FOSFOLIPIDY

chemicke slozeni a funkce v bunecnych
membranach; metody stanoveni fosfolipidu

fosfolipazy - produkty reakci (ceramid, DAG = 2nd
messengers) a stanoveni enzymovych aktivit lipaz

MASTNE KYSELINY
chemickeé struktury mastnych kyselin;

mastné kyseliny - 2nd messengers a prekursory
dalsich lipidnich signalnich molekul

stanoveni aktivity LOX, COX, CYP

POUZITi INHIBITORU SIGNALNi TRANSDUKCE
PLA,, PI-PLC, PC-PLC, DAG-lipaza;

inhibitory LOX, COX, CYP
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(aktivace PK, fosfataz,

Funkce DAG:
(aktivace PKC,
proliferaéni signaly aj.)

Sphingomyelin




HPTLC:

Fosfolipidy odvozené od glycerolu — skupinova analyza;
Sfingomyeliny — skupinova analyza;

Izolace skupiny pro dalsi analyzu (LC/MS)

LC/MS:

Stanoveni jednotlivych fosfolipidu
analyza celého vzorku (lyzatu bunék, liposomu apod.);
izolace HPTLC - analyza LC/MS;
separace skupin na kolonce SPE — analyza LC/MS
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Proc¢ stanovujeme fosfolipidy:

- slozeni bunécnych membran

- slozeni fosfolipida v liposomech

- kontrola cistoty izolovanych
fosfolipidi

- stanoveni enzymovych aktivit
(PLA,, PI-PLC, PC-PLC, PLD)

Priklad stanoveni PC-PLC:

- buniky znaceny [14C] cholinem a
[3H] kyselinou myristovou
(inkorporace do PC)

- extrakce lipidi (CHCI;:MeOH)

- separace TLC

- spray s barvickou (primulin)

- separace TLC v 2. mobilni fazi
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STANOVENI CERAMIDU A DAG METODOU
HPTLC




CH4(CH,), ,CH = CHCHOH

212
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Stimulace bunek, lyze

Imunoprecipitace (protilatka proti PI-PLC + protein
A - Sepharose)

PAGE a transfer proteini na membranu

Protilatka proti PI-PLC nebo proti fosforylovanemu
tyrosinu (detekce aktivované formy enzymu)
Vizualizace proteinu (ECL)
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fosfolipasa A/

lysofosfolipid
+

rachidonova kyselina

fosfatidylinositol

fosfolipasa C fosfoinositol

1,2-diacylglycerol
diacylglyccmli diuuy[giyucrnllip:Q

kinasa

fosfatidova monoacylglycerol

kyselina Y
fosfolipasa AI ; : .
P arachidonova kyseli

lysofosfatidova kyselina
+

arachidonova kyselina




NASYCENE MASTNE KYSELINY:
- maselna (4:0)

- laurova (12:0)

- myristova (14:0)

- palmitova (16:0)

- stearova (16:0)

NENASYCENE MASTNE KYSELINY:

olejova (18:1)

linolova (18:2, priklad n-6 kyseliny)
linolenova (18:3)

arachidonova (20:4)
eikosapentaenova (20:5)
dokosahexaenova (22:6)

METODA STANOVENI:

HPLC, fluorimetricka derivatizace
HPLC / radiometricka nebo
refraktometricka detekce

GC po derivatizaci (methylaci)

HPLC / fluorimetricka detekce
nebo HRGC/MS
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STRATEGIE DETEKCE KLICOVYCH SIGNALNICH
DRAH MECHANISMU TOXICITY XENOBIOTIK

EXPOZICE TESTOVANYMI LATKAMI

SPECIFICKE |
INHIBITORY |

AKTIVACE ENZYMU

|

Specifické inhibitory

S o A MODULACE SIGNALNi

PLA2, PI-PLC, PC-PLC,
a MAPK; antioxidanty

TRANSDUKCE A
GEN. EXPRESE

MODULACE BUN.
CYKLU, PROLIFERACE,
MEZIBUNECGNYCH
SPOJENI

e
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