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Nazov rigoroznej prace: Stidium mechanizmu vazorelaxaéného Géinku biochaninu A ex vivo

na izolovanej aorte potkana

Flavonoidy su prirodné rastlinné sekunddrne metabolity, ktoré st zndme Sirokym spektrom
ucinku. Mnohé z nich maju priaznivé G€inky na ludsky organizmus. Maji protizapaloveé,

antioxida¢né ucinky a okrem toho pozitivny vplyv na kardiovaskularny systém.

Cielom tejto prace bolo zistit' mozné vazorelaxatné mechanizmy vybraného izoflavonoidu
biochaninu A. Vazorelaxacny potencial bol overeny v ex vivo podmienkach na izolovanych
aortalnych krizkoch potkana Wistar. Ziskané vysledky potvrdili davkova zavisla

vazodilataciu.

Chceli sme zistit, ¢i je jeho efekt zavisly na pritomnosti intaktného endotelu a zistili sme, Ze
jeho Uc¢inok je na pritomnosti endotelu nezavisly. Skiimali sme i vplyv biochaninu A na
membranové Ca?" kandly L-typu a & je jeho vazorelaxaény ucinok zavisly na
extraceluldrnom Ca**. Potvrdilo sa, Ze podobne ako nifedipin aj biochanin A blokuje kanaly
v plazmatickej membrane. Okrem toho bol tento flavonoid v prostredi bez Ca®" v zavislosti na
davke schopny vyvolat’ relaxdciu v prekontrahovanych kruhoch s fenylefrinom. Z toho

vyplyva, Ze jeho vazodilataény efekt je na influxe extracelularného Ca** nezavisly.



Abstract
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Title of Thesis: Mechanism of the vasorelaxant effect of biochanin A studied ex vivo on

isolated rat aorta

Flavonoids are secondary plant metabolities which are known for thein wide range of effects.
Many of them have beneficial effects on the human organism. Thay have anti-inflammatory

properties, antioxidant activity and positive effect on cardiovascular system.

The main aim of this thesis was to determine possible vasorelaxant mechanisms of action of
selected isoflavonoid biochanin A. The vasorelaxation potential was verified in ex vivo
conditions on isolated rat aortic rings. The results has confirmed dose-dependent induced

vasodilatation.

Our experiments confirm that the vasodilatatory effect of biochanin A is independent on the
function of endotel. Beside that the experimental part of this thesis is dealing with the effect
of this substance on Ca®" channels of L-type in the plasma membrane and whether
vasorelaxant effect is dependent on extracelullar Ca**. Our results confirm that similarly as
nifedipine biochanin A blocks these channels as well. Moreover biochanin A in the medium
without Ca?* was able to induce relaxation with increasing dose in phenylephrine
precontracted aortic rings. This shows that his effect is not dependent on the influx of

extracellular Ca?*.



1 Uvod

Kardiovaskularny systém je ststava 'udského tela, ktord zaist'uje transport latok, reguldciu
a udrziavanie homeostazy. Kardiovaskularne ochorenia postihujui ¢oraz vacsiu ¢ast’ populacie
v produktivnom veku v rozvinutych krajinach. Na etiopatogenéze sa podielaji lokélne
a systétmové mechanizmy. Najdolezitejsiu tllohu z centralnych mechanizmov ma sympaticky

(hlavny neuromediator noradrenalin) a parasympaticky systém (mediator acetylcholin).

Endotelova vrstva cievy ma z lokdlnych mechanizmov velky vyznam pri regulacii krvného
tlaku a okrem toho produkuje latky podielajuce sa na zrazeni krvi, rastovych faktoroch pre
delenie svalovych buniek,..atd’.. Pre spravnu funkciu musia byt v rovnovahe vazodilatacné,
vazokonstrikéné, proagregacné a antiagregacné latky. Pri naruSeni vznikd endotelidlna

dysfunkcia, ktord moze prispiet’ k zvySeniu kardiovaskularnej mortality.

Hladka svalovina ciev ma schopnost’ zaistit' riadiace mechanizmy. Ovplyvnenim tychto
mechanizmov alebo len svalu sa da regulovat’ krvny tlak. Latky, ktoré su schopné ovplyvnit

kontrakciu a relaxaciu hladkej svaloviny ciev delime na vazokonstriktory a vazodilatatory.

V sucasnosti sa pouziva velké mnoZstvo lieCiv s roznymi mechanizmami U¢inku, napriek
tomu sa neustdle hladaji nové Struktury. Jednymi z potenciondlne prinosnych latok st
prirodné flavonoidy, ktoré by mohli pomdct pri lie¢be vysokého krvného tlaku alebo
aterosklerdzy. Su to polyfenolické zluceniny, ktoré sa bezne vyskytuju v l'udskej potrave.
Existuje niekol’ko skupin flavonoidov a ich Uc¢inok na organizmus se moZze liSit. Priaznivé
ucinky polyfenolov boli najprv pridelené vyhradne ich antioxidaénym vlastnostiam kvdli
fenolovym Strukturam. Flavonoidy maju vyznamné ochranné ucinky proti réznym
kardiovaskularnym chorobam. Podl'a ich molekuldrnych Struktir sa delia na: flavonoly,
flavony, flavanony, izoflavony, antokyany a chalkony. Tato praca se bude zaoberat’ u¢inkami
flavonoidov na kardiovaskularny systém. Popisané budi mozné mechanizmy vazodilata¢ného

pdsobenia biochaninu A na preparatoch aorty potkana.



2 Teoreticka ¢ast’

2.1 Kardiovaskularny systém

Kardiovaskularny systém distribuuje v organizme kyslik a vyzivné latky k tkanivam, splodiny
k exkre¢nym organom a transportuje hormény k cielovym organom. Skladd sa z krvného
a lymfatického vaskuldrneho systému. Krvny vaskularny systém sa sklada zo srdca a krvnych
ciev, ktoré¢ sa delia na artérie, kapilary a vény. Artérie tvoria rozvetveny systém a ich hlavnou
funkciou je prinaSat kyslik a nutriéné latky k tkanivam. Kapilary formuji prepojent siet’
v tkanivach atu dochadza k vymene latok medzi krvou a tkanivom. Splyvanim kapilar
vznikaji  vény, ktoré distribuuyji krv s vysokym obsahom CO2 (oxid uhlicity)
a s metabolickymi produktami k srdcu. Lymfatické cievy sa nachadzaju blizko ciev aich

funkciou je odvadzat’ prebyto¢nt tekutinu z medzibunkovych priestorov.

Proces novotvorby ciev vplyvom endotelidlneho rastového faktoru je angiogenéza. Stena ciev

je tvorena 3 vrstvami: tunica intima, tunica media a tunica adventitia. (Konradova et al.2000)
2.1.1 Histologia ciev

2.1.1.1 Tunica intima

Tunica intima sa sklada z vrstvy endotelovych buniek, ktoré tvoria longitudinalne usporiadané
polygonalne ploché elementy.

Nie je to pravy epitel, lebo vznika z mezenchymu. Ploché jadro je uloZené v centralnej oblasti
bunky a okolo jadra sa nachddza Golgiho komplex, mitochondria, ribozomy a malé cisterny
granularneho endoplazmatického retikula. Vyskytuja sa tu i elementy cytoskeletu. Pritomnost’
tychto mikrofilamentov suvisi pravdepodobne so schopnostou tychto buniek kontrahovat.
Tieto bunky patria medzi dlhoZijuce elementy. Maju nizku mitoticktl aktivitu. Okrem toho
maju antitrombogénny ucinok. Zabranuji styk krvnych dosti¢iek so subendotelovym
tkanivom, ktoré je tvorené kolagenovym védzivom. Ten je miestom mozného rozvoja
ateroskelerotickych zmien. Proti aktivacii a agregacii krvnych dosti¢iek pdsobi prostacyklin,
trombomodulin, NO a tkanovy aktivator plazminogén. Lumindlna vrstva je potiahnutd vrstvou
glykokalyxu, ¢o dava endotelu nezmacavost’, negativny naboj a umoziuje vizbu rdznych

molekul. (Konradova et al. 2000, Liillman et al. 2012)



Funkcia endotelu sa 1iSi podla tseku cievného rieCiska. Funguje ako semipermeabilna
membrana. ZabezpeCuje selektivny transport latok. Tieto latky moézu prechadzat
paracelularne alebo transceluldrne. Lipofilné latky, ako napriklad kyslik a CO; prechadzaju
rychlo cez vrstvu a hydrofilné latky cez pory. Vo vode rozpustné latky mozu okrem toho

prechadzat’ aj transcytézou medzi bunkami. (Khaled et al. 2015)

Endotel reguluje imunitné a zapalové reakcie tvorbou adhéznych molekul (E-selektiny,
ICAM-1) a cytokinov. Metabolizuje rézne hormony a modifikuje lipoproteiny. (Khaled et al.
2015)

Lokalne reguluje cievny ton, prietok krvi a krvny tlak. Endotelidlne bunky produkujt
vazoaktivne latky ako odpoved’ na zmeny prietoku krvi. Tie bunky st v kontakte
s najvnutrejSou vrstvou hladkych svalovych buniek atvoria takzvany myoendothelovy

kontakt. ( Khaled et al. 2015)

Tromboxdn A, endoteliny su latky posobiace vazokonstrikéne a prostacyklin s EDHF
(hyperpolarizaénym faktorom) vedia k relaxacii hladkého svalstva. Na povrchu endotelu je
ulozeny enzym vyvolajuci konstrikciu ACE (angiontenzin-konvertujuci enzym), ktory
aktivuje angiotenzin Il a inaktivuje bradykinin a ovplyvni i syntézu ET-1 (endotelin-1).

(Khaled et al. 2015)

Pri zvySenej linearnej rychlosti toku krvi dojde k uvolneniu NO (oxidu dusnaty), ktory
sposobuje vazodilataciu. Je to ochranny mechanizmus, ktory brani v cievach vzniku vysokej
linearnej rychlosti a tym turbulentnému pradeniu. Ten totizto by mohol narusit’ celistvost’
endotelu a vytvorit’ riziko vzniku trombu. NO je syntetizovany premenou L-argininu na
L-citrulin ¢o je katalyzované NOS (NO-syntdzou). Existuji 4 typy NOS: neuronélna,

endotelialna, mitochondridlna a indukovatel'na v makrofagoch. (Khaled et al. 2015)

Okrem zmienenych u¢inkov zohrava tlohu 1 pri proliferacii buniek. Rastové faktory ako su
EGF (endotelovy rastovy faktor), VEGF vaskularny endotelovy rastovy faktor), PDGF
(dostickovy rastovy faktor) a angiotenzin Il podporuji rozmnozovanie buniek. Pomocou NO,

PGI2 (prostacyklin) a TGF-  inhibuju proliferaciu. (Khaled et al. 2015)
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Obrazok ¢. 1 Funkcia endotelu

Zdroj:

https://www.google.cz/search?g=function+of+endothelium&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0a

hUKEwi4rpKO3rTiAhXfWxUIHTQKAZkQ_ AUIECgB&biw=1366&bih=576#imgrc=QThIE5SgpAjimQuM:

2.1.1.2 Tunica media

Hlavné elementy tejto vrstvy su hladké svalové bunky, ktoré produkuju medzibunkovit hmotu
ast spojené pomocou gap junctions. Tunica media obsahuje glykosaminoglykany,
chondroitin sulfat, proteoglykdn a okrem nich sa vyskytuji rézne elastické a retikularne
vldkna, ktoré davaju elasticitu vrstve. Nervy st vldkna autonomného nervového
systému. Vetvia sa vo vrstve, atym inervuji hladka svalovinu. (Konrddova et al. 2000,

Liillman et al. 2012)
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https://www.google.cz/search?q=function+of+endothelium&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwi4rpKO3rTjAhXfWxUIHTQKAZkQ_AUIECgB&biw=1366&bih=576#imgrc=QThIE5qpAjmQuM:

2.1.1.3 Tunica adventitia

Hlavnou sucast'ou tejto vrstvy je kolagénové vézivo.

Jednotlivé Casti cievneho systému sa liSia v Gprave jednotlivych vrstiev. V miestach s vySsim
tlakom je tunica media silnejSia a bohata na svalové bunky aj na elastické vlakna. (Konradova

et al. 2000, Liillman et al. 2012)

Vyziva je zaistovand difuziou a imhibiciou vyzivnych latok a kyslika z krvi. Cievy s va¢Sim
priemerom ako Imm maji vyvinuty systém vlastnych ciev, tzv. vasa vasorum. Tie vznikaju
ako vetvy artérii a vyZzivuju alebo st zasobované susednymi artériami. Castejsie sa vyskytuja
v stenach zil ako v artéridch, kvoli nizsej koncetracii kyslika vo ven6znej krvi. (Konradova et

al. 2000, Liillman et al. 2012)

Viacsina krvnych ciev obsahujice hladké svalové bunky ma mohutne vyvinuta siet
nemyelinizovanych vazomotorickych nervovych vldken. Hlavnym neuromediatorom je
epinefrin. Jeho uvolnenie spdsobuje vazokonstrikciu. (Konradova et al. 2000, Liillman et al.

2012)

Artérie

Su takzvané rezistentné cievy regulujuce dodatocné napétie pri ejekcii krvi pocas systoly.
Podl’a priemeru sa delia na arterioly a artérie. Tunica intima v endotelovych bunkéch arteriol
obsahuje protein potrebny pre koagulaciu krvi (Willebrandov faktor). Tunica media je zasa
zloZena z viacerych vrstiev hladkych svalovych buniek. Endotelové bunky vysielaji malé
vybezky, ktoré prichddzaju do styku s hladkymi svalovymi bunkami. Tie umoZnia pdsobenie
cirkulujucich polypeptidov pocas reguldcie krvného tlaku. Interna elastickd lamina zlozena
z elastinu sa nachadza v intime, ktord obsahuje pory umoziujuce difuziu latok z krvi.

(Konradova et al. 2000, Liillman et al. 2012)
Artérie je mozné rozdelit’ na artérie svalového a elastického typu.

Do prvej skupiny patria artérie malého a stredného kalibru, ktoré maju silni stenu. Tunica
media tychto artérii je tvorena az zo 40 vrstiev hladkych svalovych buniek. Tieto bunky st
usporiadané do svédzkov tvoriacich Spirdlu v nizkom zavite. Medzi nimi sa nachadzaju
elastické vladkna. V stenach vrstvy tunica adventitia si umiestnené nervové vlakna, lymfatické

kapilary a vasa vasorum. Vlastnia regulacny aparat, ktory je v stene. Tepny v blizkosti srdca
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plnia funkciu pruzniku. Transformuju pulzéaciu krvi na kontinualne pradenie. (Konradova et

al. 2000, Liillman et al. 2012)

Artérie vel'kého kalibru su elastického typu. Do tejto skupiny patri aorta a truncus pulmonalis.
Medzi endotelovymi bunkami su vytvorené zonula adhaerentes, tight junctions a gap
junctions. Tie oddel'uji priestor od hlbsich vrstiev, riadia prienik plazmy a brania kontaktu
krvnych elementov s medzibunkovou hmotou. Tunica intima tychto artérii je hrubsSia ako
u artérii svalového typu. Membrana fenestrata sa nachddza vo vrstve tunica media
koncentricky usporiadane. Zaistuje kontinualny tok krvi v priebehu srdcovej diastoly.

(Konradova et al. 2000, Liillman et al. 2012)

2.1.2 Vény

Zily, kapacitné cievy, maja vplyv na srdcové predpitie, a preto aj na velkost komory podas
diastoly.

Delime ich na venuly avény, podobne ako artérie. Tunica adventitia je u zil vSeobecne
silnejSia vocCi artériam, ktoré maji hrubSiu tunicu mediu. Tunica adventitita sa sklada
z kolagénového viziva tvorené¢ho z kolagénovych vlikien. V tejto vrstve sa vyskytuja
aj hladké svalové bunky. Strutkiira velkych vén sa meni v zavislosti na lokalizacii. Velké
tepny leziace pod uroviiou srdca obsahuju zvézky longitudinalne usporiadanych hladkych
svalovych buniek, ktoré speviiuju stenu vény a zabranuju jej distenzii. V malych a stredne
velkych vénach sa nachadzaju chlopne, ktoré su typické hlavne pre dolné koncatiny. Su to
kapsovité vychlipky vrstvy tunica intima tvorené elastickym vizivovym tkanivom leZiacim
proti sebe. Ich hlavnou funkciou je usmerniovanie toku krvi smerom k srdcu. Ich uzavretie

brani spdtnému toku krvi. (Konradova et al. 2000, Liillman et al. 2012)

2.1.3 Kapilary

Typické kapilary st Siroké, aby prechodne deformované erytrocyty boli schopné prechodu.
Stena je tvorend jednou vrstvou endotelovych buniek, ktoré sa tocia a vytvria tak cylindricky
priestor. Tieto bunky st ploché a pinocytické vezikuly zaistuji transcelularny transport
roznych latok.Velky pocet tychto vezikul sa vyskytuje aj vo svalovom tkanive. V kapilarach
nervového systému je ich zase malo. Rozdiel v permeabilite ovplyvni aj pocet a charakter
zonulae occuldentes. Pericyty obklopujii endotelové bunky, ktoré vytvoria bazilnu laminu
a obsahuju proteiny (aktin, myozin, tropomyozin) umoziujice kontrakciu buniek. Okrem
toho prispievaju k diferenciacii endotelu a zabrafiuji nadbytoéni novotvorbu kapilar.

(Konradova et al. 2000, Liillman et al. 2012)
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Podla struktary endotelovych buniek je mozné kapilary rozdelit’ na 4 skupiny. Kapilary so
stvislou vystelkou neobsahuji Ziadne péry ani fenestracie. St to somatického typu. Dalsiu
skupinu tvoria kapilary fenestrované, visceralne, ktoré obsahuju otvory prepazené
diafragmou. Diafragma je tenSia ako biologicka membrana a niekedy hrubSia v centralnej
oblasti. Typicka je pre organy, kde dochadza k rychlej vymene latok. Kapilary s pérmi su
typické pre glomeruly obli¢iek. Poslednt skupinu tvoria sinusoidné kapilary. V okoli kapilar
sa vyskytuji makrofagy, napr. v peCeni alebo v kostnej dreni. Vymena latok medzi krvou
a tkanivom je jednoducha, ale tok krvi je vyrazne spomaleny. Plyny a latky s hydrofobnymi
vlastnostami mézu volne prestupovat’ po koncentratnom spadu. Hydrofilné latky a voda,
ktoré neprechadzaju pasivaym transportom, mozu prestupovat’ transcelularnou alebo
paracelularnou cestou. Transceluldrna cesta je umoznend Specidlnymi prechodmi alebo
transportnymi mechanizmami. U paraceluldrnej cesty zélezi prestup na pritomnosti tight

junctions. (Konradov4 et al. 2000, Liillman et al. 2012)

Pred systémom vldsocnic sa nachadzaju prekapildry. Prekapildrny sfinkter je prstenec tvoreny
hladkymi svalovymi bunkami, ktory reguluje prietok krvi kapilarmi. Na konci kapilarneho
systému s postkapilary. Tie umoznia prienik tekutin a krvnych elementov do tkaniva a su
citlivé na vazoaktivne latky (histamin, serotonin). (Konrddova et al. 2000, Liillman et al.

2012)

Arteriovenozne anastomoézy a glomy tvoria siet’ medzi artériami a vénami. VicSinou su tieto
spojenia na Urovni vel'mi malych tepien. St bohato zisobené vegetativnymi nervovymi
vlaknami a hraja doélezitd ulohu pri termoregulécii, regulacii krvného tlaku, menStruacii

a erekcii. (Konradova et al. 2000, Liillman et al. 2012)

Organy s vysokou metabolickou aktivitou maja bohatt kapilarnu siet. Portdlne systémy sa
delia na arteridlne a vendzne. Prva skupina sa nachadza v oblickach. Vas efferens sa rozvetvi
a tvori glomerulus. Z neho vystupuje vas efferens, ktord tvori kapilarnu siet’ okolo tubulov
oblicky. Venozny portalny systém sa nachddza v peCeni. Venae portaec sa v lalocikoch
rozpadd na siet’ krvnych sinusoidov, ktoré ustia do vena centralis a do vena hepatica. To
umozni horménom a vyzivaym latkam prestup pred tym, ako sa krv vrati do srdca.

(Konradova et al. 2000, Liillman et al. 2012)
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Cievy su obklopené vizivom, do ktorého priamo prechadza tunica extra. Tym vytvoria
mriezkovitu Strukturu, ¢o im zabezpeci pruznost’. Na koncatinach je ¢asto tepna a jej subezné
zily uzavrena v spolo¢nom vidzivovom obale (vagina vasorum). (Konradova et al. 2000,

Liillman et al. 2012)

2.14 Aorta

Aorta, srdcovnica, je najvdcSia diametralna artéria v tele, ktord vystupuje z lavej srdcovej
komory a zostupuje vedla chrbtice. Vzostupna Cast’ aorty (Aorta ascendens) je oddelena od
lavej srdcovej komory aortdlnou chlopiiou. Zaciatok ma vlastni vasa vasorum, ktorad
pochadza zkorondrnych tepien. Obluk aorty sa vetvi na tri hlavné vetvy (Truncus
brachiocephalicus, Aorta carotis communis a Aorta subclavia sinsitra), ktorych hlavnou
funkciou je zdsobovanie hornej Casti tela a hlavy. Konecnd zostupna cast’ aorty (Aorta

descendens ) sa vetvi na hrudnu a brusnu &ast’. (Cihak 2002)

Aorticarch
Ascending
thoracic aorta
Aorticroot
Descending

thoracic aorta

Abdominal
aorta

Obrazok ¢&. 2 Aorta (Cihak 2002)
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2.2 Hladky sval

2.2.1 Struktira hladkého svalu

Hladké svalstvo sa vyznacuje rozt'aznostou a plastickost’ou. Okrem toho je schopné i mitozy.
Povrchova membrana hladkej svaloviny obsahuje vel'ké mnoZstvo receptorov a v ich blizkosti
sa nachadza SR (sarkoplazmatické retikulum). V priecne pruhovanom svale je hladké ER
(endoplazmatické  retikulum) vysoko diferenciované. M4  Specidlne  oznacenie,
sarkoplazmatické retikulum, ktoré sa zacastni na kontrakcii myofibril. (Liillman et al. 2012,

Trojan et al. 2003)

Vonkaj$i obal je tenkd vrstva polysacharidov s kolagénovymi vldknami. Cytoplazma s
organelami sa nazyva sarkoplazma. Myofibrily st takzvané cylindrické organely
z kontraktilnych elementov (aktin, myozin) organizované¢ do sarkomér. Tvoria fibrilarny
proteinovy komplex, ktory je funkénou castou svalového vldkna. SR s T-tubularnym
systémom tvori vnltorny vodiaci systém. AP (akény potencidl) sa §iri pozdl'Z sarkolemy cez
T-tubulérny systém a depolarizuje cisterny a SR. Regulaciou koncetracie Ca®* v sarkoplazme

hré SR dolezita tlohu pri ur¢ovani kontrakcii. (Liillman et al. 2012)

V' bunkach sa oddelia vapenaté i0ny a zabezpec€i sa nizka koncetracia v sarkoplazme. Pocas
excitacie a depolarizicie dochddza k otvoreniu iénovych kanalikov a malé mnozstvo Ca®*
vstupi cez plazmaticki membranu. To stimuluje d’alSie uvolnenie zo SR. Pri repolarizécii su
reabsobované, ¢o je dolezity braniaci mechanizmus vzniku dalSieho svalového napitia.

(Toyoshima et al. 2000)

V jednotkovom hladkom svale gap junctions umoZznia elektricki vdzbu membran a Sirenie
depolarizacie. V hladkej svalovine sa nachadzaji Specidlne pacemakerové bunky. Rytmicky
tvoria AP, ¢im udrziavaji svalovy tonus hladkého svalstva. Druhy typ predstavuje
viacjednotkovy hladky sval, ale jeho bunky v provnani s predoSlymi, nie st spojené. To
znamend, ze kontrakcia sa v filom nesiri, ale je citlivy na niektoré mediatory a hormony.
(Trojan et al. 2003)

V miestach s velkym mnozstvom svalovych buniek lezia bunky tesne vedla seba a tvoria
vrstvy, pruhy alebo protibezné systémy. Su pokryté bazdlnou membrianou a upevnené
pomocou elastickych a kolagénovych vlakien, ¢o umoziiuje prenos tahovych sil. Svalové
bunky obsahuji dva systémy prepojenych filamentov: cytoskelet a siet’ aktinovych a

myozinovych filamentov. Cytoskelet je =zlozeny =z intermedidlnych filamentov
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(dezmin,vimentin ) a nesvalového aktinu. Je upevneny v zonach zahustenia v cytoplazme a
zabezpeci upevnenie kontraktilného aparatu. Myofilamenty st usporiadané Sikmo. (Liillman
et al. 2012)

Mechanické spoje medzi tymito bunkami zaistuje ECM (extracelularny matrix). Aktinové
filamenty su v pripojovacich miestach napojené na integriny, ktoré sa viazu na rézne zlozky
ECM. Pomocou tohto ret'azca je napitie prenesené cez sarkolemu a ECM na susedné bunky.

(Liillman et al. 2012)

2.2.2 Mechanizmus kontrakcie

Nervové vldkna tvoria varikozity vyplnené vezikulami, ktoré exocytézou uvolnia rdézne
mediatory. V blizkosti tychto varikozit sa nachddzaja krvné cievy leziace blizko svalovych
membrén, kde priamo riadia motoriku. Sirenie je zaistené spojenim membran elektronicky a
postupnym Sirenim vilny zvySenej koncetracie medidtora v medzibunkovom priestore. Na
vznik akéného potencidlu ma vplyv prad sodikovych a véapenatych idénov. V bunkich sa
nachadzaju kontraktilné vlakna, aktin a myozin, ktoré su v denznych telieskach a paskach
z aktinu. Mnozstvo aktinu je vysSie ako v kostrovej svalovine, a to kvoli vySSiemu obsahu
tropomyozinu. Moyozinové a aktinové filamenty netvoria vysoko usporiadanu Struktiru
sarkomer, tym padom je rozpdtie dielky hladkého svalu aktivnej tenzie vysoké. Interakcia
myozinu a aktinu je riadena komplexom kalmodulin-Ca*", ktory katalyzuje fosforylaciu hlavy
myozinu pomocou cAMP (cyklicky adenozinmonofosfat). Aktivovany myozin interaguje
s aktinom, a tym ddjde ku kontrakcii. Relaxacia je naopak spojend s defosforylaciou myozinu
myozinfosfatazou.

V pokojovej faze sa 2 proteiny, troponin a tropomyozin, viaZzu na aktin a inhibuju interakciu
medzi aktinom a myozinom. Zména koncentracie idénov pocas depolarizacie zmeni
konformdciu proteinov a aktin s myozinom interaguje. (Trojan et al. 2003)

Vlastny proces je regulovany intracelularnou hladinou Ca**. Koncetracia tohto i6nu méze byt
zvysena vstupom extracelularného Ca®" a uvolnenim z intraceluldrnych zsob umiestnenych
v SR. Pri reguldcii a ukonceni stahu maju vyznam aj iné organely, ktoré vychytavaju Ca®"
ako napr. mitochondrie. Depolarizicia membrany vyvola zvysent difuziu Ca*" do bunky cez
kanaly a uvol'nenie zo SR, a to bud’ priamym pdsobenim elektrického pol'a, alebo zvySenou

hladinou v cytoplasme. (Trojan et al. 2003)
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2.3  Ioénové kanaly

I6nové kanaly v plazmatickej membrane a v ER hladkej svaloviny v ciev maji délezita ulohu
vreguldcii koncetracii Ca®’. Intracelularny Ca®" v hladkej svalovine je hlavnym
determinantom vaskuldrneho ténu a kontroluje aktivitu MLCK (kinaza lahkého retazca
myozinu ) a ich fosforylaciu.

Ionové kanaly ovplyvnia membranovy potencial, o ma vplyv nie len na influx Ca*" cez
napdtovo riadené kandly, ale i na elektrochemicky gradient i6nov. Su ovplynené
vazokonstriktormi a vazodilatatormi.

V plazmatickej membrane hladkej svalovine sa vyskytuji nasledujiice id6nové kanaly:
napdtovo riadené draslikové kandly, vapnikom aktivované draslikové kanaly, napitovo
riadené vapenaté kandly a TRP kandly. Membrdana ER obsahuje ryanodinové receptory a

inozitol-1,4,5-trifosfatové receptory. (Tykocki et al. 2018)

K‘V‘l»x sz] Kvg Kv3l Kv4x KV?.X Cth'z Cav:;‘x

TRPV TRpy 1
" A Trpp

mmwm

(Endoplasmic reficulum)

Obrazok ¢. 3 Ionové kanaly v plazmatickej membrane a v endoplazmatickom retikule

(Tykocki et al. 2018)

2.3.1 Napitovo riadené vapenaté kanaly (BKca)

Hlavnym podnetom otvorenia tych kanélov je depolarizdcia membrany kvoli vtoku Na*, Ca?*
a Cl” 16nov alebo blokécia draslikovych kandlov. Negativny ndboj na vnutornej strane
membrany udrZzuje tie kanaly uzatvorené. Ked’ zacne na intraceluldrnej strane bunkovej
membrany naboj klesat’, dochddza ku konformacnej zmene kanalového proteinu a kanély sa

otvoria. (Veizerova et al. 2007)
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LVA (low voltage activated) je nizkoprahovy kanal, ktory je aktivovany aj inaktivovany
malou depolarizaciou. Je zastiipeny vo velkom mnozstve buniek ako napr. neurdny, hladky
sval, sinoatridlny uzol, a je spdjany s pacemakerovou aktivitou. HVA (high voltage actiavted)
su vysokoprahové kandly aktivované vel’kou zmenou membranového potencialu a otvarajiace
sa na dlhu dobu. Su zastupené v kardiovaskularnom systéme, endokrinnych bunkach a
v neuréonoch. Alfa subjednotka je funkéna cast’ kandlu a beta subjednotka mé modulac¢na

ulohu. (Veizerova et al. 2007)

BKca kanaly sa nachadzajii v réznych bunkich a su zapojené do regulacie dolezitych
fyziologickych procesov: uvolnenie neurotransmiterov, kontrakciu hladkej svaloviny.
(Brenner et al. 2000; Herrera et al. 2000, Raffaelli et al. 2004) Napriklad v endotelovych
bunikdch ovplyvnia hyperpolarizaciu, vazodilataciu a zlepSia endotelidlnu dysfunkciu.
Ovplyvnia aj vazodilatdciu koronarnych artérii. Mediator, hyperpolarizacny faktor, aktivuje

tie kanaly a latky sposobujuce vazokonstrikciu inhibuju tie kandly. (Vetri et al. 2014)

Latky vyvolajice vazokonstrikciu ako napriklad norepinefrin, endotelin, angiotenzin II,
serotonin pdsobia cez G4PCR (receptor spojeny s Gg-proteinom). Su spojené s fosfolipazou a
vytvoria DAG (diacylglycerol), ktory v pritomnosti Ca** iénov aktivuju PKC (proteinkinaza
C). Ten fosforyluje vapenaté kanaly a zvySi pravdepodobnost’ otvarania tych kandlov. GgPCR
aktivacia moze stimulovat’ PIP;K (fosfatidylinozitol 3-kinaza) a ten ma vplyv na PKC, ktory
aktivuje SRC a zéaroven véapenaté kanaly. PIP3K bez zapojenia PKC a SRC je tiez schopny
aktivacie. Integriny su tieZ schopné spustenia SRC signélnej drahy. (Tykocki et al. 2018)

Agonisti GsPCR (receptor spojeny s Gs-proteinom) ako napriklad adenozin, prostacyklin,
isoproterenol, aktivuju AC, ktory vyvolaju zvySent tvorbu cAMP a ten aktivuje PKA
(proteinkinaza A). Fosforylacia PKA zvysi aktivitu Ca®". (Tykocki et al. 2018)

Membranova hyperpolarizécia vyvolana otvaranim draslikovych kanéalov a blokaciou vstupu
Na®, Ca?" a CI' i6nov deaktivuje tie kanaly. Okrem toho vysokd hladina cAMP a NO
deaktivuje tiez. Dihydropyridinové derivaty (nifedipin, nimodipin), fenylalkylamin
(verapamil) a benzotiazepin (diltiazem) st selektivne blokatory napédtovo riadenych kanalov.

(Tykocki et al. 2018)
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Draslikové kanaly maja hlavni ulohu v reguldcii membranového potencidlu buniek ciev,
ktory ma priamy vplyv na téonus. Funkény draslikovy kanal obsahuje Styri alfa podjednotky a
tie tvoria cestu pre prechod iénov. Beta podjednotky moduluju ich vlastnosti a zvySuja

diverzitu kanélov. (Cox 2005)

Aktivitu a vlastnosti tychto kandlov ovplyviiuje fosforylacia. Vazokonstriktory sa viazu
hlavne na G proteiny, ktoré aktivuju Specifické fosfolipazy. Tie tvoria druhych poslov DAG a
IP; (inozitol-1,4,5- trifosfat) a spolu s vapenatymi id6nmi aktivuja proteinkinazu C. (Standen et
al., 1998). Vazodilatatory aktivuju adenyldtcyklazu alebo guanylatcykldzu. Tie enzymy
zvySuju cAMP a ¢cGMP (cyklicky guanozinmonofosfat) a aktivuju proteinkindzu A, ktoré
fosforyluju tie kandly. (Tykocki et al. 2018)

2.3.2 Napitovo riadené draslikové kanaly (Kv)
Su aktivované membranovou depolarizaciou a negativne reguluji membranovy potencial

spolu s BKca kanalmi. (Jackson 2005) Ich aktivita udrzuje pokojovy membranovy potencial.

Agonisti posobiace cez GsPCR stimuluju tvorbu cAMP a aktivaciu PKA, ktory fosforyluje
kandliky. Medzi dalSie kinadzy ovplyviiujice K, patria Rho-kindza, Ca/kalmodulin-
dependentna kinéza II a kasein kindza. Vazodilatatory ako NO, H20; a H2S méZu aktivovat’
tie kanalky takisto. Latky vyvolajice vazokonstrikciu pdsobia cez receptory spojené s Gq
inhibuji ich Cinnost’ ré6znymi mechanizmami: aktivacia fosfolipazy, SRC, Rho-kindzy a

zySenie intracelularnej hladiny Ca**. (Tykocki et al. 2018)

Vazokonstriktory depolarizuji membranovy potencial a aktivuji vtok Ca** i6nov do bunky.
(Mulvany et al., 1982). ZvySend hladina toho i6nu vyvold vazokonstrikciu a inhibuje tie
kandly. Inhibicia sa ukon¢i, len ak sa aktivuji BKca kandly a vykompenzuja ten pokles. (Cox

et al., 2006)

2.3.3 Vapnikom aktivované draslikové kanaly (VGCC)

Vépnikom aktivované K* kanaly hladkého svalu ciev s vysoko vodivostné kanaly. Patria do
rodiny napdtovo-ovladanych. Su aktivované membranovou depolarizaciou a aj narastom tych
ionov. Vzhl'adom na malt vzdialenost’ od sarkoplazmatického retikula mozu byt vystavené
vysokym koncentraciam Ca®". Existuji v signalnych komplexoch s napitovo ovladanymi
Ca?" kanalmi, proteinkinazami a d’al$imi signalnymi molekulami. (Perez et al., 1999). (Keef et
al., 2001). Prietok Ca?" aktivuje tie kanaly, nepriamo hyperpolarizuje membranu a podporuje

uzatvorenie VGCC. (Tykocki et al. 2018)
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Membranovéa depolarizacia kandlov modze byt vyvoland bud vstupom iénov Na*, Ca?*, CI’
cez i6nové kandly alebo blokddou vstupu K'. DalSia moZnost stimulacie je zvySenie

subsarkolemalnej hladiny Ca**. (Tykocki et al. 2018)

Vazodilatatory pdsobiace cez GsPCR podporuji tvorbu cAMP, ktory aktivuje PKA a tym
kanaly. Tieto latky mozu okremtoho aktivovat’ kanaly aj vymenou EPACs. NO a CO su latky,
ktoré posobia cez tvorbu cGMP, ale m6zu aj priamo aktivovat’ spolu s H>S a H>O». (Tykocki

etal. 2018)

Vazokontrikciu spdsobujuce latky, ktoré s spojené s GqPCR receptormi a posobia cez tvorbu
DAG, maju inhibi¢ny efekt na tie kanaly. Takisto ako hyperpolarizacia sposobena otvaranim
draslikovych kanalov alebo blokddou vstupu i6nov a pokles hladiny sunarkolemélneho

vapniku. (Tykocki et al. 2018)
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Obrazok ¢. 4 Aktivacia a inaktivacia vapnikom aktivovanych draslikovych kanalov

(Tykocki et al. 2018)

2.3.4 Dovnutrausmernujuce draslikové kanaly

Ovplyviiuju pokojovy potencial hlavne v malych artériach. Dalej tvoria metabolicky senzor
pre zvysSenl koncentraciu draslika v extracelularnom prostredi a moézu byt zodpovedné za
vazodilataciu a zvySenie krvného prietoku pocas neuronalnej aktivity CNS alebo pocas

cvicenia. (Haddy et al., 2005).

Hyperpolarizacia a blokicia i6novych kandlov pre iony Na®, Ca**, CI" aktivuju draslikové
kanaly toho typu. Okrem toho zvySena extracelularna koncentracia drasliku patri tiez medzi

hlavné podnety. (Tykocki et al. 2018)
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Vazodilatatory pdsobiace cez GsPCR ich aktivuji a NO podsobiaci cez produkciu cGMP
takisto. Vazokonstriktory, ktoré aktivuji produkciu DAG, maja na tie kanaly inhibi¢ny vplyv.
Membranova depolarizacia vyvolana blokéciou draslikovych kanéalov a otvaranim kanalov pre

Na“, Ca?" a CI" i6ny blokuju aktivitu tych kanalov. (Tykocki et al. 2018)

2.3.5 ATP-senzitivne draslikové kanaly

Tvoria prepojenie medzi metabolizmom a membranovym potencialom. Ako pre ostatné
draslikové kanaly aj pre tie kanaly je rozhodujiuca fosforylacia. St aktivované poklesom
hladiny intracelularnecho ATP (adenozintrifosfat). Taktiez ich pozitivne stimuluja
vazodilatatory pdsobiace cez GsPCR, NO a H»S. Latky vyvolajuce konstrikciu a zvySena
koncentracia ATP ma na nich opacny efekt. Okrem toho zvySenie hladiny intracelularneho
Ca®" aktivuje kalcineurin, a ten inaktivuje ATP-senzitivne kanaly takisto. (Tykocki et al.

2018)

2.3.6 Ryanodinové receptory (RyRs)

St to i6nové kandly, ktoré sa nachadzaji na SR blizko plazmatickej membrany a uvoliuju
Ca?" zo zasob. Hlavnymi podnetmi aktivécie je mierne zvysenie hladiny cytoplazmatického
Ca?" alebo zniZenie koncentracie tychto idénov. Stimuldcia RyR je ovplyvnena pomocou
cytozolického Ca?*, a to aktivaciou kanalov priamo tym iénom cez kalcium/kalmodulin-
dependentnu proteinkinazu. Aktivované mozu byt fosforylaciou alebo interakciou Ca**'s Ca®*
viazucou bielkovinou S100, ktorda kompetuje skalmodulinom o védzebné miesto.
Vazodilatatory spdsobujiuce zvySent produkciu cAMP fosforyluji RyR a zvySia casté
opakované uvolnenie Ca** z ER. cAMP mdze aktivovat tieto receptory aj cez EPAC. RyR-
dependentné uvolnenie Ca’" indukuje hyperpolarizaciu a vazodilaticiu cez BKca kanaly.
Vysoka hladina intraceluldrneho Ca*" ma inhibi¢ny vplyv na RyR aktivitu, a to pomocou
bielkoviny viazujucej Ca®'sorcin alebo kalmodulin. Aktivita moZe byt zniZena i interakciou

FK-506 viaztcej k proteinu 12 a 12A FKBP. (Tykocki et al. 2018)
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(Tykocki et al. 2018)

2.3.7 Inozitol-1,4,5-trifosfatové receptory (IP3R)

St intraceluldrne Ca** kandly na povrchu sarkoplazmatického retikula. Hlavnymi aktivatormi
tohto receptoru st zvySenie IP3 a mierne zvySenie cytoplazmatického Ca®'. Aktivacia
pomocou Ca** je regulovanid priamym efektom Ca®>" na kanaly alebo pomocou
Ca?'/kalmodulin-dependentnej kinazy. Vazokonstriktory pdsobiace cez GqPCR zvysia
produkciu IP3 a stimulujii uvolnenie véapenatych iénov cez IPsR. Aktivované IPsR priamo
ovplyvnia BKc, a TRPC3 kanaly v plazmatickej membréane. ZvySend hladina Ca** inhibuje
aktivitu kandlov a NO fosforylacia IRAG tiez inhibuje IP3R aktivitu. Vazodilatatory, ktoré
posobia cez GsPCR a stimuluji tvorbu cAMP maju tieZ inhibicny efekt na tie receptory.

(Tykocki et al. 2018)

2.3.8 TRP ionové kanaly (Transient Receptor Potential)

TRP kanaly sa charakteristicky vyskytuju v senzorickych neurdnoch, ale st exprimované aj v
ostatnych tkanivach a orgdnoch (pankreas, enterochromafinné bunky, keratinocyty, mocovy
mechur, pl'ica). Delia sa do 6 podrodin: TRPC (kanonické), TRPM (melastatinové), TRPV
(vaniloidn¢), TRPA (ankyrinové), TRPP (polycystinové) a TRPML (mukolipinové). Pri
roznych fyziologickych funkcidch majo TRP kanaly nezastupitelna ulohu. Ovplyvnia

detekciu teploty, bolestivych podnetov, urcenie citlivosti neurénov na cudzorodé latky
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(Stiplavé slozky potravin, rastlinné drazdivé derivaty). (Jordt et al., 2004, Pedersen et al.,

2005)

Zvyseny intravaskularny tlak aktivuje GqPCR a to je spojené so zvySenou formulaciou DAG a

IP3. DAG stimuluje TRPCs kanly, cez ktoré vstipi Ca’",a IP3 uvolni Ca** z ER.

Miestne zvysenie cytozolovej koncentricie Ca®’ aktivuje TRPMa-depentny Na' influx,
membranovu depolarizaciu a otvaranie Ca kanalov. To ma za nasledok kontrakciu hladke;j
svaloviny. Podobny mechanizmus je aktivovany v reakcii na GgPCR agonistov cez PLCp a

TRPC; kandly. (Tykocki et al. 2018)
2.4  Riadiace mechanizmy

Regula¢né mechanizmy musia zaistit' celkovu funkciu obehového systému a rozdielne
potreby jednotlivych tkaniv a organov. Podl'a oblasti pdsobenia sa delia na miestne a celkové.
Miestna reguldcia je reakcia hladkej svaloviny arterioly na lokélne podminky a podnety.
Autoreguldcia udrzuje prietok krvi tkanivom konStantne pri zmenich a prispdsobuje
metabolicku aktivitu.

Na pokyny zmozgového kmena, kde sa nachadza centrum regulaénych mechanizmov,
reaguje centralna regulacia.

Centra:

Vazomotorické centrd sa nachadzaju v predlzenej mieche ako sucast’ retikularnych formacii.
Regulujii pokojovt aktivitu sympatickych vazokonstrikénych vlékien, a tym spdsobom
udrzuji kl'udovy tonus. Tieto centrd si ovplyvnené hypotalamom, ktory vyvola selektivnu
vazokonstrikciu v ur€itych organoch a =zucastiiuje sa  pri poplachovych reakcidch.
Organizmus sa aktivaciou sympatiku pripravuje na energeticky narony vykon. Vsetky centra
st pod kontrolou mozgového kmena.

Oba riadiace mechanizmy existuju vo vSetkych tkanivach, ale ich vyznam sa 1i8i. (Trojan

2003)
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2.4.1 Myogenna autoregulacia

Ten riadiaci mechanizmus udrzuje staly prietok i pri zmene tlaku. ZvySeny tlak sposobi
roztazenie cievnej steny, ¢o vyvold kontrakciu hladkej svaloviny a zmensSi priesvit cievy.
Odpor krvi sa zvySuje, ale prietok krvi zostane nezmeneny. T4 myogennd autoregulacia sa
vyrazne uplatiiuje v oblickach. Umoznuje prietok krvi glomeruldrnymi kapildrami nezavisle
na zmenach tlaku, ¢ize funkcia sa nemeni pri vykyvoch arteridlneho tlaku. Dal§im organom,

kde sa uplatiiuje myogénna autoregulacia je mozog, a to pri zmene polohy tela. (Trojan 2003)

2.4.2 Metabolicka regulacia

Mechanizmus je fylogeneticky najstar§i, najjednoduchsi a najsplolahlivejsi. Udrzuje
rovnovahu medzi metabolickymi potrebami organu a krvnym prietokom. Kyslik je nutny pre
zaistenie metabolizmu a metabolity pdsobia na hladky sval cievy bud’ priamo alebo cez
endotelidlne receptory a s nimi spojenou produkciou NO, ¢o my vplyv na tonus cievy.

Inou formou je enzymaticka reguldcia, ktord je typicka pre Zl'azy. Bunky zliaz tvoria
kallikrein, ktory Stiepi plazmaticky protein kininogén. Uvolneny kallidin je premeneny na

bradykinin, ¢o vyvola vazodilataciu. (Trojan 2003)

Shear Stress
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+ " NO
Calmodulin / Endothelial Cell
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sGC @
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Activity

Obrazok ¢. 6 Produkcia NO v endoteli a jeho efekt na hladkt svalovinu ciev

Zdroj: https://www.ecronicon.com/eccy/cardiology-ECCY-01-00003.php
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2.4.3 Pomalé (dlhodobé) riadiace mechanizmy

Tieto mechanizmy pdsobia na krvny obeh pomocou riadenia celkového objemu krvi. Patri
sem efekt mnozstva tekutiny vylucenej oblickami, mechanizmus pomocou vazopresinu a
regulacia aldosteronom. Vazopresin je antidiureticky hormon, ktory vyvolava vazokonstrikciu
a zvySuje spitnu resorbciu vody v tubuloch oblicky. Aldosteron je hormon produkovany v
kore nadobli¢iek v zona glomerulosa a zvySuje spitnl resorpciu Na* a vody. Takisto zvySuje
citlivost hladkého svalstva cievy na angiotenzin II, ¢im posiluje RAAS (systém renin-

angiotenzin-aldosteron). (Trojan 2003)

2.4.4 Nervové regulaéné mechanizmy

Nervové regulacné mechanizmy patria spolu s hormonalnymi medzi rychle riadiace systémy.
Su fylogeneticky mladSie a celkovo zlozitejSie. Ich hlavnou tlohou je udrZenie staleho
krvného tlaku. Riadené st centralne to znamend, ze ponechaji danému organu minimalnu
anatomiu. Typické su pre organy, ktoré sa diferencovaly pre danu funkciu. Prikladom
takéhoto organu je koza. Vegetativny nervovy systém umozni tieto mechanizmy pomocou
sympatiku.

Vyraznl inervaciu maju obli¢ky, kostrové svaly, Utrobny nerv a arterioly koze. Hlavnym
mediatorom je noradrenalin, ktory sposobuje vazokonstrikciu. Napriek tomu, v niektorych
organoch sa uplatiuje 1 vazodilata¢ny uc¢inok cholinergnych zakonceni parasympatiku,
napriklad vo vonkajSom genitdlnom orgéne.

Medzi dolezité nervové mechanizmy patria cievne reflexy. Receptory monitoruji aktudlny
krvny tlak a pomocou aferentnych drah podavaji informacie do vazomotorickych centier.
Pokyny do srdca a hladkych cievnych svalov st prenesené eferentnymi drédhami.
Baroreceptorové reflexy patria do tej skupiny. Umiestnené st vo velkych tepnach hlavne
v obluku aorty a v karotickom sinuse. Monitoruji napétie steny danej tepny. Pokles tlaku
spOsobuje zniZenie napdtia steny artérii a znizuje aktivitu baroreceptrov. Ten reflex zvysi
sympaticku aktivitu cez nervové zakoncenia, zvysi periferny odpor a srde¢nt aktivitu, a tak
zachova normalny krvny tlak.

Dalsie reflexy posobiace na srdcova ¢&innost a krvny tlak si podavené pomocou
predsienovych receptorov. Reaguju hlavne na zvySené aktivne napétie pri zvySenom tlaku
v predsieni pri systole a na zvySené pasivne napétie pri zvySenom krvnom tlaku v predsieni na
konci systoly a zaciatkom diastoly komory.

Na riadenie krvného obehu maju efekt i periferné a centralne chemoreceptory, ktoré reagujua

na zmeny parcidlneho tlaku kyslika, CO, a na zmeny pH. (Trojan 2003)
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2.4.5 Hormonalne regula¢né mechanizmy

NajdolezitejSie katecholaminy poOsobiace na periferné cievy pomocou adrenergnych
receptorov su adrenalin a noradrenalin. Adrenergné receptory sa delia na alfa;, alfa,, beta; a
betas. Receptory typu alfa; v obehovej sustave sa nenachadzaju. Alfa; receptory su pritomné
hlavne v hladkej svalovine rezistencnych ciev, napriklad v oblickach, kozi a splachnike
v miestach sympatickej inervacie. Adrenergné receptory typu beta; sa nachédzaji v srdci a
betay v cievach, a to vacSinou v kosternom svalstve a vo vencitych tepnach.

Aktivacia alfa; receptorov spdsobuje vazokonstrikciu, kym beta, vazodilataciu. Mediator
noradrenalin ma vplyv len na alfa receptory a spOsobuje vazokonstrikciu. Katecholamin
adrenalin aktivuje alfa i beta receptory. V miestach, kde st hlavne receptory typu alfa vyvola
vazokonstrikciu, ale posobenim na beta receptory sposobuje vazodilataciu. Na aktivaciu beta
receptorov staci jeho mensia koncentracia ako na aktivaciu receptorov typu alfa. Adrenalin
posobenim na beta receptory vyvolava znizenie celkového periferného odporu a ovplyvnenym
alfa 1 beta receptorov sucasne redistribliciu minutového srdcového objemu. Mimochodom,
adrenalin ma vplyv aj na ¢innost’ myokardu a spdsobuje zvySenie minutového objemu, ale
krvny tlak nemeni. Noradrenalin pri tom jedine zvysi periferny odpor, a tym zaroven aj krvny
tlak. (Trojan 2003)

Na hranici medzi rychlymi a pomalymi regulaénymi mechanizmami je RAAS. Pomocou
RAAS sa do riadenia krvného tlaku sa zapoja aj oblicky. Renin je hormoén produkovany
juxtaglomerularnym apardtom a ma funkciu enzymu, ktory Stiepi plazmaticki bielkovinu
angiotenzinogén na angiotenzin I. Ten je angiotenzinogén konvertujicim enzymom
premeneny na angiotenzin II. Vzniknuty oktapeptid ma silny vazokontsrikény ucinok na
rezistenéné cievy a stimuluje sekréciu aldosterénu. Ten zvysi absorpciu Na” a intravaskularny
objem. Spustaci faktor pre ten mechanizmus je pokles prietoku krvi oblickami. Ak klesne
krvny tlak vo vas afferens, za¢ne sa renin vyluCovat vo vysokych davkach. Vazopresin,
uvol'neny z hypofyzy, ovplyvni spétné vstrebavanie vody zo zbernych kanélikov nefrénov,
¢im reguluje objem telovych tekutin a krvného tlaku tym paddom. Vo vysokych davkach
vyvola vazokonstrikciu tepniciek.

Opacny efekt ma atridlny natriureticky peptid. Je vyluovany srdcovymi predsieiami
v dosledku napétia steny zvySenym zilnym ndvratom. Hormdn antagonizuje pdsobenie

ro6znych vazokonstrikénych latok a znizuje krvny tlak. (Trojan 2003)
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2.5  Flavonoidy

Flavonoidy s zluceniny, ktoré sa vyskytuju v prirode vo velkom mnozstve v réznych
formach a ich efekt na 'udsky organizmus sa 1iSi v zévislosti na type zliceniny. (Vita 2005)
Patria medzi fenolové prirodné zluc¢eniny, ktoré maju protektivne vlastnosti vo¢i patogénom,

UV-ziarenim a bylinozravcom.

Flavonoidy, derivaty 2-fenylchromanu, obsahuji dva aromatické kruhy, ktoré vznikaja
kondenzaciou cynamoylkoenzymu A s malonylkoenzymom A. Najprv vznikne chalkon a ten
prechddza na typ flavdnonovy alebo izoflavonovy. Delia sa na flavonoly, flavanony,
flavanoly, flavony, izoflavonoidy, anthokyanidy, chalkény a dihydroflavonoly. (Higdon et al.
2016)

Do organizmu se mozu dostat vo forme glykozidov alebo vo forme aglykénov. Biodostupnost’
flavonoidov zdvisi na forme, napriklad aglykony su ciastone vstrebané v zalidku ale
glykozidické formy nie si. (Crespy et al. 2002) Flavonoidy st vo vSeobecnosti hydrofilné
zluceniny s nizkou hodnotou logP a molekulovou hmotnostou, preto sa transport cez bunkové
membrany uskutocni pomocou Specialnych transportnych proteinov. Izoflavonové aglykony
cez B-glykozidicku védzbu pripojené na glukézu pomocou hydroxylovej skupiny. Tato vizba
je hydrolyzovana pomocou laktazy a glykoziddzy v tenkom creve. Vzniknuté aglykony su
pasivnou diftiziou absorbované. (Cvorovi¢ et al. 2018)

V zivom organizme su zapojené¢ do oxidacne-redukénych procesov odsavanim volnych
radikélov a chelatovanim redox-aktivnych idénov. Vlastnia vysoko reaktivne hydroxylové
skupiny, ktoré st vyborné elektronové donory a efektivne vychytaji superoxidové aniony,
peroxynitrit a NO. Oxidovanim vol'nych radikdlov vznikaju stabilnejSie zluCeniny a mene;j

reaktivne radikaly. (Higdon et al. 2016)

Maju schopnost’ normalizovat permeabilitu kapilar, odstranovat’ ich ldmavost a pdsobia
antihemoragicky, antiedematézne. Okrem toho su inhibitormi hyaluroniddzy a brania
roz§irovaniu mikrobidlnych toxinov. Niektoré posobia diureticky, rozsiruju cievy, znizuja

krvny tlak, brania zrdZeniu krvi a potencuju u¢inok vitaminu C. (Tomko et al. 1999)

Niektori zastupci (apigenin, chrysin) sa selektivné viazu k benzodiazepinovym receptorom a

kvoli tomu maju i1 anxiolytické vlastnosti. (Babu et al. 2009)
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Napriklad resvetratrol. Katechiny spomalia starnutie mozgu, znizia riziko vyvoja Alzheimera,
Parkinsonovej choroby a riziko stroku. Okrem toho maji vazodilatacné vlastnosti. (Galiego et

al. 2014)

Polyfenolické sekundarne metabolity, izoflavonoidy, st v poslednej dobe skimané okrem
in¢ho pre svoje vazodilatacné schopnosti. Ich kardioprotektivny ucinok sa da pripisovat’ ich
antioxida¢nym, antiageragatnym a lipidy znizujicim efektom a podpuruji endotelidlne
funkcie. Flavonoidy uplatnia antiagregacny ucinok spomalenim uvolnenia kyseliny
arachidonovej a tromboxan syntdzy, €o inhibuje formovanie tromboxdnu A>. Maju vplyv
pravdepodobne na prijem cholesterolu a inych tukov cez enterocyty. Ovplyvnia absorpciu
tukov, lumindlnu hydrolyzu a intraceluldrny transport. Znizia transkripciu génu syntazy
lipidov cez epidermalny rastovy faktor receptor/fosfatidylinozitol-3-kindza, transdukcné

spojenie a aktivitu acetyl CoA karboxylazy inhibuju. (Gallego et al. 2014)

Izoflavonoidy su Struktirne podobné 17B-estradiolu, ¢o vyvsvetluje ich afinitu
k estrogénovym receptorom. Fytoestrogény, ako napriklad daidzein a genistein, interaguju
s estrogénovymi receptormi a zniZia riziko karcindému pfs. Ovplyviiuji aj Zensky reprodukény
systém. Niektoré izoflavonoidy inhibuju aromatdzu, znizuji biosyntézu estrogénu a maju

antiestrogénovy efekt. Ten je doleZity pri liecbe rakoviny prostaty a pfs. (Higdon et al. 2016)
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2.5.1 Biochanin A

Prirodzene sa vyskytuje v soje fazulovej (Glycine max, Fabaceae) a dateline lGc¢nej
(Triforium pretense, Fabaceae). M4 nizku rozpustnost’ vo vode a nizku bioavibilitu. Je rychlo
metabolizovany na glukoronidy a sulfaty v peceni a v ¢revach, ¢o je hlavnym dovodom jeho

nizkej biodostupnosti. (Raheja et al. 2018)

Biochanin A je 4-methyl derivat genisteinu, ktory ma antiproliferativne a protizapalové
vlastnosti tym, Ze inhibuje fosfodiesterazu 4. Je to dolezity antioxidant. Chrani bunky pred
oxidativnym stresom a inhibuje expresiu a aktivitu invazivnych enzymov. Biochanin A modze
potlacit’ osteosarkdém, pretoze ovplyinuje réozne fazy bunkového cyklu. (Luo et al., 2019)

Protektivny efekt méa na dopaminergné neurdny a stimuluje osteoblasty.

Bolo dokézané, ze vyvola relaxaciu koronarnych ciev a vazorelaxaciu. Indukovana relaxacia
spdsobend biochaninom A je nezavisla na endoteli a asi ovplyviiuje priamo hladkl svalovinu.

Nema vplyv na syntézu NO a na relaxaciu navodenu tymto mediatorom. (Choi et al. 2014)

Draslikové kandly kontroluji v endoteli a v hladkej svalovine arteridlny krvny tlak a cievny
ton. Podl'a niektorych stadii, biochanin A aktivuje ATP-senzitivne draslikové kanaly a
vapnikom aktivované draslikové kandly. To je asi dovodom jeho vazorelaxacnej aktivity.
Aktivéacia tychto kanalov a hyperpolarizacia bunkovej membrany v hladkej svalovine inhibuje
Ca”" influx cez napitovo riadene vapenaté kanaly a tym aktivaciu draslikovych kandlov. Tato

relaxécia je koncentracne zavisla. (Choi et al. 2014)

Vazodilatacia je vyvoland latkami produkovanymi endotelom, ktoré maju otvorit’ napédtovo
riadené a Ca®" iénom aktivované kandly v hladkej svalovine. EDHF cez draslikové kanaly
v hladkej svalovine aktivuje i6nové kanaly, ¢o spOsobi svalovi hyperpolarizaciu, a tym

padom vazorelaxaciu. (Choi et al. 2014)

30



3 Ciel’ prace
Overit mozné mechanizmy vazorelaxatného ucinku biochaninu A metodami ex vivo na

izolovanej aorte potkana Wistar.

1. Je uc¢inok biochaninu A zavisly na pritomnosti intaktného endotelu?
2. M4 biochanin A vplyv na Ca?" influx blokddou L-typu membranovych Ca** kanalov?

3. M4 biochanin A t¢inky nezavislé na extracelularnom Ca**?
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4 Experimentilna ¢ast’

4.1  Zvierata a pouZity material

4.1.1 Pokusné zvierata

K pokusu boli pouzité potkany kmena Wistar s priemernou hmotnost'ou 450 + 20 g, ktoré boli
pred testovanim aklimatizované vo vivariu Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové. Boli
kifmené peletizovanou potravou a mali vol'ny pristup k pitnej vode. Manipulécia a ustajnenie
zvierat, rovnako ako samotny pokus, prebiehli v sulade so zakonom ¢.246/1992 Sb. O ochrane
zvierat proti tyraniu a so sthlasom Etickej komisie Farmaceutickej fakulty Univerzity

Karlovej v Hradci Kralové.

4.1.2 Pristroje a pomocky

1. Aparatira na izolované Casti aorty a vyhodnocovaci software (Experimentia Ltd,
Budapest, Hungary)

Laboratorné sklo, lyzicka, mikropipety

Laboratorné vahy (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Germany)

Operacné naradie: operacny stolek, ndzky, pean, pinzety

Plynova bomba s pneumoxidom (zmes 95% a 5%CO>)

A

Program na vyhodnotenie vysledkov GraphPad Prism version 6.
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4.1.3 Pouzité chemikalia

Tabul’ka €. 1: Chemikalia pre pripravu Krebsovho Zivného roztoku:

Nazov latky Vzorec MW Vyrobca
Chlorid sodny p.a. NaCl 58.44 Penta Chrudim, Ceské republika
Chlorid draselny p.a. KCl 74,56 Lachema Brno, Ceska republika
Hydrogenuhli¢itan sodny
p.a. NaHCO3 84,01 Penta Chrudim, Ceské republika
Dihydrogenfosforeénan RNDr. Jan Kulich, Hradec Kralové,
draselny p.a. KH2PO4 136.09 Ceska republika
Siran hore¢naty
heptahydrat p.a. MgS04.7H20 246.47 Lachema Brno, Ceska republika
D-gluk6za monohydrat
p.a. C6H1206.H20 198.17 Penta Chrudim, Ceské republika
Chlorid vapenaty bezvody
p.a. CaCl2 110,99 Lachema Brno, Cesk4 republika
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TablI’ka €. 2: Ostatné chemikalia:

Nazov latky Vzorec MW Vyrobca
Noradrenalin bitartarat Sigma-Aldrich,
monohydrat p.a. C8HI1INO3.C4H606.H20 | 337.28 Nemecko
Sigma-Aldrich,

Nitroprussid sodny dihydrat p.a. Na2[Fe(CN)5NO]L.H20 297.95 Nemecko
Sigma-Aldrich,

Acetylcholin jodid p.a. (CH3)3AN(DHCH2CH20COCH3 | 273.1 Nemecko
Sigma-Aldrich,

Dimethylsulfoxid (CH3)2S0 78.13 Nemecko
Sigma-Aldrich,

Uretan C3H7NO2 89.03 Nemecko
Sigma-Aldrich,

Fenylefrin C9H13NO2 167.21 Nemecko
Sigma-Aldrich,

Bay K8644 C16H15F3N204 356.3 Nemecko
Sigma-Aldrich,

Biochanin A C16H1205 284.26 Nemecko

4.1.4 Anestézia
Roztok uretdnu 20mg/100ml.
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4.2 Metodika

4.2.1 Priprava Krebsovho roztoku

ZloZenie:

Substancie Koncentracia (g/1)

Chlorid draselny p.a. 0.35

Chlorid sodny p.a. 5.54
Hydrogenuhli¢itan sodny p.a. 2,1

Chlorid véapenaty bezvody p.a. 0,28

Siran hore¢naty heptahydrat 0,29

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. 0,16
D-glukéza monohydrat p.a. 2,1

Latky uvedené v tabulke sme postupne navazili a samostatne rozpustili v malom mnoZzstve
destilovanej vody. Potom pripravené roztoky zmieSali. Roztok chloridu vapenatého bol
pridany az na konci, aby sa prediSlo vyzrazeniu slabo rozpustnych vapenatych soli. Na konci

sme pripraveny roztok doplnili na predpisany objem destilovanou vodou.
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4.2.2 Priprava testovanej latky
Testovana latka, biochanin A, bola rozpustena v DMSO (dimethylsulfoxid) tak aby
koncetracia biochaninu A bola 102 M. Na poziadani koncentraciu bol dalej riedeny

Krebsovym zivnym roztokom.

4.2.3 Priprava experimentu
K experimentu bola pouzitd metodika izolovanych cievnych krazkov z hrudnej aorty samice

potkana Wistar.

Na zaciatku experimentu bola podand k anestézie zvieratu intraperitonedlnou injekciou

uretanu (1,2g/kg).

Pokusné zviera v hlbokej anestézie zafixovalo na operacny stolik a po pridani heparinu
intravenozne (v.saphena) vykrvacalo. Po roztrhnuti koznej riasy v oblasti hrudnika sa tupou
preparaciou sa vynala thorakédlna Cast’ aorty. Ziskana asi dvojcentimetrova cast’ aorty bola
prenesend do Petriho misky s pripravenym Krebsovym zivnym roztokom o pH7,4. Cieva bola
kompletne ocistend od zbytkov tukového, spojivového tkaniva, krvi a nastrihana na 2-3mm

dlh¢ kruhové segmenty.

Pripravené aortalne kruhy boli zavesené na drZiak tkaniva pomocou hackov z nerezovej ocele
do pripravenych Schulerovych nadobiek. Aparatira bola vytemperovand na 37°C,
preplachnuta, naplnend zivnym roztokom (5ml) a k zaisteniu prezitia tkaniva saturovana
pneumoxidom (95% 02/5%CO0Oz). Prevodnik bol spojeny s pocitacom, ktory bol vybaveny
Specidlnym softwarom ( S.P.E.L. Advanced Kymograph Software) pomocou ¢oho sa

zistovala relaxacia alebo kontrakcia pripravené¢ho vzorku.
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Obrazok €. 7 Aparatira na izolované Casti aorty s vyhodnocovacim softwarom

4.2.4 Stabilizacia a zataz

Pred pokusmi prebiehla vzdy stabilizdcia pomocou zat'aze. Pripraveny preparat bol zat'azeny
hmotnost'ou 2g a stabilizovany 45 minut. Pocas stabilizacie kazdych 10 minut bol Krebsov
zivny roztok vymeneny za Cerstvy. Po vyprSani toho intervalu do aparatiry bol aplikovany
presny objem S5ml Krebsovho roztoku apo stabilizacii krivky na zazname bol preparat

pripraveny na testovanie.
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4.2.5 Zavislost’ ucinku biochaninu A na pritomnosti intaktného endothelu

4.2.5.1 Testovanie kontraktility a funkcie endotelu

Pred umiestnenim do aparatury boli niektoré aortidlne kruhy opatrne zbavené endotelu. Na
vyvolanie kontrakcie bol do preparatu pridany NA (noradrenalin) (vyslednd koncentracia
1uM), kde bola stabilizovana priblizne 30 minut. Na testovanie pritomnosti endotelu sa pridal
ACH (acetylcholin) (vyslednou koncetraciu 10 M). V pripade nenaruseného endotelu doslo
k relaxacii cievy, kruhy bez endotelu na ACH nereagovali. Potom Krebsov zivny roztok bol
vymeneny niekol’kokrat aby doSlo k vymytiu pritomného NA a ACH. Prepardt sa nechal

znovu stabilizovat’.

4.2.5.2 Experiment
Po stabilizacii bol do preparatu opédt’ pridany NA k vyvolaniu submaximdlnej kontrakcie
(findlna koncentréacia bola 10 M). Po ustalenej odpovedi na NA boli do kiipela kumulativne

pridany s postupne rasticou koncetraciou biochanin A (findlna koncetracia 107-107 M).
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4.2.6 Ca*-influx vs uvoPnenie zo sarkoplazmatického retikula

4.2.6.1 Testovanie kontraktility a funkcie endotelu

Pocas experimentu boli pouzité aortdlne kruhy bez endotelu. Po stabilizacii aparatary bol do
Krebsovho zivného roztoku pridany KCl (koncentracia vo vodnej kupeli 60 mM), ¢o
indukovalo kontrakciu. Potom bol Krebsov zivny roztok vymeneny niekolkokrat, aby doslo
k odstraneniu  KCl. Preparat sa nechal znovu stabilizovat’ abol pridany NA (finalna
koncetracia v chembru bola 1uM), ktory indukoval kontrakciu. Pritomnost’ endotelu sa

testovalo pridanim ACH (vysledna koncetracia 10 M) podobne ako v predoslom pokuse.

Nasledne bol Krebsov zivny roztok vymeneny za Krebsov roztok s obsahom EDTA a bez
Ca®" i6nov (vysledna koncetracia EDTA 0,1 mM). EDTA je chelata¢né ¢inidlo, ktoré vychyta
pritomné Ca*' iény zaparatiry. Po opitovnej stabilizacii bol pridany KCl (vysledna
koncetracia 40mM) na testovanie pritomnosti Ca?* idnov. V pripade kontrakcie (=pritomnost’
vapenatych ion6v) sa pokra¢ovalo vymyvanim pomocou Krebsovho zivného roztoku s EDTA
a bez Ca®" i6nov. Nasledne bol Krebsov Zivny roztok bez Ca’" a s EDTA nahradeny

Krebsovym roztokom bez Ca®" i6nov a preparat sa nechal opit’ stabilizovat'.

4.2.6.2 Experiment

Po stabilizacii bol znovu pridany KCl (koncentracia v kupeli bola 40 mM). Nasledne bol
pridany biochanin A a po 20 minutovej inkubdacie aortalnych kriZzok so skiimanou latkou bol
kumulativne pridany s postupne rastiicou koncentraciou fenylefrin (findlna koncetracia bola
10° — 10°M). Ten vyvolal postupni kontrakciu aortilnych kruhov. Biochanin A bol
testovany v oddelenych pokusoch v troch réznych koncetraciach: 3.10°M, 10°M a 3.10°M.
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4.2.7 Vtok Ca?" vs blokacia Ca** kanalov L-typu

4.2.7.1 Testovanie kontraktility a funkcie endotelu

K pokusu boli pouzité aortdlne kruhy s endotelom. Po stabilizacii preparatu na vyvolanie
kontrakcii, ako test funkénosti, bol pridany do Krebsovho Zivného roztoku KCI (koncentracia
vo vodnej kapeli 60 mM). Nasledne bol Krebsov zivny roztok vymeneny niekol'kokrat, aby
doslo k odstraneniu KCIl. Aparatira sa opét stabilizovala a bol pridany NA (koncetracia
v chambru bola 1 pM), ktory indukoval kontrakciu. Celistvost’ endotelu sa opit’ otestovalo
pridanim ACH (vysledna koncetracia 10 M). Preparat bol potom viackrat vymyty

Krebsovym roztokom a stabilizovany.

4.2.7.2 Experiment

Po vymyvani Krebsovym Zivnym roztokom a stabilizacii bol dodany KCI1 (15mM v kupeli).
Vyvolané kontrakcia sa stabilizovala a nasledne bol pridany biochanin A. Po 20 minuatovej
inkubécii aortalnych kruhov so skiimanou latkou kumulativne sa pridaval Bay K 8644, ktory
vyvolal postupnt kontrakciu vzoriek ( finalna koncentracia 10° — 10°M). Na zaver bol
pridany KCI (60mM), ktory vyvolal maximalnu kontrakciu aortadlnych kruhov. Biochanin A
bol testovany v oddelenych pokusoch v troch réznych koncetraciach: 3.10°M, 10°M a
3.10°M.
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4.2.8 Statisticka analyza

Ziskané vysledky boli vyhodnotené pomocou pocitaového programu GraphPad Prism5.
Relaxacie tkaniva bola prepocitané na percentd z maximalnej relaxacie (pokusy na vplyv
endotelu) a/alebo vyjadrend ako percenta ucinku KCI, NA alebo v absolutnych cislach
(ostatné pokusy). Metodou nelinedrnej regresie boli zostrojené CRC krivky (zavislost
percentudlnej relaxacie aorty na logaritmickej koncentrécii skasanych latok) a hodnoty ECso
(koncentracia vyvolajica 50% maximalnej relaxacie ¢i kontrakcie). Pre Statistické porovnanie
sa pouzili hodnoty ECso a 95% konfidencné intervaly. Na zostrojenie kazdej krivky boli

pouzité nejmenej tri aortalne krizky z najmenej dvoch potkanov.
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5 Vysledky

Zavislost’ u¢inku biochaninu A na pritomnost’ intaktného endotelu
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Graf ¢. 1: Krivky Koncentracia-odpoved’, s 95% konfidenénymi intervalmi, ukazuji
vazokonstrikény uc¢inok BayK 8644 v pritomnosti réznych koncetracii biochaninu A
v aortalnych kriZzkoch s neporusenym endotelom (E+, zelend c¢iara) alebo obnazenym
endotelom (E-, oranzovéa &iara), prekontrahované norepinefrinom (10° M). Relaxacia je
vyjadrend ako percento relaxdcie indukovanej nitroprussidom sodnym, priemer r = SEM,
n=3. Krivka koncetracia odpoved rozpustadla bola pouzita ako negativna kontrola a

vysledna koncetracia DMSO v kupleli je indikovana na ose x.
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U¢inok biochaninu A nezavisly na extracelulirnom Ca?*
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Graf ¢. 2: Krivky Koncentracia-odpoved’ ukazuju vazokonstrikény efekt fenylefrinu v
pritomnosti troch réznych koncetraciach biochaninu A v aortadlnych krizkoch s nefunkénym
endotelom. Kontrakcia je vyjadrend v absolutnych hodnotach (g), priemer = SEM. Krivka

koncetracia odpoved’ samotného rozpustadla (bez biochaninu A) bola pouZitd ako negativna

kontrola.
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Graf ¢. 3: Krivky Koncentracia-odpoved’ ukazuju vazokonstrikény efekt fenylefrinu v
pritomnosti troch réznych koncetracii biochaninu A v aortdlnych krazkach s nefunkénym
endotelom. Kontrakcia je vyjadrena ako percento kontrakcie indukovane; KClI,
priemer + SEM. Krivka koncetracia odpoved’ samotného rozpustadla (bez biochaninu A) bola

pouzita ako negativna kontrola.
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Graf ¢. 4: Krivky Koncentracia-odpoved’ ukazuju vazokonstrikény efekt fenylefrinu v
pritomnosti troch réznych koncetracii biochaninu A v aortdlnych krizkach s nefunkénym
endotelom. Kontrakcia je vyjadrena ako percento kontrakcie indukovanej noradrenalinom,
priemer + SEM. Krivka koncetracia odpoved samotného rozpustadla (bez biochaninu A) bola

pouzita ako negativna kontrola.
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Vplyv biochaninu A na Ca?" influx blokadou L-typu membranovych Ca?* kanalov
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Graf ¢. 5: Krivky Koncentracia-odpoved’ ukazuji vazokonstrikény ucéinok BayK 8644
v pritomnosti réznych koncetracii biochaninu A v aortdlnych krizkoch s intaktnym
endotelom. Kontrakcia je vyjadrena v absolutnych hodnotach (g) priemer =+ SEM. Krivka

koncentracia odpoved’ rozpustadla (bez biochaninu A) bola pouzita ako negativna kontrola.
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Graf ¢. 6: Krivky Koncentracia-odpoved’ ukazujii vazokonstrikény ucinok BayK 8644
v pritomnosti réznych koncentracidch biochaninu A v aortalnych kruzkach s intaktnym
endotelom. Kontrakcia je vyjadrena ako percento kontrakcie indukovanej KCI,
priemer + SEM. Krivka koncetracia odpoved’ samotného rozpustadla (bez biochaninu A) bola

pouzita ako negativna kontrola.
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Graf ¢. 7: Krivky Koncentracia-odpoved ukazuji vazokonstrikény uc€inok BayK 8644
v pritomnosti rdéznych koncentracii biochaninu A v aortdlnych krazkach s intaktnym
endotelom. Kontrakcia je vyjadrena ako percento kontrakcie indukovanej noradrenalinom,
priemer + SEM. Krivka koncetracia odpoved’ samotného rozpustadla (bez biochaninu A) bola

pouzita ako negativna kontrola.
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6 Diskusia

Arteridlna hypertenzia a ateroskleroza tepien patria medzi najCastejSie civilizacné choroby.
Medzi najcastejSie pric¢iny patri endotelova dysfunkcia, nerovnovéha vazokonstrikénych a
vazodilatacnych latok, stres a samozrejme geneticka predispozicia. (Silbernagl a Lang, 2001)
Patri medzi hlavné pri¢iny umrtia celosvetovo, a preto su vyvoj novych efektivnych
lieCebnych stratégii a prevencia podstatné. Dokazu znizit' mortalitu, morbiditu a ndklady na
liecbu.

V sucasnosti sice farmakoterapia dokéze efektivne regulovat’ krvny tlak, ale viacSina doteraz
dostupnnych Uc¢innych latok mé neziaduce ucinky. Kazda z nich zat'azuje elimina¢né organy,
¢i uz oblicky, alebo pecenn. SU uzivané vacsinou dlhodobo az dozivotne, ¢o u pacientov
spdsobuje non-compliance.

Pravdepodobne je to jednym z hlavnych dévodov, preco si 'udia hl'adaji iné metody liecby
tychto chordb. Pacienti si v poslednej dobé Casto si vyberu fytomedicinu alebo alternativnu
medicinu namiesto chemickej liecby. Ten zdujem je Ciasto¢ne opradvneny a prirodné latky su
v sucasnosti ¢oraz viac hlavnym predmetom vyzkumu. Napriklad polyfenolické zluceniny st
skimané pre svoje pozitivne U¢inky na kardiovaskularny systém okrem toho, Ze su aj
fytoestrogény. (Knox et al. 2019)

K tymto latkam patri 1 biochanin A. Jeho ucinky boli testované ex vivo na izolovanych
aortalnych krazkoch. Vo vsetkych pokusoch sa potvrdilo, Ze biochanin A vyvolad davkovo
zavisla vazorelaxdciu. Hlavnym cielom tejto prace bolo overit niekol’ko moznych

mechanizmov vazorelaxa¢ného uéinku.

6.1  Zavislost’ vazorelaxaéného ucinku biochaninu A na pritomnosti intaktného

endotelu

Endotel ma okrem ochrannej aj velmi komplexné parakrinné, endokrinné a autokrinné
funkcie. Endotelové builkky st zapojené do rdéznych fyziologickych funkcii napr. do
zapalovych procesov, angiogenézy, hemostazy, metabolizmu,...atd’.. Maji doleziti barierova
funkciu, pretoze podporuji aktivnu transvaskularnu diftiziu. Myoendotelovy kontakt, medzi
endotelovymi bunkami a svalovymi bunkami umozni Sirenie nervového vzruchu a prechod

16nov, malych molekul a cyklickych nukleotidov. (Ketonen 2010)
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Endotel mé dvojita funkciu pri kontrole vaskularneho tonu. Uvoliiuje nie len vazodilatacné
latky (NO, PGI, EDHF) ale aj vazokonstrikéné (ET-1, angiotenzin II, tromboxan A,
prostaglandin, superoxid). Vazokonstrikcia i vazodilatacia tak prebiehaji pomocou viac

navzajom prepojenych mechanizmov.

Pocas vazokonstrikcie dochadza k zazeniu ciev, ¢im sa reguluje odpor obehové systému.
Vazokonstriktory mézu pdsobit’ cez fosfolipazu C, IP3 a DAG, IP3;R na SR, kalmodulin a
MLCK. Délezitym komponentom tych zloZitych intracelularnych kaskad je Ca**.

Stupen MLC fosforylacie je regulovany G-proteinom spojenym s rdoznymi signalnymi
drahami a NO. Aktivacia Gg-proteinu latkami napr. adrenalin, angiotenzin II, endotelin-1 a
vazopresin stimuluje uvolnenie Ca®** zo SR a aktiviciu Rho-kindzy. To nésledne inhibuje
MLC fosfatazu a sposobuje kontrakciu. Aktivéacia alfa-adrenoreceptorov noradrenlinom

(spojeny s Gi-proteinom) znizi tvorbu cAMP a zvysi aktivitu MLCK.

Regulacné deje su navzdjom znacne previazané, ako je vidiet’ z niekolkych nasledujucich

pripadoch.

Napriklad endotelin-1 je silne uc¢inny vazokonstrikény peptid vznikajici v endoteli. ViaZe sa
na receptor ETa v bunkach vazkuldrneho svalu. Aktivuje fosfolipazu C, ktord hydrolyzuje
fosfatidylinozitol- 4,5- bisfosfat na IP3 a DAG. Ten zvysi intracelularnu koncetraciu Ca®" a
dochadza k ¢astému otvéaraniu vapenatych kandlov L-typu. Okrem vazokonstrikcie ET-1 ma
ale vplyv aj na vazodilataciu. Stimuluje endotelinovy receptor ETg, €o aktivuje tvorbu NO a

PGl a nasledne vazodilataciu. (Ketonen 2010)

Na povrchu endotelu je ulozeny aj vazokonstrikény enzym ACE, ktory je aktivovany
angiotenzinom II a inaktivovany bradykininom, ktory ovplyvni i syntézu ET-I.
Vazokonstrikény vplyv angiotenzinu II je sprostredkovany cez AT: receptory v hladkej
svalovine. Podporuje konstrikciu aj produkciou volnych kyslikovych radikdlov pomocou
prostanoidov. Ma vplyv 1 na receptory typu AT,, ktoré sa nachadzaju v endoteli a maja

opacny efekt. (Stennet et al. 2009)

Prostaglandin H», tromboxan A st signalne molekuly formované z arachidonovej kyseliny
bunkovej membrany pomocou réznych enzymov: cyklooxygendza, fosfolipdza A ,TXA2
syntaza. Existuji 2 izoformy COX: COX-1 sa vyskytuje konstitutivne, kym COX-2 je

indukovana prozéapalovymi cytokinmi. (Zhou et al. 2005) Aktivuju rézne signalne drahy,
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ktoré reguluju kontrakciu, agregaciu a produkciu adhezivnych molekul. Tromboxan sa viaze
na tromboxan-prostaglandinovy receptor A> (TPRam), ktory je spojeny s G-proteinom.
Ten aktivuje AC a dochéadza k zvysenej tvorby cAMP. Naopak AC je inhibovana pdsobenim

tromboxan-prostanoidového receptoru beta.

Vazopresin je peptid tvoreny v hypotalame. Primarna funkcia toho peptidu je regulacia
objemu telovych tekutin. V oblickdch pdsobi cez V> receptory zvysSené spitné
vstrebavanie vody zo zbernych kandlikov nefrénov. To zvysi krvny tlak, srdcovy vydaj a
objem krvi. Okrem toho ma vazokonstrik¢ny efekt. V hladkej svalovine ciev sa viaze na V;

receptory a posobi cez IP3 a ROCK signalnu drahu ¢o zvysi krvny tlak. (Richard, 2016)

Noradrenalin sposobuje vazokonstrikciu VSMC (vascular smooth muscle cell) cez alfa;-
adrenergné receptory. Su to receptory spojené s G-proteinmi. Po naviazani agonistu dochadza
k aktivacii fosfolipizy C a As. Influx Ca?* potrebuje dlhotrvajucu aktivaciu, a to
pravdepodobne pomocou tyrozinkindzy a PCK. Ten receptor aktivuje tiez Ca*" infix, a to cez

napitovo riadené Ca®" kanaly. (Piascik a Perez, 2001)
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Podobne vazodilaticia je velmi komplexny dej. Vazodilatacia je spdsobend relaxaciou
VSMC. Vazodilatatory zvySia prietok krvi a snizuju krvny tlak. Vyvolaji defosforylaciu
myozinu a to bud’ zniZenim intracelularneho Ca?" alebo pomocou ROCK. Relaxicia hladke;
svaloviny sa nastane pri znizenej fosforylacii MLC. To moze byt sposobena: 1) znizenym
uvolnenim Ca?" zo SR alebo blokiciou vstupu Ca?* do bunky, 2) inhibiciou MLCK

spdsobenej zvysenou koncentraciou cAMP 3) defosforylaciou MLCK sposobenej fosfatazou.

Vyznamnym vazorelaxacnym posobkom je oxid dusnaty, ktory vyvola kratku relaxaciu ciev.
NO stimuluje guanylatcyklazu, ktora nésledne vyvold tvorbu cGMP (cyklicky
guanozinmonofosfat). Vzniknuty cGMP aktivuje PKC a ten mdze ovplyvnit hladinu Ca®*
roznymi mechanizmami: inhibuje uvolnenie Ca®" zintracelularnych zdrojov, zabrafuje
tvorbu IP3, inaktivuje Ca®" kandly L-typu, facilituje Na*/Ca®" vymennik, podporuje priamo a
nepriamo otvorenie Ca**-dependentnych K* kanélov, ktoré vedu k hyperpolarizacii membrany
a inaktivacii Ca®" kanalov L-typu alebo fosforyluje fosfolamb ¢o aktivuje ATP-dzu v SR.
Nasledny pokles koncentracie Ca®" i6nov zaisti blokdciu MLCK spdsobujicu relaxaciu

hladkého svalstva cievy. (Ketonen 2010, Ignarro et al., 1987)

Hyperpolarizujuci faktor (EDHF), derivovany z endotelu, ma vyznamnu tlohu v endoteli
zavisle] relaxécii rezistentnych artérii. Su to bioaktivne latky produkované a uvolnené
endotelom, vyvolajiice vazodilataciu hyperpolarizaciou plazmatickej membrany a aktivaciou
roznych K™ kanalov v hladkej svalovine. Tie kanaly st Kca, Katp, Kir, Kv. (Ko et al. 2008)
Latky ako napr. H2O>, CO, NO a epoxyeikosatrienové kyseliny aktivuji BKca. (Félétou 2009)

Okrem toho vazodilatdcia moZe byt’ vyvolana aj latkami adenozin, prostacyklin. Tieto latky

su spojené s G-proteinom a zvySia cAMP, ktory inhibuje MLCK.

Adenozin je prirodzene sa vyskytujuci purinovy nukleozid. Vznika z ATP, ktory je primarne
energetickd zasoba pre transportné systémy a enzymy. V hladkej svalovine sa viaZe na
adenozinovy receptor (A2.) a ten je spojeny s G-proteinom. Aktivacia stimuluje
adenylatcyklazu, ¢im sa zvysi tvorba cAMP a dojde k aktivécii proteinkinazy. Dochéadza
k stimulacii Karp-kanalov, ¢o hyperpolarizuje hladkl svalovinu a navodi relaxaciu. Zvysena
hladina cAMP spdsobi relaxaciu inhibiciou MLCK. Adenozin inhibuje aj influx Ca®" cez
napét'ovo riadené vapenaté kandly L-typu. Ten je dolezitym komponentom pocas kontrakcie a
jeho zniZzend koncentracia spdsobuje vazodilataciu. Adenozin v niektorych cievach vyvola

vazodilaticiu cez cGMP, &o inhibuje vtok Ca*" a otvaranie K kanalov. (Richrad, 2012)
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V kardiomyocytoch sa viazu na adenozinové receptory typu A1 Tie st spojeny s Gi-proteinom
aktivacia tejto signdlnej drahy otvori K-kanaly, ¢o hyperpolarizuje buiiky. Okrem toho znizi
tvorbu cAMP, o inhibuje aj vapenaté kandly L-typu. Ma teda negativny chrono- a

dromotropny efekt na srdcovu ¢innost’. (Richrad, 2012)
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Obrazok ¢. 9 Ucinok adenozinu v hladkej svalovine ciev a v srdci

Zdroj: https://www.cvpharmacology.com/antiarrhy/adenosine

Dalsi vazodilatator tvoreny endotelom, PGI, je produkt metabolizmu arachidonovej kyseliny.
Stimuluje prostacyklinové receptory v hladkej svaloviny ciev, ktoré patria do skupiny
receptorov  spojenych s G-proteinmi. Spdsobuje tvorbu cAMP, ktory ma niekolko
vazodilatacnych ucCinkov: 1) fosforyluje PAK, ktord inhibuje MLCK, 2) stimuluje
odstratiovanie Ca** zcytosolu, 3) stimuluje ATP-senzitivne K' kanaly a sposobuje

hyperpolarizaciu bunkovej membrany. (Ketonen 2010)

Utinné latky ako napriklad inhibitory ACE, ACH, vazodilatatory posobiace cez tvorbu cAMP
vyvolaju vazodilataciu zévisla na endoteli. (Wolfgang et al. 1993, Kvernmo et al. 1999,
Schifer et al. 2003)

V tejto praci bola testovana uloha endotelu pri vazodilatacii vyvolanej biochaninom A. Pocas
pokusov boli porovnané reakcie aortdlnych krazkov, a to intaktnych alebo zbavenych
endotelu. Ukazalo sa (vid.obr.€.1), ze reaguju totozne a navodena relaxacia je preto velmi
pravdepodobne nezavisla na pritomnosti funkéného endotelu. Uinok na cievy nezavisly na
endoteli je relativne bezny. Podobne nezavislé su vazokonstrikény adrenalin a noradrenalin,

vazodilatacne ucinny papaverin a nepriame donatory NO (glyceroltrinitrat, isosorbiddinitrat)

53


https://www.cvpharmacology.com/antiarrhy/adenosine

vo vysokych koncentraciach. Z prirodnych latok napr. izochinolinové (tetrandrin) a
diterpenové (mezakonitin) alkaloidy, sposobia tiez vazodilatidciu nezavisli na endoteli (tieto
latky pravdepodobne blokuju vstup Ca?>" cez vépenaté kanaly L-typu). Podobnym
mechanizmom funguju derivaty kyseliny ftalovej (ligustlid, senkyunolid), seskviterpény a
flavonoidy (skutelarin, farrerol, chrysin, apigenin, luteolin). Polyfenoly (resveratrol,

kvertecin) maju priamy a aj nepriamy vazodilatacny efekt. (Knox et al.2019, DeFeudis 1985)
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Obrazok €. 10 Produkcia vazodilatatorov a kontraktilnych faktorov v endoteli a ich
efekt na vazkularny ton (Ketonen, 2010)

6.2  Vplyv biochaninu A na Ca?" influx blokddou L-typu membranovych Ca?"kanalov

Membranové vapenaté kanaly L-typu sa prevazne nachddzaju v bunkovej membrane hladke;j
svaloviny ciev, kardiomyocytoch, sinoatridlnom uzle a atrioventikularnom uzle. Maji vysokt
vodivost a pomalil napitovo ovladant inaktiviciu. Napdtfovo ovladané Ca’** kandly
sposobuju kratky ale intenzivny nérast Ca®" koncetracie. St zodpovedné za reguldciu vtoku
Ca?", ¢o je délezity druhy posol podialajici sa na rdoznych bun&nych procesoch. Otvaranie
tychto kanalov vyvola influx extracelularneho Ca?* a uvolnenie zo SR pomocou RYRs a

IPsR.
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Tie receptory st schopné uvolnit Ca** zo SR, ktory je indukovany Ca?". Nérast cytozolickej
koncetracie Ca?" iniciuje mobiliziciu d’alsieho Ca’>" zo SR, ale ked je prekrogena uréita
hranica koncetracie, vyvija sa negativna spitnad véizba a kandly sa zatvoria. (Bootman a

Berridge, 1996)

RyR kandly su lokalizované blizko plazmatickej membrany. Druhé posle cADP ribdza a
PAK zv§uju citlivost k Ca**, ale PKC znizuje. (House et al., 2008) RyR st schopné zvysit
koncentraciu Ca*" a vytvorit’ tkz. Ca?" iskry, ktoré aktivuju Ca>"-ovladané K* kanaly. Lokalne
zvysenie intracelularneho Ca®" plynie z otvorenia RyR kanalov v membrane SR, ¢o vedie
k hyperpolarizacii spdsobenej otvorenim K* kanélov. (Nelson et al., 1995) Takze BKca kanaly

st aktivované nie len narastom koncentracie Ca**, ale aj depolarizaciou.

IP3 po naviazani na IP3R sposobuje konformaénii zmenu a otvorenie kanélu, a tym vstup Ca*"
zo SR do cytoplazmy. Ten difunduje cytosolom a otvara d’alsie Ca®" kanaly. V pripade ubytku
Ca®" zo SR dochadza ku konformacnej zmene IP3R, a to umozni vstup extracelularneho Ca**.

(Berridge, 1997)

Ionizovany vapnik sa viaze na regulacny protein, kalmodulin, a vznika kalcium-
kalmodulinovy komplex. Ten aktivuje MLCK, ktory fosforyluje myozin a dochadza
k interakcii aktinu s myozinom. Blokada vstupu tohto i6nu spdsobuje vazodilaticiu a ma
negativny chronotropny, dromotropny a inotropny efekt na srdce. Pri zniZenej koncetracii
Ca’" v cytoplazme je aktivovany enzym MLCP, ktory deaktivuje ATP-izovi aktivitu
myozinovych hlav. Tymto zanikaji mostky medzi 'ahkymi a tazkymi filamentmi a hladky
sval postupne relaxuje. (Ferndndez at al. 2015, Richard 2015, McNeish et al. 2010)
Koncetracia cytozolického Ca’** je regulovand pumpami (Ca?’" ATP-iza plazmaticke;
membrany, Ca** ATP-4za sarko/endoplazmatického retikula ) a vymennikmi (Na* /Ca*").

(Berra-Romani et al., 2008)

Ca?" ATP-4za sarko/endoplazmatického retikula je pumpa, ktord pomocou ATP transportuje
Ca”" z cytosolu do retikula, a tym udrzuje Ca*>" homeostazu. Aktivita tej pumpy je regulovana
fosforylaciou a defosforylaciou fosfolambu. Fosfolamban je substraitom cGMP-dependentne;j
proteinkindzy a reguluje vazodilataciu. (Lucas et al., 2000, Koss a Kranias, 1996, Lompre,

1998)
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V naSej praci sme chceli zistit, ¢i je biochanin A blokatorom L-typu membranovych
vapenatych kanalov. K tomuto ucéelu sme pouzili BayK 8644. BayK 8644 je analog
nifedipinu, 1,4-dihydropyridinovy derivat, a agonista napédtovo riadenych vapenatych kanalov
L-typu. V jeho pritomnosti sa zvysi prietok Ca?* iénov cez tieto kandly a predlzuje sa ich

otvaranie.

BayK ma i d’alSie tcinky. Ca?* idny st uvolnené tiez zo SR. (Thomas et al. 1985) Taktiez ma
pozitivny inotropny efekt na srdce a ten nie je sposobené inhibiciou Na,K-ATP-azy alebo
kvoli zvysenej citlivosti vldkien k Ca®". Pravdepodobne vyvol4 i uvolnenie NO z buniek kvoli

NOS, ktora je regulovana pomocou systému kalcium/kalmodulin. (Berkels et al. 1999)

V pokusoch sizolovanou cévou Bay K 8644 vyvola kontrakciu, ktora je zavisla na
koncentracii. Jeho G¢inok sa da antagonizovat pomocou Ca®’ antagonistov (nifedipin,
verapamil) alebo odstranenim Ca?" i6nov zo zivného roztoku. (Salaices et al. 1988) V tejto
praci sme testovali vplyv troch rdéznych koncentracii biochaninu A na u¢inok BayK 8644.
Ukézalo sa, ze biochanin A dokéze v najvysSej pouzitej koncentracii Uplne zablokovat’ vplyv
BayK8644. Preto je pravdepodobné, ze blokuje L-typ vapenatych kandlov ako napr. nifedipin.

Dalej je pravdepodobné, Ze tento t¢inok je davkovo zavisly.
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Obrazok ¢. 12 Vzorec BayK 8644
Zdroj: https://www.fishersci.se/shop/products/bay-k-8644-6/15424079

6.3  U¢inok biochaninu A nezavisly na extracelulirnom Ca2*

I ked’ blokada Ca®" kanalov je pravdepodobne hlavny mechanizmus vazodilataéného G¢inku
biochaninu A, stale plati, ze vazodilatacia moéze prebichat 1 nezavisle na vstupu
extracelularneho vapnika.

Pre overenie tohto mechanizmu u¢inku sme sa rozhodli vyskuSat’ ucinky biochaninu A v
prostredi bez vapniku. Podmienkou uspeSného pokusu bolo preto dokladné odvapnenie. K
tomuto ucelu sme pouzili opakované premytie Krebsovym roztokom, ktory obsahoval EDTA.
Odstranenie Ca?* sme overili pomocou KCI.

K samotnému pokusu sme ako vazokonstrikénu latku pouzili fenylefrin a porovnali jeho
ucinky v pritomnosti troch r6znych koncentracii biochaninu A. Fenylefrin je alfal-agonista.
Po aktivacii alfal-receptorov dojde v bunke k réoznym dejom a konecnym vysledkom je
vazokonstrikcia. Alfal-adrenegné receptory st spojené s Gq-proteinmi a spOsobuju
vazokonstrikciu cez IP3 signdlnu drahu. Gqg-proteiny v hladkej svalovine st spojené s 2

signalnymi drdhami: kaskéada fosfolipazy C (inozitol trifosfat) a Rho-kinazova.
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kinase-and-myosin-phosphatase-downstream fig3 226193646

Zatial' st zndme tieto intracelulirne mechanizmy: cez IP3 je stimulované uvolnenie Ca** zo
SR, ktoré aktivujii PKC cez tvorbu DAG. PKC vyvola influx extracelularneho Ca*". ROCK
(Rho-kindzova dréha) inhibuje myozinovu fosfatdizu MLCP a zvicsi kontrakciu. Cez Gq-
proteiny podsobia 1 dalSie vazokonstrikéné latky, napr. angiotenzin II, ET-1, adrenalin,
noradrenalin a vazopresin. Kaskéada ich u¢inku méze byt’ rovnaka alebo podobnd. (Klabunde

2018, Jeong et al. 2015)

V tejto praci sme cheeli zistit', ¢i biochanin A dokaze vyvolat’ vazorelaxaciu nezavislu na
extracelularnom vapniku. Zo ziskanych vysledkov vyplyva, Ze vazodilatacia je vyvoland i bez
pritomnosti extracelularneho vépnika. NajvysSia testovand koncentracia biochaninu A
dokazala vyvolat’ najsilnejSiu vazodilataciu, takze uc¢inok je pravdepodobne dadvkovo zavisly.
Zo ziskanych vysledkov nie je mozné urcit’ presny mechanizmus ucinku. Z doteraz znamych
mechanizmov u€inku fenylefrinu pripadaji do tvahy blokacia uvolnenia intracelularneho
Ca®" zo SR a/alebo inhibicia ROCK, ktora by tak menej inhibovala MLCP a dochézalo by k
odstiepeniu fosfaty z Tlahkého myozinového retazca a nasledne k inhibicii svalovej

kontrakcie.
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7 Zaver

Praca sa zamerala na analyzu biochaninu A vin vitro podmienkach. Experimenty boli
realizované na izolovanych aortalnych kruhov potkana, ktoré¢ potvrdili jeho vazodilata¢nu

aktivitu. Biochanin A sposobil davkovo zavisli vazodilataciu na prekontrahovanych kruhov.

Mechanizmus ucinku biochaninu A bol skuSany na cievach s endotelom aj bez endotelu. Zo
skimania mechanizmu G¢inku vyplyva, ze vazodilata¢ny u¢inok biochaninu A je nezavisly na

pritomnosti endotelu.

Biochanin blokoval L-typ véapenatych kanalov podobne ako napriklad nifedipin, a tento
G¢inok bol davkovo zavisly. Biochanin A bol aj v prostredi bez Ca®" schopny znizit

kontrakciu vyvolanu fenylefrinom v zavislosti na davke.

Tento GcCinok preto sprostredkoval mechanizmus alebo mechanizmy, ktoré su nezavislé na
influxe extraceluldrného Ca®". Presny mechanizmus nie je na zaklade tychto vysledkov mozné
urcit. Do Givahy prichadza napr. inhibicia uvolnenia intracelularneho Ca** zo SR a/alebo

inhibicia ROCK.
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8 Zoznam skratiek

ACH
ACE
ATP
AP
DAG
DMSO
cAMP
cGMP
PDGF
ER
EDHF
EGF
ET-1
ECM
G4PCR
G;PCR
PIP;
IP;
MLCK
NA

NO

acetylcholin
angiotenzin-konvertujuci enzym
adenozintrifosfat

akény potencial

diacylglycerol

dimethylsulfoxid

cyklicky adenozinmonofosfat
cyklicky guanozinmonofosfat
dostickovy rastovy faktor
endoplazmatické retikulum
endotelidlny hyperpolarizacny faktor
endotelialny rastovy faktor
endotelin

extracelularny matrix

receptor spojeny s Gg-proteinom
receptor spojeny s Gs-proteinom
fosfatidylinozitol 3-kinaza
inozitol-trifosfat

kinaza 'ahkého retazca myozinu
noradrenalin

oxid dusnaty
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CO2

NOS

PKC

PKA

KCl

RAAS

SR

C a2+

VEGF

VSMC

oxid uhlicity

NO-syntaza

proteinkinaza C

proteinkinaza A

chlorid draselny

systém renin-angiotenzin-aldosteréon
sarkoplazmatické retikulum
vapenaty ion

vaskularny rastovy faktor

vascular smooth muscle cell
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