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Metabolismus pojiva plicních cév při chronické hypoxii

Cíl práce:

Cílem práce bylo studium metabolismu kolagenu v pojivové tkáni periferních plicních cév při hypoxické plicní hypertenzi. Chronická hypoxie stimuluje přestavbu plicních cév, zvyšuje se syntéza a ukládání kolagenu a elastinu v jejich stěnách a tím dochází ke vzniku plicní hypertenze.

Hypotéza:

Podle naší hypotézy vzniká po expozici hypoxii ve stěnách plicních cév  tkáňové poškození, protože se uvolňují radikálové sloučeniny typu ROS a peroxinitritu a tyto sloučeniny aktivují kolagenolytické enzymy. Vzniklé štěpy kolagenu aktivují mezenchymové buňky a buňky hladkého svalu v cévních stěnách, dochází k proliferaci a produkci zvýšeného množství kolagenolytických enzymů a dojde k rekonstrukci cévní stěny.

Experimentální část:

Byla vypracována unikátní metoda preparace periferních plicních cév potkana a metoda stanovení štěpů kolagenu pomocí kapilární elektroforézy. 

V extraktech z periferních plicních cév byly identifikovány štěpy kolagenu odpovídající své molekulové hmotnosti štěpům vzniklým po štěpení intersticiální kolagenázou. 

Dále byla v extraktech z periferních plicních cév i z celých plic potkanů vystavených akutní i chronické hypoxii zjištěna zvýšená kolagenolytická aktivita enzymům želatinázy A - MMP-2, želatinázy B - MMP-9 a kolagenázy MMP-13. 

Bylo zjištěno, že kolagenolytická aktivita se mění, jsou-li experimentální zvířata vystavena hyperoxii nebo se z hypoxie zotavují. V periferních plicních cévách byly nalezeny štěpy kolagenu o vyšší molekulové váze, které odpovídají odštěpení telopeptidů.

Hypoxickou plicní hypertenzi a kolagenolytickou aktivitu v periferních plicních cévách se podařilo snížit Batimastatem, specifickým inhibitorem matrixových metaloproteináz. Kromě toho, že Batimastat výrazně snížil arteriální tlak, hypertrofii právě srdeční komory a muskularizaci periferních plicních cév, nebyly v kolagenní frakci izolované z periferních plicních cév nalezeny nízkomolekulární štěpy kolagenu a snížila se aktivita kolagenolytických enzymů. 

Pro imunochemické a imunohistochemické analýzy byly připraveny monoklonální protilátky proti MMP–13, která byla pro jejich přípravu izolována ze srdcí potkanů vystavených krátkodobé hypoxii. 

Dále bylo zjištěno, že potkani vystavení hypoxii současně s hyperkapnií mají menší poškození kolagenní matrix než potkani vystavení hypoxii samotné. Při hyperkapnii nebyly v periferních plicních cévách nalezeny žádné nízkomolekulární štěpy kolagenu. 

Závěr:

Závěrem lze říci: prokázali jsme, že při pobytu v hypoxii se mění struktura kolagenní matrix periferních plicních cév, zvyšuje se kolagenolytická aktivita a tuto aktivitu lze zablokovat inhibitorem enzymů štěpících kolagen.
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