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Anotace

Jednou ze zakladnich funkei vaskularnich endotelidlnich bunék je
produkce oxidu dusnatého, ktery reguluje fadu fyziologickych procesii spojenych
zejména s udrZzenim vaskularni homeostaze. Do tohoto procesu je zapojena
aminokyselina L-arginin, ktera slouzi jako jediny zndmy substrat pro synthasu
oxidu dusnatého a tedy pro tvorbu oxidu dusnatého v endotelidlnich bunkach.
V pripadé, ze dochazi k snizeni produkce oxidu dusnatého a také redukci jeho
biologické dostupnosti, miize vorganizmu dochazet ke vzniku endotelialni

dysfunkce.

Cilem prace bylo prinést nové informace o roli L-argininu v regulaci
fyziologickych i patofyziologickych funkei vaskularnich endotelidlnich bunék
spojenych se vznikem endotelialni dysfunkce jak na organové arovni (mysi aorty),

tak na arovni bunéc¢né (lidské endotelialni bunky).

Vmy$im modelu byl sledovan vliv rliznych koncentraci L-argininu
a zanétlivé stimulace na vybrané parametry, zejména na produkci oxidu
dusnatého (Griessova metoda), expresi a aktivaci synthasy oxidu dusnatého
a expresi receptorii spojenych s aktivaci endotelidlnich bunék (Western blot).
Experimenty byly poté doplnény pomoci in vitro modelu lidskych endotelidlnich

bunék, u kterych byly sledovany stejné parametry.

Experimenty ukézaly, Ze samotné zvySeni koncentrace L-argininu u mysi
nema za nasledek zvyseni produkce oxidu dusnatého v plasmeé. K signifikantnimu
naristu produkce oxidu dusnatého dochazi pouze pii spoluptisobeni
bakterialniho endotoxinu. U lidskych endotelidlnich bunék se tato data potvrdila
s pouzitim acetylcholinu jako aktivatoru. U mysich aort se navic prokazalo,
Ze expozice endotelidlnich bunék zvysené koncentraci L-argininu mé za nasledek

ovlivnéni exprese receptorti spojenych s G-proteinem.

Prace dokumentuje unikatni roli L-argininu vregulaci fyziologickych
funkci endotelidlnich bun€k, zejména u mySiho modelu. Na zakladé
prezentovanych vysledkii lze tici, Ze tento efekt L-argininu je castecné nezavisly

na produkcei oxidu dusnatého.

Klic¢ova slova: L-arginin, oxid dusnaty, endotelialni buriky, eNOS, endotelialni

funkce



Annotation

Endothelial cells play a key role in regulating blood flow by producing nitric
oxide. Nitric oxide regulates variety of physiological functions, which are associated
with regulation of endothelial homeostasis. L-arginine, as the only know substrate
for nitric oxide synthesis, is also directly involved in these processes. Generally, it is
accepted that the majority of functional defects of vascular endothelium are
associated with impaired activity of endothelial nitric oxide synthase activity. This
process is followed by reduced generation of nitric oxide and deregulation of

endothelial functions.

The aim of this study is to characterize molecular mechanism involved in
L-arginine mediated regulation of endothelial cell physiology and to settle the
controversy over whether L-arginine plays a key role in endothelial dysfunction on

the level of organ (mice aortas) and on the level of cells (human endothelial cells).

In this study, mice model of peritoneal inflammation was used. L-arginine
was applied in drinking water and several parameters were evaluated. In the first
experiments Griess method was used for detection of nitric oxide production.
Expression and activation of endothelial nitric oxide synthase, and expression of
different receptor and adhesion molecules associated with activation of endothelial
cells, was detected using Western blot technique. The same parameters were

measured in human endothelial cells.

Our data proved that increased concentration of L-arginine was not able to
potentiate the production of NO in mice. This process was shown to be dependent
on the co-activation of endothelial cells by bacterial endotoxin. Similar data were
documented for human endothelial cells, where L-arginine was able to increase the
NO production only in the combination with acetylcholine. Moreover, L-arginine
increased the expression of adhesion molecule and receptors that are connected

with G-protein.

This work documents unique role of L-arginine in regulation of physiological
function of vascular endothelial cells, which is partially independent on production

of NO and stimulation of cells by bacterial endotoxin or acetylcholine.

Key words: L-arginine, nitric oxide, endothelial cells, eNOS, endothelial functions
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1 Uvod

Endotelidlni bunky hraji dtlezitou roli v regulaci pritoku krve cévami.
I kdyZ je zndimo mnoho mediatort, které mohou ovliviiovat tento proces,
zajeden znejdilezitéjSich je povazovan oxid dusnaty, ktery je v endoteliu
primarné produkovan pomoci endotelidlni synthasy oxidu dusnatého. Oxid
dusnaty dale reguluje proliferaci vaskularni hladké svaloviny a inhibuje
interakei cirkulujicich krevnich elementti s povrchem cév. Narusenim produkce
oxidu dusnatého dochazi ke vzniku endotelidlni dysfunkce, kterda muze byt
spojena srozvojem zavaznych onemocnéni, jako jsou srdecni selhani,
ateroskleroza a diabetes.

Aminokyselina L-arginin hraje dtilezZitou roli v procesu regulace produkce
oxidu dusnatého. Jelikoz je jedinym doposud zndmym substratem pro synthasu
oxidu dusnatého a tedy i produkci oxidu dusnatého, miizeme predpokladat jeho
vyznaéné postaveni v procesu vzniku endotelidlni dysfukce. Klinické studie
prokazaly, 7e L-arginin je vyznamné zapojen do regulace dychacich cest,
kardiovaskularniho a imunitniho systému. Dilezitym faktem je, Ze molekularni
mechanizmy zapojené v regulaci endotelidlnich bunék L-argininem, zlistavaji

i nadale neobjasnény.



2 Vaskularni endotelialni burnky jako soucast obéhového
systému

2.1 Funk¢ni organizace obéhového systému

Srdce s cévami vytvari jednotny kardiovaskularni obéhovy systém. Sklada
se zvelkého (systémového, periferniho) a malého (plicniho, centralniho)
krevniho obéhu. Velky krevni obéh je pohanén levou komorou a je slozen z rady
paralelné zapojenych okruhd, vyZzivujicich jednotlivé organy - srdce, mozek,
ledviny, svalstvo, zaludek a streva. Minutovy pritok krve se tedy rozdéluje mezi
tyto organy. Maly krevni obéh je pohanén pravou komorou. Z pravé komory se
krev plicni tepnou dostava do plic, kde se okyslicuje. Diky zapojeni do série
s velkym krevnim ob€hem, dostava maly krevni obéh minutovy priitok krve cely

(Vacha a kol., 2002).

Nékteré organy, jako jsou mozek a srdce, maji pti zasobeni krvi prioritu.
Dostatecné zasobeni mozku je udrzovano konstantnim prttokem krve. Jde
o zivotné dtilezity organ, ktery je zvlasté citlivy na nedostatek kysliku. Prokrveni
srde¢niho svalu koronarnimi cévami se musi prizptisobit aktualni situaci, pri
fyzické zatézi se prokrveni nékolikanasobné zvysuje. Jinak by nastalo selhani
celého obéhového systému. Proto pri obéhovém selhdni miize byt docasné
omezeno prokrveni kiize, ledvin ¢i stfeva ve prospéch srdce a mozku (Vdacha

a kol., 2002).

2.2 Funkce a anatomie cév

Cévy predstavuji uzavienou soustavu pruznych trubic rtizného prisvitu,
kterymi je rozvadéna krev do celého téla. Cévy délime na tepny (arterie), zily
(veny) avlasecnice (kapilary) (Pracharovd, 2006). Z anatomického pohledu
rozliSujeme ve sténach cév tfi vrstvy, jejichz zastoupeni a mocnost se lisi podle
typu cévy (Vacha a kol., 2002). Rozvoj jednotlivych struktur cévni stény je pak
dan funkcénimi faktory, které jsou pro jednotlivé tseky cévniho recisté odlisné

(Pracharova, 2006).

10



Jednotlivé vrstvy cévni stény:

e vnéjsi vrstva (tunica externa) je tvorena adventicii a zevni elastickou
membranou. Adventicie je vazivova vrstva tvorend siti elastickych
a kolagenovych vliken, kterd maji vyznam pro mechanické vlastnosti
cévni stény a pro pruzné zakotveni cévy vjejim okoli (Trojan a kol.,
2003).

e stredni vrstva (tunica media) je tvorena prrevazné hladkou svalovinou.
Zménou tonu hladké svaloviny se meéni prisvit cévy (vazodilatace
a vazokonstrikce) (Trojan a kol., 2003).

e vnitini vrstva (tunica intima) je tvorena hladkou vrstvou endotelovych
bunék, které jsou vystavené primému mechanickému ptisobeni krevniho
proudu. Endotel umoziiuje plynulé a nerusené proudéni krve, ptisobi
antitromboticky. Soucasti vnitfni vrstvy je také subendotelové vazivo,
které zabranuje jejimu odtrZeni vlivem proudéni krve (Horky a Cech,

1999).
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Jednotlivé vrstvy cévy jsou schematicky zndzornény na obr. ¢. 1 vlevo. Na
obr.¢. 1 vpravo je mikroskopicky preparat cévy se zelené oznacenymi
endotelidlnimi bunkami. Obrazek ¢.1 vpravo byl pofizen pomoci

konfokalniho mikroskopu.

" Endotelidlni
burnky

Subendotelové
vazivo

Vrstva cirkularni
\ hladké svaloviny

Vrstva longitudialni
hladké svaloviny

Mezibunécna hmota

Fibroblast

Obr. ¢. 1: Struktura cévy. (vlevo) Schematické znazornéni jednotlivych vrstev
cévy (upraveno podle Lippincott Williams & Wilkins, 2011). (vpravo) Obrazek
z konfokalniho mikroskopu znéazorfiujici aortu izolovanou z mysi. Cervenou
fluorescencni barvou je oznaceny elastin, zelenou fluorescenéni barvou jsou zobrazeny

endotelialni bunky (ptevzato z URL 1).

Arterioly se skladaji zendotelové vystelky atenké vrstvy hladké
svaloviny. Vyrazné se podileji na regulaci periferniho odporu, a proto v nich
krevni tlak a priitok znaéné kolisaji. Arterioly jsou schopny vyrazné ménit sviij
prisvit (diky aktivité hladké svaloviny ve sténach) atim aktivné zasdhnout
do tizeni prokrveni tkani (vazomotorické fizeni). Vasomotorické rizeni vyuziva
vazodilatace (uvolnéni arozsireni cévy) a vazokonstrikce (stazeni, zmenseni
priméru). Prisvit arteriol urcuje aktualni pritok krve kapilarni siti, ktera
navazuje na arterioly, a tim i urcuje prokrveni jednotlivych organii a celkovou

distribuci krve v téle.
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Kapilary se skladaji pouze zjednovrstevného endotelu. Predstavuji
sty¢nou plochu mezi krvi a tkdinémi. Probih4 zde presun plyni a Zivin z krve
do intersticia (mezibunéénych prostor) a naopak. Priitok krve je zde konstantni,
coz je pro vyménu latek dilezité.

Zily jsou kapacitni cévy, které diky roztaznosti a velkému priisvitu mohou
pojmout znaény objem krve. Slouzi jako rezervoar krve, ktery je nutny
k vyrovnavani kolisajictho krevniho tlaku vuzavieném cirkula¢nim systém

(Vacha a kol., 2002).

2.3 Ulohy obé&hové soustavy

Hlavnimi tkoly obéhového systému je zajistovat rychly transport latek na
vétsi vzdalenosti (Trojan a kol., 2003). Je to zejména transport kysliku a zivin
do tkani, odstranéni oxidu uhlic¢itého a dalSich metaboliti ze tkani, rozvod
signalnich molekul (hormont), tepla a podpora obrannych reakeci krevnich
elementid (fagocyt6za mikroorganizmu) (Vacha a kol., 2002). Navic, obéhovy
systém zabezpecuje komunikaci mezi jednotlivymi bunkami a tkanémi
v organizmu a zprostfedkovava i jejich efektivni spojeni s okolnim prostiredim.
Timto se ob€hovy systému podili na udrzeni stélosti vnitfniho prostiedi bunék

i organid (Vacha a kol., 2002).

V priibéhu evoluce se u obratloveil vyvinuly regulaéni mechanismy, které
se specializovaly na zabezpeceni mistnich pozadavkd na pritok krve nebo na
funkci obéhového systému jako celku. Tyto mechanismy lze rozdélit podle

oblasti plisobeni na mistni a centralni.
Rozdéleni regula¢nich mechanismiu:

e mistni: hladkd svalovina arteriol reaguje na lokalni podminky
a podmeéty, tim je podle mistnich potreb tizen priitok krve jednotlivymi
tkdnémi a organy

e centralni: hladka svalovina reaguje na pokyny celkovych regulaénich
mechanismi zmozku a tak udrzuje staly tlak krve pii neustalych
zménach pritoku jednotlivymi organy v diisledku zmén jejich potieby

prokrveni (Trojan a kol., 2003).
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3 Regulace fyziologickych funkci endotelialnich bunék

3.1 Charakteristika a funkce vaskularniho endotelu

Endotel, tvoreny endotelidlnimi bunkami, je rozsahly avelmi aktivni
endokrinni organ, ktery udrZzuje homeostdzi ve vnitinim prostoru cév
a zabezpecuje tak neporuseny tok krve (Kardsek a kol., 2004). Jednou z jeho
hlavnich funkci je regulace prisvitu tepny v zavislosti na aktualnich narocich
vyzivovanych tkani na dodavku kysliku, zivin a odplaveni vznikajiciho oxidu
uhli¢itého a dalSich metabolitli. Naptiklad pri intenzivni fyzické aktivité dochazi
i k nékolikanasobnému zvyseni pritoku krve kosternimi svaly, coz ma za
nasledek zvySeni linearni rychlosti toku krve. Tyto okolnosti vedou
k tzv. vazodilataci (rozsifeni cévy), ktera je zprostredkovana cévnim endotelem.
Endotel nésledné zaéne produkovat riizné vazodilatacni ptisobky (Horky
aCech, 1999; Kardsek a kol, 2004). Nejdilezitéjsi vazodilataéni

a vazokonstrikéni pisobky jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

Pasobek Utinek
NO Vazodilatace
Prostacyklin Vazodilatace, zabranuje agregaci trombocyti
Endotelin-1 Vazokonstrikce
Enzym konvertujici angiotensin Vazokonstrikce
tPA Ovliviigje fibrinolyzu
Tromboxan A2 Vazokonstrikce, agregace trombocyth
Cytokiny, adhezni molekuly Regulace zanétlivych a imunitnich procesti
Trombomodulin Kontrola sraZzeni
Von Willbrandiv faktor Protromboticky efekt
PDGF, FGF, CSF, TNF-a Stimulatory riistu (cév a hladkého svalu)

Tab. €. 1: Puasobky ovliviiujici fyziologii kardiovaskularniho
systému. tPA, tissue plasminogen aktivator; PDGF, platelet-derived growth factor;
FGF, fibroblast growth factor; CSF, colony-stimulating factor, TNF-a
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Neméné dulezitym tikolem endotelu je regulace adheze imunitnich bunék.
Endotelidlni bunikky na svém povrchu totiz za specifickych podminek mohou
exprimovat tzv. cytoadhezivni molekuly (jako je napr. I-CAM, intracellular
adhesion molecule 1), které usnadnuji prestup leukocyti zkrve do tkéni.
Aktivnim pootevienim mezibunéénych spoji mohou endotelialni buriky posléze
umoznit prichod imunitnich bun€k irtznych makromolekul do intersticia.
Tento proces nastava za urcitych specifickych podminek, kdy dochazi k aktivace
endotelialnich bunék napiiklad v pfitomnosti cizorodych organizmd, ale také po
plisobeni rtiznych prozanétlivych mediatord, jako jsou cytokiny, produkované
aktivovanymi imunitnimi bunikkami (Horejsi a Bartiinikovd, 2005).

Na povrchu endotelu se navic nachazi cela fada receptord, které po aktivaci
mohou vyraznym zplisobem zasahovat do spousténi intracelularnich drah
souvisejicich i s produkei oxidu dusnatého (NO) (napf. calcium sensing
receptor, CaSR; G-protein coupled receptor 6A, GPCR6A; endotelinovy receptor
typu A, ETa; endotelinovy receptor typu B, ETg). Kromné toho se endotelialni
buniky podileji na koagulacnich a trombolytickych pochodech, secernaci
prokoagulacnich a antikoagulaénich atrombolytickych ptisobkt. Dalsi funkei
endotelidlnich bun€k je produkce ristovych faktortt v embryonalnim obdobi,
které podporuji angiogenezi (Malik a Simek, 2003).

DtileZit4 situace nastava v piipadé deregulace vySe uvedenych mechanizmi,
které poté mohou vést ke vzniku endotelidlni dysfunkce, popsané podrobné;ji

v dalsi kapitole.
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Obr.¢.2: Zakladni fyziologické funkce endotelialnich bunék.

Endotelidlni bunky vcévé reaguji na rtzné fyziologické podnéty, coz mize vést

ke zménam v produkei NO. ZvySenim jeho produkce se endotelidlni bunky podili na
relaxaci hladké svaloviny, inhibici agregace desticek a adheze monocyti (flavin adenine
dinucleotide, FAD; flavin mononucleotide, FMN; tetrahydrobiopterin, BH4; guanozin-
5'-trifosfat, GTP; cyklicky guanozin-3’,5-monofosfat, cGMP) (upraveno podle Vrablik

a kol., 2011).
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3.2 Endotelialni dysfunkce

Endotelialni dysfunkce je definovana jako funkc¢ni postizeni vaskularniho
endotelu, které vede ke vzniku nerovnovahy mezi vazoaktivnimi mechanizmy
a hemokoagula¢énimi ptisobky. Vysledkem je prevaha vazokonstrikénich,
protrombotickych a aterogennich mechanizmi, které nezadoucim zptisobem
zvySuji propustnost cévni stény (Karasek a kol., 2004). Klicovym faktorem je
snizeni biologické dostupnosti NO (dilezitého pro relaxaci cév), které je
komplementarné spojeno s rozvojem endotelialni dysfunkce. Znama je cela rada
pri¢in, které mohou vést k rozvoji dysfunkce (napi. inhalace tabdkového koufe,
nedostatek kysliku v organizmu, plisobeni cytostatik aionizujicitho zareni).
(obr. €. 3). K poskozeni endotelu rovnéz prispivaji riizné patofyziologické stavy
jako vysoky krevni tlak, turbulentni proudéni v tepnach, infiltrace endotelu
imunokomplexy a poruchy vzniklé nadmérnym hromadénim organickych latek

(Sipek a kol., 2000).

Patofyziologické podminky

Normalni endotel

Abnormadlni endotel

/ / \ \ Antitrombotické
plisobky

Spravné SniZuje adhezi Inhibuje migraci
reguluje trombocytu 4 polyferaci bunék

cévni  aleukocytli  hladké svaloviny

tonus Dysfunkce
Porugeni regulace / ) l SniZeni
cévniho tonu Adheze Migrace biodostupnosti

trombocytd a proliferace NO
a leukocytd hladké svaloviny

Obr. ¢. 3: Vznik a duasledky endotelialni dysfunkce. Endotelidlni
dysfunkce nastava za podminek nerovnovahy vazokonstrikénich a vazodilatacnich
latek. Tato nerovnovaha zptisobena ptisobenim rtznych faktort se projevuje snizenou
biologickou dostupnosti NO, coz je spojeno s nedostateénou relaxaci cév, zvySenou
adhezi trombocytti a leukocytii na jeji povrch, migraci a nadmérnou proliferaci hladké

svaloviny (upraveno podle Vrablik a kol., 2011).
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4 Metabolismus L-argininu a oxidu dusnatého ve vztahu
k regulaci vaskularnich endotelialnich bunék

4.1 Princip vzniku oxidu dusnatého

NO je v endotelidlnich bunikach produkovan zejména jako faktor
indukujici relaxaci cév. Ztohoto divodu sehrava velmi podstatnou roli pfi
vzniku patofyziologickych stavili, které jsou spojeny rozvojem endotelialni
dysfunkce a sniZzenim jeho biologické dostupnosti. Proto je tato kapitola
vénovana podrobné€jsimu popisu metabolizmu NO a také metabolizmu

L-argininu, ktery je prozatim jedinym znamym substratem pro jeho tvorbu.

NO je radikal, ktery vznika z guanidinové skupiny pfitomné na L-argininu
(Obr.¢.4). Je rozpustny ve vodeé i v lipidech a diky tomu se snadno dostava pres
cytoplazmatické membrany (Horejsi a Bartiiitkovd, 2005). Ma jeden volny
elektron a je velice reaktivni, biologicky polocas je 4 sekundy (Murray a kol
2002). Prevazni céast bun€k lidského i zvireciho organizmu je schopna
syntetizovat NO. I kdyZ se NO muZe v nékterych tkanich tvorit pti redukci NO--,

prevazné vznika pii proméné L-argininu na L-citrulin (Krejéovd, 2005).

H
®

H,N / NH, Y

N— OH O

\K

NH
5: NADPH i 5\0 .5 NADPH i
L-Arginin Hydroxy L-Arginin L-Citrulin Oxid dusnaty

Obr. ¢. 4: Chemicka rovnice popisujici tvorbu NO. Schéma popisuje
oxidaci L-argininu na meziprodukt Hydroxy-L-arginin a nasledné vznik konecénych

produkti reakce, L-citrulinu a NO (upraveno podle Andrew a Mayer, 1999).
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NO mize v bunkach cév vznikat z esterti kyseliny dusi¢né nebo dusité
a toho se vyuziva pri 1é¢bé ischemické srde¢ni choroby. Mnohé casto pouzivané
latky pri 1é¢bé angina pectoris (napf. glyceroltrinitrat) zptisobuji zvySeni tvorby

NO, ktery zprostredkuje vasodilataci (Taborska a kol., 2003).

Za fyziologickych podminek se NO tvofi v organizmu v nizkych
koncentracich (pM), a v tomto pripadé€ prevlada spise jeho regulaéni ptisobeni
(aktivace enzymu guanylat cyklazy a zvySovani koncentrace cyklického
guanozin-3’,5-monofosfatu (cGMP) v cilovych burikach, inhibice synthézy DNA,

regulace metabolizmu Zeleza) (Ledvina a kol., 2006).

V pripadé aktivace imunitnich bunék (zejména pak profesionalnich
fagocytli) je NO produkovan v relativné vysokych koncentracich (uM) a ticastni
se protizanétlivych, antibakteriilnich, antivirdlnich a antioxida¢nich procesii

(Gallova, 2001).

4.2 NO-synthasy

Tvorba NO odvozena od L-argininu je katalyzovani organové i bunécéné
specifickymi enzymy, NO-synthasami. Jednotlivé podtypy NO-synthas jsou

rozdélovany zejména podle druhu bunék, ve které k syntéze NO dochazi.
Typy NO-synthas:

1. indukovatelnd NO-synthasa (iNOS) — je exprimovana zejména
v imunitnich bunkach, NO takto produkovan méa za kol zejména
ochranu organizmu pred patogenem

2. endotelidlni NO-synthasa (eNOS) — je exprimovéana v cévnim, plicnim,
irendlnim epitelu, v kardiomyocytech, vtrombocytech a hipokampu,
tloha NO produkovaného eNOS je regulace vazodilatace

3. neuronova NO-synthasa (nNOS) - se nachazi zejména v nervové tkani
a v kosterni svalovin€, NO produkovany timto podtypem synthasy slouzi

prevazné k mezibunééné komunikaci (Krejcovd, 2005).
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NO-synthasy se navic rozd€luji podle jejich zavislosti na zméné
intracelularni koncentrace Ca2+ ionti. Zatimco eNOS a nNOS jsou v burnikach
exprimovany konstitutivné a jejich aktivace je zavisla na zvySeni koncentrace
Ca2+ iontl, iNOS jako indukovatelna forma NO-synthas je na tomto procesu
nezavisla (Ledvina a kol., 2006). Vsechny NO-synthasy vyzaduji pro svou
spravnou funkei pritomnost nékolika kofaktorti znazornénych na obr. €. 5. eNOS
i ostatni NO-synthasy, jsou stereospecifickad (substratem mitze byt pouze

L-arginin) (Murray a kol., 2002; Dostal a kol., 2004).

Podjednotka 1

Reduktaza Oxygenaza

goo

Oxygenaza Reduktaza

Podjednotka 2

Obr.¢.5: Schématicky obrazek struktury NO-synthasy. Enzym je
funkéni jako dimer a kazda podjednotka se sklada z reduktazy a oxygenazy. Na obrazku
jsou patrné kofaktory (calmodulin, CaM; flavin adenine dinucleotide, FAD; flavin
mononucleotide, FMN; tetrahydrobiopterin, BH,;) a substrat (L-arginin, Arg), které

jsou nutné k jeho spravnou funkei (upraveno podle Andrew a Mayer, 1999).

4.3 L-arginin nejen jako substrat pro NO-synthasy

L-arginin je nejbazi¢t€jsi aminokyselina a obsahuje guanidinovou skupinu.
Jak jiz bylo vySe zminéno, jeho pritomnost v organizmu je klicova pro tvorbu
NO. Zajimavé je, ze pro lidsky organismus je esencialni pouze v obdobi ristu,
jinak je usavcl syntetizovan metabolickou drahou z prolinu, glutaminu nebo
glutamatu. Hojné se nachazi v rostlinach, které maji schopnost jej syntetizovat

ve vetsim mnozstvi nez lidsky organismus.
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Za ruznych patofyziologickych podminek (napf. endotelidlni dyfuknce,
astma, sepse), kdy endogenni syntéza L-argininu nepokryva metabolickou
potfebu organizmu, se prijem potravy stava jeho primarnim zdrojem. Proto je

L-arginin oznacovan jako semiesencialni aminokyselina (Wu a Morris, 1998).

L-arginin se vyznamné podili na syntéze proteinti, navic jej jako substrat
(kromé NO-synthas) wvyuzivda cela fada enzymi, jako jsou arginasa,
arginin:glycin aminotransferasa a arginin dekarboxylaza (Wu a Morris, 1998).
L-arginin tedy predstavuje potencidlni nastroj, kterym lze v organizmu
ovliviiovat rtzné fyziologické funkce jak endotelidlnich, tak i ostatnich typt
buneék.

4.4 Biologické ucinky oxidu dusnatého v organismu

NO, syntetizovany endotelialnimi butikami, byl v minulosti ozna¢ovan jako
endotelovy relaxa¢ni faktor (EDRF — endothel derived relaxing factor). Princip
spousténi jeho tvorby je zalozen na piisobeni rtiznych vazodilata¢nich ptisobkt
(napt. acetylcholinu, bradykininu), které navozuji relaxaci hladkych svali
cévnich stén. Tyto plisobky vSak na hladkou svalovinu nepiisobi primo (Murray

a kol., 2002).

V prvnim kroku dochézi k jejich interakci s vaskularnimi endotelialnimi
bunkami pomoci specifickych receptori. Receptory jsou spojeny
s fosfatidylinositolovym cyklem, ktery vede k uvolnéni Ca2+ iontdl, coz ma za
nasledek aktivaci eNOS a zvySeni produkce NO. Ten difunduje do hladké
svaloviny vtunica media arteriol a aktivuje cytosolovou guanylat cyklasu,
zvySujici nitrobunéénou hladinu cyklického ¢cGMP. Pomoci ptisobeni ¢cGMP
dochazi k aktivaci proteinkinas, které naslednou fosforylaci specifické svalové
bilkoviny zptisobuji relaxaci hladkych svali (Murray a kol., 2002). ZvySovanim
koncentrace ¢cGMP piisobi NO jako inhibitor agregace a adhese krevnich

desti¢ek (Murray a kol., 2002).
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Snizend koncentrace NO je jednou =z pri¢in hypertenze a erektilni
dysfunkce. Koncentrace NO hraje roli v patofyziologii bronchialniho astmatu.
Sledovani hladiny vydechovaného NO se pouziva pri kontrole bronchialniho
astmatu — vysoké hodnoty NO jsou znamkou zanétu v disledku nedostatku
inhibitord iNOS. Nitrosylacni ¢inidla, vznikajici autooxidaci NO, mohou
poskozovat deaminaci baze DNA a vyvolat tak mutace zptisobujici autoimunitni
onemocnéni diabetes 1. typu. (Kupkova a Benes, 2004). Aktivita NO se vysoce
zvySuje pri bakterialni sepsi. Snizeni NO zvySuje cévni tonus a tim prispiva

k rozvoji aterosklerozy (Ledvina a kol., 2006).
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5 Hypotéza

L-arginin je velice duleZitd aminokyselina, jejiz metabolizmus je pfimo
spojen s nejdilezitéjsimi  fyziologickymi procesy, které se déji v ramci
vaskularniho endotelia. Jeho efekt je spojovan zejména s regulaci produkce
oxidu dusnatého (L-arginin je jedinym zndmym prekurzorem pfti jeho tvorb€),
jenz kontroluje dilataci cév, zpusténi koagula¢ni drahy a funkci imunitnich
bunék. V nedavné dobé bylo potvrzeno, ze efekt L-argininu na bunéc¢né procesy
v endotelidlnich i imunitnich butikdch nemusi byt zprostfedkovan jen produkci
oxidu dusnatého. Hypotézou je, Ze L-arginin je schopen regulovat aktivaci
specifickych receptori a spousténi rtznych intracelularnich signéalnich drah,
které jsou dale spojeny se zménou exprese molekul klicovych pro funkci

endotelialnich bunék.
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6 Cile prace

1. Sledovat efekt L-argininu na produkci NO u in vivo a in vitro
modelu vaskularnich endotelialnich bunék.

2. Popsat efekt L-argininu na expresi ruznych proteina, které
jsou vyznamné pro zakladni funkce endotelidalnich bunék.

3. Zjistit, zda exprese proteini a zmény v bunéénych procesech

zavisi na zméné produkce NO.
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7 Material

Vsechny pouzité materialy, jejich optimalni koncentrace a celkové objemy

reakénich smési byly zvoleny a dale pripravovany na podkladé vysledki

experimenti uskutecnénych v Laboratofi patofyziologie volnych radikala

(BFU AV CR, v.v.i).

7.1 Pouzité pufry

Lyza¢ni pufr 3x Laemli 1,5 TRIS, pH 8,8
6,05 g TRIS (50 mM) 200 mM TRIS-HCI pH 6,8 90,825 g TRIS

10 g SDS (1%) 3% SDS upravime pH na 8,8
5,84 g NaCl (100 mM) 30% glycerol doplnime destilovanou
2mL 0,5M EDTA 3% p-mercaptoethanol vodou na 500 ml

100 ml glycerolu 0,03% bromphenolovi mod¥ uchovivame pri 2-8 °c

upravime pH na 7,4
doplnime destilovanou
vodou na 1000 ml

200 mM dithiotriethol (DTT)

0,5 M TRIS, pH 6,8 S5x Running pufr 10x Transfer pufr
30,275 g TRIS 15,25 g TRIS 144,9 g glycinu
upravime pH na 6,8 72,1 g glycinu 30,3 g TRIS
doplnime destilovanou 5¢ SDS 5 g SDS

vodou na 500 ml
uchovavame pri 2-8 °c

upravime pH na 8,3
doplnime destilovanou
vodou na 1000 ml

pred pouZzitim 5x naredime

doplnime destilovanou
vodou na 1000 ml
pied pouzitim 10x nafedime

10x TRIS+Tween (TBS-T)

Barvici roztok

Odbarvovaci roztok

80 g NaCl

2 g KCl

30 g TRIS

5 mL Tween-20

upravime pH na 7,6
dopInime destilovanou vodou
na 1000 ml

pred pouzitim 10x nafedime

0,5 g amidoblack
rozpustime ve 200 mL
odbarvovaciho roztoku

400 mL methanolu

100 mL Kyseliny octové
doplnime destilovanou
vodou na 1000 ml

Tab. ¢. 2: Pirehledny seznam roztokt a pufria. Uvedené roztoky a pufry byly

pouzity pti zpracovani vzorki (elektroforéza, Western blot).
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7.2 Seznam pouzitych pristroja

HERA Cell CO, Inkubéator (Heraeus, Némecko)

SPECTRA Rainbow Thermo (SLT, Rakousko)

Aparatura pro SDS-elektroforézu a Western blot (BioRad, USA)
Svételny mikroskop (Olympus, Japonsko)

Pii praci bylo dale pouzito bézné laboratorni vybaveni.

7.3 Biologicky material

K experimenttim byl vyuzit in vivo model aort izolovanych ze samct mysi
C57BL/6J (Masarykova Univerzita, Ceska republika). Mysi byly chovany ve
standardnich podminkach. Experimenty probihaly vsouladu s protokolem
schvalenym etickou komisi a vsouladu sevropskymi pokyny o pouzivani
laboratornich zvirat. V druhé fazi byly k in vitro experimentiim vyuzity lidské
umbilikalni zilni endotelialni buniky, HUVEC (ECACC, Velka Britanie).

7.3.1 Izolace aort z mysi C57BL/6J

Pro vSechny pokusy byly vyuzity mysi (10-14 tydn{i) o hmotnosti 25-30 g.
Mysi byly rozdéleny do ¢étyi skupin po tfech jedincich. Pfi experimentech byl
vyuzit model simulujici bakterialni zanét v bri$ni dutiné mysi. Na tyto acely byl
pouZzit roztok Lipopolysacharidu (LPS) z E. coli (serotype 026:B6), ktery byl pro

experimentalni tcéely rozpustén v PBS (phosphate buffer saline).

I.  Prvni skupina byla kontrolni. Po dobu sedmi dnti dostavala standardni
dietu a poté jim byl do brisni dutiny injikovan roztok PBS (1 ml).

II.  Druhou skupinu tvorily mysi, které mély standardni dietu po dobu sedmi
dnt. Néasledné jim byl do btisni dutiny injikovan LPS (1 ml), aby byla
dosahnuta koncentrace 0,3 mg/kg 1 h po aplikaci.

III. Treti skupina mysSi méla standardni dietu doplnénou o 30 mg/ml
L-argininu rozpusténého v pitné vodé. Po sedmi dnech jim byl do brisni

dutiny injikovan roztok PBS (1 ml).
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IV. Posledni skupina mysi méla standardni dietu doplnénou o 30 mg/ml
L-argininu rozpusténého v pitné vodé a po sedmi dnech jim byl do brisni

dutiny injikovan roztok LPS rozpustén v PBS (1 ml).

Po ¢tyfech hodinach od aplikace PBS ¢i LPS byly vSechny mysSi usmrceny
oxidem uhli¢itym. Poté jim byla odebrana krev, vnitfni orgdny a mimo jiné
iaorty (které byly promyty, okamzité zamrazeny vtekutém dusiku a dale
skladovany pii -80°C). Aorty byly dale zpracovany pro stanoveni exprese
vybranych proteini pomoci standardni metody (popsané v metodice). Na

obr. ¢. 6 je zachycen endotel u mysi aorty.

Obr. ¢. 6: Endotelova vrstva u mysSi aorty. Endotelidlni buriky maji
tloustku 1-2 um a jsou 10-20 um dlouhé. Bunécna jadra jsou umisténa piredevsim ve
sttedu bumnky (na obrazku jsou nabarveny na modro). Tmavé jsou zvyraznény
intracelularni spoje, jejichZ existence je klicova pro udrzeni integrity cév. Obrazek byl

porizen pomoci svételného mikroskopu (zvétSeni 20 x) (prevzato z URL 2).

7.3.2 In vitro kultivace lidskych endotelialnich bunék (HUVEC)

Bunky byly péstovany v kultivaénim médiu (ECL médium + rtstové
faktory, PAA, USA) a dvakrat tydné preneseny do novych kultivaénich nadob
(75 cm2, PAA, USA). Pripasazovani bylo nejdiive odsato staré kultivacni

médium a nasledné byl pridan 1% trypsin + EDTA.
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Po zhruba 5-10 min inkubace pii 37°C, bylo k uvolnénym bunkam
pridano malé mnozstvi kultiva¢cniho média. Bunky byly spocitany a po stanoveni
jejich Zivotnosti, byly nasazeny do kultiva¢nich nadob nebo vysazeny na

6 jamkové desky v koncentraci 1,5 x 103 bunék/jamka.

7.3.3 Ovlivnéni lidskych endotelidlnich bunék L-argininem

a Acetylcholinem

Po presazeni na 6 jamkové desky byly bunky dale péstovany, dokud
nedosahly aplné konfluence (obr. ¢. 7). Tento proces vétSinou trval 2-3 dny. Po
tuto dobu byly buniky nadale inkubovany v kultiva¢nim médiu. Po dosaZeni
konfluence bylo bunkdm vyménéno médium a do nékterych jamek byl pridan
L-arginin (1 mM). Takto vysazené buriky byly ponechany 24 h v CO. inkubatoru
a nékteré znich byly aktivovany Acetylcholinem (1 puM). Aktivace probihala
v ¢asovém rozmezi 0-10 min. Nasledné byly bunky zlyzovany na ledé pomoci

lyzaéniho roztoku a desky zamrazeny na -80°C.

Obr. ¢. 7: Lidské endotelialni buniky (HUVEC). Buriky v den po
vysazeni na 6 jamkové desky. Obrazek byl pofizen pomoci svételného mikroskopu

(zvétSeni 20 x).
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8 Metody

8.1 Stanoveni koncentrace nitritu Griessovou metodou

NO je in vivo a in vitro tvoren v malém mnozstvi a rychle reaguje
s kyslikem, thioly, hemoglobinem a jinymi latkami za tvorby jeho konec¢nych
metabolitl (nitritd a nitrat). V praci byla vyuzita zejména metoda neptimého
stanoveni, ktera je zalozena na spektrofotometrickém stanoveni nitritd po
diazotaci sulfanilamidu a kopulaci s N-(1-naftyl)ethylendiaminem s detekei pri
oblasti 540 nm (Kupkova a Benes, 2004) (viz obr. ¢. 8). V biologickych vzorcich
musi byt nitraty, vzniklé reakci NO s hemoglobinem, zpét redukovany na nitrity,

¢imz zajistime stanoveni celkové hladiny oxidac¢nich produkti NO.

ONOO NADPH + H*
nltratreduktasa > G6PDH
NADP*
SOZNH2
H+
diazotace

SOZNHZ

kopulace

Hzr\_/NH— N=N— H—SONH,

Obr. ¢. 8: Oxid dusnaty pii Griessové reakci. Autooxidaci NO
vznikaji nitrity, které podléhaji diazotaci a kopulaci (prevzato z Kupkova a Benes,

2004).
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8.1.1 Postup méieni koncentrace nitritti/nitrata

Pripravime zéasobni roztok NaNO. (520 puM). Pro vytvoreni kalibra¢ni
krivky zasobni roztok zredime 10x, a poté vytvorime 8 redéni v rozmezi
52 uM - 0,203 uM. Supernatant ze vzorkdl pipetujeme na 96 jamkovou

mikrotitraéni desti¢ku (150 pl vzorku nebo kalibra¢niho roztoku).

Do roztoku priddme 150 pl Griessova cinidla a inkubujeme mikrotitracni

desti¢ku po dobu 15 min, v temnu pii pokojové teploté.

Néasledné zméfime absorbanci pii 540 nm (SPECTRA Rainbow). Z kalibrac¢ni
krivky vypocitdme regresni rovnici a zni stanovime koncentrace nitriti pro

vSechny testované vzorky.

8.2 Stanoveni koncentrace proteinu a piiprava vzorku

Pomoci spektrofotometrické metody BCA Protein assay stanovime ve
vSech vzorcich koncentrace proteini. Metoda vyuzivd sodné soli kyseliny
bicinchoninové (BCA), ktera kompexuje ionty Cu* tvorené reakci peptidové
vazby sCu2*. Cinidlo se pfipravuje smisenim roztokii sodné soli BCA

v alkalickém prostfedi a CuSO,. Zména absorbance se méfi pri 562 nm.

8.2.1 Priprava vzorku pro stanoveni koncentrace proteini

Po ukonéeni inkubace oplachneme buiiky v PBS. Poté bunky zlyzujeme
na ledé pomoci lyza¢niho roztoku a peclivé seSkrabeme z desticek. Vzorky
napipetujeme do mikrozkumavek Eppendorf s bezpe¢nostnim uzavérem a dame
je povarit na 15-20 min pti 99°C. Potom vzorky centrifugujeme a nasledné
2x homogenizujeme pomoci sonikatoru. Homogenizované vzorky ddme znovu
povarit na 10-15 min pii 99°C. Pfed samotnym stanovenim proteinti vzorky
jesté jednou kratce centrifugujeme, abychom do mikrozkumavek dostali

i tekutinu, ktera v dtisledku vareni ulpéla na vicku.
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8.2.2 Postup méireni koncentrace proteini

Pro stanoveni proteinii pouzijeme komercéné dostupnou metodu BCA
protein assay. Homogenizované a povarené vzorky napipetujeme do
mikrotitracni desti¢ky. Pro pripravu kalibraéni kiivky pouzijeme zasobni roztok
bovinniho albuminu (BSA) rozpusténého vlyzaénim pufru o koncentraci
10 mg/ml. Provedeme 9 ftedéni vrozmezi 10 — 0,0625 mg/ml. Dale

postupujeme podle protokolu dodaného od vyrobce kitu.

Na 96 jamkovou mikrotitra¢ni desticku pipetujeme 5 pl vzorku nebo
kalibraéniho roztoku v paralelach, 200 pl reagentu A+B, inkubujeme 15 min
v temnu pri 37°C a poté zméfime absorbanci pifi 562 nm. Sestavime kalibraéni
kiivku (podle kalibra¢nich vzorka) sregresni rovnici, kterou pouZijeme pro
vypocet koncentrace proteinti v jednotlivich vzorcich. Vzorky nafedime na
pozadovanou koncentraci a pridame Laemliho pufr, se kterym vzorky opétovné

povarime a nakonec zamrazime.

8.3 Stanoveni exprese proteinti pomoci SDS PAGE a Western
blotu

Ke stanoveni exprese proteinti se bézné vyuzivd SDS PAGE elektroforéza,
ktera je nasledovana metodou Western blot. SDS PAGE slouzi k analytické
separaci proteinii a pro urceni jejich molekulové hmotnosti. SDS poskytuje
proteinim uniformni naboj, takze jsou v polyakrylamidovém gelu separovany
na zakladé své molekulové hmotnosti a hustoty gelu. Nevyhodou SDS PAGE je

nutnost denaturace proteint (Rumlova a kol.,2006).

Metoda Western blot je nejpouzivanéj§i imunochemickou metodou.
Vyuziva specifickych protilatek, které rozpoznavaji antigenni strukturu
hledaného denaturovaného proteinu ve vzorku. Proteiny rozdélené pomoci
SDS PAGE jsou preneseny na vhodny nosi¢ (v naSem pripadé na polyvinyldene
fluoride, PVDF membranu). Vyhodou metody je jeji sensitivita a specificita.

(Rumlova a kol.,2006)

Pred samotnou elektroforézou, musime vyrobit gel, ve kterém budeme
rozd€lovat proteiny (tab. €. 3).
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8.3.1 Priprava gela

Rozdélovaci gel 1,5 mm 10% (4 gely) [ml] Hi‘ebinkovy gel (4 gely) [ml]
H20 6,90 H20 12,296
1,5 TRIS, 8.8 pH 5,50 0,5 TRIS, 6.8 pH 6,00

Acryl amid 7,20 Acryl amid 3,16
SDS 2,20 SDS 2,40
APS (0.05g/500uL) 0,20 APS (0.05g/500uL) 0,18
TEMED 0,06 TEMED 0,06

Tab. ¢é. 3: Prehledny seznam pripravy roztoka gelt uréenych
pro elektroforézu.

Sklicka diikladné docistime 80% etanolem. Na spodni ¢ast nalévaciho
stojanu umistime gumovou podlozku. Sklicka prilozime k sobé a nasadime do
stojanu. Nachystame gely vhodné hustoty (10 %), pficemz TEMED a APS
pridavame tésné pred nalévanim. Po napipetovani rozd€lovaciho gelu zakapeme
povrch destilovanou vodou a nechame gel utuhnout (ptiblizné 30 min). Pied
pipetovanim hiebinkového gelu odsajeme vodu ubrouskem. Poté napipetujeme
htebinkovy gel a vlozime hteben, ktery v gelu vytvori jamky. Hrebinkovy gel
necham zatuhnout (priblizné 20-30 min). Nachystané gely vlozZime do Running

pufru a nechame pres noc zakryté f6lii v chladnicce.

8.3.2 SDS PAGE

Slozime aparaturu potfebnou pro elektroforézu. Opatrné vytahneme
z geld hiebeny, aniz bychom poskodili jamky a vyplachneme je destilovanou
vodou. Gely vlozime do aparatury analijeme Running pufr po okraj skel.
Povarené vzorky (10-15 minut) kratce centrifugujeme a nasledné je pipetujeme
do jednotlivych jamek podle predem stanoveného rozpisu. Na nadobu s gely
nasadime viko, které soucasné zapojime do zdroje napéti. Elektroforézu
spustime na 100 V a ¢ekame, nez vzorky vstoupi do hiebinkového gelu a seradi
se do jedné linie podél rozdélovaciho gelu. Nyni zvySime napéti zdroje na
130 V a nechame probihat elektroforézu priblizné€ 2 h. Po vyjeti tzv. ¢ela (modry
pruh tvoreny Laemliho pufrem azbytkem proteini) z gelu ukoncime
elektroforézu a vytahneme gely z aparatury. Nyni nachystame aparaturu na
Western blot asoufasné nechame gely namocené v Running pufru, aby

nevyschly.
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8.3.3 Western Blot

Do vani¢ky nalijeme Transfer pufr a poté nachystame kazety s gely
a membranami. Priprava kazet je dokumentovana na obr. ¢. 9. Aparaturu s gely
a membranami zalijeme cerstvym Transfer pufrem. Do néastavce prilozime
ledovy blocek, zapojime aparaturu do zdroje a spustime prenos proteint
z polyakrylamidového gelu na PVDF membranu (Immobilon®-P, MILLIPORE,
USA) a to pri 280 mA/2-3h.

Po ukonceni prenosu proteint vytdhneme membrany a vlozime je do
blokovaciho roztoku obsahujiciho proteiny (odtuénéné mléko). Po 1 hodiné
vloZime membrany do primarnich protildtek a nechdme je inkubovat pres noc
pii 4°C. Primarni protilatky slijeme, membrany vytdhneme a promyjeme 3x po
dobu 15-20 min v TBS-T. Nasledné vlozime membrany do sekundarni protilatky
a inkubujeme je po dobu 1 h pfi pokojové teploté. Po 1 h inkubace membrany

opét 3x promyjeme v TBS-T po dobu 15-20 minut.

1 2 4
u J
Houbic¢ka Filtracni Gel Membrana
papir
5 6 7 8 ®

Prihlednou stranou
k Cervené casti
nastavce

Filtracni papir Houbicka

Obr. ¢. 9: Priprava kazet pii metodé Western blot. Jako prvni
vloZzime do aparatury houbicku, na kterou polozime filtra¢ni papir. Oba komponenty
musime dostateéné navlhéit v Transfer pufru. Nyni opatrné vlozime gel. Nasledné
priddme membranu, kterou predem namocime v koncentrovaném metanolu, aby
mohla probéhnout vazba proteini na membranu. Dale ddme navlhceny filtra¢ni papir
ahoubicku. Nyni aparaturu vloZzime do néstavce (upraveno podle protokolu
poskytnutého BFU, AVCR).
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Redéni vsech protilatek pro jednotlivé proteiny je uvedeno v tab. & 4.
Membrany vyvolavame standardnim zptisobem pomoci chemiluminiscenéniho
(CL) kitu. Nejprve membrany inkubujeme s vhodné zvolenym substratem
10-15 min. Po uplynuti doby inkubace CL signal vyvoldme na radiografické filmy
(Agfa, Belgie), na kterych jsou viditelné hledané proteiny. Poté filmy
naskenujeme a analyticky uréime optickou hustotu jednotlivych prouzka
(GIMP 2 a ImageJ).

Typ primérni protilatky Redéni PP Typ SP Redéni SP
eNOS (140kDa) - rabbit 1 : 1000 Anti-rabbit IgG 1:2000
P- eNOS (81177) (140kDa) - rabbit 1: 1000 Anti-rabbit IgG 1:2000
CaSR (130kDa) - mouse 1:1000 Anti-mouse IgG 1:2000
GPCR6A (110 kDa) - rabbit 1:1000 Anti-rabbit IgG 1:2000
I-CAM (CP54) (85-115 kDa) - mouse 1:1000 Anti-mouse I1gG 1:2000
ETB (50kDa) - mouse 1:1000 Anti-mouse IgG 1:2000
ETA (50 kDa) - mouse 1:1000 Anti-mouse IgG 1:2000
B-actin (42 kDa) - mouse 1:1000 Anti-mouse IgG 1:5000

Tab. &é. 4: Redéni pouzitych protilatek pro proteiny detekované
metodou Western blot. Ke kazdému proteinu uvedenému v tabulce je
zaznamenano fedéni jeho primarni protilatky (PP) a druh zvirete, ve kterém byla
vyprodukovana. Na pravé strané tabulky je popsan typ a fedéni sekundarni protilatky

(SP), ktera byla pouzita pro jednotlivé proteiny.

8.4 Statistické zpracovani namérenych dat

Data byla statisticky zpracovana pomoci softwaru Statistica pro Windows,
priemz byla vyuzita metoda jednocestni analyzy rozptylu (ANOVA). VSechna
data v grafech jsou zobrazena jako primérné hodnoty + S.E.M. Hodnota p<0,05
byla povazovana za statisticky vyznamnou. Pro zjednodusené zobrazeni
statistické vyznamnosti je tato hodnota uvedena v grafech podle nasledujiciho
klice: pismenem a je oznacen kazdy sloupec v grafu, ktery byl statisticky
vyznamny oproti prvnimu sloupci v fadé. Pismenem b je oznacen ten sloupec,
ktery byl vyznamny oproti sloupci druhému, ¢ oproti tfetimu a d oproti

¢tvrtému sloupci.
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9 Vysledky
9.1 L-arginin ovliviiuje produkci NO u mySiho modelu

a lidskych endotelidalnich bunék péstovanych in vitro

Jako prvni model pro stanoveni produkce NO byly pouzity mysi, z kterych
byla c¢ast ovlivnéna zvySenou koncentraci L-argininu v pitné vodé. Byly
sestaveny Ctyfi skupiny, které jsou podrobné specifikovany v kapitole
7.3.1. Izolace aort z mysi C57BL/6J. Produkce NO byla stanovena v plasmé mysi
a reprezentuje akumulaci nitritli a nitrati, koneénych produktti metabolizmu
NO. Jak je patrné zgrafu ¢. 1, oproti kontrolni skupiné (skupina I.),
nevykazovaly mysi ovlivnéné L-argininem (skupina III.) zvySenou produkci NO.
Teprve ve skupiné, kde byl injikovan roztok LPS (endotoxin) (skupina II.), doslo
k vyraznému zvySeni koncentrace NO. Zajimavym zjisténim bylo, Ze ve srovnani
s kontrolni skupinou injikovanou LPS (skupina II.), u mysi ovlivnénych
L-argininem a injikovanym LPS (skupina IV.) doslo témér k zdvojnésobeni této
koncentrace. Pro dal$i analyzu produkce NO byl pouzit model lidskych
endotelidlnich bunék (HUVEC). Vybrané skupiny bunék byly ovlivnény
zvySenou koncentraci L-argininu (1 mM) a acetylcholinu (1 uM), jak bylo
podrobné popsano v kapitole 7.3.3. Ovlivnéni lidskych endotelidlnich bunék
L-argininem a Acetylcholinem. Bylo zjisténo, Ze samotny L-arginin nedokézal
ovlivnit produkci NO u endotelidlnich bunék. Teprve po stimulaci bunék pomoci
acetylcholinu (1 pM) doslo k signifikantni zméné, ktera byla vyraznéjsi v pripadé
bunék, které byly péstovany v pritomnosti zvySené koncentrace L-argininu
(Obr. ¢. 1B).
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A Aorty B HUVEC
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L-arginin (1 mM) - - + +

ACh (1 pM) - + - +

skupina (1)
kontrola
L-arginin
skupina (IV)
L-arginin + LPS

skupina (Il)
skupina (Ill)

Graf ¢. 1: Produkce NO u mysi a lidskych endotelialnich bunék.
(A) Produkce NO naméfena pro jednotlivé skupiny v plasmé mysi. (B) Produkce NO
u lidskych endotelidlnich bunék (HUVEC) naméfena v kultivaénim médiu po 24 h

inkubace bunék v pritomnosti rozdilnych koncentraci L-argininu.
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9.2 L-arginin neovliviiuje koncentraci proteini u aort

izolovanych z mysi ani u lidskych endotelialnich bunék

Po homogenizaci mysich aort a lyze lidskych endotelidlnich bunék bylo
potvrzeno stanoveni koncentrace proteint v jednotlivych vzorcich. Bylo zjisténo,
ze v zadné sledované skupin€é mysi nebyly patrné vyznamné zmény
v koncentraci proteint stanovenych pro homogenizované aorty (graf ¢. 2A).
Podobné zavéry byly zjiStény pro lidské endotelidlni burky, u kterych nedoslo
k zdsadnim zménam koncentrace proteini v jednotlivich experimentalnich
skupinach (graf ¢. 2B).
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Graf ¢. 2: Koncentrace proteini detekovana ve vzorcich.
(A) Proteiny byly stanoveny ve vzorcich izolovanych aort, které byly nejdiive
homogenizovany slyzaénim pufrem. (B) Koncentrace protein byla stanovena ve
vzorcich lidskych endotelidlnich bunék, inkubovanych po dobu 24 h sriznymi

koncentracemi L-argininu a poté aktivovanych 10 min pomoci Acetylcholinu
(Ach, 1 ul).
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9.3 L-arginin ovliviiuje expresi a aktivaci eNOS u mysich aort
a lidskych endotelialnich bunék

vvvvvv

exprese a aktivace endotelidlni NO-synthasy. V experimentech bylo zjisténo, zZe
exprese eNOS je vyrazné podpofena jen v pripadé aort vystavenych zvysené
koncentraci L-argininu (Graf ¢é. 3A). Tato exprese navic nebyla zavisld na
pritomnosti LPS. V pripadé vzorki z aort se nepodarilo stanovit fosforylovanou
formu eNOS a tudizZ nelze potvrdit, zda zvySena exprese eNOS méla za nasledek
i jeji zvySenou aktivitu. U lidskych endotelidlnich bunék byla stanovena jak
totalni exprese eNOS, tak jeji fosforylovana forma (Graf ¢. 3B). Bylo zjisténo, Ze
L-arginin nemél vyrazny efekt na expresi eNOS ani na jeji maximalni aktivaci,
zaznamenané vdruhé minuté po aktivaci bunék Acetylcholinem (1 pM).
Z obrazku je ale patrné malé zvySeni aktivace eNOS u skupiny bunék

inkubovanych s L-argininem (1 mM) jiz pted aplikaci Acetylcholinu.
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Graf ¢. 3: Exprese a aktivace eNOS u aort a lidskych endotelidlnich
bunék. (A) Aorty zjednotlivych skupin mysi byly homogenizovany a exprese eNOS
byla stanovena pomoci Western blotu. Exprese f-actinu slouzila jako kontrola pro
totalni mnozstvi proteinu ve vSech vzorcich. (B) Bunky HUVEC byly ovlivnény riznymi
koncentracemi L-argininu po dobu 24 h a poté byly aktivovany pomoci Acetylcholinu
(Ach, 1 pl) a inkubovany v ¢asovém rozmezi 0-10 min. Exprese fosforylované formy
eNOS reprezentuje aktivaci enzymu. Exprese nefosforylované formy eNOS slouzi jako

kontrola stejného mnozstvi proteinu ve vsech vzorcich. VSechny obréazky reprezentuji
jedno z tf opakovani.
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9.4 L-arginin ovliviiuje expresi proteina dulezitych pro

regulaci fyziologické odpovédi endotelialnich bunék

V experimentech byly dale sledovany exprese proteinti, které hraji klicovou
roli priregulaci fyziologickych odpovédi vaskularniho endotelia. Byla to
adhezivni molekula I-CAM a rtzné typy receptorti (CaSR, GPCR6A, ETz, ETa),
jejichz aktivace vede ke zménam v intracelularni signalizaci u endotelialnich
buneék. Jak je patrno z grafu ¢. 4, pritomnost téchto receptorii byla sledovana jak

u mysich aort, tak u lidskych endotelidlnich bunék.

U mySich aort vysledky jednoznacné potvrdily, Ze L-arginin vyraznym
zptisobem podporuje expresi vSech sledovanych receptort (graf ¢. 4A). Zajimavé
je zjisténi, ze kromé proteinu pro ETa, byly tyto zmény castecné zavislé na
spoluptisobeni LPS. Pfiéemz samotné LPS nedokézalo vyvolat témér zadnou
zménu v expresi sledovanych proteinii. U lidskych endotelidlnich bunék byly
vysledky méné jednoznac¢né. V experimentech byly zaznamenany zmény
exprese proteini pro CaSR a ETa, jenz byly ale spojeny s piitomnosti
Acetylcholinu (1 uM). U ostatnich proteinti nenastaly zadné vyrazné zmény

v jejich expresi (graf ¢. 4B).
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Graf ¢. 4: Exprese ruznych proteini u aort a lidskych

endotelialnich bunék. (A) Aorty z jednotlivych skupin mysi byly homogenizovany
a exprese CaSR, GPCR6A, I-CAM, ETs, ETa byla stanovena pomoci metody Western
blot. (B) Buitkky HUVEC byly ovlivnény rtznymi koncentracemi L-argininu po dobu
24 h, a poté byly 10 min aktivovany pomoci Acetylcholinu (Ach, 1 pl). Néasledné u nich
byla stanovena exprese CaSR, GPCR6A, I-CAM, ETg, ETa. Exprese [B-actinu byla
stanovena pro kontrolu stejného mnozstvi totélniho proteinu ve vSech vzorcich.

Vsechny obrazky reprezentuji jedno z ti'i opakovani.
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10 Shrnuti

Byla zjisténa dilezita fakta, kterd potvrzuji unikatni roli L-argininu
v regulaci fyziologickych funkci vaskularnich endotelidlnich bunék. Byl ovéren
jiz znamy fakt, Ze zvySenim koncentrace L-argininu (jediného znamého
substratu pro NO-synthasu), dochazi ke zvysené tvorbé NO. Bylo zjiSténo, zZe
tato produkce musi byt nejdiive vyvolana spoluptisobenim faktort, jez efektivné
spoust&ji aktivaci eNOS. Uplné novym poznatkem prace je, Ze L-arginin
vyraznym zpusobem zasahuje do regulace exprese jak samotné eNOS, tak
i adhezivni molekuly I-CAM a rtiznych receptorti (CaSR, GPCR6A, ETa, ETs),

které jsou povazovany za dilezitou souc¢ast normalnich endoteliadlnich funkei.

Pii posuzovani spravné funkce vaskularnich endotelidlnich bunék je
produkce a biologick4 dostupnost NO povaZzovana za jeden z klicovych faktord.
Vychazime-li ztohoto predpokladu, je ziejmé, Ze jakykoliv podnét regulujici
produkei NO, miize mit za nasledek vznik ¢i prohloubeni endotelidlni dysfunkce,
ktera je dale spojena s rozvojem zavaznych onemocnéni (napt. srde¢né selhani,
diabetes, sepse) (Kardsek a kol, 2004). Jako prvni se pozornost obraci na
L-arginin, ktery je doposud jediny znadmy substrat pro endotelialni NO-synthasu

a tedy produkci NO v ramci vaskularniho endotelia.

V experimentech u mysiho modelu bylo prokazano, zZe samotné zvySeni
koncentrace L-argininu v organizmu, nebo v kultivatnim médiu nezptisobuje
zasadni zvySeni produkce NO. Pro tucely stimulace endotelidlnich bunék
anavozeni patofyziologického stavu byl v experimentech vyuzit model
peritonealniho zanétu indukovaného pomoci bakteridlniho endotoxinu. Tyto
podminky v kombinaci se zvySenim koncentrace L-argininu, meli za nasledek

signifikantni nartst produkce NO detekovaného v plasmé.

Podobnych vysledkt bylo dosaZeno i pro lidské endotelialni buriky, kde byl
pro jejich aktivaci vyuzit acetylcholin. L-arginin v kombinaci s acetylcholinem
zvy$il produkei NO. Tato data jsou ale v rozporu s vysledkem dostupnym ze
stanoveni fosforylace eNOS, kde se ukazalo, Zze L-arginin nemél na tento proces
zasadni vliv. Vysvétlenim miiZze byt zvySeni basilni produkce NO, ktera byla
stanovena pro vzorky plasmy. Bohuzel se nepodatilo fosforylaci eNOS stanovit

u vzorkl mysich aort.
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Na zikladé vSech téchto experimenti miizeme konstatovat, ze samotny
L-arginin vyrazné zvySuje expresi eNOS. Tato exprese, ale neni spojena se
zvySenou produkci NO. Teprve spoluptisobeni aktivatoru, jako je LPS nebo
acetylcholin, a zvysené koncentrace L-argininu ma za nasledek signifikantni

zvySeni produkce NO.

Zajimavym vystupem prace je, ze samotny L-arginin muze regulovat nejen
expresi eNOS, ale také expresi rtznych proteindi, vesmés receptort, které
mohou spolu regulovat aktivaci endotelidlnich bunék. Bez spoluptisobeni
endotoxinu dochézi pod vlivem L-argininu ke zvyseni exprese GPCR6A, ETa
a ¢asteéné i CaSR. Naopak exprese I-CAM a ETs je zavisla jak na pritomnosti
LPS, tak na zvySené koncentraci L-argininu. V ptipadé lidskych endotelidlnich
bunék se tyto pozorovani nepotvrdily. Zda se, ze experimenty mohou byt do
velké miry ovlivnény pouzitim specidlniho kultivaéniho média, které je
uzplisobeno na péstovani tohoto typu bunék. Médium obsahuje vyssi
koncentraci L-argininu, nez je jeho fyziologické rozmezi pro savce (40-120 uM)
a soucasné rustové faktory, které mohou zasadnim zplisobem ovliviiovat

fyziologické funkce endotelialnich bunék.
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11 Zavér

Prace potvrdila dilezitost aminokyseliny L-argininu nejenom z hlediska
produkce NO vaskularnimi endotelidlnimi bunkami, ale také z hlediska jim
zprostiedkované regulace exprese povrchovych receptorti a proteint diilezitych
pro fyziologické procesy vramci vaskularniho endotelu. Vysledky uvedené
v praci jsou unikatni a ¢astecné prispivaji k objasnéni dé€ji, které jsou klicové
pro potencialni vyuziti L-argininu v terapeutickych pristupech urcenych k 1é¢bé
riznych onemocnéni, prokazatelné spojenych se snizenou biologickou

dostupnosti NO.

Prace navazuje na predeslé experimenty, které byly a dale jsou provadény

na oddéleni Patofyziologie volnych radikalti na Biofyzikalnim tstavé AVCR.
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12 Seznam pouzitych zkratek

APS
BSA
CaSR
cGMP
EDHF

EDRF

EDTA
eNOS
ETA
ETB
GPCR6A
I-CAM
INF-y
iNOS
LPS
nNOS
NO+
NO-
NO-synthasa

PBS

ammonium persulfate

bovinni albumin

calcium sensing receptor

cyklicky guanosinmonofosfat
hyperpolarizujici faktor

endotelovy relaxacni faktor

(endothel derived relaxing factor)
kyselina etylendiaminotetraoctova
endotelova synthasa oxidu dusnatého
endotelinovy receptor typu A
endotelinovy receptor typu B

protein coupled receptor
intracellular adhesion molecule
interferon gamma

indukovatelna synthasa oxidu dusnatého
lipopolysacharid

neuronova synthasa oxidu dusnatého
nitrosonium

nitrosyl

synthasa oxidu dusnatého

phosphate buffer saline
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PGI2 prostacyklin

TEMED tetramethylethylenediamine
TH1 T-lymfocyty (subpopulace ,,helpers®)
TNF tumor necrosis factor
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15 Prilohy

15.1 Pouzité chemikalie

Acrylamid 4K — Losung (30%) AppliChem GmbH, Némecko
Albumin from bovine serum Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Amonium persulfat (APS), (NH4)2S208 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Némecko (50 mg APS bylo rozpusténo v 500 ul destilované vody uchovano

v lednici)

Anti f-actin antibody (mouse), Santa Cruz Biotechnology, USA

Anti CaSR antibody (rabbit), Sigma-Aldrich, USA

Anti ¢GKI antibody (rabbit), Santa Cruz Biotechnology, USA

Anti Endotelin receptor A antibody (mouse), Santa Cruz Biotechnology, USA
Anti eNOS antibody (rabbit), Cell Singaling Technology, USA

Anti GPCR6A antibody (rabbit), Santa Cruz Biotechnology, USA

Anti I-CAM (CP54) antibody (mouse), Santa Cruz Biotechnology, USA

Anti phospho eNOS (ser1177) antibody (rabbit), Cell Singaling Technology, USA
BCA Protein assay, Thermo Scientific, USA

Dihydrogen fosfore¢nan draselnyj (KH2P0O4), Lachema, Ceska Republika
DMSO (Dimethylsulphoxide), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Dodecylsulfate.Na-salt (SDS), C12H2504S.NaSERVA Electrophoresis GmbH,

Némecko

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid tetrasodium salt dihydrate ),Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Némecko

FBS (Fetal Bovine Serum - sterile), origin South AmericaBioClot GmbH,

Némecko
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Gentamycin sulfate SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko

Griess Reagent Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Hydrogen fosfore¢nan sodnij (Na2HPO4 x 12 H20)Penta, Ceska republika
Hydrogen uhli¢itan sodny (NaHCO3)Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Chemiluminiscenc¢ni kit, Thermo Scientific, USA

Chlorid draselny (KCI), Lachema, Ceska Republika

Chlorid sodnij (NaCl), Penta, Cesk4 republika

Integrin beta 3 (rabbit), Cell Signaling Technology, USA

L-arginin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas GmbH, Burlington, Kanada
Pierce® BCA Protein Assay kit, Thermo Scientific, USA

PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride)Fluka BioChemika, Svycarsko

Anti-mouse, rabbit IgG, Horseradish Peroxidase linked, Cell Signaling
Technology, USA

TEMED, N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine, (CH3)2NCH2CH2N(CH3)2,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Tris (hydroxymethyl) aminomethanSERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Némecko

Tween 20 Fluka BioChemika, Svycarsko
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15.2 Vystupy projektu

Vysledky nameérené v ramci této prace budou soucasti publikace, ktera bude
odeslana do prestizniho mezinarodniho ¢asopisu:

Vascular and immune responses to bacterial endotoxin are
regulated by availability of L-arginine: Role for signaling pathways
associated with G-protein coupled receptors.

M. Pekarova!, L. Kubala:, H. Martiskovat2, A. Klinke3, M. Rozehnalova,
O. Vasicek!, G. Ambrozovat2, H. Kolarova!, T.K. Rudolphs, S. Balduss3, A. Lojek!

Institute of Biophysics, Brno, Czech Republic; 2Masaryk University, Brno,
Czech Republic; sSHamburg University Heart Center, Hamburg, Germany.
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