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Abstrakt

Hypoxicka plicni vasokonstrikce (HPV) je lokalni fyziologicky mechanismus plic pro
optimalizaci oxygenace krve pri alveolarni hypoxii. Arterioly v postizené ¢&asti plic zvysi
pratokovy odpor a tim se krev presméruje do lépe ventilovanych segment(l. Pfi celkové
hypoxii - napriklad ve vysoké nadmorské vysce Ci pfi chronickych plicnich onemocnénich -
je tento mechanismus z principu neefektivni, jelikoz se krev nemize presmérovat do jiné
¢asti. Tlak v plicni tepné je zvysen, coz ¢asem vede k hypertrofii pravé srde¢ni komory a cor
pulmonale.

Tento mechanismus je studovan jiz desetileti, konkrétni signalizacni drahy vsak stale
nejsou plné popsany a nejsou k dispozici ani terapeuticka reSeni. Tato prace nabizi popis
vybranych vlastnosti plicni cirkulace a patofyziologicky kontext plicni hypertenze, uvadi do
dostupnosti kysliku az ke konstrikci cév.

Prakticka cast se vénuje Sukcindt dehydrogenaze (SDH) - komplexu propojujicimu
Krebslv cyklus s elektronovym transportnim retézcem - jakozto primarnimu mistu detekce
hypoxie v burikach hladké svaloviny plicnich tepen. Tuto hypotézu jsme se rozhodli testovat
na isolovanych plicich potkana sledovanim, zda malonat (inhibitor SDH) zpusobi
vasokonstrikci tak, jako hypoxie, a zda (pfipadné) zvySeny plicni odpor uz nebude dale
reagovat na hypoxii. NarGst tlaku jsem nepozoroval a hypotézu o mozné roli SDH jako

hypoxického senzoru pfi HPV jsem tedy konkluzivné vyvratil.
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Abstract

Hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV) is a local physiological mechanism in
lungs that optimalises blood oxygenation during alveolar hypoxia. Arterioles in the affected
region increase flow resistance which redirects blood to better ventilated parts of the lung.
During global hypoxia - e.g. in high altitude or in chronic pulmonary illnessess - this
mechanism doesn’t work, as the blood cannot be redirected elsewhere. The pressure in
pulmonary artery rises which leads to right heart hypertrophy and ultimately to cor
pulmonale.

This mechanism has been studied for decades, but specific signalling pathways still
lack full description and therapeutical solutions are not available. This thesis offers
description of selected properties of pulmonary circulation and patophysiological context of
pulmonary hypertension, introduces the reader to HPV localization and signalization, and
discusses its most important steps from decreased oxygen availability to vessel constriction.

The practical part of this work explores Succinate dehydrogenase (SDH) - complex
coupling Kreb'’s cycle to electron transport chain - as a primary detection site of hypoxia in
pulmonary artery smooth muscle cells. We decided to test this hypothesis in isolated rat
lungs by measuring if malonate (SDH inhibitor) causes vasoconstriction as hypoxia does.
Also if (potentially) elevated pulmonary resistance won'’t further react to hypoxia. This
elevation wasn’t seen, so the hypothesis of SDH as a hypoxic sensor for HPV was

conclusively disproved.

Keywords
Hypoxic pulmonary vasoconstriction, succinate dehydrogenase, hypoxia, reactive oxygen

species
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Seznam zkratek

ATP - Adenosintrifosfat

CAC - Citric Acid Cycle, citrus kyseliny citronové, Krebstv cyklus

Cal - napétoveé ovladané Ca kanaly typu L

CaSR - extracelularni receptor vapenatych iontt, extracellular Calcium-Sensing Receptor
CHOPN - chronicka obstrukéni plicni nemoc

EPR - elektronova paramagneticka resonance

ETC - elektronovy transportni retézec (Electron Transport Chain)

HIF - Hypoxia-inducible Factor

HPLC - vysokovykonna kapalinové chromatografie, High Performance Liquid
Chromatography

HPV - Hypoxicka plicni vasokonstrikce

HRE - hypoxia-responsive elements

Kv - napétvé ovladané draslikové kanaly

MDA - malonaldehyd

mMiRNA - mikro RNA

MLCK - kinaza lehkého retézce myosinu (myosin light chain kinase)

MLCP - fosfataza lehkého rfetézce myosinu (myosin light chain phosphatase)
NADPH - redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

PAEC - buriky endotelu plicnich arterii (Pulmonary Artery Endothelial Cell)
PASMC - bunky hladkého svalu plicnich arterii (Pulmonary Artery Smooth Muscle Cell)
PVR - odpor plicniho cévniho reci¢té, Pulmonary Vascular Resistance

ROCK - Rho-associated protein kinase

ROS - kyslikové radikaly, Reactive Oxygen Species

SDH - Sukcinat dehydrogenaza

SDHA, B, C, D - podjednotka sukcinat dehydrogenéazy A, B, C, D

SOCE - Store-Operated Calcium Entry, kapacitativni vstup vapenatych iont0
SOD - Superoxid dismutaza

SR - sarkoplasmatické retikulum

TRPC - Transient receptor potential channels

VEGF - Vascular endothelial growth factor



1. Uvod

V plicni cirkulaci je krevni tlak vyrazné nizsi nez v systémové cirkulaci. V plicich je Zivotné
dilezité optimalizovat okyslicovani krve tak, aby zbytku téla poskytovala maximum kysliku,
obzvlasté pokud je v ¢asti plic jeho koncentrace snizena. Svalové bunky malych plicnich cév
se v hypoxickych podnimkach konstrihuji, ¢imz se zvysi odpor plicniho cévniho recisté.

Hypoxicka plicni vasokonstricke (HPV) je fyziologicky jev Ucastnici se rliznych dualezZitych
(protektivnich i detrimentalnich) procesl v pribéhu Zivota jedince - od prenatalni regulace
plicniho obéhu po reakci na hypoxii, kterd mlze pri dlouhodobém pUlsobeni vést az k smrti.
Je to mechanismus velmi konzervovany - kromé vétSiny savcl byl nalezen i u ptakd a
obojzivelnik( (Faraci et al., 1984; Skovgaard et al.,, 2005) , coZ naznacuje dlouhodoby
selekéni tlak, diky kterému se tento jev v evoluci udrZel. Zaroven je vsak velmi pritomny
v Zivotech mnoha lidi i dnes. Klinicky vyznam HPV, ktery je dan predevsim spoluti¢asti na
hypoxické plicni hypertenzi, motivuje dlouhodobé vyzkumné usili, smérujici k popsani
tohoto mechanismu a k objeveni moznosti jeho terapeutické modulace. Navzdory vyzkumu,
ktery trva jiz nékolik desitek let, nelze signaliza¢ni kaskadu, ktera je hypoxii spusténa, zatim
kontrolované ovlivnit a moznosti |éCby souvisejicich onemocnéni jsou znacné omezené.

Podoba primarniho senzoru hypoxie, ktery davda do pohybu zbytek hypoxické
vasokonstrikéni signalizace, neni presné znama. Této signalizace se Gcastni vapenaté ionty,
depolarizace buriky, riizné kanaly a enzymy a také kyslikové radikaly.

Pravé kyslikové radikaly maji v iniciaci HPV zfejmé zasadni vyznam. Proto je tfeba hledat
razné zdroje téchto radikald v burice a zkoumat jejich funkce. Nyni je obecné pfijimanou
teorii, Ze hlavnim zdrojem (v hypoxické plicni vasokonstrikci) je mitochondrie (Waypa et al.,
2001). Jako oxidacné-redukéné nejaktivnéjsi soucast bunky je atraktivnim kandidatem pro
detektor hypoxie. Obsahuje elektronovy transportni fetézec (ETC), ktery je tradi¢né (a
pravem) vniman predevsim jako generator gradientu vodikovych iontd, ktery pohani syntézu
ATP. Tento gradient vytvari na vnitfni mitochondridlni membrané pomoci produktd
Krebsova cyklu. Toto propojeni ma vsak jesté jeden vyznam. Druhy komplex transportniho
fetézce (sukcinat dehydrogenaza), ktery funguje jako funkéni spojeni ETC s Krebsovym

cyklem by mohl hrat ddlezitou roli v hypoxické produkci kyslikovych radikal( (Paddenberg et



al., 2003). V literature jsou v tomto kontextu vétsinou zminovany komplexy | a lll, zatimco
komplex Il byva spise prehlizen.
Tato prace se vénuje sukcinat dehydrogenaze jakozto senzoru akutni hypoxie v plicni

cirkulaci.t

1 Ve své bakalarské praci jsem se také zybyval plicni hypoxii (dlouhodobou zménou exprese) a prestoze je tato
prace primarné zaméfena na jiné téma (rapidni vasokonstrikéni signalizace), ¢ast nutného kontextu (plicni
cirkulace) je pro obé prace podobny. Pokousel jsem se na fakta nahlizet z nového Ghlu pohledu a propojovat je

v jiném sledu, mUZe se vsak stat, Ze se bude néktery tsek prvnich ¢asti téchto mych praci podobat.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 Plicni cirkulace

Plicni obéh se fyziologicky i mechanicky zasadné lisi od obéhu systémového. Rozdily jsou
dany odlisnou funkci. Zatimco systémové cévy vyménuji rozpusténé plyny v krvi s bunkami
priléhajicich tkani, v plicich jde o vyménu s vnéjsim prostredim, tedy vzduchem.

Prvni rozdil je spiSe fyzikalni. Stény cév plicni cirkulace jsou velmi tenké, a proto zde
existuje vzdy riziko edému (prisakem vody do intersticia nebo dokonce do alveolarniho
prostoru). K tomu vsak bézné nedochazi. Urcité mnozstvi tekutiny odvadi lymfaticka drenaz,
predevsim je vsak v malych plicnich cévach tlak oproti systémové cirkulaci vyrazné nizsi.
Toho je docileno velkym mnozZstvim kratkych cév (a tedy velkym celkovym primérem
recisté) a vysokou poddajnosti jejich stén (arterioly v plicich maji ve sténé svalovinu, ale
velmi malo v porovnani se systémovymi arteriolami). Tato mikroskopicka architektura
minimalizuje odpor plicniho cévniho recisté podle Hagen-Poiseuilleova zakona (ktery urcuje
odpor systému rozdilem tlak(l na pocatku a na konci). V pripadé plicnich cév nizsi délka L
odpovida nizsimu rozdilu tlakd Ap. Tento rozdil je zasadni, nebot plicemi protéka cely
srdecni vyde;j.

Druhym rozdilem je reaktivita cév v odpovédi na nedostatek kysliku. JelikoZz cévy
v systémové cirkulaci kyslik dodavaji, v pfipadé hypoxie se museji dilatovat, aby ho mohly do
priléhajici tkané poskytnout dostatek. V pfipadé hypoxie v plicich vsak dilatace okysli¢eni
nepomUze a cévy se musi naopak stdhnout, aby nevystavovali jesté vétsi mnoZstvi krve
hypoxické ¢asti plic. Umozni tak lepsi celkové okysli¢eni krve putujici zpét do srdce. Tento

jev se nazyva hypoxicka plicni vasokonstrikce (HPV) (Euler and Liljestrand, 1946).

2.2 HPV

V pripadé obstrukce malé ¢asti plic (vdechnuté zrnko prachu ¢i vétsi predmét jako napf.
Ulomek orechu) se v daném segmentu ocitnou vsechny alveoly v ¢astecné ¢i Uplné hypoxii.
Krev se zde neokysli¢i, pokracuje dale vénami a micha se pred navratem do levé srdec¢ni
predsiné s krvi okyslicenou z jinych ¢asti plic. To je zndmo jako tzv. Zilni pfimés. Pokud by
byla postizena 1/5 jedné plice (cca 1/10 celkové plicni tkané), znamena to, Ze cely objem

krve ma v danou chvili parcidlni tlak kysliku pouze asi 90 % bézného stavu.

10



V misté hypoxie se ovsem hladka svalovina cévni stény kontrahuje a snizi tak prasvit
arteriol. Hemodynamicky odpor je dan mimo jiné zejména prlimérem cévy, tudiz se zvysi
v celé postizené casti cévni odpor. Jelikoz plicemi prochazi cely srdecni vydej, krev je
presmérovana do zbylych ¢asti plic, které jsou zvyseny pratok schopny pojmout (perfazni a
oxygenacni kapacita plicni tkané neni za béZznych podminek zcela vyuzZita). V tuto chvlili (v
teoretickém idealnim pripadé - ve skutecnosti se cévy nemohou uzaviit Gplné) krev
hypoxickou tkani neprotéka a vsechna krev je okyslicena (tj. nevznika Zilni primés). Burikam
tkané v hypoxii nehrozi zasadni nedostatek Zzivin, jelikoz zdrojem zde neni jen plicni
cirkulace, ale i bronchialni recisté oddélujici se z aorty; plicni parenchym ma navic velmi

malou spotrebu.

Plice jsou organem s extrémné c¢lenitou vnitini strukturou. Plocha, na které probiha
vyména plynl, se v evoluci zvétsila na strukturni maximum objemu plic. Stovky milion
alveolli obepnuté vlasecnicemi, ¢ini dohromady plochu desitek plosnych metru.

Jsou zde propojeny tfi druhy dutych prostor, mezi nimiz je tenkosténny styény povrch.
Tyto ¢asti - alveolarni prostor, arterie a vény - se setkavaji na svém nejtencim konci u
plicnich sklipkt. Zde je bunécné ohraniceni téchto kompartment minimalni a vymeéna plyna
zde probiha nejefektivnéji. To Uzce souvisi s mistem plsobeni HPV, které je podle vétsiny
publikaci v hladkém arteriadlnim svalu, a je tedy zfejmé, ze i muskularizovana ¢ast arterii je
velmi dobfe vystavena vzduchu v plicich, jelikoz rychle reaguje na zmény jeho slozeni
(Conhaim and Staub, 1980).

Je Zadouci si plné uvédomit, Ze tato reaktivita je kompletné lokalni a nepodléha
zadnému centralnimu systému (na rozdil od systémové cirkulace, z velké casti fizené
nervovym systémem), coZ je vhodné pro rychlost plsobeni a presnou regulaci mista

odpovédi, ma to vsak i svou stinnou stranku, v podobé komplikaci plicnich onemocnéni.

2.2.1 Biologicky vyznam

Jednou ze zakladnich funkci hypoxické plicni vasokonstrikce je zprostfedkovani
zasadnich fyziologickych zmén v plicich pfi prfechodu jedince z intrauterinniho prostredi do
vnéjSiho vzdusného prostredi. Po dobu fetalni faze vyvoje nemaji plice pfistup k

inspirovanému vzduchu a nemohou tak tedy napliovat svoji pozdé;jsi funkci organu vymeény
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plynd. Tuto funkci do porodu zajistuje placenta. Do té doby nejenom Ze neni alveolarni
prostor plic zavzdusnén, ale dokonce i pratok v plicnim obéhu je minimalni. To je
zkraty propojujici pravé a levé srdce - jsou otevieny (po porodu se pak pomérné velmi
rychle uzaviraji). Druhym davodem je predmét naseho zajmu, tedy hypoxickd plicni
vasokonstrikce. Ta se (u jehnat) zintenziviluje cca v posledni tfetiné vyvinu in utero (Lewis et
al., 1976). Jelikoz se HPV ridi koncentraci kysliku v alveolarnim prostoru, je v prenatalni dobé
relativné aktivovana v celém rozsahu plic a je tak maximalizovan pritok mimo plicni cirkulaci
(diky tomu, Ze - na rozdil od postnatalni situace - mUze vydej pravé komory z vyznamné
c¢asti kvali vysokému odporu plicniho cévniho recisté pretékat otevienou arterialni duceji do
aorty). Pri porodu je tekutina z plic rychle odstranéna (na zakladé hormonalniho signalu) a
plice se tak béhem prvnich nddechd Uplné a nevratné zavzdusni (Brown et al., 1983). Tim se
také uvolni vasokonstrikce a krev z pravé komory srde¢ni od této chvile protéka primarné
plicemi. Ductus arteriosus se (pUsobenim relativné vysokého PO,) rychle kontrahuje a

posléze obliteruje.

2.3 Plicni hypertenze

Klinicky nejvyznamnéjsim projevem HPV je vsak zvyseni odporu plicniho cévniho recisté
(Pulmonary Vascular Resistance, PVR) za vzniku hypoxické plicni hypertenze (HPH). Pacienti
s plicni hypertenzi maji totiz velmi nepfiznivou prognézu a typicky se doZivaji jen nékolika
malo let. Je to progresivni onemocnéni postihujici typicky celé plice a jejim hlavnim
projevem je zvySeny tlak v plicni tepné. Plicni hypertenze tak pfimo souvisi s hypoxicku plicni
vasokonstrikci.

Plicni hypertenze neni jen jedno konkrétni onemocnéni, ale spiSe skupina onemocnéni
s rlznymi (ne vzdy jasné ohranicenymi) etiologiemi. Svétova zdravotnicka organizace WHO
klasifikuje 5 skupin, z nichZ nas zajima hlavné sekundarni (skupina 3), do niZ patfi plicni
hypertnze zplsobena chronickou hypoxii nej¢astéji jako komplikace jinych (vySe zminénych)
plicnich onemocnéni (Simonneau et al., 2013).

Idiopaticka plicni hypertenze je ta, u které neni ziejmé, ¢im je zplsobena. Je to tedy
primarni onemocnéni. Do skupiny 1 také patfi familidlni podtyp, ktery je nejcastéji zplisoben

autozomalné dominantni mutaci v genu BMPR2 (v roce 2001 bylo v USA pres 100 rodin
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s familiadlni plicni hypertenzi, z toho asi tfi ¢tvrté pripadld bylo zplsobeno touto mutaci;
vzhledem k ¢asté chybé v diagnostice je vSak pocet rodin s familidlnim podtypem nejspise
alespon dvojnasobny (Thomas et al., 2001)). Do této skupiny spadaji i dalsi varianty plicni
hypertenze genetického i negenetického plvodu. Riziko vzniku obvykle stoupéa s vékem a je
vys$si u Zen nez u muzl. Tyto choroby nejsou zplsobeny hypoxii, nicméné v pokrocilejsi fazi
je chronicka hypoxémie jejich disledkem, coz vede k za¢arovanému kruhu, kdy takto vznikla

hypoxémie dale zhorsuje primarni onemocnéni.

Jsou riizna onemocnéni, ktera zhorsuji pristupnost vnitfniho povrchu plic ke vzduchu. At
uz je to plak vznikajici pri cystické fibroze nebo kolaps bronchiol pfi CHOPN (chronicka
obstrukéni plicni nemoc), tyto zabrany zpusobuji, Ze je v plicnim alveolarnim prostoru a
plicnich cévach snizena koncentrace kysliku. To aktivuje HPV, ktera zvysuje odpor plic, a tak i
naroky na tlak a praci pravé srdec¢ni komory. Aby se se zvySenym odporem srdecni sval
vyporadal, pfi chronické hypoxii hypertrofuje. BEhem nékolika let vétsinou srdce selze a
pri¢inou smrti takto nemocnych se stane Cor pulmonale (Burrows et al., 1972). V soucasné
dobé neni principim a mozné regulaci této patologie dostatecné dobre porozuméno a
efektivni 1écba (at uz farmakologicka, chirurgicka ¢i jind) neni zatim k dispozici. Mirnéni
symptom( pomoci dlouhodobé kyslikové terapie je mozné, ale postupné méné a méné
Gcinné, a podavani vasodilatantt (napf. prostacyklin) neni dostatec¢né efektivni (Archer et
al.,, 1996). Dychani je s casem namahavéjsi a tlak krve, smérujici do plic, stoupa. To je
zpUsobeno pozitivni zpétnovazebnou smyckou, kterd se snizenou dostupnosti kysliku v
plicich sniZzuje jejich prsvit a poddajnost, a tim o to vice brani efektivnimu dychani. Cast
tohoto procesu je nevratnd a maximalizace koncentrace kysliku ve vdechovaném vzduchu
bohuZel na jeho zastaveni nestaci (Neff and Petty, 1970). Pravé tento klinicky vyznam je
hlavnim podnétem pro podporu existujicitho vyzkumu proces(l v této oblasti, prestozZe jejich
dllezZitost a zajimavost nezahrnuje pouze patofyziologii plicni hypertenze. Perinatalni zména
plicniho obéhu a optimalizace okyslicovani krve jsou dostatecnym dlvodem pro zakladni

vyzkum souvisejicich plicnich mechanisma.
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2.3.1 Remodelace

Mechanismus patologie hypoxické plicni hypertenze ma dvé hlavni slozky. Tou prvni
znich je HPV, druhou je vnitfni remodelace plicnich cév. Zakladnim rozdilem této
komponenty oproti HPV jsou zmény v expresi bunék (tzv. phenotype-switch) a nevratnost
téchto zmén.

Na drovni bunék se projevuje zvysenym rlistem, délenim a dediferenciaci (Santos et al.,
2002). Plicni cévy tak postupné ztraceji svou pruznost a poddajnost, a i kontraktilita malych
plicnich cév ma vétsi potencial, jelikoz se hladka svalovina v jejich sténach rozsifuje dale
podél vétveni az k tém nejtencim arterioldam. Muskularizace cév na Urovnich, které jsou u
zdravého clovéka bez hladké svaloviny, tak prispiva ke zvySenému odporu plicniho recisté
(Dingemans and Wagenvoort, 1978).

Tyto zmény jsou podminény aktivaci fady abnormalnich signalnich drah, kterd je
primarné aktivovana molekulou HIF (Hypoxia-inducible factor). HIF je signaliza¢ni molekula
sloZzena ze dvou podjednotek (nejcastéji Hif1-a a Hif1-B). Zatimco Hif1-B je stabilni, Hif1-a je
v normoxii rapidné degradovana na zakladé hydroxylace a nasledné ubiqitinace (za objev HIF
a jeho vyznamu byla roku 2019 udélena Nobelova cena za fyziologii nebo lékarstvi).
V hypoxickych podminkach neni HIF prolyl-hydroxyldza aktivni a Hifl-a se akumuluje a
translokuje do jadra, kde vytvari komplex s druhou podjednotkou (Salceda and Caro, 1997).
Ten se vaze na tzv. HIF-Responsive Elements (HRE), které jsou pfitomny v promotorech
specifickych gend, jejichZ transkripci tim aktivuje (Forsythe et al., 1996). Mezi né patfi
enzymy glykolyzy pro produkci ATP nezavisle na dostupnosti kysliku, VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor; faktor podporujici angiogenezi) a dalsi (Ouiddir et al., 1999;
Pham et al., 2002).

Za zminku stoji podobnost téchto zmén se zménou exprese v rakovinnych bunkach.
Vnéjsi projevy obou patologii (hypertrofie, dediferenciace bunék, odolnost proti apoptoze)
jsou totiZ alespon ¢astecné podminény stejnymi signalizacnimi drahami (VEGF a dalsi). Této

podobnosti se vénuje nékolik ¢lank(, napr. (Rai et al., 2008).

Tyto signalizace vytvareji dohromady spletitou sit hypoxické odpovédi, zahrnujici riizné
zpétnovazebné smycky a komplexni vztahy, které je velmi obtizné studovat. Velka ¢ast této

zmény exprese stale neni zndma a neni tak mozné pacienty s hypoxickou plicni hypertenzi
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efektivné |écit. Proto je témto draham stale aktivné vénovana pozornost a jsou predmétem
védeckého badani.

Nedavno objevenou zajimavou kategorii signalizac¢nich molekul, jsou mikroRNA (miRNA).
Jsou to malé jednovlaknové regulatory vétSiny bunécné exprese a maji v hypoxické
signalizaci dulezitou roli. Mnozstvi rdznych molekul miRNA je hluboce zapojeno do této
signalizacni sité netriviadlnimi zplsoby. Mezi nejvyraznéjsi patfi miR-17-92, miR-24 a nékolik
dalSich - tém jsem se vénoval ve své bakalarské praci. Zjednoduseny prehled pozice téchto
miRNA v rdmci hypoxické signalizacni sité je na Obr.1.

Zbytek této prace se vénuje molekularnim mechanismiam HPV.
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Obr. 1 - Cadst signalizaéni sité vznikajici v reakci na chronickou hypoxii a propojujici Hypoxia Inducible
Factor (HIF) s rtznymi mikroRNA, které neprimo podnécuji’ proliferaci a blokuji apoptézu - zjednodusené

vizudini shrnuti mé bakaldrské prdce (dostupnd na https.//is.cuni.cz/webapps/zzp/detail/186317/ v repozitdri

zdvérecnych praci Univerzity Karlovy).
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2.4 Mechanismus HPV
Pres trvajici nejasnosti o konkrétni podobé molekularniho mechanismu HPV je jeho velka
¢ast znama a bylo napsano mnoho praci o jednotlivych krocich této signalizace.

Prvni otazkou je lokalizace jednotlivych soucasti v rdmci plicni cirkulace.

2.4.1 Efektor hypoxické plicni vasokonstrikce

Vzhledem k mechanickym vlastnostem kapilar plicni cirkulace by zvyseni odporu na
venozni strané recisté mohlo vést k edému ¢i dokonce k poskozeni kapilar. Snizeni prasvitu
(tedy zaroven objemu krve) cév bylo v hypoxii pozorovano jen u arterii. Vény mély objem
naopak o néco vétsi - tudiz nemohly byt kontrahovany (Sackner et al., 1966). Aarsteh a spol.
dokonce vyzkouseli perfundovat izolované plice opacnym smérem (perfuzat je pumpovan
do plicni Zily a pres kapilary pokracuje k arteriim) a nasledné poufZili hypoxickou smés
k ventilaci. Se zvySujicim se tlakem pozorovali nartst hmotnosti (plice byly kontinualné
vazeny), ktery byl zplGsoben prisakem tekutiny zcév do plic. Tim pravdépodobné
demonstrovali, co by se stalo, kdyby byly za normalnich okolnosti kontrahovana Zilni strana
recisté. Plice perfundované normalnim smérem tyto zmény nevykazovaly (Aarseth et al.,
1980). Mensi ¢ast zodpovédnosti za HPV by mohly mit i intraacinarni pericyty, které jsou
také (alespon z ¢asti) kontraktilni. Literatura na toto téma je vsak zatim omezena (Williams
et al., 2003).

Z uvedenych praci je ziejmé, Ze hlavni efektorovy mechanismus je umistén prekapilarné.
Cells) v medialni ¢asti distalnich arterii. PASMC jsou tedy povazovany za hlavni funk¢ni

jednotku pro hypoxickou plicni vasokonstrikci.

vvvvv

2.4.2 Senzor HPV

Jako nejjednodussi mozZnost se nabizi hledat ho pfimo v bunikach hladkého svalu plicnich
arterii. A existuji pro to i experimentalni dikazy. Jiz od roku 1946, kdy von Euler a Liljestrand
poprvé popsali HPV na kocce (a také podali dodnes prijimanou teorii o jeji funkci), vime, Ze
nervova signalizace zde nehraje roli, jelikoz nebyla zménéna denervaci plic (Euler and
Liljestrand, 1946). Dale byly vystaveny hypoxii fezy plicnich arterii, a i u nich byla pozorovana
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vasokonstrikce. Dokonce i u izolovanych PASMC byla v hypoxii zvySena intracelularni hladina
Ca? a nasledovala konstrikce (Murray et al., 1990). Z toho by se zdalo bezpecné usuzovat, ze
senzor bude nepochybné pfimo v téchto bunkach.

Existuji vSak studie naznacujici roli jinych bunék - predevsim bunék endotelu plicnich
arterii (Pulmonary Artery Endothelial Cell, PAEC). Kizub a spol. zjistili, Ze jsou pro udrzeni
vasokonstrikce v hypoxické signalizaci dulezité mezerové spoje (gap junctions), coz
naznacuje urcity vyznam pro komunikaci PAEC s PASMC (Kizub et al., 2016). Dalsi studie
poukazuji pfimo na depolarizaci Sifici se pomoci connexinu 40 (Wang et al., 2012).

Je moiné, ze endotel funguje jako dopliujici senzor, ktery je ddlezity pro HPV spise
v chronické hypoxii. DalSim argumentem pro hypotézu senzoru v PAEC je fakt, Zze v misté
alveolll, ve kterych je hypoxie detekovana, jsou uz nejtenci cévy, které vétSinou nejsou
muskularizovany. PASMC tedy v téchto nejexponovanéjsich mistech ¢asto ani nejsou pfilis
pritomny. Nabizi se tedy vysvétleni zahrnujici O, sensor v burikach endotelu a vedeni signalu
proti sméru proudu krve k prvnim kontraktilnim bunikam. Tuto teorii rozpracovavaji (a
detailné rozebiraji roli endotelu v HPV) Grimmer a Kuebler v prehledném ¢lanku z roku 2017
(Grimmer and Kuebler, 2017).

Vzhledem k nedovysvétlenému mechanismu a presnému prabéhu podle této teorie a
vzhledem k prevazujicimu mnozstvi experimentalnich poznatk(l naznacujicich hypoxickou
plicni vasokonstrikci nezavislou na endotelu (Kizub et al., 2016), je obecné pfijimana verze
primarniho senzoru prfimo v efektorovych burikach, tedy PASMC.

Presto je vsak endotelu v HPV pfisuzovana dulezitd role v modulaci sily a trvani HPV,
jelikoz odpovéd na hypoxii vizolovanych cévach bez endotelu se |isSi od odpovédi
pozorované v izolovanych plicich (Demiryurek et al., 1991; Liu et al., 2001). Mezi endotelové
faktory modulujici svalovy tonus, které pravdépodobné tento rozdil zplsobuji, patfi
predevsim endothelin-1, thromboxan, NO a prostacyklin. Ztoho prvni dva jsou
vasokonstriktory a druhé dva podnécuji vasodilataci (Kylhammar and Radegran, 2017).
Kromé fyziologického vyznamu nam pomahaiji pri experimentech (¢asto téch zde citovanych)
na hypoxické plicni vasokonstrikci odhalit jeji mechanismy.

Pokud prijmeme predpoklad, Ze hlavni hypoxicky signal neopusti buriku, mizeme dale

sledovat jeho cestu.
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Pri HPV se stdhnou hlavné plicni arterie o priméru o néco mensim nez 300 um (Harder
et al., 1985), prestoZe urcitd mira konstrikce se vyskytuje i u velmi malych (<70um)
nekompletné muskularizovanych cév (Hillier et al., 1997). Primarni vasokonstrikéni roli
téchto distalnich cév naznacuje i studie aktivit Ca2* kanal( podél vétveni plicni cirkulace,
ktera zjistila jejich vyrazné vyssi aktivitu v porovnani s proximalnimi (tedy vétsimi) plicnimi
arteriemi (Franco-Obregdén and Lopez-Barneo, 1996).

Vasokonstrikce je zmenseni praméru lumenu cévy stahem myocytl v tunica media.
Kontraktilni molekuly aktinu a myosinu k sobé pritahuji stény téchto bunék. Je to umoznéno
aktivaci kinazy lehkého retézce myosinu (MLCK, myosin light chain kinase) navazanim
komplexu kalmodulinu a vapenatych iontd. Ca%*/calmodulin komplex aktivuje MLCK, ktera
fosforyluje myosin a tim aktivuje jeho ATPazovou aktivitu a cyklus jeho docasné vazby na
aktin a nasledné konformacni zmény, ktery je podkladem kontrakce bunky posouvanim se
podél aktinu.

K tomu je nutné vyrazné zvyseni koncentrace Ca? iontl v cytosolu bunky. Ta se opravdu
v hypoxii v PASMC dynamicky zvétSuje (Salvaterra and Goldman, 1993). Je nékolik moznych
zpusobu, jak se to mUzZe stat. Zdroj téchto iontll je predmétem zZivé diskuse a zatim neni

Velmi pravdépodobnym zdrojem jsou napétové ovladané Ca?" kanaly typu L (Cal) na
cytoplasmatické membrané. Jejich inhibici (napf. verapamilem) muaze byt HPV témér Gplné
potlatena. To naznacuje zasadni roli vstupu Ca? skrze tyto kandly z extracelularniho
prostoru (McMurtry, 1985; McMurtry et al., 1976). V tom pripadé by byla pro modulaci HPV
dllezita koncentrace Ca?* v mezibunééném prostoru, coz by mohl byt i faktor v heterogenité
hypoxocké odpovédi. DuleZitou roli tohoto Ca? zdroje pro aktivaci HPV naznacuje i studie
extracelularnich receptord vapniku (CaSR, extracellular Calcium-Sensing Receptor), které
jsou zfejmé podstatné pro influx téchto iont( pfi HPV, jak bylo ukazano na potkanech,
izolovanych plicnich arteriich i na izolovanych PASMC (Zhang et al., 2012).

Proti nepostradatelné roli mimobunécnych vapenatych iontd (a napétovych Ca? kanal)
vsak hovori experimenty potvrzujici vasokonstrikci i pfi jejich absenci (Dipp et al., 2001; Liu
et al., 2001; Morio and Mcmurtry, 2002).

Cytosolickd koncentrace Ca? se tedy zvySuje i bez prispéni extracelularnich zasob.

Vysvétleni nabizeji zasoby v bunécnych kompartmentech, jejichz pravdépodobné Ucasti
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v této signalizaci se vénuje rada studii uz od konce minulého stoleti (Salvaterra and
Goldman, 1993).

Tento potencidlni zdroj Ca? mobilizuje selektivni Ca kandl membrany
sarkoplasmatického retikula (SR) zvany ryanodinovy receptor. Li a spol. ukazali, Ze v mysich
PASMC s deletovanym genem pro ryanodinovy receptor 1 tento signal zcela chybi.
Koncentrace Ca?" v cytosolu po vystaveni hypoxii zde totiZz byla nezménéna (Li et al., 2009). A
jiz o vice nezZ deset let drive bylo ukazano, Ze deplece Ca?* zasob (téch citlivych na ryanodin,
ale ne jinych) silné snizila hypoxickou odpovéd plicnich arterii (Jabr et al., 1997).
K podobnému zavéru (zZe pridani ryanodinu pred hypoxickym podnétem blokuje naslednou
HPV) dosly i dalsi vyzkumné skupiny, prestoze tato blokdda neni vidy Gplna a jeji pfesna
podoba zavisi alespon do urcité miry na experimentalnich podminkach (Liu et al., 2001;

Morio and Mcmurtry, 2002).

Vyliti Ca?* iontll z SR je zaroven signalem pro dalsi vstup téchto iontd do bunky. Je to
druh pozitivni zpétné vazby, ktery aktivaci jednoho duhu kanalG nasledné aktivuje dalsi
zpusob. Tim je tzv. Store-Operated Calcium Entry (SOCE). Tento zplsob je bézny u mnoha
typt bunék a podle nékterych studii je u PASMC nadpriimérné vyrazny a provazany
s kontrakci (Snetkov et al., 2003). To je podle autori dikazem pro zasadni vyznam
kontraktilni signalizace nezavislé na napéti. Jednoznaény podil SOCE na akutni hypoxické
odpovédi prinesli Ng a spol., ktefi pozorovali na psich PASMC kratky naruast koncentrace Ca?
i vprostredi bez Ca%, ale vyrazné vétsi narlst pri umoznéném kapacitativnim (,voltage-
independent”) vstupu (Ng et al., 2005). O rok pozdéji bylo zjisténo, Ze alespon jednim ze
zGcastnénych kanald je TRPC6 (Transient Receptor Potencial Channel 6), jehoZ delece témér
eliminovala zvyseni Ca? koncentrace v hypoxii (Weissmann et al., 2006). To bylo vsak
pozorovano jen na prvni kratké fazi HPV a postupné zesilovani konstrikce v fadech desitek
minut nebylo ovlivnéno. Vyznam téchto kanall byl pozdéji potvrzen a rozsifen o poznatek,
Ze jsou TRPCé6 v hypoxii translokovany k membrané, coz podtrhuje jejich vztah k influxu
extraceluldrniho Ca?* (Keserii et al., 2008). Reakce na U46619 (funkcni ekvivalent
vasokonstrikéniho faktoru tromboxanu) v téchto experimentech zlstala, tykaly se tedy

specificky hypoxické plicni vasokonstrikce.
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Jedna z hypotéz (Castecné upozadujici nejednoznacné vysledky hledani zasadniho zdroje
Ca?) rika, ze narust koncentrace Ca? v cytosolu neni pro kontrakci tak dualezity, jelikoz neni
ani vétsinou prilis velky. A fika, Ze zasadni je senzitizace (zvySeni citlivosti) myofilament
aktivaci Rho kinazy. Argumentem pro tuto hypotézu je také postupné zesilovani
vasokonstrikce béhem desitek minut pfi vystaveni hypoxii, béhem kterych je uz koncentrace
Ca?* stabilni (Robertson et al., 1995). Tato senzitizace je pravdépodobné zprostfedkovana
vasokonstrikénim faktorem, ktery je produkovan endotelem (Gaine et al., 1998). Odstranéni
endotelu totizZ zplsobilo stejnou redukci HPV jako inhibice Rho kinazy (inhibitorem Y-27632)
(Robertson et al., 2003, 2000). Timto vasokonstrikénim faktorem vsak nejspi$ neni (jen)
endothelin, jelikoz inhibice jeho receptort tato pozorovani neovlivnila.

Dalsi hypotézou je, Ze existuje vice nez jeden zplsob SOCE vstupu (diskutovano ve (Ward

and McMurtry, 2009), rozbor téchto zajimavych témat je bohuZel mimo rozsah této prace).

2.4.2.1 Rho-kinaza

Pro senzitizaci PASMC na vapenaté ionty (i pro samotnou vasokonstrikci) je zasadni Rho-
asociovana kinaza (ROCK). Po fosforylaci RhoA (G-protein aktivovan GTP) se ROCK aktivuje a
inhibuje fosfatdzu myosinu (MLCP, Myosin Light Chain Phosphatase - uplatiiuje se pfri
uvolnovani kontrakce), ¢imz se zvysi kontraktilita myofilament (Kimura et al., 1996). ROCK
vSak neni jedinym modula¢nim faktorem aktivity MLCP. Hodnoty proteinu telokinu, ktery
béZné podnécuje jeji aktivitu, byly v kocic¢ich plicnich arteriolach po vystaveni hypoxii
snizeny. To znamena, Ze inhibice MLCP je z€asti podporena i skrze snizenou dostupnost
telokinu. Navic je podle stejné studie v téchto cévach role telokinu vyznamnéjsi nez v jinych
(Madden et al., 2008). To naznacuje dalsi nezanedbatelny molekularni mechanismus
modulujici odpovéd PASMC na hypoxii.
probiha, je to nepostradatelnd c¢ast této signalizace. Je proto tfeba vénovat pozornost
upstreamovému signalu, ktery tento proces spousti.

Zména napéti bunky se zda byt nej¢astéji zminnovanym podnétm. Bunky hladkého svalu
se totiz v akutni reakci na hypoxii depolarizuji. Zajimavy je poznatek ze studie Archera a
spol., Ze PASMC v tenkych distalnich arteriich jsou béiné (v normoxii) relativné

hyperpolarizovany v porovnani s PASMC velkych proximalnich plicnich arterii, které nemaji
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tendenci k depolarizaci v reakci na hypoxii (Archer et al., 2004). BéZné je snizeni napéti
PASMC oproti extracelularnimu prostoru o nékolik desitek milivolt( z typického klidového

stavu (cca -60mV), béhem kterého jsou zminéné napétové fizené kanaly prevainé zaviené.

2.4.2.2 Depolarizace a Kv kanaly

Tato depolarizace vznikd deaktivaci napétové ovlddanych K+ (Kv) kanala, které
v normoxii vyvazuji rozdil napéti na buné¢né membrané moznosti draslikovych iontd opustit
bunku na zakladé elektrochemického gradientu. V hypoxii jsou deaktivovany a v bunce se
tak hromadi kladné nabité ionty. Je zndma molekularni identita nékolika kanal( vyznamnych
v depolarizaci, jejichz aktivaci nékteri vnimaji jako prvni jednoznaény krok v mechanismu
HPV. Jsou to kandly Kv1.5, Kv2.1 a Kv9.3. (Archer et al., 1998; Firth et al., 2011). Delece jejich
genl vSak nezabranila HPV Uplné. Je tedy moziné, Ze Kv kanaly nejsou jedinym
mechanismem depolarizace nebo Ze je tato signalizace nepfimad a jsou deaktivovany
zvySenim koncentrace Ca% zjiného zdroje (napr. nespecifickymi iontovymi kanaly) a
k depolarizaci pouze prispivaji (Archer and Michelakis, 2002).

Je sice mozZné, Ze jsou tyto Kv kanaly regulovany i vstupem Ca?* nebo jinymi podnéty, ale
prevazuji dikazy, Ze jsou deaktivovany zménou ROS (Reactive Oxygen Species), kterou

vyvolava hypoxie (Sabharwal et al., 2013).

2.4.2.3R0OS

ROS jsou kyslikové radikaly. Oznacuji se tak molekuly, které obsahuji kyslik a zaroven
maji alespon jeden neparovy elektron. Tento neparovy elektron zpusobuje, Ze je molekula
velmi reaktivni. S tim také souvisi tradi¢ni pohled na ROS, podle kterého maiji v burice zcela
negativni, toxicky vliv, proti kterému je tfeba bojovat zvySenou konzumaci antioxidantu.
Silnéjsimu oxidativnimu stresu (napf. v kontextu ischemie/reperfuze a jinych patofyziologii)
je opravdu vhodné se vyhnout, ROS jsou vsak zaroven velmi uZitecné. V niZsich
koncentracich totiz mize zména jejich mnozstvi fungovat jako dulezity krok v nékterych
signalizacich (nap¥. regulaci transkripce) v mnoha typech bunék (Finkel, 2011; Pognonecs et
al., 1992). Jednou z nich je pravé detekce hypxie.

V hypoxii se totiz produkce ROS opravdu vyrazné méni. A je moZné, Ze pravé to je
signalem pro deaktivaci Kv kanalt nebo aktivaci Ca% kanalt (Waypa et al., 2002). Na tom se

vétsina vyzkumnych laboratofi shodne.
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2.4.2.4 Dvé teorie

Pravdépodobné nejvétsi zahadou nebo alespon kontroverzni nejasnosti v mechanismech
HPV je paradoxné to, jestli se produkce a mnozstvi téchto radikald méni na jednu ¢i na
druhou stranu. Redoxni teorie, ktera byla poprvé navrzena Archerem v roce 1989, tvrdi, Ze
s hypoxii produkce ROS v PASMC klesa (pravé kvili snizené dostupnosti kysliku) a tento
posun cytosolu k redukovanéjSimu redoxnimu stavu indukuje zménu v regulacnich
podjednotkach Kv kanald, které se tak deaktivuji (Archer et al., 1989). V tomto kontextu byla
nalezena i lokace na Kv kanalu, ktera v reakci na redukéni prostredi kanal opravdu uzavira
(Rettig et al., 1994). To bylo plvodné ukazano na burikach nervového systému. Inhibice Kv
kanall (a nasledny influx Ca%) redukujicimi molekulami (a naopak jejich aktivace oxidanty)
byla vsak potvrzena i na myocytech plicnich arterii (Reeve et al., 1995; Yuan et al., 1994).

Oponenti této teorie tvrdi, Ze se aktivita ROS signalizace v hypoxii naopak zvysuje (i pres
snizeny pO,) a Ze tento oxidovanéjsi stav aktivuje Ca?" kandly na SR, které spolu se SOCE
depolarizuji bunku. Kromé nékterych méreni zmén ROS, podporuje tuto druhou teorii také
utlumeny narlGst Ca? i HPV po pridani glutathion peroxidazy ci katalazy (které snizuji
mnozstvi ROS) do namnozenych PASMC (Waypa et al., 2006).

Této teorii navic nahrava dalsi prace Waypy a spol. Ta ukazala, Ze pravé pridani H,0, do
perfuzatu izolovanych plic pfi normoxii vyvolalo vasokonstrikci podobné jako hypoxie
(Waypa et al.,, 2001). Nedavna studie to potvrzuje, a dokonce zaznamenava zvysené
hodnoty H,0, v hypoxickych PASMC, coz je v rozporu s vyse zminénym hypoxickym posunem
k redukovanéjsimu stavu podle redoxni teorie (Sommer et al.,, 2017). Toto stanovisko
podporuje i vyzkum izolovanych plic, ve kterém predbézna inhibice Kv kanal(i neodstranila
konstrikéni reakci na hypoxii (Hasunuma et al., 1991).

Podle zastanc( redoxni hypotézy nejsou Kv kanaly na SR pro HPV zasadni a jsou spise

podplrnym mechanismem, ktery ale neni prvnim krokem k depolarizaci.

Existuje tedy mnoho duikaz( pro plvodni tzv. redoxni teorii i jeji opak (umné shrnuto ve
(Waypa and Schumacker, 2005)). Neshoda mezi rliznymi prednimi skupinami trva jiz tficet
let a ani technologicky pokrok od té doby neumoznil tento problém vyresit. Jednim

z hlavnich davodl rlznych vysledkd méreni produkce ROS a jejich interpretace je
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nepochybné uzivani riznych detekénich prob. S postupem casu se totiz metodika vyvijela, a
to vyzkumnici na obou stranach ¢asto vyuzivaji pro podporu svych teorii. Kritizovanym
nedostatkem pulvodni redoxni teorie je, Ze luminol a lucigenin (pouZivany pfi formovani
pavodni hypotézy snizenych ROS) méri pouze malo relevantni extracelularni zmény ROS
(nepronika totiZz pres cytoplasmatickou membranu) (napr. (Smith et al., 2019)). Toto snizeni
produkce bylo nasledné potvrzeno (také za pouziti chemiluminescence) i v fezech plicnich
arteriol zbavenych endotelu (Michelakis et al., 2002). Nasledné byla pouzita FRET
(Fluorescent Resonance Energy Transfer) metoda, kterd naopak zaznamenala narlst ROS
(Guzy and Schumacker, 2006). Podobné také nepfimo zaznamenal nartst ROS v cytosolu
Waypa a spol., kdyZ méfili redoxni stav jednotlivych kompartmentt. Metodou roGFP
zobrazovali aktivitu bunécnych proteind citlivych na zmény redoxniho stavu a zjistili, ze
v mitochondrialni matrix je ROS méné, ale v cytosolu a v mezimembranovém prostoru
mitochondrie byla oxidace zvySena (Waypa et al., 2010).

Poslednich nékolik let v literature prevazuje teorie hypoxické nadprodukce kyslikovych

radikald. Budu ji proto brat jako zaklad pro dalsi tvahy.

2.4.2.5 Vznik ROS

Kyslikové radikaly vznikaji redukci molekularniho kysliku. Prenesenim elektronu na O,
vznikne superoxid *O,, ktery je prekurzorem pro ostatni typy ROS. V klidovém stavu je
rapidné dismutovan, ¢imz vznika relativné méné reaktivni peroxid vodiku H,0,. To je proces,
ktery v bunce bézné probiha za pomoci antioxida¢niho enzymu dismutazy superoxidu (SOD).
Pokud je aktivita SOD zastavena, *O,” se akumuluje (pfipadné vede ke vzniku jinych ROS) a
vznika tak oxidativni stres a mozné poskozeni bunécné struktury (Symons, 1987). Superoxid
dismutaza ma tri typy; SOD1, SOD2 a SOD3. SOD3 je umisténa extracelularné a jelikoz ma
mechanismus HPV s nejvétsi pravdépodobnosti senzor i efektor v ramci jedné bunky, maji
pro nas vyznam hlavné prvni dva. SOD1 je typicky v cytosolu, zatimco SOD2 je
mitochondrialni. Nadexprese SOD1 neméla vliv na zmény v ROS signalizaci indukované
hypoxii, coZz znamena, Ze dismutace superoxidu na H,0, v cytosolu uz neni pfrilis dalezita.
SOD2 vsak vyrazné podporila hypoxicky narlist koncentrace Ca%, coz podle autor(l ukazuje
na dulezZitost vzniku superoxidu a na jeho dalsi preménu v H,0, v matrix (Waypa et al.,

2006). H,0, je vsak ve vétsich koncentracich pro bunku také nebezpecny, jeho hladina je
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proto regulovana za pomoci katalazy, ktera ho rozklddd na vodu a molekularni kyslik. Kde

vSak ROS vznikaji?

2.4.2.6 Zdroj ROS

Potencidlnim zdrojem jsou NADPH oxidazy. Jsou to membranové komplexy, které
v normoxii produkuji superoxid a jsou tedy atraktivnim hracem v redoxni signalizaci. Hypoxie
by tak mohla sniZzenou dostupnosti kysliku minimalizovat produkci superoxidu (Mohazzab et
al., 1995). To by podporovalo pavodni redoxni teorii, kterd dokonce navrhovala NADPH
oxidazu jako mozny (normoxicky) zdroj ROS. Casteéné byla tato logika vyvracena
pozorovanim nezménéné hypoxické reakce u mysi s deletovanou podjednotkou gp91
NADPH oxidazy (Archer et al., 1999), bez které by neméla hypoxie vyvolat tyto zmény, neni
to vsak finalni ddkaz proti jeji funkci (teoreticky by mohla byt nahrazena svymi homology)

(Lasségue et al., 2001).

2.4.2.7 Mitochondrie

Dale byla jako mozZny zdroj zmén navrzena mitochondrie.

Mitochondrie jsou nejvétsim producentem kyslikovych radikal( v burice. Navic jsou
prirozenym kandidatem na pO, senzor, protoZe jsou v burice hlavnim ,konzumentem*
kysliku. Skrze podobnou logiku by se také dalo nahlizet na ATP (jeho nedostatek) jako
hypoxicky signal. Mitochondrie potfebuje k produkci ATP kyslik, v hypoxii by tedy méla byt
koncentrace ATP nizsi. Dalsi molekuly by mohly tento pokles zaznamenat a predat dale.
Pavodné byla tomuto napadu i vénovana pozornost (Rounds and McMurtry, 1981), deplece
ATP vsak sama o sobé soucasti akutni hypoxické signalizace byt nejspise nem(ze, jelikoz
neprobihd okamzité a vasokonstrikce nastava vyrazné drive, nez se hodnoty ATP stihnou
zménit. Dale HPV odpovida i na na mirnou hypoxii, kterd koncentraci ATP nesnizi (Buescher
et al., 1991). Vracime se tedy k teoriim podporujicim ROS-zavislou hypoxickou signalizaci.

Zajimavy Uhel pohledu na roli mitochondrii v HPV nabidla nedavna studie od Zhou a
spol., ve které byly transplantovany mitochondrie mezi systémovymi a plicnimi arteriemi.
PASMC, které byly zbaveny mitochondrii, nereagovaly na hypoxii, ale po implantaci
mitochondrie z jiné PASMC se reaktivita vratila (méreno na koncentraci Ca%). Déale byly do

PASMC bez mitochondrii preneseny mitochondrie ze hladkého svalu systémové (stehenni)
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tepny, coz mélo za vysledek naopak pokles Ca?** (nebo nezménénou hladinu) v reakci na
hypoxii. Ztoho vyplyva, Ze zasadni rozdily mezi plicni a systémovou odpovédi arterii na
hypoxii (zminéné v sekci plicni cirkulace) jsou dany heterogenitou mitochondrii (Zhou et al.,

2016).

2.4.2.8 Transportni retézec elektront

To, co je pro nas v mitochondriich nejzajimavéjsi, je samozrejmé elektronovy transportni
fetézec (ETC; Electron Transport Chain). ETC je kaskdda funkéné propojenych
transmembranovych proteinovych komplext a dalSich molekul, které spolu s ATP syntazou
zajistuji oxidativni fosforylaci v burice. Nachazi se na vnitfni mitochondrialni membrané, na
které vytvari gradient vodikovych iontu.

ETC je propojen s cyklem kyseliny citronové (CAC, Citric Acid Cycle; také Krebsuv cyklus),
ktery probihad v mitochondriadlni matrix. CAC zde zpracovava produkty glykolyzy a béhem
toho produkuje mimo jiné i NADH (redukovany Nikotinamidadenindinukleotid), molekuly,
které nesou vysokoenergetické elektrony. Tyto molekuly jsou oxidovany a jejich elektrony
po predani cestuji skrze ETC, ktery postupné v nékolika krocich vyuziva jejich energii (a tudiz
snizuje jejich negativni redoxni potencial). K tomu je zapotrebi kyslik, protoZe ten je finalnim
akceptorem elektrond, jejichZ energie byla pravé vyuzita. Timto findlnim prevedenim (za
Ucasti vodikovych iontl) zaroven vznikd voda. Energie téchto elektronll je vyuZivana
nékterymi jeho komplexy ETC k aktivnimu pumpovani vodikovych iontd (H*) do
mezimembranového prostoru proti elektrochemickému spadu (v matrix je tedy relativné
vysoké pH). Vzniky ,pretlak” H+ iont( vyuZivd ATP syntaza, kterd propousti H+ zpét do
matrix. Jejich energii pouziva k mechanické fazi ADP a fosfatu na ATP. Pfi nedostatku O, se
tedy cely tento proces zpomaluje (Mitchell, 1961; Palacios-Callender et al., 2004). ETC je asi
nejvice znam pro svou produkci ATP, ma vsak dalsi daleZitou signaliza¢ni funkci. Tou je pravé
produkce kyslikovych radikal( (zasadni pro HPV). Dfive byla vnimana jen jako toxicky vedlejsi
produkt oxidativni fosforylace, ale jak jsme si ukazali, mizZe v disledku zasadné podporit
nase zdravi optimalizaci okysli¢eni krve.

Ze ETC produkuje ROS je jiz dlouho znamy fakt (Loschen et al., 1971). Vznikaji

nedokonalym predavanim elektronli mezi jeho komplexy (tzv. leakage), kdyZ je kyslik
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nelplné redukovan. Tak vznikad superoxid. Déje se tak i za klidovych podminek, avsak
vyrazné je tato produkce zvysena pfri hypoxii ¢i jiném stresu.

Transportni Fetézec je sloZen ze ¢tyr hlavnich komplex(, které funguji jako kaskada pro
elektrony (ATP syntazu do néj nepocitame, jelikoz se tohoto transportu netcastni). Komplex
| pfijima dva elektrony od transportni molekuly NADH a podava je membranové molekule
ubichinon, ktera slouZi jako mezikrok mezi prvnim a tfetim komplexem. Ubichinon je tim
redukovan na ubichinol (proto nazev komplexu | - NADH ubichinon oxidoreduktaza).
Zaroven stim komplex | presouva vodikové ionty do mezimembranového prostoru
mitochondrie. Ubichinol (volné pohyblivy v membrané) je oxidovan komplexem lll, ktery
z néj presune dva elektrony na dalsi nosi¢, cytochrom C (rozpustény v mezimembranovém
prostoru mitochondrie; na kazdy elektron je zapotrebi jedna molekula cytochromu C).
Béhem toho jsou pomoci komplexu Il dalsi ionty H+ pumpovany z matrix pres membranu.
Ze c¢tyr molekul cytochromu C odebere komplex IV (cytochrom c oxidaza) z kazdé jeden
elektron, které nakonec reaguji s molekularnim kyslikem za vzniku vody. BEhem toho jsou
pumpovany dalsi H+ ionty ven z matrix. Alternativni cestou je vstup elektron( pres komplex
Il (sukcinat dehydrogenaza). Ten, podobné jako komplex |, pfedava elektrony na ubichinon a
potom pokracuji stejnym zptsobem (Alberts et al., 2014).

Nékde vtomto procesu vznikaji kyslikové radikaly, které maji nejspis na svédomi
veskerou zminénou signalizaci. Existuje mnoho studii, které se touto produkci zabyvaji,

shoda mezi vsemi vyzkumnymi pracovistémi je vSak stale daleko.

2.4.2.9 Sukcinat dehydrogenaza

Sukcinat dehydrogenaza (SDH, komplex IlI) je jednim zkomplex(i na vnitfni
mitochondrialni membrané Gcastnicich se transportu elektrond, a tak i bunécné respirace.
Ma vsak v mnoha ohledech specifické postaveni. Je to cca 140 kDa velky komplex, slozeny ze
¢tyf podjednotek: Sukcinat dehydrogenaza A (SDHA), SDHB, SDHC a SDHD. Vsechny tyto
podjednotky jsou kédovany v genomu jadra (prestoZze existuji eukaryotni organismy, ve
kterych tomu tak neni) (Burger et al.,, 1996). To je prvni unikatni vlastnost SDH mezi
ostatnimi komplexy ETC, které jsou kazdy alespon z c¢asti kédovany mitochondrialné.

Zaroven je z téchto komplexd tim nejmensim (Whitehouse and Moore, 2013).
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SDH zaroven elegantné propojuje ETC a CAC (Krebsuv cyklus). Katalyzuje dehydrogenaci
sukcinatu - meziproduktu tohoto cyklu (coz mu dava nazev sukcinat dehydrogenaza).
Podjednotky SDHA a SDHB jsou v mitochondrialni matrix, zatimco SDHC a SDHD slouzZi jako
kotva v lipidové membrané. Na SDHA, coZ je nejvétSi podjednotka, probihd odejmuti
elektrond ze sukcinatu. Je zde navazeny FAD (flavinadenindinukleotid) a jeho redukovana
forma FADH2 prendsi elektrony dale na podjednotku SDHB. Ta obsahuje tfi Fe-S klastry,
které sousedi s vazebnym mistem pro ubichinon (v tomto misté se s SDHB setkavaji SDHC a
SDHB), ktery se zde redukuje (Sun et al., 2005).

Sdh je zaroven jedinym komplexem, ktery nefunguje jako pumpa pro vodikové ionty.
Redukuje vsak ubichinon na ubichinol, coz pohani zbytek retézce a pomaha tak vytvaret

gradient H+ nepfimo.

s
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Obr. 2 Schéma cesty vysokoenergetickych elektront v komplexu Sukcindt dehydrogendzy. Od oxidace
sukcindtu na SDHA vede pres FeS klastry v SDHB do vazebného mista pro ubichinon u podjednotek SDHC a
SDHD. Prevzato z (Hadrava Vanova et al., 2020).

S témito informacemi se jako nejpfijatelngjsi vysétleni signalizace HPV jevi hypotéza,
ktera rika, Ze hlavni cestou k vasokonstrikci je aktivace Ca?* kanal( typu L depolarizaci buriky,

kterd je nasledkem inhibice napétové fizenych K+ kanal(. A tato inhibice je zplsobena
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zvysenim nebo snizenim produkce superoxidu (dale preménéného na H,0,), které nastava
po deaktivaci funkce ETC nedostatkem O,

V kontextu hypoxické plicni vazokonstrikce bylo v navrzeno mnoho signalizaénih drah
Ucinnych, permisivnich i modula¢nich. Mezi jednotlivymi pracovisti vSsak chybi shoda o
vyznamu téchto drah i o detailech jejich mechanism. Je frustrujici, Ze tento vyzkum trva jiz
pres 70 let a uZ pred dvaceti (i vice) lety, v obdobi, kdy zacaly rychle pribyvat nové
technologie a pokusné metody, se dalo ocekavat, Ze kompletni FeSeni muselo byt jiz blizko.

Nebylo.
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3. CILE:

Cilem této prace bylo potvrdit ¢i vyvratit zasadni roli sukcinat dehydrogenazy (resp. jeji
primarni senzor snizené dostupnosti kysliku. V pripadé (alespon ¢astecného) potvrzeni
vasokonstrikce inhibitorem je proto zasadni zjistit, zda se jeji inhibici aktivuje stejny
mechanismus jako nedostatkem O,. V pfipadé, Ze se dllezZitost tohoto komplexu v reakci na
hypoxii nepotvrdi, mGzZzeme hypotézu primarniho senzoru vyloucit. V té situaci by bylo
vhodné zméfit jeji vliv na produkci kyslikovych radikald, coZz by mohlo osvétlit alespon jeji

modulaéni roli.
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4. METODY a MATERIAL

Pokusy byly provadény ve Fyziologickém Ustavu Il. Lékarské fakulty Univerzity Karlovy.

Jedna ze standardnich metod, ktera se vyuziva pri studiu hypoxické plicni vasokonstrikce
jsou tzv. izolované plice. Je to operaéni metoda, kterd spociva v extrakci plic z pokusného
zvifete a stabilizace jejich funkce v podminkach napodobujicih jeijich pFirozené prostredi.
Dovoluje nam tyto podminky kontolované ménit (napf. rychlost pratoku, sloZzeni perfuzniho
roztoku, teplotu) a méfit reakce plicniho cévniho fecisté na rizné podnéty. Popis
McMurtryho z roku 1974 je bez vyraznych zmén pouzivan dodnes (McMurtry et al., 1976).
To byla i primarni metoda mych experimentd.

VSechny pokusy byly provadény na potkanech kmene Wistar, SPF chov (Specified
Pathogen Free). Vidy Slo o samce ve véku cca 5 az 6 mésic. Hmotnost potkant byla
vétsinou mezi 400 a 500 gramy (viz Tabulku 1). Chovatelské + dodavatelské zarizeni - Velaz
s.r.o.

K celkové anestezii byla pouzita kombinace ketaminu a xylazinu.

Ketamin byl koupen pod nazvem Calypsol (viz sekci materidly) a byl podavan
intraperitonealné. Mnozstvi bylo stanoveno podle hmotnosti potkana (viz sekci materialy). U
vétsich potkan( vsak tato davka vétSinou nestaci, jelikoz vétsi mnozZstvi tuku jeji ¢ast
absorbuje. Proto byla po aplikaci vZdy po nékolika minutach kontrolovana citlivost na bolest
a pokud byl potkan stale bdély, byla pridana cca % pavodni davky. Toto se opakovalo, dokud
potkan neprestal reagovat na bolestivy podnét.

Xylazin byl koupen pod nazvem Xylapan a byl aplikovan intramuskuladrné. Davka byla

stanovana podle hmotnosti a nebyla navySovana.

4.1.1 Operace

Po pripravé aparatury (viz dale) byl potkan zvazen a podle hmotnosti mu byla podana
anestezie. Po ztradté védomi a imobilizaci byla rozfiznuta k(Zze na krku. Nasledovalo
roztdhnuti svalstva a nastfiZzeni trachey. Vtomto misté byl zaroven pripraven podvaz.
Vzniklym otvorem byla smérem k plicim zasunuta kovova kanyla a podvaz byl utésnén, takze
zvife dychalo pouze skrze kanylu.

NGzkami byla oteviena dutina brisni a stfih pokracoval smérem k hrudniku. Po naruseni
branice byla k trachealni kanyle ihned pripojena respiracni pumpa, ktera byla zapnuta s

30



frekvenci 65 vdech( za minutu. V tuto chvili pumpa vyuzivala vzduch z mistnosti. Branice
byla zcela prestfizena a nasledné i hrudni kost (kUZe byla nastfizena az k otvoru na krku).
Tim byly exponovany plice a srdce, do kterého bylo v tu chvili injekéné podano 100 ul
heparinu, aby operaci nebranila srazejici se krev. Stény hrudniku byly roztaZzeny sponami
(Obr. 3 a).

Byl odstranén brzlik a ventralni ¢ast pleury. Dalsi podvaz byl pripraven kolem plicni tepny
a aorty. Bylo opatrné nastfizeno srdce v misté pravé komory a timto vstupem byla zavedena
kanyla do plicni tepny. Pred utésnénim tohoto spoje byl vytfihnut dalsi vstup do srdce (do
levé komory) v misté srdecniho apexu. Zde byla zavedena plastova odvodni kanyla a kolem
ni pripraven podvaz.

V tuto chvili probéhla zkouska prichodnosti a tésneni. Na kanylu v levé komore byla (po
odkapani nékolika kapek, aby bylo jisté, Ze se do plicniho obéhu nedosane vzduch),
pripojena perfuzni pumpa. Rychlost pratoku po zapnuti byla minimalni (cca 2-6 ml/min) a
pokud z odvodni kanyly zacala po nékolika sekundach vytékat krev a nasledné perfuzat, byla
perfuzni pumpa kratce zastavena a podvazy utésnény (s perfuznim privodem jiz
ponechanym v plicni tepné). Nasledné byla trachea nad intubacni kanylou plné odstfizena a
od tohoto mista byly plice opatrné oddélovany a zcela vyjmuty z téla potkana.

B&hem celé operace je tfeba postupovat co nejrychleji. Cim déle trva podvazovani a
kanylace, tim horsi vykon plice typicky podavaji. Zaroven je vsak v tuto chvili nejvétsi riziko
chyby, kterd muzZe vést i k Uplnému ukonceni pokusu, napfiklad kvuli poruseni plic pfi
prestfihavani jicnu (Cehoz jsem se nejednou dopustil), tudiz je dobré operaci ¢asto trénovat,
aby mohla probéhnout rychle a bez chyb.

Plice, které byly stale ventilovany a pfipojeny k perfuzni pumpé, byly zavéseny do
izolacni komory. Zdroj respira¢ni pumpy byl pfipojen na pripraveny vak s normoxickou smési
a byla zapnuta perfuzni pumpa (ta ma - na rozdil od vzduchu v mistnosti - 5 % CO,. To je zde
pridano, aby pH nestouplo nad Zadouci hodnoty. Do této chvile ho dodavalo télo potkana.).
Dale byl az dosud nulovy end-expiracni tlak zvysen na 2 cm H,O (ponorenim vydechového
ventilu) a kratkym utésnénim vodniho ventilu byly plice ,,dofouknuty” na plnou velikost. Od
té chvile byla v prlibéhu cca 5 minut zvysovana pritokova rychlost az na maximalni hodnotu,
kterd byla vypocitdna podle hmotnosti potkana (viz sekci Kalibrace, Proplachovani). Také

bylo spusténo méreni tlaku a podle zaznamu v redlném case byly upraveny Ghly kanyl tak,
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aby nevytvarely prilisny odpor. Priblizné v této chvili (poté, co byl viditelné témér bez
erytrocytl) byl také uzavien perfuzni okruh. Po této stabilizaci a dosazeni maximalni
rychlosti perfuze (viz vyse) byly plice ponechany 10 minut bez zasahu.

V prabéhu pokusu byly plice pribéziné zvlhcovany fyziologickym roztokem. Nadobka s
perfuzatem i komora byly ohfivany vodni lazni na cca 37 °C, coz bylo kontrolovdno na

teploméru v rezervoaru.

4.1.2 Protokol

Po ustaleni tlaku a prodlevé byl do trubicky privodu perfuzatu (tésné pred vstupni
kanylou) aplikovan bolus 100 ul angiotenzinu pro kontrolu reaktivity recisté. To vyvolalo
prechodny narust tlaku. Po navratu na bazalni hladinu byl zdroj ventilacni pumpy prepojen
na hypoxii (v zasobnich pytlich byla anoxie, vzhledem k nedokonalému tésnéni ale
odpovidala vysledna koncentrace kysliku spise mirné hypoxii. Hodnoty rozpusténych plyn(
byly i z tohoto divodu priibézné kontrolovany na radiometru). BEéhem 10-20 sekund plice
reagovaly rastem tlaku a po dosaZzeni maxima (cca 5 minut) byla opét pripojena normoxie.
Opét se hodnoty vrétlily na zakladni hladinu a nedlouho potom se tato kombinace
angiotenzinu a hypoxie opakovala jesté jednou (v jednom pripadé dvakrat - potkan ¢.6).
KdyzZ se timto stanovila reaktivita plic, bylo do rezervoaru pridano 2 ml roztoku malonatu (v
jednom pripadé 1 ml a v jednom pripadé 5 ml. Po kratké dobé byla ventila¢ni pumpa opét
prepojena na hypoxii. Po maximalnim nardstu byla prepojena zpét na normoxii a po kratké
dobé byl pokus ukoncen. Béhem celého pokusu je nutné davat pozor, aby se trubickou do
privodni kayly nedostaly Zadné bublinky, jinak vznika plicni embolie.

Béhem kazdého pokusu byl nékolikrat odebran vzorezorek perfuzatu na analyzu
krevnich plyn(. Vzorek byl odebran pfimo z odvodni kanyly injekéni stfikackou a ihned
vlozen do Radiometru, aby se minimalizovalo rozpousténi plynd mimo perfuzni obéh. To
nam umoznilo kontrolovat hodnoty hypoxie a pH témér v redlném case (zpozdéni cca 1

minuta).
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Obr. 3 - a) Plicni cirkulace je jiZ pripojena na oba obéhy - tracheou k respiracni pumpé a srdcem k perfuznimu obéhu.
B) plice jsou zavéseny v izolacni komirce. 1-privodni kanyla v plicnici, 2-odvod perfuzdtu vedouci do rezervodrku. Prevzato z

(Herget and Chovanec, 2010)

4.1.3 Aparatura

Béhem pokusu byly plice zavéseny v izola¢ni komore a pfipojeny na perfuzni a ventilaéni
okruh.

Komora je kadinka s dutymi sténami naplnénymi priibéZzné ohfivanou vodou. Je vystlana
gazou a priklopena plastovym krytem, jehoZ otvory pro hadicky a zavéseni jsou z vétsi ¢asti
zakryty buni¢inou. Gaza, bunicina i samotné plice jsou béhem pokusu vlh¢eny fyziologickym
roztokem.

Perfuzni okruh plice perfunduje konstantnim proudem ve fyziologické teploté. Je
sestaven z perfuzni pumpy a rezervoaru, ze kterého perfuzni pumpa cerpa perfuzat. Hadicka
vedouci z pumpy ma rozdvojku - jedna cesta ma na slepém konci snimac tlaku a druha vede
do plic. Okruh je ze zac¢atku stabilizace otevren a z plic perfuzat vytéka do odpadni kadinky,
aby se z plic vylachla vétsina krve. Po stabilizaci se okruh uzavre a ze srdce vytéka perfuzat
zpét do rezervoaru, aby se jim neplytvalo.

Ventilacni (respiracni) systém zahrnuje pumpu a dvé kadinky s vodou - jeden vodni
ventil limituje maximalni tlak pfi naddechu (na 10 cm H,O a druhy udrZuje pozitivni tlak na
konci vydechu (PEEP, positive end-expiratory pressre) na hodnoté +2 cm H,0 (viz Obr. 4).

Perfuzat je komplexni roztok napodobujici vlastnosti krve:
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Zaklad perfuzatu, iontovy roztok (pro slozZeni viz sekci Material), byl namichan do
zasoby a uchovavan v 5°C. V den pokusu byl smichan s albuminem na magnetické michacce.
Rozmichavani vzdy probihalo alesponn 20 minut. Do roztoku byl nasledné pridan roztok
meklofenamatu a L-NAME. Oba se davkuji v 200 ul pripraveného roztoku na 100 ml
perfuzatu. Vznikne 17 uM roztok meklofenamatu a 50 uM roztok L-NAME. Poté byl perfuzat

jesté nékolik minut promichavan.

Obr. 4 -Schéma aparatury k izolovanym plicim: 1-respiracni pumpa, 2-vdechovy vodni ventil, 3-PEEP
(vydechovy ventil), 4-zavésené plice, 5-perfuzni (peristaltickd) pumpa, 6é-snimac tlaku, 7-rezervodr. Upraveno

podle (Herget and Chovanec, 2010).

4.1.4 Kalibrace, Proplachovani

Senzor tlaku byl v programu LabChart kalibrovan vidy tésné pred pokusem pomoci
vodniho sloupce na 0 a 50 cm.

Po sestaveni byla aparatura nékolik minut proplachovana fyziologickym roztokem a po
jeho vypusténi napusténa perfuzatem. Objem celé soustavy byl stanoven na necelych 43 ml.

Podle toho byla pocitana dakva malonatu tak, aby mél vidy stejnou koncentraci.
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Déle byla vypocitana idealni pratokova rychlost podle hmotnosti potkana vzorcem: 4 ml .
mint . 100 g'. Redlnd hodnota pritoku byla zkotrolovana vidy tésné pred pokusem (s
odmérnym valcem a stopkami) a presné nastaveni poznamenano.

Jelikoz je perfuzat relativné viskézni a ma tendenci se srazet na vnitfnim povrchu
hadicek, je zasadni jejich peclivé Cisténi. Nejen ulomky zaschlého perfuzatu, ale také obtizné
odstranitelna rezidua chemikalii a farmak mohou ulpivat na sténach hadi¢ek. Proto jsou
pfed i po kazdém vyschnuti hadicky promyvany alesponn 30 minut vodou. Déle jsou
ponofeny do saponatového roztoku, kterym jsou i napustény, a tak jsou skladovany pres
noc. JelikozZ ani to nékdy nestaci, pred i po kazdém pokusu byly jesté mechanicky promnuty

po celé délce za konstantniho pritoku.

4.1.5 ROS

Na dalSich tfech potkanech (+ 3 kontrolnich) byla mérena produkce ROS dvémi rdznymi
metodami - elektronovou paramagnetickou resonanci (EPR) a detekci malonaldehydu
pomoci vysokovykonné kapalinové chromatografie (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography). Po izolaci a stabilizaci plic byl pouZit stejny protokol jako u ostatnich
potkanu, kontroly vsak v tomto pripadé nedostaly malonat viibec a po druhé hypoxii uz se
nic neaplikovalo.

Presné 10 minut pred ukoncenim, odstfizenim a zmrazenim vzorkd plic (v tekutém
dusiku) bylo do perfuzatu pridano znaceni pro EPR. Tato znacka (tzv. spin trap) reaguje
s nestabilnim superoxidem a vytvari stabilni radikal, ktery byl po tuto dobu akumulovéan a
v analyzéru po zmrazZeni zméren (mezitim probéhlo nékolik dni, béhem kterych byly vzorky

uchovavany v teploté -80 °C).

Koncentrace malonaldehydu (MDA) ve vzorku (nepfimé méreni oxidativniho stresu) byla
stanovena pomoci HPLC (UV-Vis spektrometrem) (Agarwal and Chase, 2002). Vzorky pro
tyto dvé metody byly odebrany ze stejnych plic (a pokud to bylo mozné, tak ze stejného

laloku).
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4.1.5.1 Statistika
Vysledky meéreni byly statisticky zpracovany pomoci klasického neparového t-testu
(méreni produkce ROS, 3 pokusni + 3 kontrolni potkani) nebo neparametrickym

Wilcoxonovym parovym testem (6 pokusnych potkant s autokontrolou).

4.2 MATERIAL

Calypsol - injekéni roztok 50 mg/ml; [éCivou latkou je ketaminum 500 mg (jako ketamini
hydrochloridum 576,7 mg) v jedné lahvicce (10 ml) + pomocnymi latkami jsou
benzethonium-chlorid, chlorid sodny, voda.
Vyrobce: Gedeon Richter (Gedeon Richter Plc., Gyomréi Gt 19-21, 1103 Budapest,
Madarsko)

Xylapan - injekéni roztok 20 mg/ml; v 1 ml roztoku: Xylazinum 20,00 mg (ut Xylazini
hydrochloridum 23,32 mg) + pomocné latky methylparaben (0,65 mg), propylparaben (0,36
mg), chlorid sodny, voda

Vyrobce: Vétoquinol s.r.o. (Zdmecnicka 411, 288 02 Nymburk)

lontovy roztok:

1 litr perfuzniho roztoku obsahuije:
- 6,95 g NaCl

-0,35 g KCl

- 0,14 g MgSO, anh.

- 1,43 g NaHCO,

-0,16 g KH,PO,

- 0,99 g D-glukozy (dextrozy)

- 0,47 g CaCl,

— to vSe doplnéno destilovanou vodou na celkovy objem 1 000 ml

Pred pouzitim byl do tohoto roztoku pridan albumin (Bovine Serum Albumin) - 4 g na 100 ml

roztoku.
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Vsechny chemikalie v perfuzatu jsou od vyrobce Sigma-Aldrich.

Meklofenamat (Meclofenamic acid sodium salt nebo téz: 2-[(2,6-Dichloro-3-
methylphenyl)amino]benzoic acid sodium salt) slouzi k inhibici cyklooxygenazy a tvorby
prostaglandin(i. 2,7 mg bylo smichano na vortexu s 1 ml destilované vody tésné pred
pokusem.

Vyrobce: Sigma-Aldrich

L - NAME (Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride) je analog L-argininu, ktery slouzi
jako inhibitor NO syntazy (NOS). Zabrani se tak plsobeni endotelového vasodilatacniho
faktoru oxidu dusnatého (NO). 6,7 mg bylo smichano na vortexu s 1 ml destilované vody
tésné pred pokusem.

Vyrobce: Sigma-Aldrich

Heparin - 100 pl (5000 IU/ml) pouzito na kaZzdého potkana bez ohledu na hmotnost. Drzitel
rozhodnuti o registraci a vyrobé: Zentiva, k. s., U Kabelovny 130, 102 37, Praha 10

Malonéat (malonic acid; vyrobce: Sigma-Aldrich) - jeho roztok, podavany do rezervoaru, byl
namichan z 42,6 mg malonatu a 1 ml destilované vody. Po pfidani 2 ml tedy v perfuznim
obéhu nabyl cca 20mmol koncentraci, cozZ je v rdmci hodnot studie Valls-Lacalle, ve které
byla sukcinat dehydrogenaza také inhibovana malonatem (Valls-Lacalle15). Predbézné testy
koncentrace neukazovaly rozdil pfi vyzkouseni vyssich (i nizsich) hodnot.

Nejdfive byl aplikovan pouze rozpustén ve vodé. V naslednych pokusech byla stejna

koncentrace neutralizovana hydrogenuhli¢itanem sodnym (vyrobce: Sigma-Aldrich)

Analyzator krevnich plyna, ktery byl pouzivan k méreni parcidlnich tlak( vzork( perfuzatu
v prabéhu pokust je ABL800 Basic Radiometer.
Vyrobce: Radiometer Medical ApS (Dansko)

EPR

Bruker E-Scan M - analyzer for EPR (Electron Paramagnetic Resonance)
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Vyrobce: NOXYGEN (Némecko)

Snimac tlaku: Reusable BP Transducer MLT0380 (v kombinaci se zaznamovym zafizenim
Power Lab 4/20 + QUAD Bridge)

Vyrobce: ADInstruments

Perfuzni pumpa: Peristaltic Pump, model Minipuls 3 od firmy Gilson (Francie)
Ventila¢ni pumpa: Harvard Rodent Ventilator (model 683) od firmy Harvard Apparatus (USA)
Vodni lazen (ohrev): Julabo, typ/model: ED; od firmy Julabo Labortechnik GmbH (Némecko)

Smési plynt v zasobnich pytlich byly pred pokusem napustény michacem plynt v téchto
pomeérech:

NORMOXIE = 21 % O,; 5 % CO,; zbytek N,

HYPOXIE = 0 % O,; 5 % CO,; zbytek N,

Michac: Pegas 4000MF GasMixer

Vyrobce: Columbus Instruments (USA)

Tekuty dusik na chlazeni material( a plyny O,, N a CO, dodala spole¢nost Linde Gas a.s.
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5. VYSLEDKY

5.1pH

V ramci pripravnych predbéznych pokust bylo vyzkouseno i plisobeni samotné kyseliny
malonové (bez UGpravy pH). Tyto predbéiné vysledky ukazaly vasokonstrikéni plsobeni
kyseliny malonové, které bylo tmérné davce. Vysledné pH perfuzatu bylo ovsem pfilis nizké
(dokonce mimo rozsah méreni naseho analyzatoru krevnich plynd, ktery ma spodni hranici
6,3). Reaktivita na tento druh podnétu nicméné tedy fungovala dobre (viz obr. 5). MozZnost
modulace svalového tonu zménou pH je relativné dobre zndma, prestoze detaily tohoto

mechanismu jesté nejsou plné popsany.
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Obr. 5 Priklad méreni reaktivity na kyselinu malonovou. Po aplikaci malondtu (43 mg rez - celkem 43 mg
poddno do rezervodru - 10mmol koncentrace v perfuzdtu) se zvysil odpor plicniho recisté a ndslednd hypoxie uz

silnou odpovéd nevyvolala.

5.2 Zména odporu plicniho recisté malonatem

Pro vlastni experiment bylo proto nutno eliminovat vliv poklesu pH. Po podani
neutralizovaného roztoku malonatu nebyla zména v odporu plicniho fecisté pozorovana.

NarUst tlaku po blokaci komplexu Il malonatem se nezvysil. (tabulka. 1).
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Tabulka 1 - télesnd hmotnost, bazdlni perfusni tlak (base), perfusni tlak po aplikaci malondt (po malondtu)
a jejich navyseni (rozdil) u Sesti potkanti a primérnd hodnota tohoto navyseni. Zaokrouhleno na dvé desetinnd

mista. SD - standardni odchylka

1 2 3 4 5 6 primér SD

Hmotnost potkana (g) 490 500 380 510 512 554 491 53,50

Base (mmHg) 615 707 631 682 1029 670 722 140

6,24 781 6,84 620 9,81 6,05 7,16 1,33
0,09 0,75 053 -0,63 -0,48 -0,65 -0,06 0,56

po malonatu (mmHg)

Rozdil (mmHg)
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Obr. 6 - priddni malondtu (mal 2 ml) nemd vliv na odpor plic.

5.3 Zména reaktivity plicniho recisté malonatem
Tlak v plicnici v reakci na samotnou hypoxii narostl v priméru o 6,5 mmHg oproti

normoxii. Po podani malonatu byl prmérny hypoxicky narast necelych 7,5 mmHg. (Tabulka

2, Obr. 7). V priiméru jsme tedy zaznamenali mirny narast.
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Obr. 7 - Zvyseni perfusniho tlaku v odpovédi na hypoxii pred a po poddni malondtu. SD (smérodatnd

odchylka, Standard Deviation) pro tyto hodnoty je 2,27 a 1,70 mmHg.

Pramérné se po podani malonatu zvysila reakce o 0,92 mmHg. Tento narlst vsak nebyl
signifikantni. Byl pouZit neparametricky wilcoxonlv parovy test, jelikoZz data neméla
normalni rozdéleni. Nulovou hypotézu (Ze se po pridani malonatu tlak nezméni) jsme na
95% hladiné vyznamnosti nemohli zamitnout, jelikoz p-value byla 0,5781. Tj. mUZeme

predpokladat, Ze prméry jsou ve skutecnosti stejné.

5.4 Krevni plyny

Béhem pokust byly odebrany vzorky perfuzatu v hypoxii a v normoxii. A také po aplikaci
malonatu, aby bylo potvrzeno fyziologické pH. Z vysledk je zfejmé, Ze pH nebylo vyznamné
zménéno. Hypoxie byla mirnd, avSak dostateénd i krelativné silné hypoxické plicni

vasokonstrikci.
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Obr. 8 - Hypoxie ani malondt neméni vyznamné pH perfuzatu. SD jsou 0,02, 0,09 a 0,04 zleva doprava.
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Obr. 9 - Zména parcidlniho tlaku O2 vystavenim plic hypoxii. SD je 11,4 a 12 mmHg.
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5.5R0S

5.5.1 Elektronova paramagneticka resonance
Vysledky produkce superoxidu v plicni tkani ukazaly, Ze se hodnoty bez malonatu a s nim

nelisily. (p = 0,371)

£

2 0,015

s

& . -

§ 0.010; |

8 -

: ————————

8

s 0.005 ol

8

‘g’o.ooo . o
n KONTROLA MALONAT

Obr. 10 - Relativni' koncentrace superoxidu délend hmotnosti vzorku

5.5.2 Malonaldehyd
Koncentrace malonaldehydu v homogenitu plicni tkdné byla signifikantné snizena

predchozim podanim malonatu (p = 0,0457).
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Obr. 11 - koncentrace MDA v plicni tkdni délend mnozZstvim proteinu
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5.6 Mnozstvi vysledkd

Vzhledem k jemnosti vyuZité metody byla pocatecni ¢ast mého plsobeni v laboratofi
vénovana uceni se a zdokonalovani se v izolaci plic. Realisticky odhad umoZznujici provedeni
pokusu s predstihem byl posunut kv(li technickym problém(m. Laborator, ve které jsem
délal pokusy s izolovanymi plicemi (a tedy i veskera aparatura), byla na zacatku mé prace
prestéhovana do nové budovy. Vse muselo byt znovu pfipojeno a tim vznikly tézko
odstranitelné zabrany v presném méreni. To se projevovalo hlavné oscilacemi v zdznamu
tlaku (viz obr. 12). Ty jsme se snaZili vSemi moznymi zpUsoby eliminovat. Béhem toho jsem
zacal alespon predbéziné pokusy, aby se vyuZili uz zakoupeni potkani. Vysledky z nich sice
nebyly pouzitelné pro tuto praci, vyzkousel jsem si na nich v3ak dany protokol a mohl jsem
trénovat operaci potkand, coz je nejnaro¢néjsi ¢ast pokusu.

Nakonec se ukazalo, Ze oscilace byly nejspiSe zplisobeny vykyvy elektrické sité v nové
budové. AZ po jejich odstranéni jsme mohli zacit experimenty mérfit spravné a nedlouho
poté jsem musel praci ve Fyziologickém Ustavu pozastavit Gplné kvuli opatfenim proti
pandemii covid-19.

Na za zacatku prace v laboratori jsem operoval 15 zkuSebnich potkand. Dale bylo
operovano asi 25 potkan(, béhem ¢ehoz jsem se snazil eliminovat oscilace. Kdyz se to zacalo
darit, u dalSich potkan( bylo obtizné plice stabilizovat. Dohromady jsem zpracoval 56
padesat potkan(, u kterych jsem se pokusil o méreni (+15 zkuSebnich). Dobrych zaznamu
z pokust s neutralizovanym malonatem bylo dohromady pouze 6. PrestoZze je to
podprimérna Uspésnost i u takto komplexni metody, alespon jsem tak dosahl statisticky
vyznamného mnozstvi (a ani vysledky, které zde nejsou kvili oscilacim publikovany, nejsou

s témi vySe uvedenymi v rozporu).
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Obr. 12 - Vysledky byly ze zacdtku nepouZitelné, kvli oscilacim v zdznamu.
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6. DISKUSE

Hlavnim pfinosem této prace je definitivni vylouceni SDH jako moZného senzoru HPV.

Pokud by inhibice SDH hypoxii byla stimulem pro odstartovani HPV, pak by jeji
farmakologicka inhibice méla udélat totéz - a neudélala.

Navic - pokud by inhibice SDH hypoxii byla stimulem pro odstartovani HPV - neméla by
hypoxie v situaci farmakologicky inhibované SDH uZ nic dalsiho udélat (aspori né
kvantitativné to samé jako bez inhibice SDH) - a to se taky nepotvrdilo.

Pritom to, Ze malonat byl v(ic¢i SDH efektivnim inhibitorem ukazuji nejen literarni data,
ale hlavné vysledky s MDH.

Predbézné pokusy s kyselinou malonovou (bez neutralizace) ukazaly narlst odporu
v zavislosti na davce. Gardener a spol. pozorovali depolarizaci PASMC pfri pH 6,4 (Gardener
et al.,, 2004) a nase hodnoty byly jesté nizsi. Vzhledem k vysledkiim s neutralizovanym
malonatem muzZeme vsak fici, Ze veskery tento narlst byl zplsoben nizkym pH, a ne

specifickym plsobenim malonatu.

Klicovym vysledkem této prace je nezménénd hodnota odporu i reaktivity plicniho
recCisté v pritomnosti inhibitoru sukcinat dehydrogenazy, malonatu. Tento vysledek
interpretujeme v souladu s nasi hypotézou, Ze pro iniciaci HPV signalizace je dulezita
inhibice SDH.

Jelikoz se odpor plicniho fesisté po podani malonatu nezvysil, byla tato hypotéza
vyvracena.

SHD tedy neni tou casti elektrontransportniho fetézce, jejiz inhibice snizenou
dostupnosti O, by vytvarela vasokonstrikéni signal. Prestoze nékteré studie naznacuji jeji
nezanedbatelny vyzam, my jsme ho v tomto smyslu nepozorovali (Paddenberg et al., 2003).

Pavodné jsme ocekavali, Ze malonat cévni resistenci zvysi, a reaktivita na hypoxii se snizi.

Opakovani hypoxického podnétu vede k potenciaci HPV, i kdyz velikost odpovédi mezi
druhym a tfetim opakovanim uz nebyva velka. Mohli bychom zvolit design pokusu se dvéma
skupinami, z nichzZ jedna by byla kontrolni - tudiZ by podstoupila 3 hypoxie a mohli bychom

presné znat rozdil mezi druhou a tfeti odpovédi a porovnat ji s hypoxii po podani malonatu.
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Tento rozdil je vSsak zndm z literatury, a také by to vyZadovalo usmrceni vétsiho mnoZstvi
potkanu. Proto jsme se rozhodli pro design s autokontrolou.

Podle dat ve studiich, vyuZivajicich podobny protokol jako my, je priimérny rozdil mezi
druhou a treti odpovédi cca 1 mmHg (McMurtry et al., 1978; Tucker et al., 1982). Jelikoz
byla v nasich vysledcich primérnd odpovéd na druhou hypoxii 6,5 mmHg a prlmérna
odpovéd na treti hypoxii (po aplikaci malonatu) 7,5 mmHg (malé znacky X na Obr.7), je

zfejmé, Ze reaktivita plicniho recisté neni malonatem nijak postfehnutelné ovlivnéna.

Moznym vysvétlenim tohoto negativniho vysledku by mohlo byt, Ze se nAm malonatem z
néjakych diavodl nepodarilo komplex Il dostatecné efektivné zablokovat. Z tohoto pohledu
povazujeme za velmi vyznamné vysledky naseho méreni koncentraci malonaldehydu. Ty
(dokonce navzdory pomérné nizkému poctu méreni) ukazuji, Ze se po pridani malonatu mira
oxidativniho stresu znatelné snizila a tim nam slouzi i jako kontrola Guspésné blokace SDH. V
jinych studiich byl navic malonat také Gspésné pouZzit k inhibici SDH (Valls-Lacalle et al.,
2016).

Rzdil ve stanoveni produkce ROS mezi dvéma metodami (EPR a malonaldehyd) plsobi
nekonzistentnim dojmem. Je vSak tfeba si uvédomit rozdily mezi pouzitymi metodami.
Malonaldehyd je latka, kterd vznika s lipidovym poskozenim. Jeji pritomnost tedy udava
miru oxidadivniho stresu, coZz nemusi prfimo odpovidat vzniku superoxidu v komplexech
elektrontransportniho retézce. Koncentrace MDA je také kvlli reparacnim mechanism{m
relativné nezavisla na ¢ase - neni kumulativni a naznacuje spise aktualni hodnotu oxidace.
Oproti tomu spin trap znaceni (pro EPR) vytvori tim vice stabilnich molekul, ¢im déle ho
nechame pusobit. Vysledky z EPR vSak nejsou tak jednoznacné, abychom z nich mohli
vyvozovat zavéry o ovlivnéni malonatem.

Jak si vSak vysvétlime snizené hodnoty malonaldehydu po zablokovani sukcinat
dehydrogenazy, kdyzZ jsme cekali produkci ROS v hypoxii spiSe vyssi?

Nase vysledky vsak ukazuji, Ze je ETC v hypoxii blokovan distalné (nebo mozna paralelné)
vaci komplexu II. | kdyZz nema komplex Il moznost dale predavat elektrony (napf. pravé
v hypoxii), nebo kdyz je blokovan na vazebném misté pro ubichinon, mlze vazat sukcinat a z
prevzatych elektron(l vytvaret vice ROS (podobné je v urcité mife produkuje i v normoxii).

Ale pfri blokaci vazebného mista pro sukcinat (malonatem) neni moznost navazani sukcinatu
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a ustane tak veskera jeho aktivita véetné normoxické produkce ROS (a asi i ¢astecné distalné
od néj). Proto mUiZze byt produkce ROS v hypoxii zvySena a blokaci SDH malonatem snizena
(Quinlan et al., 2012; Siebels and Drose, 2013). Nase vysledky tedy podporuji teorii, Ze SDH
ma centralni roli v tvorbé ROS (pfimo i nepfimo), ale zaroven neni mistem prvotni detekce
hypoxie.

To poukazuje na vyznam cesty elektron(i skrze SDH v produkci normoxickych ROS.
Zablokovani tohoto vstupu do ETC poklesly o vice nez 50 %, coz by mohlo znamnenat, zZe
vétsSina ROS v burice bézné vznika v komplexu .

Tento dramaticky pokles produkce by se vsak dal vysvétlit relativné vyssim prispénim
této elektronové trasy k celkovému elektronovému transportu. Neboli vétsina ROS by
vznikala distalné od komplexu II, ale s jeho zablokovanim ustane i tato produkce, jelikoz je
prisun elektron sniZzen o cestu skrze komplex Il a komplex | ho nestihd komplenzovat.
Blokace SDH by tak inhibovala i vétsinu produkce ROS dale v retézci.

V diskusi o roli cesty elektron( skrz SDH je také vhodné nezapomenout na reverzni
elektronovy transport (RET). Jednd se o treti cestu, kterd pri dostatecném mnozstvi
sukcinatu Zene elektrony z komplexu Il skrze komplex I. V této situaci nestihd komplex I
pojmout velké mnozstvi ubichinolu, ktery je tak oxidovan na komplexu | za vzniku velkého
mnozstvi ROS. Tento mechanismus produkuje kyslikové radikaly, pfestoZe nazory na to, jestli
vznikaji spise na komplexu | i ll, se rlizni (Moreno-Sanchez et al., 2013; Muller et al., 2008). |

v normoxii tak muze vznikat relativné velké mnozstvi ROS.
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7. ZAVER

Signaliza¢ni kaskada hypoxické plicni vasokonstrikce je nepochybné zna¢né komplexni,
pravdépodobné s jistou mirou mezidruhové, a dokonce i vnitrodruhové (pohlavni) variability
a metodologicky velmi naro¢na zachytit. Nekonzistence mezi detaily pouzivanych metod a
tim i mezi vysledky rtznych vyzkumnych skupin zatim znemozZnuji tento jev dostatecné
uspokojivé popsat.

Existovaly divody se domnivat, Ze dulezZitou roli v detekci hypoxie hraje komplex I
elektronového transportniho fetézce. Proto jsme se rozhodli pro testovani hypotézy
komplexu 1l jako primarniho senzoru hypoxie. Pro tuto praci jsme vybrali metodu
izolovanych plic, ktera (na rozdil od vétsiny ostatnich vyzkumnych metod HPV) umoznuje
testovani vasokonstrikce v kontextu celych plic. Pomoci této metody jsme testovali, zda
inhibice SDH malonatem zvysi plicni cévni rezistenci tak, jako ji zvySuje hypoxie.

Tuto vasokonstrikci vsak malonat neaktivoval a hypotézu jsme museli zamitnout. Jistotu,
Ze se nam SDH povedlo touto davkou malonatu dostate¢né inhibovat, nam poskytly
vysledky produkce malonaldehydu, které ukazuji jednoznacény pokles ROS po aplikaci
malonatu.

Tato prace ukazala, Ze sukcindt dehydrogenaza neni primarnim senzorem hypoxie

v plicni cirkulaci.
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