METABOLISMUS POJIVA
PLICNICH CEV PRI
CHRONICKE HYPOXII
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Hypoxie — nedostatek O, v krvi (srdeCni nebo plicni
onemochneni).

Plicni hypertenze — zvyseni krevniho tlaku v plicnim
cévnim recisti (plicni arterie, veny, kapilary).

Remodelace cevni steny v perifernim plicnim recisti
je vyznamnym patogenetickym mechanismem vzniku
vSech forem picni hypertenze.

K remodelaci dochazi jak pri pobytu na vysokych
horach, tak u vrozenych nebo ziskanych srdecnich
chorob.




Kolageny cévni stény

Typ I a I1I 80%
(medie a adventicie)

8% A%
(bazalni membrany obklopujici hladké svalové bunky,
podklad pro endotelie)

8% Y%
(malé fibrily, doprovazi typ I a I1I)

Typ VI
(organizacni struktura, funk¢éni zabezpeceni velkych fibril
typu I a III)

Typ VIII
(doprovazi typ I a III)




CHRONICKA HYPOXIE PUSOBI

PLICNI HYPERTENZI




Periferni plicni cévy pri chronicke
hypoxicke plicni hypertenzi

Normoxie Chronicka hypoxie

Proliferace VSM
Fibroza
Vazokonstrikce




Prestavba a rekonstrukce pojivove tkane
pri chronické hypoxické plicni hypertenzi

Syntéza kolagenu a elastinu
Proliferace hladkého svalu

Poddajnost cévni stény

Poskozeni - uvolnéné radikalové slouceniny

ROS

NO
peroxinitrit

aktivace MMPs




HYPOTEZA mechanismu remodelace stény
perifernich plicnich cév

Hypoxie

|

Tkanové poskozeni
ZvySena kolagenolyticka aktivita
Stépy k(;»iagenu

A

Aktivace mesencﬁilymovych bunék

Rekonstrukce perifernich plicnich cév

Plicni hypertenze




Vypracovani techniky 1zolace

perifernich plicnich cév potkana




Preparace perifernich plicnich cév III. — V. fadu




Analyza kolagenu 1zolovan¢ho
z perifernich plicnich cev potkanu

vystavenych dlouhodobe hypoxii




*Extrakce nekolagennich bilkovin.

*Extrakce kolagenni frakce limitovanou
pepsinizaci.

* Analyza kolagenu SDS polyakrylamidovou
gelovou elektroforezou a pomoci
imunoblotovaci techniky.

* Analyza extraktu kolagenolytickych
enzymu pomoci zymografie.




Rozdé€leni kolagennich peptidi pomoci SDS
gelove elektroforezy
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Kolagenaza $tépi kolagen mezi 775 — 776 AK zbytky
(Gly — Ile/Leu)
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Aktivita kolagenolytickych matrixovych
metaloproteinas stanovena v extraktech z celé plicni
tkané pomoci zymografie na zelatiné

P T

kDa

B proMMP-9
G MMP-9
ProMMP-2

MMP-2

ProMMP-13

Novotna a spol., Life Sci 1998




Je hypoxii vyvolana
kolagenolyticka aktivita

prokazatelna v Casne fazi expozice
hypoxi1?




Elektroforeticky profil kolagenni frakce 1zolovane z
perifernich plicnich cév potkanu vystavenych
hypoxi1 4 dny

4 dny
hypoxie normoxie




Imunoblot kolagenni frakce extrahované
z perifernich plicnich cev potkanu vystavenych
hypoxi1 4 dny a potkanu normoxickych.

4 dny hypoxie normoxie Koll




Hypoxie

1. aktivuje v perifernich plicnich
cevach a v plicni tkani matrixove
metaloproteinasy,

2. vzniknou St¢py kolagenu,

3. Stépy kolagenu stimuluji rust
bun¢k hladkého svalu.




Vv fragmentovanc¢ho kolagenu na proliferaci
hladkého svalu ,,in vitro

fragmentovany kolagen
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Dny pokusu Bacakova a spol., EMP 2001




Inhibice aktivity matrixovych

metaloproteinas specifickym
inhibitorem




Pouziti syntetického inhibitoru matrixovych

metaloproteinas
Hypoxie

Tkanové poskozeni

ZvySeni kolagenolytické aktivity -
INHIBICE KOLAGENOLYZY
(BATIMASTAT, BB94)

Stépy koiagenu

Aktivace mesenchymovych bunék

Rekonstrukce cévni stény

Plicni hypertenze




Nizkomolekularni St€py kolagenu typicke pro
periferni plicni cévy zvirat vystavenych hypoxii
nebyly po podani batimastatu pritomny

—

Herget a spol., AJP 2003



Nizkomolekularni Stépy kolagenu (m.h. 76 kD),
typicke pro periferni plicni cevy zvirat vystavenych
hypoxii, po podani batimastatu témer vymizely
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NORMOXIE HYPOXIE Herget a spol., AJP 2003




Batimastat inhibuje zvySeni tlaku v plicnici
(PAP) pi1 chronické hypoxii
%

| % p<0.02
+

Batimastat Batimastat

NORMOXIE HYPOXIE
Herget a spo., AJP 2003




Pocet muskularizovanych distalnich plicnich cev u
potkanu vystavenych hypoxii byl po podani
batimastatu snizen
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NORMOXIE HYPOXIE Hergeta spo., AJP 2003




MECHANISM AKTIVACE MATRIXOVYCH METALOPROTEINAZ

SH Eeagents,

Mercurial Compouds,
Urea, SDS, GSSG,

+
ROS, Peroxynitrite
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Fropeptide Cleavage Site
Latent Form \ 4
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Profeinases
Cys)s—y (Flasmin)

HQH

Intermediate
HOH Form
T
$/7 MMPs
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Hypoxicke poskozeni

P

superoxid NO
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Peroxynitrit 4_@
(nitrotyrosin)

Hyperkapnie




CQO, jako antioxidant

CO,

O_
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peroxinitrit nitrosokarbonatovy aniont

CO> + *NO,
















Hyperkapnie brani vzniku nizkomolekularnich stépu

kolagenu
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Z.avér
Rekonstrukce perifernich plicnich ceév pri
hypoxicke plicni hypertenzi souvisi se zvySenou
kolagenolytickou aktivitou v jejich sténg.

Omezeni kolagenolyticke aktivity brani rozvoji
hypoxickée plicni hypertenze.

NaSe vysledky nas vedou k zavéru, ze
mechanismem vedoucim ke zvysSeni aktivity
matrixovych metaloproteinas je radikalove
tkanove poskozeni. (Herget a spol., Phys. Res. 2000)




