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1. Uvod

Kyselina lysofosfatidova (LPA) patii mezi nejjednodussi fosfolipidy. Fosfolipidy
jsou zékladni sloZkou bunéénych membran, kde tvofi bariéru pro transport latek
a zpusobuji kompartmentaci biochemickych d&ut. Neméné dulezity je vyznam
fosfolipidi jako prekursorii signalnich molekul'.

LPA, stejné jako sfingosin-1-fosfat a krevni desti¢ky aktivujici faktor, fadime mezi
lipidové signadlni molekuly. Ty zajistuji pfenos signdlu pfes hydrofobni prostredi
membrany a reguluji tak specifické bunétné funkce. Mohou se uplatiiovat bud’
v intracelularnim pfenosu signdlu, nebo mohou pisobit jako extracelularni ligandy
specifickych receptorti na povrchu bun¢k.

Prvni zminky o LPA jako efektorové molekule sahaji do Sedesatych let dvacétého
stoleti. V nasledujicich desetiletich byla objevena fada odliSnych fyziologickych funkci
LPA, jako vliv na krevni tlak, aktivaci krevnich desti¢ek a kontrakci hladkého svalstva.
V osmdesatych letech byla objasnéna tada biologickych odpovédi na LPA, véetné
bunécného rustu, zakulacovani bun€k, smrstovani neuritd a tvorby stresovych vlaken.
Tyto poznatky vedly k teorii o existenci specifickych receptorti, které zprosttedkovavaji
funkce LPA. To bylo potvrzeno vroce 1996, kdy byl identifikovan prvni receptor
pro LPA. V pozdéjsich letech byly popsany dalsi receptory specifické pro LPA a s nimi
spojené proteiny i ptislusné signalni drahy. V dnes$ni dobé se vyzkum zamétuje zejména

na potencialni vyuziti LPA v diagnostice fady nemoci’.



2. Biochemie LPA

2.1. Struktura LPA

Kyselina lysofosfatidova (LPA) je nazev pro monoacyl-glycerol-3-fosfat

(viz. obr. 1).
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Obr 1.: Struktura 1-oleoyl-glycerol-3-fosfatu

Zkratky: LPA, kyselina lysofosfatidova.

Prevzato: Ishii, I, Fukushima, N.;Ye, X.; Chun, J.: Lysophospholipid Receptors:
Signaling and Biology. Annual Review of Biochemistry. 73, 321 — 354 (2004).

Zbytek mastné kyseliny muze byt navazan bud’ na prvni, nebo na druhé pozici
na glycerolové kostfe. Vazba vprvni pozici je uskutenéna ptes alkyl, acyl
nebo alkenyl, v druhé pozici pouze pies acyl. Muze se jednat o jakykoli druh mastné
kyseliny vyskytujici se ve fosfolipidech u savcl. Rada studii zabyvajicich se vztahy
mezi strukturou a biologickou uc¢innosti jednotlivych druhit LPA nicméné ukézala,

Ze pravé druh substituované mastné kyseliny ma podstatny vliv na biologickou aktivitu



LPA®. Obecng plati, Ze ¢im kratsi fetézec, tim mensi aktivita. Napf. u LPA obsahujici
lauroyl- & dekanoyl- nepozorujeme prakticky Zadnou aktivitu'. Naopak nejvice
biologicky aktivni jsou druhy obsahujici dlouhé fetézce mastnych kyselin, zejména
kyselinu palmitovou & olejovou vazanou esterovou vazbou v pozici jedna’. Tyto druhy
LPA se zaroven vyskytuji nejeastgji’. Pro biologickou aktivitu LPA m4 velky vyznam
také fosfatova skupina, protoZe monoacylglycerol nema Zadnou aktivitu.

Na rozdil od ostatnich pln€ acylovanych fosfolipidd s dlouhymi fetézci je LPA
pomeérné dobie rozpustna ve vodé. Je to dano pritomnosti hydroxylové a také fosfatové

skupiny®.

2.2. Produkce LPA

LPA vznikd dvéma zplsoby, ato bud pusobenim fosfolipas na fosfolipidy,

nebo pii de novo syntéze fosfolipidii ® (viz. obr. 2).

Jsou zndmy tfi cesty vzniku LPA:

- 1. cesta — vyzaduje fosfolipasu D (PLD) a nasledné fosfolipasu A, (PLA;). Sav¢i
PLD preferuje jako substrat fosfatidylcholin (PC), zkterého vznika kyselina
fosfatidova (PA). PA je nasledné pomoci PLA, pfeménéna na LPA. PLD je
schopna hydrolyzovat acyl i alkyl fosfatidylcholin®. LPA mutZe z PA vznikat také
pasobenim PA-selektivni fosfolipasy A, (PLA1)7.

- 2.cesta — zahrnuje PLA, alysofosfolipasu D (lysoPLD)*. PLA, produkuje
z fosfolipidi lysofosfatidylcholin, ktery je ndsledné hydrolyzovany pomoci
lysoPLD na LPA®.

- 3.cesta — pii syntéze fosfolipidii de novo. Glycerol-3-fosfat je acylovan pomoci
acyl-koenzymu A uvnitt membrany endoplazmatického retikula a vznika LPA, poté
nasleduje druhd acylace acyl-koenzymem A avznik PA. PA muze byt pomoci

PLA, opét pfemé&néna na LPA’.

LPA je produkovana také v krevnich desti¢kach aktivovanych trombinem,
z nichz je posléze uvolfiovéana®. Dochazi zde k hydrolyze
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP,) na inositol-1,4,5-trisfosfat (IP3)
a 1,2-diacylglycerol (DAG). Pfinasledné fosforylaci DAG pomoci DAG kinasy je

generovana PA. Pomoci PLA, dochazi k jeji deacylaci a ke vzniku LPA®.
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Obr 2.: Produkce LPA
Zkratky: ATX/lysoPLD,

lecitin-cholesterolacyltransferasa;

autotaxin/lysofosfolipasa D; LCAT,
LPP, lipidové  fosfohydrolasy,  lysoPC,

lysofosfatidylcholin, MAG, monoacylglycerol; PA, kyselina fosfatidovd; PC,
fosfatidylcholin; PLA,, fosfolipasa A;; PLAj fosfolipasa A,; PLD, fosfolipasa D;

sPLA;, sekretoricka fosfolipasa A.

Prevzato: Gardell, S. E.;, Dubin, A. E.; Chun, J.: Emerging medical roles

JSor lysophospholipid signaling. Trends in Molecular Medicine. 12:2, 65 — 75 (2006).

Stale neni znamo, jakou z téchto cest je generovana LPA v nestimulovanych

buiikach. Predpoklada se,

ze produkce lipidovych mediatord, at’ autokrinnich
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¢i parakrinnich, je regulovana signalnimi drahami. U nizSich organismi je LPA
produkovana jako odpovéd’ na hyperosmoticky stres. V savéich buiikach byla agonisty
regulovana produkce LPA popsana u fady bunéénych typt, napf. u Zirnych bunék,
malignich ovaridlnich bunék, u krevnich destiek, adipocytl, neutrofild, fibroblastd

¢i u malignich bunék prostatyz’3 .

2.3. Degradace LPA

Vétsina lipidovych pfenaSeci je obvykle inaktivovana metabolickou degradaci.
Stejné tak je tomu i u LPA. Sav¢i buiiky odbouravaji extracelularni LPA od$tépenim
fosfatové skupiny. Tak vznikne monoacylglycerol (MAG), ktery je biologicky
neaktivni®.

V poslednich letech byla objevena skupina lipidovych fosfohydrolas (LPP). Jedna
se o integralni membranové ekto-enzymy se Sesti transmembranovymi doménami,
které pravdépodobné zprostfedkovavaji defosforylaci LPA a inhibuji tak signalizaci.
Problémem této teorie je v8ak mala specifita lipidovych fosfohydrolas, kterd omezuje
jejich schopnost regulovat hladiny konkrétnich fosfolipida. Proto se zd4, Zze LPP slouzi
spiSe k zamezeni nadmérného hromadéni fosfolipidi na vné&)$i strané plazmatické
membrany, nez ke kontrole signalizace.

Primarnim mechanismem negativni regulace signalizace je patrn¢ desenzitizace

receptorii pro LPA’.

2.4. Vyskyt LPA

LPA se vyskytuje v fadé télesnych tekutin. V krevnim séru se s velkou afinitou
vaze na albumin, gelsolin a jiné dosud neidentifikované proteiny’. Na albumin se LPA
vaze v molarnim poméru okolo 3:1, a tonastejnd mista jako mastné kyseliny
s dlouhymi tetézci®®. LPA se také nachézi ve slinach, folikularni tekuting, spermatu,
mirné okysli¢eném LDL, ascitické tekutiné pacientl s rakovinou ¢i v cerebrospinalni
tekutiné pfi cerebrospinalnim krvaceni™’. Koncentrace LPA v plazm& se pohybuje

vrozmezi 1 -5 pMz.
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3. Interakce LPA s LPA receptory

Signalizace LPA se uskuteéiiuje prostfednictvim receptort spojenych s G-proteiny.

3.1. Receptory spojené s G-proteiny

Jednéd se o skupinu receptort, které jsou tvofeny jedinym polypeptidovym
fetézcem, ktery sedmkrat prostupuje lipidovou dvojvrstvou. Kdyz se signalni molekula
navaze na receptor, podstupuje receptorovy protein konformaéni zménu, ktera ovlivni
intracelularni ¢ast receptoru a umozni mu interagovat s G-proteinem na cytosolové
stran€ plazmatické membrany. G-proteiny jsou intracelularni heterotrimerni regula¢ni
proteiny, skladajici se z podjednotek — a, B a y. V klidovém stavu je na podjednotku o
navazan guanosindifosfat (GDP). Navaze-li se vSak na receptor n&jaky extracelularni
ligand, vaze se receptor na G-protein a aktivuje ho tim, Ze ptimé&je o podjednotku
uvolnit svlj navdzany GDP a nahradit ho guanosintrifosfaitem (GTP). Dojde
k rozdéleni G-proteinu na podjednotku a s navazanym GTP a samostatny komplex By.
Alfa podjednotka, ale i komplex Py mohou ptimo interagovat s cili v plazmatické
membrané, které mohou piedavat signdl k dalSim mistim uréeni. Doba existence
disociované a a By podjednotky je omezena chovanim o podjednotky, ktera ma vnitini
GTPasovou aktivitu a po ur€ité dobé hydrolyzuje navazany GTP na GDP. Podjednotka

a se poté znovu spoji s komplexem Py a signal je ukon&en'.

3.2. Klasifikace membranovych receptoru pro LPA

Usaveld byly =zatim identifikovany ¢tyfi  druhy receptort pro LPA
(LPA; — LPA,), ale jejich skuteny pocet bude s nejvétsi pravdépodobnosti vétsi.

Vétsina sav&ich bunék mé nejméné dva druhy receptori pro LPA®.

3.2.1. Receptor LPA;

LPA,, dfive nazyvany endothelial differentiation gene-2 (EDG-2), byl prvnim
identifikovanym receptorem s vysokou afinitou pro LPA. Ulidi se sklada
z 364 aminokyselin v sedmi transmembranovych doménach. Molekulovd hmotnost

se pohybuje kolem 41 kDa. LPA, je sptfazen se tiemi typy G-proteint: Gis, Gq a G113
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LPA po navazani na receptor LPA, aktivuje prostfednictvim téchto G-proteini celou
fadu bunéénych odpovédi, jako napt. buné¢nou proliferaci, aktivaci serum-response
element (SRE), aktivaci mitogenem-aktivované proteinkinasy (MAPK), inhibici
adenylatcyklasy (AC), aktivaci fosfolipasy C (PLC), mobilizaci Ca®*, aktivaci
proteinkinasy Akt a aktivaci GTPasy Rho.

Vysoka exprese receptoru LPA| je pozorovana u dospélych mysi, ale i u lidi, kde
muzeme LPA, identifikovat v mozku, srdci, placenté, tlustém stfeveé, tenkém stieve,
prostaté, varlatech, vaje€nicich, slezing, slinivce bfisni, ledvinach, kosternim svalu
¢i brzliku. Hlavnim mistem exprese receptori LPA; je vSak nervovy systém. LPA,

exprimuji napt. oligodendrocyty nebo Schwannovy buﬁkyz’g.

3.2.2. Receptor LPA,

LPA; je Casto zaménovany s mutantnim receptorem EDG-4, ktery vSak neni
pfitomny ve vychozim genomu. Skladd se z351 aminokyselin (ulidi) ajeho
molekulova hmotnost je zhruba 39 kDa. LPA; je spojen se tfemi druhy G-proteind, a to
s proteiny Gin, Gq @ Gi213. Receptor LPA; je exprimovan ve varlatech, brzliku, slinivce

bisni, prostatg, sleziné a perifernich leukocytech®’.

3.2.3. Receptor LPA;

LPA;, dfive nazyvany EDG-7, obsahuje 353 aminokyselin a jeho pfedpokladana
molekulova hmotnost je 40 kDa. LPA3 se odliSuje od LPA; a LPA; svou vazebnou
schopnosti k proteinim Gi,, Gg, ale nikoliv k Gj/13 a mnohem mensi afinitou k tém
druhim LPA, které obsahuji nasycené acylové fetézce. LPA; zprostfedkovava aktivaci
PLC, mobilizaci Ca®*, inhibici/aktivaci AC a aktivaci MAPK. Zvyseny pocet receptorii
LPAj; v neuroblastomovych burikdch vede k elongaci neuritd, zatimco nadmérna
exprese LPA| a LPA; vede pfi stimulaci LPA k retrakci neuriti a zakulacovani bunek.
LPA; je ulidi exprimovan v srdci, slinivce bfi$ni, prostaté, varlatech, plicich,

vajecCnicich a mozku®’.
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3.2.4. Receptor LPA,

LPA4 patii do odlisné evoluéni vétve receptori pro LPA. Vaze se obdobné
jako LPA3 k Gi, a Gq a pravdépodobné — za ticelem aktivace AC — i k proteinu G.
LPA4 obsahuje 370 aminokyselin a jeho molekulova hmotnost je 42 kDa. Ve srovnani
s LPA; LPA; aLPA; ma odliSnou sekvenci, kterda ho fadi spiSe k receptorim
pro desticky aktivujici faktor (PAF). LPA,; zprostiedkovava mobilizaci Ca®"
a akumulaci  cyklického adenosinmonofosfaitu (cAMP). LPA4 je exprimovan
ve vysokych hladinach ve vaje¢nicich, v mnohem mensim rozsahu v pankreatu, brzliku,
ledvinach a v kosternim svalstvu. Jeho fyziologicka role je zatim neznama’”’.
LPA,, LPA,, LPA; a LPA4 tedy zprostiedkovavaji pienos signalu po vazbé LPA.
Vzhledem k tomu, Ze vétSina sav¢ich bun¢k exprimuje alespori jeden z téchto receptord,

se zd4, e vétsina bun&k je schopna reagovat na exogenni LPA °.

3.3. LPA receptory bunééného jadra

Receptory specifické pro LPA se patrné nenachézeji jen na bunééném povrchu.
Stale narustajici pocet diikazii potvrzuje i existenci intrakrinnich receptorti pro LPA,
resp. potvrzena byla zatim pouze intranukleani lokalizace receptoru LPA,.
Tyto receptory jsou lokalizovany v nuklearnim nebo (i) v perinuklearnim prostoru.
Hlavni funkéni odli$nosti intrakrinnich receptorti a receptori na buné¢né membrang
je skute¢nost, Ze membranové receptory zprostiedkovavaji kratkodobé efekty, zatimco

intracelularni receptory zprostfedkovéavaji dlouhodobé odpovedi'.

3.3.1. Prenos signalu v jadre

Jaderna membrana a nukleoplazma obsahuje fadu signaliza¢nich ligandt, které
jsou patrné zapojené do signalnich drah pies LPA, receptory. Bylo potvrzeno,
Zevjadie jsou napf. G-proteiny Gj, a Gy, fosfolipasy A;, fosfolipasy D
a fosfolipasy C, adenylatcyklasa, MAPK, proteinkinasa C aj. Aktivace
LPA, receptort patrné miize vést ke zménadm hladiny vépniku v jadie ¢i ke zméné

genové exprese.
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Lokalizace receptori pro LPA na jadfe chrani LPA proti degrada¢nim enzymim,
které ji mohou inaktivovat. LPA totiZ vznika pfimo na jadfe a jeji draha k jadernym
receptorim je mnohem krat§i neZz k membranovym receptoriim. SniZuje se tedy
pravdépodobnost, Ze bude degradovdna pomoci enzymu dfive, nez dorazi ke svému

receptorul 0,

3.4. Autokrinni a parakrinni pisobeni LPA

LPA pulsobi vcelé¢ fadé bunéénych tkani a za ruznych fyziologickych
i patofyziologickych situaci, bud’ jako autokrinni (“:i.parakrinni mediator (viz. obr. 3).

Autokrinnim mediatorem rozumime ligand, ktery je produkovan burkou
a nasledn¢ interaguje s receptory té samé buriky ¥a ucelem vzniku odpovédi. Parakrinni
mediator je uvolfiovan jednou burikou a nasledné interaguje sreceptory burky
sousedni.

Autokrinni a parakrinni plisobeni LPA bylo podrobnéji zkoumano ptedevsim
u rakovinnych bun€k vajecnikl, v adipocytech a v rakovinnych burikach prostaty.
U vSech téchto systémi bylo prokazano, Ze tyto buriky (popt. buriky sousedni):
1. produkuji LPA
2. zvySuji produkci LPA jako odpovéd’ na urcity podnét
3. exprimuji receptory pro LPA
4. jsou schopné odpovedi na LPA.

V adipocytech se uvazuje o parakrinni a v rakovinnych bunkach vajeénikt

o autokrinni roli LPA. V rakovinnych burikdch prostaty jde patrné o autokrinni

1 parakrinni ptsobeni LPA>.
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Obr 3.: LPA jako parakrinni a autokrinni medidtor
Zkratky: MG, monoacylglycerol;, LPA, kyselina lysofosfatidova; LPP, lipidové
fosfohydrolasy, lyso-PLD, lysofosfolipasa D; PLAj, fosfolipasa As.

Prevzato: Xie, Y., Gibbs, T. C.; Meier, K. E.. Lysophosphatidic acid as an autocrine
and paracrine mediator. Biochimica et Biophysica Acta. 1582, 270 - 281 (2002).
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4. G-proteinové signaliza¢ni drahy

Odpovédi na LPA jsou zprostiedkovany fadou signdlnich drah obr. 3. Pravé diky
jejich rozmanitosti miize mit strukturné jednoducha molekula LPA takové mnozstvi
fyziologickych a patofyziologickych funkci. Receptory pro LPA jsou spojeny

s nejméné ¢tyfmi G-proteiny — Gg/i1, Gy, G213 a G 7,

4.1. Déleni signalnich drah

Hlavnimi signalnimi drahami jsou (viz. obr. 4):
1. aktivace fosfolipasy C (PLC) pfes Gq protein (nebo G;j protein) s naslednou
hydrolyzou fosfatidylinositol-(4,5)-bisfosfatu®’
2. inhibice adenylatcyklasy zprostfedkovana G; proteinem a nasledny pokles
koncentrace cAMP*’
3. aktivace Ras/MAPK kaskady ptes G; protein ’
4. aktivace malé GTPasy RhoA zprostfedkovana Gjy/3, kterd reguluje
cytoskeletarni kontrakce spojené s membranovou depolarizaci
zprostredkovanou chloridovymi ionty’
5. aktivace fosfatidylinositol 3-kinasy (PI 3-kinasy) ptes G; protein, kterd vede
k aktivaci Rac a k aktivaci proteinkinasy B/Akt’

6. aktivace adenylatcyklasy (AC) zprostiedkovana G proteinem11

17



Obr 4.: Signalizacni drdhy zprostFedkované LPA

Jsou znamy 4 druhy receptorii pro LPA (LPA; — LPAy). Tyto receptory jsou spojeny
s ruznymi druhy heterotrimernich G-proteinii (G213 Gg G a Gy. Kazdy receptor
aktivuje pomoci daného G-proteinu rizné signdlni drahy. Sekvence signdlnich drah
pro LPA je casto shodnd se signdlnimi drahami pro sfingosin-1-fosfat (S1P).

Zkratky:  PI3K,  fosfatidylinositol  3-kinasa;,  DAG,  diacylglycerol;,  IP;,
inositol 1,4,5-trisfosfat;,  MAPK,  mitogenem-aktivovand  proteinkinasa;,  PKC,
proteinkinasa C; Rock, Rho-associated kinase; SRF, serum response factor, SIP,
sfingosin-1-fosfat, LPA; — LPA, receptory pro LPA; SIP; —S1Ps, receptory pro SIP.
Prevzato: Anliker, B.; Chun, J.: Lysophospholipid G Protein - coupled Receptors.
The Journal of Biological Chemistry. 279:20, 20555 — 20558 (2004).

4.1.1. Aktivace Ras/mitogen-aktivované proteinové kaskady

LPA ftadime mezi typické ligandy receptori spojenych s G-proteiny, které
aktivuji Ras a downstream mitogenem-aktivované proteinkinasové kaskady. Dé&je se tak

cestou Gj proteini citlivych na pertusis toxin, a to sice zpusobem zavislym
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na tyroxinkinase. Neni pfesn¢ znamo, jak se G; zapojuje do aktivace Ras, ale s nejvétsi
pravdépodobnosti neni Zadna piima souvislost mezi G; proteinem, tyrosin kinasou
a akumulaci Ras-GTP. Regulace Ras je navic mnohem komplexnéjsi,
nez se prepokladalo. Zahrnuje ¢etné GTP/GDP vyménné faktory a GTPasy-aktivujici
proteiny, které plsobi navzajem proti sobé. Jejich plsobeni je navic zavislé
na buné¢ném typu. LPA ¢asto stimuluje bunéénou proliferaci podobné jako epidermalni
rustovy faktor (EGF). Naopak v lidskych rakovinnych burikach linie A431 pisobi LPA
antagonisticky na déje zprostiedkované EGF. Dochdzi k rychlé internalizaci receptorti

pro EGF na buné¢ném povrchu, za coz je zodpovédna prave LPA""2,

4.1.2. Aktivace Rho/Rac

LPA ovliviiyje organizaci cytoskeletu a tvar bunék. Déje se tak prostfednictvim
koordinovaného pisobeni tfi Rho GTPas: RhoA, Racl a Cdc42.

RhoA zprostfedkovava kontraktilitu aktomyosinu, Cdc42 kontroluje tvorbu filopodii
a Rac reguluje tvorbu vy¢nélkt lamelipodii a fidi bunéény pohyb.

Mechanismus aktivace RhoA pomoci LPA je pomérné dobfe znamy. Aktivace
RhoA probihé ptes Ga,y13 podjednotky, které se pevné vazou na nejméné tii odlisné
Rho-specifické GTP/GDP vyménné faktory (RhoGEF) podporujici akumulaci
RhoA-GTP. Vysledkem je aktivace Rho kinasy, kterd zpisobuje smr§tovani neuriti
a zakulacovani bun¢k. O modulaci aktivit Rac a Cdc42 je ve srovnani s RhoA znamo
jen velmi maélo.

LPA zprostfedkovava také aktivaci Rac. Ta ma oproti aktivaci RhoA spise
dlouhodobé;jsi charakter. Je zavisla na PI-3 kinasové aktivité a vede k tvorb& lamelipodii
a pohybu bun€k. Pro spojeni mezi LPA; receptory a aktivaci Rac je vSak nezbytna
ptitomnost Rac — specifického vyménného faktoru zvaného Tiaml. V buiikéach, kde je
nedostatek Tiam1, neaktivuje LPA Rac, ale aktivuje RhoA. Tiam1 tedy ptisobi na RhoA
inhibi¢n¢ a na jeho expresi je tak zé&visld rovnovaha mezi aktivitou RhoA a Rac.

Aktivaci Rac je mozné inhibovat pertussis toxinem (PTX)’,"%.

19



LPA. receptor

Gi(By Gaygpa

Y

PI3KB
Tiam1 ) RhoGEF
Voot
Rac-GTP RhoA-GTP
cell spreading actomyosin
lamellipodia contraction

Obr 5.: Signalizacni drdhy zprostiedkované LPA; receptorem vedouci k aktivaci Rac
a RhoA

Zkratky: PI3Kp, fosfatidylinositol 3-kinasa p; RhoGEF, Rho-specificky GTP/GDP
vyménny faktor, Rac-GTP, Rac-guanosintrifosfat; RhoA-GTP, RhoA-guanosintrifosfat.
Prevzato: Moolenaar, W. H.: Rac Activation by Lysophosphatidic Acid LPA,
Receptors Through the Guanine Nucleotide Exchange Factor Tiaml. The Journal
of Biological Chemistry. 278:1, 400 — 406 (2003).

4.1.3. Vylev chloridii zprostiedkovany Ga,;3

Odpovédi klidovych bun€k na stimulaci LPA je rychld a docasna ztrata jejich
membranového potencialu. Membranova depolarizace vznika diky aktivaci chloridové

vodivosti, ktera je zavisla na vapnikovych iontech. Chloridovy vylev je zprostfedkovan
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proteinem Ga,3. Membranova depolarizace zpisobena LPA patrné hraje roli ve vyvoji

nervove soustavy7.

4.1.4. Aktivace fosfolipas

LPA aktivuje fosfoinositid-specifickou PLC. Nasledn¢ dochazi k mobilizaci
Ca®" a aktivaci proteinkinasy C. Ve fibroblastech zptisobuje LPA uvoliiovéani kyseliny
arachidonové z lipidd. Doposud v3ak neni objasnéno, zda je to vyvolano aktivaci PLA;
nebo aktivaci diacylglycerollipasy. LPA aktivuje také PLD, ktera z fosfatidylcholinu

generuje kyselinu fosfatidovou a volny cholin®.

4.1.5. Inhibice a aktivace adenylatcyklasy

LPA inhibuje adenylatcyklasu ve fibroblastech prostiednictvim G; proteinu, coZ
vede ke sniZeni hladiny cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). Tento proces je pln¢
inhibovan pertussis toxinem (PTX)*. Zaroven vsak LPA muze aktivovat
adenylatcyklasu prostfednictvim G proteinu. To vede ke zvySeni koncentrace cAMP,

aktivaci proteinkinasy A (PKA) a k nasledné fosforylaci bun&&nych proteini''.

4.1.6. Aktivace fosfatidylinositol 3-kinasy

LPA vcilovych burikdch aktivuje fosfatidylinositol 3-kinasu. PI 3-kinasova
aktivita, indukovana LPA, byla nalezena napf. v bunétnych liniich 3T3 bunék,
nebo v megakaryoblastickych buiitkach. PI 3-kinasova aktivita v§ak neni pro mitogenni
signalizaci nutnd, coz naznacuji pozorovani, kdy pfi aplikaci neutralizaénich protilatek

nebyla ovlivnéna syntéza DNA indukovana LPA *.
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5. Biologické a patofyziologické aktivity LPA

PiestoZze je LPA strukturné velmi jednoduchou molekulou, jsou jeji biologické
a patofyziologické aktivity diky aktivaci fady odliSnych signaliza¢nich drah velmi
riznorodé. LPA se ucastni indukce bunééné tenze, neurogeneze, myelinizace, kontrakei
hladkého svalstva, shlukovéni krevnich desti¢ek, stimulace bunétné proliferace
(u fibroblast, endotelidlnich bunék, vaskularnich bunék hladkého svalstva
a keratinocytl), inhibice buné¢né proliferace (u myelomatickych bunék), inhibice
komunikace pomoci spojeni gap-junction, tvorby sit¢ aktinovych vlaken, shlukovani
fibronektinu, smr$tovani neuritti, aktivace depolarizaéniho chloridového proudu,

. + 4
mobilizace Ca®" a chemotaxe*>*.

5.1. Vliv LPA na apoptézu

Apoptéza je typ bunécné smrti. Je charakterizovdna srazenim, kondenzaci
chromatinu, fragmentaci DNA a tvorbou apoptickych télisek uzavienych membranou.
Pivodng se predpokladalo, Ze LPA ma pouze antiapopticky vliv®, v sougasné dobé viak
fada vyzkumi naznaduje, ¢ by LPA mohla puasobit i proapoticky'. Apoptézu
podporuji proteiny zvané Bax, Bad a Bak, naopak antiapopticky ptisobi proteiny Bcl-2

nebo Bcl-ng.

5.1.1. Antiapoptické pusobeni LPA

LPA chrani pted apoptozou celou fadu buné¢nych typt, napt. nadorové burnky
buriky, makrofagy, T-burky a rendlni proximalni tubularni buriky.

Apopticka kaskada zahrnuje ztratu integrity vnéj$i mitochondridlni membrany,
coz vede kuvolnéni cytochromu c, ktery stimuluje kaspasovou kaskadu. Jednim
z navrZzenych mechanismi, kterym by LPA mohla zabrafiovat apoptoze, je selektivni

potlaceni exprese Bax proteinu, ktery apoptézu podpor‘uje&13 .

22



5.2. Proces hojeni

LPA ma vyznam i béhem hojeni poranéni. Za normalnich okolnosti se LPA v krvi
nevyskytuje, ale béhem poranéni aktivuji poskozené cévy krevni desti¢ky. Ty nasledné
uvolnuji fadu bioaktivnich mediatort, které vyvolavaji buné¢nou proliferaci, buné¢nou
migraci, srdZeni krve a angiogenezi. Jednim z té€chto bioaktivnich mediatort je prave
LPA, ktera iniciuje prvni d&e hojeni. Cini tak pomoci stimulace
fosfatidylinositol 3-kinasy, na které je zavislé shlukovani krevnich desti¢ek. LPA

zéroven méni jejich morfologii®.

5.3. Kardiovaskularni onemocnéni

LPA signalizace ma podstatny vyznam béhem angiogeneze, tvorby
aterosklerotickych plati a udrzovéni srde¢niho rytmu.

Angiogeneze, vznik nové kapilarni sit¢ zjiz existujicich cév, je standardné
vyvolavéana béhem hojeni ran a béhem rustu tkani. Peptidové ristové faktory, jako napf.
vaskularni endotelialni rustovy faktor a lysofosfolipidy, kontroluji koordinovan¢
proliferaci, migraci, adhesi, diferenciaci a shlukovani vaskularnich endotelialnich
bunék. Porucha regulace procesu angiogeneze muze vést k ateroskleréze, hypertenzi,
nadorovému rastu, rheumatoidni artritidée a diabetické retinopatii. Dysfunkce
vaskularniho endotelu muizZe posunout rovnovdhu od vasodilatace k vasokonstrikci.
To vede k hypertenzi a vaskuldrnimu pfestavbé, coz jsou rizikové faktory pro progresi
aterosklerézy. Oxidované LDL a krevni desticky hraji centralni roli v patogenezi
aterosklerotickych kardiovaskuldrnich onemocnéni. LPA pfispivd jak k ¢asné, tak
pozdni fazi ateroskler6zy. Béhem &asné faze se LPA akumuluje v mirné oxidovaném
LDL a v lidskych aterosklerotickych lézich a aktivuje pftislusné receptory spojené
s G-proteiny exprimované na krevnich desti¢kach. Vyvolava tak zménu jejich tvaru.
Kdyz totiz dojde k prasknuti aterosklerotického platu, LPA se stane dostupnou
pro cirkulujici krevni desticky a spousti jejich aktivaci. Tim je zahajena pozdni faze
aterosklerdzy, protoze zména tvaru krevnich destiek a jejich agregace vede k tvorbé
intraarteridrniho trombu a potencialné k infarktu myokardu a mrtvici, ¢i akutnimu
koronarnimu syndromu. Aktivace krevnich destiCek je vyvolana jiZ nanomolarnimi

koncentracemi LPA a je zprostfedkovana pomoci proteinu Giy/3. Tuto interakci je
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mozné inhibovat albuminem. Naopak dal§i plazmaticky protein, gelsolin, ktery také
vaze LPA, interakci LPA s krevnimi desti¢kami neinhibuje.

K vyvolani agregace krevnich destiek jsou potiebné vy$Si, mikromoléarni
koncentrace LPA. Na LPA jsou v$ak citlivé pouze krevni desticky lidi a kocek.
U ostatnich zZivo¢isnych druhi, napf. psd, prasat, mysi, kralikl a krys nebyly desti¢ky
in vivo pomoci LPA aktivovany.

LPA pfitomna v cirkulyjicim oxidovaném LDL by mohla pfispivat
k hyperaktivit¢ krevnich desti¢ek pozorované u pacientl s korondrnimi arteridrnimi
chorobami.

U pacientd s kardiovaskuldrnimi chorobami by tedy bylo moZné
vyuZit antagonisty pro LPA receptory. Tim by se snizilo riziko tvorby trombl a platd
neointimy. Velkou vyzvou pro vyzkum jsou také léky, které by selektivné zasahovaly

do aktivace krevnich desti¢ek vyvolané LPA'*".

5.4. Nadorové bujeni

Vznik nadorového bujeni, jeho vyvoj a tvorba metastaz zahrnuje nékolik
konkuren¢nich a po sob& jdoucich procesii vCetné¢ bunécné proliferace a bunétného
rdstu, antiapoptdzy, migrace buné€k, penetrace cizich bun€k do definovanych bunéénych
vrstev ¢i organi astimulace nadorové angiogeneze. V kazdém ztéchto procest
se uplatriuje  signalizace  prostiednictvim LPA, a to za fyziologickych

i patofyziologickych podminek'.

5.4.1. Maligni nadory vajecniku

Signalizace prostfednictvim LPA byla nejlépe prozkoumana u malignich
nadorovych bun¢k vaje¢niki. Rakovinné buriky vaje¢niki produkuji ve srovnéni
s normalnimi burikami epitelu vajeénikd zvySené mnozstvi LPA. LPA se vyskytuje
v ascitické tekutiné pacientek s malignimi nadory na vajecnicich, a to v pomérné
vysokych koncentracich (2 —80 uM), u 90% pacientek s rakovinou vajecnikl ve stadiu I
nebo II zaroveni pozorujeme zvySenou hladinu LPA v séru, coz by teoreticky mohlo
umoznit vyuZiti LPA jako biomarkeru tohoto onemocnéni. Problémem vs$ak zlstava
skute€nost, Ze hodnoty LPA v séru mohou byt vy$$i zddvodu aktivace krevnich

desti¢ek beéhem ptipravy vzorku.
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LPA zarovei stimuluje proliferaci rakovinnych bunek vaje¢nikt. U téchto bunek
také pozorujeme ndpadné zvySenou expresi LPA,; a LPAj;. Nejvetsi mirou exprese
ve vajeCnicich se v8ak vyznaCuje LPA,. Zasahy do metabolismu LPA, specifické
blokady receptori a inhibice naslednych signalnich drah by mohly pfispét k 1écbe

rakoviny'?.

5.4.2. Maligni nadory tlustého streva

LPA zvySuje metastaticky potencial v liniich DLD1 bunék tlustého stfeva.
Stimuluje zde buné¢nou migraci, proliferaci, adhezi a sekreci faktori podporujicich
angiogenezi (viz. obr. 6). Mezi tyto faktory fadime vaskularni endotelidlni rdstovy
faktor (VEGF) ainterleukin 8 (IL-8). U jinych linii bunék tlustého stieva (HT 29
a WiDR) zvySuje LPA proliferaci a sekreci angiogennich faktord. Stimulace adhese

a migrace u téchto linii vSak nebyla prokézénam.

LPA:

lll

am /v Migration

Adhesion
LPA2 >( Proliferation

-—p Anglogenic factor secretion

Obr 6.: Pusobeni LPA na rakovinné burky tlustého streva prostrednictvim receptori
LPA;a LPA;

Zkratky: LPA, kyselina lysofosfatidova; LPA;, LPA;, receptory pro LPA.

Prevzato: Shida, D.; Kitayama, J.; Yamaguchi, H.; Okaji, Y.; Tsuno, N. H.; Watanabe.
T.; Takuwa, Y.; Nagawa, H.: Lysophosphatidic Acid (LPA) Enhances the Metastatic
Potential of Human Colon Carcinoma DLD1 Cells through LPAI. Cancer Research.
63, 1706 — 1711 (2003).
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5.4.3. Lysofosfolipasa D a autotaxin

Teprve v poslednich letech bylo objeveno, Ze lidska lysofosfolipasa D, pfitomna
v plazmé, a autotaxin (ATX) jsou identické. Autotaxin je Siroce rozSifena
ektofosfodiesterasa stimulujici motilitu bun€k. Ma svou roli pii nadorovém bujeni
a tvorb€ metastaz. Podporuje angiogenezi, diferenciaci oligodendrocytl a myelinizaci.
Hlavnim fyziologickym ligandem pro ATX je lysofosfatidylcholin (LPC), ktery je
vyluCovan jatry a cirkuluje ve vysokych koncentracich v plazmé.

Mnoho bunéénych druhii exprimuje autotaxin a uvolfiuje podstatné mnozstvi
LPC, a tim produkuje LPA, kterd u fady bun€k stimuluje nadorové bujeni. ZvySena
aktivita lysoPLD je vSak pozorovéana i v lidském séru zdravych téhotnych Zen béhem
tretiho trimestru t€hotenstvi a u pacientek s rizikem pted¢asného porodu. LPA muze byt

také pfitomna i ve folikularni tekuting zdravych zen'™'®.

5.5. Uloha LPA p¥i neuropatiich

Chronické neuropaticka bolest nastupuje v nékterych ptipadech po akutni bolesti,
ktera ma ochranny charakter. O d&jich, které tento druh bolesti spoust&ji, je znamo jen
velmi mélo. Soucasné vysledky naznaCuji moznou roli LPA v tomto procesu. Hlavni
bunééné komponenty nervovych tkani jako centrdlni a senzorické neurony,
Schwannovy buiiky a oligodendrocyty, jsou totiz schopné odpovédi na LPA. Dne$ni
vyzkum se soustfed’uje zejména na ulohu receptori LPA| béhem spousténi neuropatické
bolesti. Casna intervence na turovni receptorii pro LPA by mohla predstavovat nové

. , . e e 1wy v . , .14
terapeutické moznosti pfi 16¢b& neuropatické bolesti'*.

5.6. Psychiatrické poruchy

LPA hraje podstatnou roli pfi vyvoji nervové soustavy. Béhem embryogenese
ovliviiuje morfologii nervovych progenitorovych bunék (smr$tovani a zakulacovani),
jejich preziti nebo apoptézu a pohyb. Fyziologicka a patofyziologicka dilezitost LPA
v nervovém systému je zddrazné€na biologicky relevantni koncentraci ve vyvijejicim
se mozku. Signalizace spojena s LPA patrné pfispiva k progresi psychiatrickych

« s v . . 14
onemocnéni jako napf. schizofrenie .
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5.7. Reprodukce

Uloha LPA v patofyziologii reprodukce savctl byla jiz zminéna v kapitole 5.4.1.
Mnoha pozorovani v$ak naznacila i mozné zapojeni LPA do fyziologickych procest
jako je t€hotenstvi a porod. ZvySenou hladinu ATX, PLA, a LPA pozorujeme ve tietim
trimestru t€hotenstvi a ve vétSi mife u Zen srizikem pred€asného porodu. LPA

a ATX/lysoPLD byly nalezeny také ve folikularni tekutin¢ zdravych zen™".

5.8. Obezita

Obezita je kliCovych faktorem vedoucim k diabetu 2. typu a ke zvySenému riziku
kardiovaskularnich onemocnéni. Adipocyty reguluji lipidovy a lipoproteinovy
metabolismus pomoci n€kolika sekrenich produkt. Jednim znich je pravé LPA
¢i ATX/lysoPLD. Pomér prekurzorovych adipocyti a diferenciovanych adipocyti je
u lidi s normalni hmotnosti pfisné kontrolovan. LPA moduluje proliferaci a diferenciaci
pre-adipocytd. Soucasné studie poukazuji na skute¢nost, Ze intracelularnim receptorem
pro LPA je také peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARY). Aktivace LPA;
receptori v pre-adipocytovych bunéénych liniich sniZzuje genovou expresi PPARy
a inhibuje tak akumulaci triacylglycerolti a genovou expresi specifickych adipocytu,
které jsou markery adipogeneze. Aktivace LPA, je tedy patrné antiadipogenni. MoZnost
terapeutického vyuziti stimulace signalizace prostfednictvim LPA; receptori vsak
vyZaduje podrobnéj$i studie, a to zejména z hlediska vedlejSich U€inkli na ostatni

o 14
organoveé soustavy .

5.9. Imunita

Rada bunék imunitniho systému, véetné T-lymfocytd, B-lymfocytii a makrofag,
exprimuje receptory specifické pro LPA. Imunitni odpovédi jsou regulovany
jak mnozstvim, tak typem produkovanych receptort. LPA md mitogenni vliv
na B- i T-lymfocyty. Do proliferace T-bun€k je zapojen receptor LPA; a do migrace
T-bunék receptor LPA,. LPA zaroven pomoci receptori LPA, a LPA; chréani

makrofagy a T-lymfocyty pied apopt(')zouz’I L
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6. Zavér

V poslednich letech zaznamenal vyzkum LPA obrovsky pokrok. Doslo
k identifikaci étyf specifickych receptorti a s nimi spojenych G-proteint. Dale bylo
popsano Sest hlavnich signalnich drah pro LPA. Ukazalo se, ze LPA ovliviiuje celou
fadu lidskych onemocnéni.

Vzhledem k narGstajicimu podtu nemoci vyvolanych nadorovym bujenim
se vyzkum soustfed’uje zejména na souvislost LPA s progresi malignich chorob. Bylo
prokdzano, ze lysofosfolipasa D, jeden zenzymt produkujicich LPA, je identicka
s autotaxinem, ktery podporuje tvorbu metastdz. To je mozno oznalit za jeden
z nejvyznamngjSich objevi. Nelze také opomenout ucast LPA béhem pienosu signalu
pii patofyziologickych, resp. fyziologickych procesech jako jsou kardiovaskularni
choroby, obezita, psychiatrické poruchy, resp. reprodukce, imunitni obrana a proces

hojeni.
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