptar (3,6,7) Cytokiny, istové faktory a
hormony pedstavuji chemické posly, které zprestkovavaji komunikaci mezi kkami.
Regulace buftnych a nuklearnich funkci chemickymi poslyird aktivaci receptérna
povrchu buky. Aktivovany receptor ri#e vstoupit do reakce s dalSimi Bamymi
komponentami a realizovat signalni processtBveé faktory se v membrénvazi na receptory
spojené s G-proteinenf7) Aktivované EGF-receptory (receptory epidermalnifistového
faktoru ) mohou aktivovat membranovou fosfolipdzuAktivace tohoto enzymu vede ke
Stpeni fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfatu  za vznikRAG a D-myoinositol-1,4,5-trifosfatu.
IP; reguluje pesuny intracelularnich avazbou IR-receptor na endoplazmatickém retikulu,
coz vede kuvokni C&* do cytoplazmy. C4 spusti #zné pochody pro&tdnictvim
komplexu s kalmodulinem, jako je svalovy stéihglukogeneze neboi@nos nervového
vzruchu. Nepolarni DAG tstava v membrana tam aktivuje PKC, ktera #épobi aktivaci

proteinkinazoveé kaskad4)

4.2 REGULACE PROTEINKINAZY C PROST REDNICTVIM
DIACYLGLYCEROL U

Hlavnim burénym cilem hydrolyzy PIPv Pl cyklu je vznik DAG, ktery ovliiuje
aktivitu PKC (obr.5.A). Hydrolyza PHPprobiha za katalyzy enzymem a to Pl-specifickou
fosfolipdzou (PLC). DAG a PKC hraji centralni roilipidové signalizaci. Membranév
vazany DAG a C# hraji roli v aktivaci PKC v plazmatické membeéikde niize byt vazana
a aktivovana progdnictvim DAG a jinymi fosfolipidy. Regulace PKC hrauje mnoho
aktivatofi, inhibitori, fosforylainich zmén, které ukuji katalytickou schopnost ariptup
k substraim pres subcelularni modulace PKC damych bugénych kompartmerit DAG
vznikajici z hydrolyzy PC také reguluji PKC (obBk.(6) DAG nejsou jedinym produktem
hydrolyzy PIR, vznikaji téZ mastné kyseliny i(Ryselina olejova), glycerolipidy,
sfingolipidy, které maji téZ schopnost regulovat@HK piidani malého mnozstvi DAG na
membranu vézanou PKC zvysi jeji afinitu pro®Tanavozujici koopetmi efekt C&" a
fosfolipida v aktivaci PKC. K aktivaci monomerni PKCiete dojit i gisobenim specifického
detergentu TRITON X-100, smiSeného micelarnihoalazt kde k aktivaci posta pouze
jedna  molekula DAG actyii ¢i vice molekul fosfatidylserinu (PS) wippomnosti

mikromolarni koncentrace kalcig)



PI fosfolipaza D /PC
PI-4- kinaza ¢ fosfolipaza Ae

Pl-4 -P PA + cholin
PI- 5- kinaza ¢ PA fosfataza arachidonat +lyso PC
PI - 4,5 'sza C #
Pl-3-kinaza / DAG prostaglandiny
Pl-3,45-Ps + a leukotrieny
Ins-1,45-Ps
obr.5.A obr.5.B

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

Pl fosfatidylinositol, Pl-4-P PI-4-fosfat, Pl-4,5P PI-4,5-bisfosfat, PI-3,4,55PPI-3,4,5-
trifosfat, PC fosfatidylcholin, PA kyselina fosfdtiva, DG diacylglycerol, Ins-(1,4,5%P
inositoltrifosfat

(prevzato - D.E.Vance , J.E.Van@@ )

4.2.1. STEREOSPECIFITA DAG

V regulaci aktivity PKC progednictvim DAG hraje vyznamnou roli jeho
stereospecifita. Navazani DAG a fosfatidylsering)(Pa PKC je vysoce stereospecifické.
PKC vyZaduje fslusny a fyziologicky specificky sn-1,2-DAG a $2-fosfatidyl-L-serin.
Toto stereospecifické usfimani je nutné Kii stereospecifickym interakcim mezi PKC
s DAG a sPS, které indukuji konforomh zminy enzymu, které vedou Kk vyloeni

autoinhib&ni pseudosubstratové doménoveé sekvence z aktivmiita.(7)

4.2.2. AKTIVACE PKC PROSTREDNICTVIM PMA ANALOG U DAG

Sloweniny forbolestar jako forbol-12-myristyl-13-acetat (PMA) napodobujunkci
DAG. Vé&zi se do plazmatické membrany a na it povrchu membrany vazi PKC.
Stimulem indukovana zéma subbu&iné lokalizace ukazuje, Ze rozpustny protein jako je
PKC mize fungovat jako efektor pro hydrofobni aktivatgako jsou DAG a PMA. PMA
aktivuje PKC podobnym Zisobem jako DAG(7)
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4.2.3. KLASICKY MODEL AKTIVACE PKC PROST REDNICTVIM DAG

V plazmatické membr&njsou umistny receptory spojené s G-proteinem (GPCR) a
tyrozinkinazou (RTK). Jejich lokalizace v memb¥age nutna k aktivaci PLC, ktera
hydrolyzuje PIR za vzniku DAG vazaného v memb&rma volného IR stimulujiciho
endoplazmatické retikulum k uvani C&* do cytozolu. PKC se vaZe na DAG a PS za nutné
pritomnosti C&" a stava se aktivni. Aktivovana PKC paliza fosforylovat lokalni substraty.
PKC se Bhem 120 sekund uvolni z vazby s DAG a PS a veacigd do cytozolu. Bhem
jiz zminénych 120 sekund dochazi nejen k udolinPKC z vazby, ale téz k autofosforylaci C-
terminalniho konce PKC. (obr.6.4Y)

nucleus

Obr.6. A a B. Schéma aktivace PKC. A) ptednictvim DAG vzniklého fisobenim PLC,
B) prostednictvim DAG vzniklého PLD

PKC proteinkindza C, PLC fosfolipaza C, PLD fogiélza D, PIRfosfatidylinositolbisfosfat,
PS fosfatidylserin, PAP fosfofosfataza, PA kyselfoafatidova, PC fosfatidylcholin, PMA
forbol-12-myristyl-13-acetat, GPCR receptory spéjenG-proteiny, RTK receptory spojené
s tyrozinkinazou, Ipfosfatidylinositoltrifosfat, C& vapnik

(prevzato K.P.Becker, Y.A. Hannufi7))

4.2.4. MODEL DLOUHOTRVAJICI AKTIVACE PKC DAG

Pri  dlouhotrvajici aktivaci PKC se téZ uplaji receptory spojené s G-proteiny a
tyrozinkindzou lokalizované v plazmatické membkanTentokrat dochazi k aktivaci
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fosfolipazy D (PLD), ktera 8pi PC na PA, ktera je zabudovana do membrany. tidsle
pieména PA na DAG progednictvim PA fosfatazy. DAG z tohoto zdroje majoZnost

preckavat vazané v membré&nelSi dobu a to déle nez jednu hodinu. Tim praglugktivaci

a funkci PKC translokované na membfarPMA miZze napodobit funkci DAG jak
v kratkodobém, tak dlouhodobémgmbeni na PKC. (obr.6.87)

425 VLIV DAG SRUZNE NENASYCENYMI ACYLOVYMI RETEZCI NA
AKTIVACI PKC

Aktivace PKC fisobenim udrZzovanych DAG vytienych hydrolyzou PC je mén
castjSi nez aktivace DAG vzniklymi rozkladem BIRelularni PI lipidy obsahuji nasycené a
nenasycené acylovietzce. Do pozice sn-1 se zpravidla vaze nasycenyoagyetézec,
prevazrie stearat (18:0). Na pozici sn-2 se vazi polynecexsy acyly jako je arachidonyl
(20:4n-6). Hydrolyzou PHPvzniknou DAG & iz pasobenim PLGi PLD. V jejich struktite
jsou ale znéné rozdily. PA a DAG vytvi@né hydrolyzou PC (enzym PLD) jsou sloZeny
z dvou nasycenych acylovyéatezai ¢i z fetezca s jednou dvojnou vazbou jako jsou kyseliny
palmitoolejovéaci olejova. Biochemickymi analyzami je dokazano,nemasycené DAG jsou
mnohem lep$imi aktivatory PKC ¥ippmnosti PS a CA Polynenasycengtzce na pozici
sn-2 jsou nejlepSimi aktivatory PKC. S poklesemasgoenosti na pozici sn-2 émé klesa
sila aktivace. Nenasycené DAG jako jsou dipalmgbyerol ¢i distearoylglycerol jsou mén
efektivni nez dioleoylglycerol. Existuje i moznoge i nenasycené DAG mohou aktivovat
PKC se stejnym efektem jako polynenasycené DAG) & fiiipadt prirozergé pasobicich
nasycenych druhDAG. Polynenasycené DAG jsou vyZadované pro naniaka plazmatické
membrany a k nasledné aktivaci PKC. DalSi DAG naejié se Vv jinych membranovych
kompartmentech mohouigobit déletrvajici aktivaci PKC, ale s jinymi kotaky nez je PS.
Byly provedeny studie dnku DAG vytvaenych pisobenim PLD na PKC v GH3
hypofyzarnich biikach, 1l C9 fibroblastech a GB; hypofyzarnich bikach, zansiené na
prikaz, zda DAG zfisobi udrzovany efekt na PKC. Studie ale nedos@blativniho
vysledku. Proto nasledovala dalSi pozorovani nagich aortalnich endotelialnich fikach.
Za pisobeni kyseliny lysofosfatidové doslo k stimulatDPnikoliv vSak PLC. Zjistilo se, Ze
kvili nedostaténé translokaci PKC nedoslo k jeji aktivaci ptedhnictvim DAG vytvéenych
pusobenim PLD(7)
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5. PROTEINKINAZA C — TYPY, DOMENOVA STRUKTURA, AKTIVAT ORY

Proteinkinaza C neni pouze jediny protein, nybrg jd velkou skupinu lipidy
aktivovanych kinaz, které fosforyluji proteinovabstraty na serinovém a threoninovém
konci. Je definovano dvanact g&h izoforem PKC, které jsou roddny do ¢étyr trid dle
homologickych sekvenci na klasické, nové, atypiakeKD skupinu (obr.7). VSechny PKC
jsou jednoduché polypeptidov¥étzce skladajici se z N-terminalni regiiaoblasti a z C-
termindlni katalytické oblasti. VSechny izoformy €Kmaji shodnou stavbu katalytické
oblasti, ktera se sklada z @Gomény vazajici ATP alomény vazajici substrat. Rozdilnost
izoforem spoivad v odliSnosti komponent regdld oblasti. Pré&y rozdil v regulédnich
oblastech dava izoformam spedéifost v regulénich vlastnostech.

Cl? GPc2 c3 c4

Klasické izoformy N —[Dj_l—H | [

Nové izoformy N —E—EDEH | lc

atypical C1

Atypické izoformy N——"H | Ic

PH
PKD skupina - N——{ }—{}—{ [ H | c

Obr.7. Doménova strukturéid izoforem PKC
(pfevzato - D.E.Vance , J.E.Van@)

Klasické izoformy PKCu, B, Pu ay jsou izoformy jejich? aktivace je zavisla na’GaPS,
DAG a forbolesterech, které napodobuji DAG. Regnuilablast &chto izoforem se sklada z
C,; domeény utveéené ze dvou domén bohatych na cystein, kter4 va&®,0C, domény
vazajici C&'a malé pseudosubstratové oblasti. Nové izoformZ BKe, 6, n jsou PKC
nezavislé na Ca Jejich aktivaci stimuluji, DAG, PS a forbolestefyoménové sloZeni
téchto izoforem je téri shodné s klasickymi izoformamiidti skupinou jsou atypické PKC
¢, Mvizoformy. Jsou aktivovany kyselymi fosfolipidy jalke PS, polyfosfoinositoly a PA, ale
ne DAG a forbolestery. DAG mohou séiit s forbolestery o vazebné misto na PKC.
Atypické proteinkindazy obsahuji pouze jednoduchqud@ménu, ktera nevaze ani DAG ani
forbolestery, a zcela jim chybi doména @oformy posledniitdy - PKD skupiny i, v) jsou
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VEtSi ez ostatni, obsahuji dwoddlené G domény a PH doménu miste @omény. Tyto

izoformy jsou regulované PS, DAG a forbolesté6y.

6. FOSFOLIPAZA C

Fosfolipdza C (PLC) jetdezitym enzymem metabolismu BIRAby Pl-specifickd PLC
byla funkeni musi dojit k jeji aktivaci a to kduG-proteinem nebo tyrozinkinazou uvétou
z povrchu bui&ného receptory7) Aktivovana PI-PLC rozgpi na vnitni stra plazmatické
membrany PIPna DAG a IR za sodasného zvySeni koncentrace intracelularnihd’.Ca
PLC je skupina 11 izoenzyimrozctlenych doctyi podskuping, vy, 6, €. Kazda izoforma
potiebuje druhow specifické aktivatory. PLG-je aktivovana pouze vysokou hladinou*Ga
PLC G-proteinem, PLG-receptorem tyrozinkinazy a PLECRas proteiny(6)

7. FOSFOLIPAZA D

Fosfolipdza D je specificka fosfodiesteraza, kteydrolyzuje PC za produkce PA a
volného cholinu. Aktivita PLD riwe byt indukovanatznymi extracelularnimi stimuly.
Mnoho agonist, které zfisobuji aktivaci PC-PLD téz aktivuji PI-PLC. Mezjamisty paiti
zejména neurotransmitery, hormonyaatové faktory. Stimulaci vznikla aktivni PC-PLD d&
vznik PA, ktera je metabolizovana PA fosfatdzolD#es. DAG miZze byt zgt zménén na
PA pasobenim DAG kinazy vijpact potreby. PLD niize téz katalyzovat transfosfatid§ta
reakci vyuzivajici primarni alkohol I-butanol naotlu fosfatidylbutanolu, ktery slouzi
k uréeni aktivity PLD a téz jako inhibitor tvorby PA wiice. Zdali bude v hice gevaha PA
¢i DAG uréuje aktivita PA fosfatazy. V bice po aktivaci PLD, kde je vysoka aktivita PA
fosfatazy, dojde k vysSi akumulaci DAG nez PA.fblygaza D miize ale hydrolyzovat i
dalsi lipidy nez jen PC, jakoieba fosfatidylethanolamin ve fibroblasteghkatalyzovat
hydrolyzu PIR v buikach psich ledvin(6)

8. DIACYLGLYCEROLKINAZY

DAG jsou metabolizovany DAG kindzami, které fostaji DAG na kyselinu
fosfatidovou. Feména DAG na PA zfisobi sniZzeni odp&di zprostedkované DAG. Vznikla
PA pini také funkci druného posla. $alDAG kindza zahrnuje skupinu deviti izoenZyfa,

B,v,0,m & (1, 0), které se liSi svou primarni strukturou, sulistrau specifitou a tkéovou
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distribuci. VSechny obsahuji katalytickou doménudwt domény bohaté na cystein.C
Ukolem G domény v PKC a dalSich proteinech je vazat DA®,laDAG kindz neni znama
piesna funkce této domény . Dlgitpmnosti proteifi a dalSich domén jsou izoenzymy
rozckleny do g&ti kategorii (obr.8.). Kazda kategorie izoenzyse @&astni jiné signalni cesty.
Mnoho z enzym obsahuje fosforylovatelnou oblast. Regulace DA®Gaky zahrnuje
fosforylaini reakci a specifickou protein lipidovou interakditerd uéuje lokalizaci a
ovliviiuje enzymovou aktivitu. Specifick&d role DAG kinazegulaci bua¢né funkce neni
dosud pesr¢ objasrna. (6)

EF C1 Katalyticka doména
Typ | N—TH ) —c
PH EPH
wn  N—A{ MO 1] ¢

Typ Il N—{ ] H -c

ARCKS Ankyrin

% repeats

Typ IV N—{ O | 0——-c
Pro- rich

eV v—oo——=s o

Obr.8. Doménova struktura jednotlivych skupin izefo DAG kinaz
(prevzato - D.E.Vance , J.E.Van{@)

9. RUSOBENI DAG V MYOKARDU

DAG jsou dilezité slodeniny, které jsou iitomny ve vSech tkanich. Uptati se fi
raznych procesech. iRladem niize byt jejich fisobeni na kontraktilitu myoayt ¢i

inzulinovou rezistenci v srderich buikach.

9.1. UCINEK DAG A MASTNYCH KYSELIN NA KONTRAKTILITU
MYOCYT U REGULOVANOU PKC

Lipidové signalni cesty hrajitteZitou roli v genosu extracelularnich sigdalkteré
ovliviuji kontraktilni odpo¥di srde&niho svalu. V tomto procesu se uplgt oba lipidovi
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posli DAG a kyselina arachidonova, #tejsou generovani odliSnymi fosfolipazami
v odliSnych signalnich drahach. Mohou byt produkogvdaraleld za pisobeni witého
stimulu. Kyselina arachidonova a dalSi cis-nenas§cleyseliny (cis-UFA) v tak nizkych
koncentracich, Ze nedokazalytugpbit gimy efekt na stahy myoayt umoznily zvysit
stimulani efekt analoga diacylglycefol to dioktanoylglycerolu (Dig} a téZ zminit jeho
inhibi¢ni &inek na stimuléni inek stali myocyfi. DiCg se vyuZivaji k experimeiin

z davodu kratSiho acylovéhi@tzce, diky 8muz Iépe prostoupi do Bky neZz DAG s delSimi
acylovymiftetézci. DiCg a kyselina arachidonova igobuji  translokaci PKE-a PKCe do
membrany myocyi PKC zprosiedkovava pevedeni signél DAG a cis-UFA do srdce, kde
zpasobuji pozitivni kontrakci myocit Klicovym aktivatorem PKC jsou DAG vazici se na C
doménu, ale i &které dalSi druhy lipiel mohou ovlivnit aktivitu PKC izoforem jako n#glad

lysofosfolipidy.

V srdci mize byt zvySené mnozstvi cis-UFA, které jeigmbeno fosfolipdzou A
(PLA,) jako odezvy na fyziologickyi patologicky stimulus. Mastné kyseliny uveié
pusobenim PLA na PC, zvlast kyselina arachidonova, oviivji raizné buicné cile jako
iontové kanaly, fosfolipazy, fosfatazy a PKC. GIBA slouzi téZ jako potencialni aktivatory
PKC, ale pouze viftomnosti DAG, protoZze mezémito dwma ligandy probiha synergicka
interakce. Resny mechanismus této interakce neni dogesipobjasrin, ale pravépodobré
nastava s navazanim liganda odlisné strany PKC. Aplikace DAG a cis-UFA lolaky
zpasobuji translokaci PKC i v nadorovychitiach. Cis-UFA mohou také hratilézitou roli
jako modulatory citlivosti srd@i tkaré na intracelularni DAG. Mezi dalSi jejich efektstid
stimulace fosforylace celularnich protginstimulace sekrece v krevnich dékéich a

modulace synaptické funkce neuiion

Lipidovi posli cis-UFA a Di@ upravuji stahovou amplitudu ventrikularnich srdeh
myocyti potkani. Na tétoc¢innosti se téz spolupodili i kyselina olejova. @méini srde&ni
kontrakce je zavislé na adekvatnim stintnfan (Einku na myocyt, coZ znamenda zavislost na
davce, stereospeciitDiCg a téZ na antagonistech PKC. ¥pgadt podprahového mnozstvi
DiCg ¢i podprahové koncentrace kyseliny olejové nedojd&dnému ovlivéni amplitudy
srd&niho stahu. Dojde-li ke zkombinovani dvou lipidokiyposti nastane silné pozitivni
ovlivnéni inotropni odpo¥di. Z toho vyplyva, Ze synergické interakce meziolekulami
zvySuji inotropni odposd’, ktera je ¥tSi nez sotet jednotlivych efekt. Krom¢ kyseliny

olejové tento efekt vykazuji i dalSi mastné kyseljpko kyselina linolova, linolenova a
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arachidonova, ale kyseliny stearova a myristova grela bez ¢&inku z divodu nasycenosti
jejich acylovych fetzca. DAG spolu s cis-UFA téZz soasré zvysSuji i intracelularni
koncentraci C&. P¥i kombinaci DiG a cis-UFA dochazi k 200% ridtu stahové amplitudy
nad bazalni hladinu. PKC také upravuje inotropekeizpisobeny kombinaci DAG a cis-
UFA, protoze inhibitory PKC, jako jedba chelerythrigi bisindolylmaleimid (BIM), blokuji
tento efekt. ZvySeni DAG a kyseliny arachidonovérdeni tkani zmisobuji 6Gzné
extracelularni stimuly. ifkladem niize byt misobeni angiotensinu Il na neonatalni myocyty.
DAG se zvySsi psobenim PLC a kyselina arachidonovsgbenim PLA. Povaha inotropni
odpowdi zalezi na aktivaci PKC, na experimentalnich peataech, na druzich lipid
lipidovych koncentracich a #pobu aplikace stimulator Frikladem niize byt aplikace
analogu diacylglycerél DiCg na myocyt. B pouhém omyvani myocit DiCg dojde
k negativnimu inotropnimu efektu a snizeni sndeamplitudy o 42%. Viipad: aplikace

DiCg do intracelularniho prostoru nastane efekt paziti(8)

9.2. WINEK FORBOLESTER U NA KONTRAKTILITU MYOCYT U

Forbolestery téz ovliwiji kontraktilitu myocyf, ale v negativnim ohledu. Stahova
amplituda je inhibovana denou n&€rou v zavislosti na koncentraci forbolesterFxi
koncentraci 100 nM je stahova amplituda inhibovar%, ale fi koncentraci 1 nM dojde
k inhibici pouze o 17%. Inhibni efekt forbolestdr je efektivié blokovan inhibitory PKC.

V ptipact dodani dalSiho stimulatoru k forbolestar (1 nM), napiklad kyseliny
arachidonové ( 2gM ) v podprahové davce, dojde ke & negativniho efektu forbolester
na pozitivni. B vysSi koncentraci forboleste(100 nM ) kyselina arachidonova neni schopna

prenmenit efekt na pozitivni, ale pouze inhtbi efekt snizit(8)

9.3. ULOHA Ca**a pH V ODEZVE MYOCYT U NA DAG

DAG zprostedkovavaji pozitivni inotropni odp&¥ kardiomyocyt na angiotensin Il a
endotelin. Mechanismu&nnosti DAG pozorovany na ventrikularnich myocytgobtkari
pusobenim DiG uvolnéného do intracelularniho prostoru myocytu ukazal, RiGs zpiasobi
trojnasobny aZtyrnasobny ndist stahové amplitudy a dvojnasobnyisirsystolického C4,
ale 7adné dalsi parametry se nemily, jako je kinetika C& cyklu, obsah CH v
sarkoplazmatickém retikulu nebo citlivost mikrofilant na C&. Zvyseni koncentrace €a

zvySuje srdéni kontrakci, coz je hlavnim cilem PKC a DAG. DA@Gp PKC jes&t reguluje
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nekteré dalsi dleZité procesy jako je aktivace €a&anah typu L a CA&" pump. Pozitivni
inotropni msobenifady agonist v srdci je korelovano intracelularni alkalizaciin®arni
mechanismus prvotni alkalizace se jevi zvy3eninvigkisarkolemalni vynany Na'/H*, ale
tato vyména neni stimulovana DiCZ toho vyplyva, Ze Dignema vliv na zrnu pH,

protoze intracelularni zéna pH je zjsobena jiz zmignou vymeénnou Na/H*. (9)
9.4, OVLIVNENi SRDECNIHO STAHU PROSTREDNICTVIM ANALOG U DAG

Pokusy na ventrikularnich myocytech potkazjistily, Ze DiG stimuluji kontraktilitu
myocyti. MnoZzstvi DiG potrebnych k stimulaci stahu myodytize kontrolovat uzitim
izolovanych separaci Di&itlivych na s¥tlo. UV-z&eni pisobici na izolované ventrikularni
myocyty vyvola zminu stahové amplitudy, ale zalezi na &opo kterou je myocyt zani
vystaveny. Jedna sequlevsSim o zZ&ni UV v oblasti 340-400nm. Fotovydej RQiGomalu
produkuje vyvijejici se silné zvySeni stanové atogl. Risobeni zéeni pouze na izolované
myocyty bez aplikace Di& po dlouhou dobu nevyvola Zadny efekt. Doba Z$hem niz
dojde k fotolyze aplikovanych DCv myocytech je podprahova pro zénu stahové
amplitudy. Ri expozici dlouhé 10s se kontraktilita co do vetikozvySi a pi jeS€ delSi
expozici dojde k dalSimu navySeni stahové amplitiMgZe nastat i dalSi efekt @pobeny
vysokou koncentraci Diglivolnéného isobenim UV zéenia to ztrata vzruSivosti myoayt

Zesileny stah ovlivény fotouvohovanim DiG je zavisly na jeho stereospedifitR- Ci
S- stereospecifické Dgmnaji mizny &inek na myocyt. B fotolyze S-izoformy se vytvd
maximalni inotropni odpad’, zatimco u R-izoformy je efekt nulovy. Dj@unguji mnohem
castji zpasobem navazani na cilovy protein, nez abynitg fyzikalni stav membran
myocyti. Jednim z cil experimeni bylo zjistit zdali fotouvaiovani DiG mize napodobit
odpowd myocyti na specifické agonisty jako je endothelin. Endih@asobi pomalé
zvySeni trvalého pozitivniho stahu (130%usd), které je skoro shodné s 10 sekundovou
expozici DiG. Fi srovnani optimalni davky endothelinu a efektu §i@eurohormon
zpasobuje mensi odpéw’, z cehoz plyne Ze neifide plre aktivovat DAG/PKC cestu nebo ze
inhibi¢ni vlivy byly zapnuty timto agonistou. Mnoho dal$iagonisi se pokousi napodobit
pozitivni efekt DiG jako je teba angiotenzin Il nebo inzulin.fiPkombinaci kyseliny
arachidonové s DA@znika silné pozitivni inotropni odp&¥, podobna odpasdi pii vysoké
koncentraci z&nim uvolgného DiG. Tato odpowd je blokovana inhibitorem PKC

chelerythrinchloridenfl0) Jako kontrast k pozitivnimu vlivu DiC aplikovaného do
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intracelularniho prostoru existuje i negativni eéfgkvolany pouhym omyvanim myodytv
DiCg.Z toho vyplyva, Ze zjsob aplikace je veliceitezity. Hypoteticky zaklad negativniho
i pozitivniho ovlivreni stahu myocyt zpisobuji znény ve funkci srdénich proteir, které

jsou vyvolané bdi ptimo DAG nebo PKC.
9.5 VLIV DAG NA SRDECNI FUNKCI DIABETICKYCH POTKAN U

Abnormalni lipidovy metabolismus je stasti pathogeneze diabetické kardiomyopathie.
V experimentech byla &tena hladina lipid v srdci wetn® DAG a ceramid u diabetickych
potkarmi. Krom¢ téchto paramefr se hodnotil i efekt etomoxiru (ETM), inhibitoru
karnitinpalmitoyltransferazy | (CPT-1), na diab&#c srdce potkan z pohledu adaptace
lipidovych druhych posi a ovlivréni srd€ni funkce. (11) Etomoxir je ¢lenem skupiny
substituovanych 2-oxyran karboxylovych kyselin,rigtenhibuje mitochondrialni3-oxidaci
mastnych kyselin s dlouhynietézci ireverzibilni vazbou na katalytickou doménu CBT
ktera je zodpoddna za transport mastnych kyselin s dlouhyietEzci z cytozolu do matrix
mitochondrii. ETM zfisobuje pesun ve vyuZiti energie substraid mastnych kyselin ke
glukoze, coz vede k hypoglykémii, hypoketonemiinfteefekt je potenciatnvyuzitelny i
neinzulinovém l&eni diabetu mellitu(14) Potkarim byl nejprve aplikovan do ocasni Zily
streptozocin (60 mg/kg), aby u nich indukoval diake Za pt tydni po aplikaci
streptozocinu bylo provedenoceni etomoxirem (obr.9), davkou 18mg/kg, které wvasm
dni. (11,12) U diabetickych potkain doslo k redukci srdmi frekvence a systolického
krevniho tlaku. ZehoZz plyne z&ur, Ze ETM u diabetickych potkarsnizuje dysfunkci srdce.
U diabetu vyvolaného streptozocinem &eléého ETM doSlo ke zvySeni hladiny DAG
v srdci, ale hladina ceramidzistala stejna ip porovnani s kontrolnim vzorkem potkan
neoSetenych ETM. (11,12,) Pisobenim ETM mnoZstvi mastnych kyselin 18:1 a 18:2
vzrostlo, ale doSlo k poklesu mastnych kyselin 18:8:0, 20:4 a 22:6 ve strukau DAG.

(11,13)Nedostatek inzulinu Zigobuje zniny v zastoupeni mastnych kyselin v lipideti)

O
O
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Obr.9. Chemicka struktura etomoxiru
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(+)-Etomoxir sodny
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10. ZAVER

DAG pisobi jako lipidovi druzi posli a hraji vixce centralni roli v regulaci aktivity
PKC. DAG jsou schopny aktivovat pouze&ité typy izoforem PKC a to klasické a nové. Zda
jsou schopny aktivovat PKC zavisi na jejich stepeatite. DAG s nenasycenymi acylovymi
konci maji lepsi aktiwni schopnosti nez s nasycenymi. Ulohu aktivat®KC hraji i
forbolestery, které jsou schopny nahradit DAG. IPatiroje DAG se roziuji dva typy
aktivace PKC kratkodoba a dlouhotrvajici. DAG vzaikydrolyzou PI indukuji kratkodobou
aktivaci PKC vedouci k metabolickym 2mdm a DAG z PC Zsobi dlouhotrvajici aktivaci
PKC vedouci k buttné proliferaci a diferenciaci. ezita je uloha DAG kinaz, které snizuiji

burg¢nou odpo¥d zprostedkovanou DAG.

Stahy myocyi mohou byt ovlivény analogy DAG, Dig, a cis-nenasycenymi
mastnymi kyselinami. Vliv na srdei stahy maji pouze adekvatni stintula (&inky, to
znamena vyvolané vhodnou koncentraci, ne podprahovgnnozstvim, vhodnou
stereospecifitou a vhodnou kombinaci lipidovychlpo®iCg, a cis-UFA zvySuji stahovou
amplitudu myocyi v zavislosti na aplikaci DI P pouhém omyvani myoct DiCg
nendésleduje Zadné ovligmi stahu. B aplikaci do intracelularniho prostoru se zvy&ihstva
amplituda. Dojde téZ k zvySeni koncentrace syélio C&', ale pH jimi neni ovliviino.
Koncentraci DiG v intracelularnim prostoru lze zvySitagpbenim z&ni na lipozomy
obsahuijici Di@ a nasleduje jejich uvibvani. Ri priliS velké koncentraci dojde ke ztat

vzrusSivosti.
V srdci diabetickych potkan doSlo v experimentalni studiifippusobeni etomoxiru

k snizeni srdai dysfunkce, ke zvySeni hladiny DAG v srdci a k& zneén¢ v zastoupeni
mastnych kyselin v DAG.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP- adenosintrifosfat

Cis-UFA- cis- nesaturované mastné kyseliny
CoA- koenzym A

CPT-1 - karnitinpalmitoyltransferaza-|
DAG-diacylglycerol

DiCg- dioktanoylglycerol

EGF-receptory- receptory epidermalnihdstového faktoru
ETM- etomoxir

GPCR- receptory spojené s G-proteiny
GTP- guanosintrifosfat

IP3- inosiol-1,4,5- trifosfat

PA- kyselina fosfatidova

PA fosfataza-fosfatidatfosfataza

PC- fosfatidylcholin

PI- fosfatidylinositol

PIP,- fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PKC- proteinkindza C

PLA .- fosfolipaza A

PLC- fosfolipaza C

PLD- fosfolipaza D

PMA- forbol-12-myristyl-13-acetét
PS-fosfatidylserin

RTK- receptory spojené s tyrozinkindzou

TAG- triacylglycerol
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