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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Kristyna Smidova
Skolitelka: doc. PharmDr. Jana Pourova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vasodilatacni ucinky derivati katecholu ex vivo

Polyfenoly v€etné flavonoidl pfedstavuji Sirokou skupinu pFirodnich latek
s vyznamnymi ucinky na lidské zdravi vCetné prevence kardiovaskularnich
onemocnéni. Vyznam maji také jejich metabolity, jejichz klinické u€inky mohou
byt dokonce vétsi, nez jaké méla puvodni sloucenina. Cilem této prace bylo oveéfit
vasodilata¢ni ucinky jednoho typu metabolitl, derivatt katecholu, na hladky cévni
byla pouzita standardizovana metoda ex vivo izolované tkané izolovanych
aortalnich krouzkl potkana kmene Wistar s isotonickou registraci kontrakce
a dilatace tkané (software S.P.E.L. Advanced Kymograph Software).
NejuCinnéjSim  vasodilatatorem po  prekontrakci  noradrenalinem byl
3-methoxykatechol (ECso = 7,6 pmol.I""). P¥i testovani mechanismu ucinku jsme
zjistili, Zze tento ucCinek je na endotelu nezavisly, a Ze 3-methoxykatechol
potencuje vasodilatacni ucinek nitroprusidu sodného. Konkrétni mechanismus
se nam odhalit nepodafilo a mély by se proto provést dalSi experimenty.
Jako mozné se jevi pusobeni na draze NO/sGC/cGMP/PKG.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology & Toxicology

Student: Kristyna Smidova
Supervisor: doc. PharmDr. Jana Pourova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Vasodilatory effects of catechol derivatives ex vivo

Polyphenols, including flavonoids, are a broad group of natural substances
with significant effects on human health, including the prevention
of cardiovascular diseases. Their metabolites can also be active, with clinical
effects which may even exceed those of the parent compounds. The aim of this
diploma thesis was to verify vasodilatory effects of one flavonoid metabolite type,
a series of catechol derivatives and elucidate the mechanism of action of the most
potent substance. The established ex vivo method of isolated aortic rings
of Wistar rats with isotonic registration of tissue contraction and dilation (software
S.P.E.L. Advanced Kymograph Software) was used. In the experiments
with the rat aorta precontracted by norepinephrin, 3-methoxycatechol was
the most effective vasodilator (ECso = 7,6 pmol.I'"). In the mechanistic study, we
found out that its effect is endothelium-independent, and that 3-methoxycatechol
enhances the vasodilatory effect of sodium nitropruside. However, the specific
mechanism responsible for vasodilation was not identified and further
experiments should be carried out in future. An effect on the NO/sGC/cGMP/PKG

pathway seems possible.
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1. SEZNAM ZKRATEK

A

AA

ACE

ADH

Ach

ANP

ANS

AP

AT1, AT2 receptor

ATP

B1, B2 receptor

BNP

cAMP
cGMP

CNP

CNS
COMT
COX1, COX2
D

D1-5 receptor
DAG

DOPA
EDHF

EDRF

adrenalin

kyselina arachidonova
angiotenzin konvertujici enzym
antidiureticky hormon (vazopresin)
acetylcholin

atrialni natriureticky peptid
autonomni nervovy system

akeni potencial

receptory pro angiotensin Il
adenosintrifosfat

receptory pro bradykinin

mozkovy natriureticky peptid
cyklicky adenosinmonofosfat
cyklicky guanosinmonofosfat
natriureticky peptid typu C
centralni nervovy systém

katechol — O — methyltransferaza
cyklooxygenaza 1, cyklooxygenaza 2
dopamin

receptory pro dopamin
diacylglycerol
dihydroxyfenylalanin

endotelovy hyperpolarizaéni faktor

endotelialni relaxaéni faktor



EMT

ET, ET-1, ET-2, ET-3

ETa, ETs receptor

GIT

Gi, Gq, Gs receptor

GTP

5-HT

5-HT1.7 receptor
IP3

IP receptor
KVO

KVS

M1.3 receptor
MAO A, MAO B
MLC

MLCK, aMLCK
MP

NA

NET

NO

(e, n, i) NOS

NPR-A, NPR-B,
NPR-C receptor

NTS

extraneuronalni monoaminovy transportér
endotelin, endotelin 1, endotelin 2, endotelin 3
receptory pro endotelin

gastrointestinalni trakt

receptory sprazené s G-proteinem
guanosintrifosfat

5-hydroxytryptamin (serotonin)

receptory pro serotonin

inositoltrifosfat

receptor pro prostacyklin

kardiovaskularni onemocnéni
kardiovaskularni systém

muskarinové receptory

monoaminooxidaza A, monoaminooxidaza B
lehké myozinové fetézce

lehkofetézcova myozinkinaza, (aktivni)
lehkofetézcova myozinfosfataza

noradrenalin

norepinefrinovy transportér (transportér pro adrenalin)
oxid dusnaty

syntaza oxidu dusnatého (endotelova, neuronalni,
inducibilni)

receptory pro natriuretické peptidy

nitroprusid sodny
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p.a. pro analysis

PGE:2 prostaglandin E2

PGG2 prostaglandin G2

PGH: prostaglandin Hz

PGl2 prostacyklin I2

PIP2 fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PAK proteinkinaza A

PKC proteinkinaza C

PKG proteinkinaza G

PLA2 fosfolipaza Az

PLC fosfolipaza C

PNS periferni nervovy systém

RAAS renin — angiotensin — aldosteronovy — systém
sGC solubilni guanylatcyklaza

SR sarkoplazmatické retikulum

SS srde¢ni selhavani

TK krevni tlak

TRP kanaly s pfechodnym receptorovym potencialem (z

angl. transient receptor potential)

TXA2 tromboxan A2
TP receptor receptor pro tromboxan
V1, V2 receptor receptory pro vazopresin
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2. UvoD

Zakladni vlastnosti Zivych organismua je zachovani homeostazy neboli stalosti
vnitiniho prostfedi, a to i pfi proménlivych metabolickych narocich €i ménicich
se podminkach okoli. Hlavni podil na udrzeni homeostazy ma kardiovaskularni
systém (KVS) (Rokyta 2000).

KVS je slozen ze srdce a krevnich a lymfatickych cév a pIni mnoho dalSich
zivotné dulezitych funkci (Konradova et al. 2000). Jeho funkce mohou byt

regulovany dvéma typy mechanismu — lokalnimi a centralnimi (Trojan 2003).

Z lokalnich mechanismi ma velky vyznam endotelova a myogenni regulace
(Trojan 2003). Endotel produkuje latky, které se podileji na srazeni krve,
produkuje rUstové faktory pro déleni svalovych bunék, uc€astni se zanétlivé
reakce, reguluje cévni tonus atd. Pro spravnou funkci endotelu musi byt
rovhovaha mezi vasodilatacnimi latkami (oxid dusnaty, prostacyklin PGl2)
a vasokonstrikCnimi latkami (angiotensin |l, endotelin, tromboxan A2).
Pfi naruSeni rovnovahy vznika endotelialni dysfunkce, ktera pfispiva ke vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni (KVO) a zvySeni mortality na tato onemocnéni
(Puzserova 2016, Trojan 2003, Vita 2005). Myogenni regulace spociva ve zméné
prusvitu cévy, ¢imz reguluje pratok krve tkani a ma také vliv na krevni tlak (Kittnar
2011).

Mezi nejvyznamngjSi centralni mechanismy patfi regulace sympatikem
(prostfednictvim mediatoru jako je adrenalin a noradrenalin pusobicich na alfa
a beta receptory) a parasympatikem (jehoz hlavnim plsobkem je acetylcholin

ovliviujici muskarinové a nikotinové receptory) (Trojan 2003, Shier et al. 2007).

V poslednich desetiletich razantné narustal pocet lidi s KVO, ktera se tak zaradila
na prvni misto pfi€in mortality ve vyspélych i rozvojovych zemich (Mladénka
et al. 2010, Zipes et al. 2018).

NejbéznéjsSi KVO je hypertenze. Jedna se o multifaktorialni onemocnéni, které
pfi pretrvavani mize poSkozovat krevni cévy. Ve spojeni s dalSimi rizikovymi
faktory (jako je koufeni, nevhodna strava, nedostatek fyzické aktivity, vysoky
cholesterol typu LDL, nizky HDL a dalSi) vede ke vzniku aterosklerézy a dalSich
KVO s aterosklerotickym podkladem (pf.: ischemicka choroba srdecni,
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ischemicka choroba dolnich koncetin, akutni infarkt myokardu) (VICek a Fialova
2010, Katzung 2018). VSechny tyto problémy souviseji pravdépodobné

s plsobenim oxida¢niho stresu na organismus (Mladénka et al. 2010).

Vyvoj v€asné diagnostikovaného KVO lIze zvratit i nefarmakologickou |éCbou,
vétSinou je vSak potfeba vyuzit rizna léciva, kterych sice existuje mnoho,
ale vzhledem k zavaznosti téchto onemocnéni je snaha vyvijet stale nova
(Svihovec et al 2018, Klener 2012). Slibné se zdaiji byt pfirodni latky, naptiklad
flavonoidy (Bravo 1998).

Flavonoidy patfi mezi polyfenolické sekundarni metabolity rostlin, v pfirodé hojné
rozSifené (Spilkova 2016, Kim a Je 2017). Jednotlivé flavonoidy se svou
strukturou liSi a déli se tak do nékolika riznych skupin. Rovnéz spektrum jejich
ucinkd je velmi Siroké, vyuzivaji se zejména v prevenci nékterych chronickych
onemocnéni, pfedevSim KVO (Spilkova 2016, Gross 2004). Dulezité je zohlednit
také metabolismus flavonoidl, protoZe i jejich metabolity mohou vyvolavat
klinicky zajimavé ucinky, nékteré dokonce vétSi nez puvodni slou€enina
(ViskupiCova et al. 2008, Cassidy a Minihane 2017). Jejich mechanismus zatim

vétSinou nebyl pIlné objasnén (Mladénka et al. 2010).

Mezi metabolity flavonoidl patfi také katecholy. V této praci jsme se zaméfili
na vasodilatac¢ni ucinky jejich derivatd a nasledné na mozny mechanismus tohoto
ucinku. Pro vyzkum jsme zvolili standardizovanou metodu ex vivo na izolované

aorté potkana.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Kardiovaskularni systém

Zajistuje obéh krve a tok mizy. Dodava tim kyslik a nutri¢ni latky do riznych
télnich kompartmentl a odvadi oxid uhliity a dalSi odpadni latky bunék
z organismu (Balko et al. 2017, Konradova et al. 2000). Také se podili
na transportu hormonu a protilatek, udrZzeni acidobazické rovnovahy,
termoregulaci a sehrava roli v imunitnich procesech (Rokyta 2000, Puzserova
2016).

KVS se sklada ze dvou propojenych vaskularnich systému — lymfatického
a krevniho systému. Soucasti lymfatického vaskularniho systému je soustava
lymfatickych (miznich) cév (Konradova et al. 2000, Balko et al. 2017). Lymfatické
cévy zacCinaji slepé v mezibunécnych Stérbinach jako lymfatické kapilary, které
vzajemné anastomozuji a vytvareji vétsi mizni cévy (Cihak 1997). Ty pak usti
do krevniho obéhu v oblasti velkych zil v blizkosti srdce. Jejich ukolem je vracet

prebytecnou tekutinu z tkanovych prostor do krevniho obéhu.

Krevni vaskularni systém tvofi srdce a krevni cévy (Konradova et al. 2000, Balko
et al. 2017).

3.1.1. Srdce

Srdce je duty svalovy organ, ktery pracuje nepfretrzZité jako pumpa. Rytmicky se
kontrahuje (systola) a relaxuje (diastola) a tim pohani krev do celého téla (Cihak
1997, Petrovicky 2001, Trojan 2003).

Je tvofeno Ctyfmi dutinami (dvéma sinémi a dvéma komorami). Do praveé siné je
privadéna odkysliCena krev horni a dolni dutou Zilou, odtud te€e do pravé komory,
ze které je pfi systole vypuzena do plic. V plicich dojde k okysli€eni krve a jejimu

navratu do levé siné, odkud te€e do levé komory (maly plicni obéh).

OkysliCena krev vpusténa z levé siné do levé komory je pfi systole vhanéna
do aorty a dale do tepen a kapilar celého organismu, z nichz po odevzdani Oz

a nutriénich latek v siti kapilar prejde do Zil vedoucich krev opét do pravé siné
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(velky krevni obéh). Zpétnému toku krve zabrariuji chlopné (Petrovicky 2001,
Dylevsky 2019).

Sténa srdce je tvofena tfemi vrstvami. Vnitfni vrstvu pfedstavuje endokard, tenka
blana, jez vytvari vystelku srdce. Stfedni vrstvou srdecni stény je myokard
(srde¢ni svalovina), tvofeny z pfi€né pruhovanych svalovych vlaken. Sitovita
struktura myokardu umoznuje rychly rozvod nervovych vzruchl a zajiStuje tak
pravidelné stahy srdce (Dylevsky 2019). Zevni vrstvu srdce tvofi epikard, serosni
blana, ktera podél cév vstupujicich a vystupujicich ze srdce prechazi v perikard
(vazivovy obal). Prostor mezi epikardem a perikardem je vyplnén tekutinou, ktera

umozriuje klouzavy pohyb obou listd (Cihak 1997, Dylevsky 2019).

3.1.2. Cévni systém

Cévni systém je soustava trubic riznych rozméra, jimiz proudi tekutina (krev —
v uzavieném krevnim vaskularnim systému ¢i miza — v otevieném lymfatickém

vaskularnim systému) (Cihak 1997).

3.1.2.1. Struktura cévni stény

Obecné se cévni sténa sklada ze tfi vrstev — tunica intima, tunica media a tunica
adventitia. V riznych Castech cévniho systému se slozeni dil€ich vrstev cévni
stény li&i podle jednotlivych typli cév a je ptizpisobeno jejich funkcim (Cihak
1997, Kittnar 2011). Schématické rozlozeni vrstev cévni stény je znazornéno na
Obr. 1.

Tunica intima (interna)

Tunica intima je vnitfni vrstva tvofena endotelem a subendotelovou vrstvou.
Bunky endotelu v jedné vrstvé vystylaji vnitfini povrch cév. Jsou polygonaini,
ploché s centralné ulozenym jadrem, protazené zpravidla ve sméru toku krve.
Obvykle jsou uloZeny na bazalni laminé. Mezi jednotlivymi endotelovymi burikami
se nachazi ¢etné tésné spoje (tzv. zonulae occludentes) (Konradova et al. 2000,
Junqueira et al. 1997). Svoji stavbou vytvareji endotelové buriky hladky
a nesmacivy povrch, ktery oddéluje krev od hladkého svalu cévy (Dylevsky 2019,
Kittnar 2011).

15



Subendotelovou vrstvu tvofi podélné usporadané fidké kolagenni vazivo a zfidka

také buriky hladké svaloviny (Konradova et al. 2000, Junqueira et al. 1997).

Tunica media

Stfedni vrstva — ftunica media je slozena pFfevazné z koncentricky
uspofadanych vrstev hladkosvalovych bunék (Konradova et al. 2000, Junqueira
et al. 1997). Tyto vrstvy hladké svaloviny dodavaji cévni sténé pruznost

a umoznuji ménit prasvit cév a regulovat prutok krve (Dylevsky 2019).

Buriky hladké svaloviny produkuji mezibunécnou hmotu, jejiz soucasti je hlavné
glykosaminoglykan chondroitinsulfat a proteoglykany, které glykosaminoglykan
obsahuji. DalSi slozkou tunica media je proménlivé mnozstvi elastickych
a kolagennich vlaken (nachazi se zde hlavné kolagen lll. typu) (Konradova et al.
2000, Junqueira et al. 1997). Elasticka vlakna zde vytvareji blanky, ve kterych se
nachazeji otvory (tzv. membranae fenestrae) umoznujici prunik zivin do hlubSich
vrstev stény cévy. Elastické struktury oddéluji tunica media od tunica intima
a tunica adventitia formovanim membrana elastica interna a membrana elastica

externa (Konradova et al. 2000).

Tunica adventitia (externa)

Tunica adventitia je povrchova vrstva cévy tvorena fibrilarnim vazivem sloZzenym
z podélné orientovanych elastickych a kolagennich vlaken (zejména kolagen |.
typu). Jsou zde pfitomny také fibroblasty, adipocyty i hladkosvalové bunky.
Adventicie postupné pronika do vaziva organu, jimz céva prostupuje a pruzné ji
tak fixuje k okoli (Cihak 1997, Junqueira et al. 1997).

Vasa vasorum

Vyziva stény drobnych cév je zprostifedkovavana difuzi nutrientd a kysliku z krve,
jez danou cévou protéka. Vétsi cévy (s primérem nad 1 mm) maji pfili§ silné
stény na to, aby jimi prochazely Ziviny a Oz difuzi, proto maji ve sténach vyvinuty
vlastni systém cév, ktery se oznacuje jako vasa vasorum (cévy cév). Vasa
vasorum mohou vznikat jako vétve vlastni arterie, kterou zasobuji nebo arterie
sousedni. Tyto cévy se bohaté vétvi ve vrstvé tunica adventitia a zevni Casti

tunica media. Vzhledem k tomu, Ze ve vendzni krvi je niz§i koncentrace kysliku
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i Zivin, nachazi se vasa vasorum Castéji ve sténach vén nez arterii (Konradova
et al. 2000, Junqueira et al. 1997).

Inervace

VétSina krevnich ceév, které ve své sténé obsahuji bunky hladkého svalstva, ma
vyvinutou sit nemyelinizovanych sympatickych vazomotorickych nervovych
vlaken. Mediatorem je noradrenalin (NA), jehoz uvolnéni z téchto nervl vede
k vasokonstrikci. V arteriich nezasahuji vétSinou eferentni nervova vlakna
az do medie a NA musi dal difundovat, aby se dostal k hladkym svalovym
bunkam. Ve vénach se nervova zakonCeni vyskytuji v adventicii i v medii,
ale celkova hustota inervace je mensi nez v arteriich (Konradova et al. 2000,

Junqueira et al. 1997).

VSechny cévy maji relativné velkou schopnost regenerace (Konradova et al.
2000).

Obr. 1 Obecna struktura cévni stény

1 — tunica intima: 1.1 — endotel, 1.2 — subendotelova vrstva, 1.3 — membrana
elastica interna; 2 — tunica media: 2.1 — hladka svalovina, 2.1.1 — membranae

fenestratae elasticae, 2.2 — membrana elastica externa; 3 — tunica adventitia

Pfevzato z: Balko et al. (2017)
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3.1.2.2. Typy cév

Mezi cévy fadime arterie, arterioly, vény, venuly, kapilary, prekapilarni sfinktery
a arteriovendzni zkraty (anastomozy). Arterie se vétvi do tendich az nejtencich
arteriol a vedou krev ze srdce do kapilar. Kapilary pfechazeji ve venuly a spojuji
tak arterialni a Zilni FeCisté. Venuly se nasledné sbiraji ve vény, které vedou krev
z kapilar do srdce (Cihak 1997, Shier et al. 2007).

Arterie

Arterie maji pevnou a pruznou sténu, ktera musi byt pfizplisobena na pulsové
narazy krve vypuzované srdcem. Krev jimi proudi rychle (nejrychleji aortou),
rychlost pratoku se zpomaluje postupnym vétvenim fecisté a stava se kontinualni
(Cihak 1997). Rozeznavame dva typy arterii — arterie elastického typu a arterie

svalového typu.

Mezi arterie svalového typu patfi vétSina arterii lidského téla. Tunica intima je zde
slozena zendotelu a subendotelové vrstvy, ktera mize obsahovat
i hladkosvalové bunky. Tunica media je tvofena cirkularné usporadanymi
vrstvami hladkého svalstva. Téchto vrstev muze byt az Ctyficet v zavislosti
na priméru cévy. Intimu od medie oddéluje dobfe vyvinuta membrana elastica
interna (Martinek a Vacek 2009, Konradova et al. 2000). Ve vétSich arteriich
svalového typu je pfitomna také membrana elastica externa. Tunica adventitia je
tvofena pfedevsim elastickymi a kolagennimi vlakny, dale také malym mnozstvim
fibroblastl a adipocytl. V adventicii se nachazi lymfatické kapilary, vasa vasorum
a nervova vlakna, ktera nékdy pronikaji do vnéjSich ¢asti tunica media
(Konradova et al. 2000, Junqueira et al. 1997).

K arteriim elastického typu patfi arterie velkého kalibru jako je aorta a plicnice
(v€etné jejich hlavnich vétvi). Diky vysokému obsahu elastinu maji naZloutlou
barvu a mohou zastavat funkci pruzniku (Balko et al. 2017, Martinek a Vacek
2009, Konradova et al. 2000). Tunica intima je siln&jSi nez u arterii svalového
typu. Jeji subendotelova vrstva je silna a obsahuje vazivova vlakna, ktera hraji
vyznamnou roli pfi deformaci endotelu béhem kontrakci a dilataci arterii. Tunica
media obsahuje elastické blanky (membranae fenestratae), jejichz pocet roste
s vékem. Blanky se postupné stavaji metabolicky inertni a diky dalSimu ukladani

elastinu sili. V medii se nachazeji téz hladké svalové buriky, které se na elastické
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blanky upinaji. Tunica adventitia je tenka, tvofena prevazné elastickymi

a kolagennimi vlakny (Konradova et al. 2000, Junqueira et al. 1997).
Aorta

Aorta neboli srde€nice je hlavni tepnou lidského téla a ze vSech arterii
ma nejveétsi pramér (Shier et al. 2007, Holibkova a Laichman 2004). Vystupuje
z levé srdeCni komory a tvofi ji tfi useky. Prvnim usekem je aorta ascendens,
ktera se ohyba v arcus aortae — druhy usek, jez dale pokraCuje v posledni Cast
oznacovanou jako aorta descendens. Aortu descendes dale Clenime na aorta
thoracica (hrudni &ast) a aorta abdominalis (8ast v bfisni duting) (Cihak 1997).
Jak jiz bylo zminéno vySe, z histologického hlediska patfi aorta do skupiny

velkych arterii elastického typu (Junqueira et al. 1997).

Arterioly

Arterioly jsou nejtenCi tepny. Jsou tvofeny endotelem a tenkou vrstviCkou
hladkych svalovych bunék, jejichz povrch pokryva fibroelasticka vrstva (Cihak
1997). U vétSich arteriol je endotel od svalovych bunék oddélen pomoci
membrana elastica interna, u menS$ich arteriol tato membrana chybi (Konradova
et al. 2000). Sténa arteriol je relativné silna s malym prasvitem. Sv(j prusvit
mohou diky hladké svaloviné ménit a regulovat tak prutok krve cévnim fecistém
(Cihdk 1997). Kone&né segmenty arteriol obsahuji pouze malé mnoZstvi
svalovych bunék a nazyvaji se prekapilary. Prekapilary nasledné prechazeji
v kapilary (Cihak 1997, Petrovicky 2001).

Kapilary

Kapilary neboli viase€nice jsou cévy s nejmensim primérem (7 — 9 um) (Shier
et al. 2007, Konradova et al. 2000). Jsou sloZzeny pouze z jediné vrstvy
endotelovych bunék. Mezi sebou jsou endotelové buriky spojené pomoci zonulae
occludentes, pfipadné pomoci desmosomu ¢&i nexu (Junqueira et al. 1997).

Diky tenké sténé a pomalému krevnimu pratoku jsou idealnim mistem

pro vyménu latek mezi krvi a pfilehlymi tkdnémi (Konradova et al. 2000).

Z vnéjSi strany na né nasedaji bunky s dlouhymi cytoplazmatickymi vybézky
tzv. pericyty. Pericyty se okolo kapilary bohaté vétvi a obklopuiji ji. Vytvareji si

vlastni bazalni laminu, ktera muize misty splyvat s bazalni laminou bunék
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endotelu (Lichnovsky et al. 2009, Konradova et al. 2000). V cytoplazmé pericytl
se nachazi aktin, myozin a tropomyosin, coz naznacuje, Zze mohou byt schopny
kontrakce. Pericyty v kapilarach zastupuji vrstvu tunica media. Tunica adventitia

je nahrazena vrstvickou kolagennich vlaken.

Podle struktury endotelu a pfitomnosti (€i nepfitomnosti) bazalni laminy mizeme

kapilary rozdélit do ¢tyf skupin (Junqueira et al. 1997).
Somatické (souvislé) kapilary

Jsou to kapilary se souvislou vystelkou bez fenestraci a pérli. Na povrchu
endotelovych bunék a v cytoplazmé se vyskytuji pinocytarni vacky slouzici
k transportu makromolekul endotelovou bunkou. NejCastéji se tento typ kapilar

vyskytuje v nervové a svalové tkani.
Visceralni (fenestrované) kapilary

Ve sténach endotelovych bunék se nachazeji fenestrace prekryté velmi tenkou
pfepazkou — diafragmou. Maji dobfe vyvinutou bazalni laminu a nachazi se
v mistech s rychlou vyménou latek mezi tkanémi a krvi (ledviny, endokrinni zlazy)
(Konradova et al. 2000, Junqueira et al. 1997).

Kapilary s pory

Tyto kapilary rovnéz obsahuji fenestrace a pory. Od fenestrovanych kapilar se
liSi nepfitomnosti diafragmy. Maji silnou souvislou bazalni laminu a jsou typické

pouze pro glomeruly ledvin (Junqueira et al. 1997, Balko et al. 2017).
Sinusoidni kapilary (sinusoidy)

| pro tento typ kapilar je charakteristicka pfitomnost Cetnych fenestraci
bez diafragmy. Bazalni lamina obvykle chybi. Zpomaluji tok krve, ¢imz vyrazné
usnadnuji latkovou vyménu. V jejich okoli se nachazeji makrofagy. Vyskytuji se

napfiklad v kostni dfeni Ci jatrech (Konradova et al. 2000, Junqueira et al. 1997).

Kapilary se na konci svého fecisté spojuji a formuji se v tzv. postkapilary
(postkapilarni venuly), jimiz mohou do tkani, vzhledem k povaze zonulae

occludentes, penetrovat tekutiny a krevni elementy (Konradova et al. 2000).
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Venuly

Na postkapilarni venuly navazuji venuly sbéraci, jejichz primér se s pfechodem
na svalové (muskularni) venuly pozvolna zvétSuje. Endotel sbéracich venul je
jesté obalen vrstvou pericytl jako je tomu u kapilar a postkapilar. Endotelové
buriky svalovych venul jsou namisto pericytd obaleny burikami hladkého
svalstva. MUZeme zde jiz rozeznat tenkou tunica adventitia. Spojenim nékolik
svalovych venul vznikaji venuly (Konradova et al. 2000, Balko et al. 2017). Venuly
maji prmér 0,2 — 1 mm a jejich sténa se sklada opét ze t¥i vrstev. Tunica intima
obsahuje endotel a tenkou vrstvu subendotelového vaziva. Tunica media je velmi
tenka, tvofena nékolika malo vrstvami hladké svaloviny (u nékterych venul mize
svalovina chybét). NejsilngjSi vrstvou venul je tunica adventitia, slozena
z kolagenniho vaziva obsahujiciho Cetna kolagenni viakna (Konradova et al.
2000, Balko et al. 2017).

V porovnani s arteriolami stejného kalibru jsou stény venul tenké (Junqueira
et al. 1997).

Veény

Splyvanim venul postupné vznikaji vény malého a stfedniho kalibru, které se

spojuji a utvafri velké zily (Balko et al. 2017).

Jejich sténu tvofi tunica intima, sloZzena z endotelu a subendotelové vrstvy. Vény
velkého kalibru maji, v porovnani s malymi a stfednimi vénami, mnohem silné;si
subendotelovou vrstvu, ktera navic obsahuje hladké svalové buriky. DalSi vrstvou
je tunica media. Sklada se prevazné z drobnych svazeckl (malé, stfedni vény)
i slabych vrstev hladkych svalovych bunék (velké vény). Oproti medii arterii je
velmi tenka, a neni tak schopna udrzet tvar vény. NejSirSi vrstvou stény vén je
tunica adventitia. Tvofi ji longitudinalné uspofadané svazky hladkosvalovych
bunék, které ji zaroven zpevruji (Konradova et al. 2000, Balko et al. 2017).

Charakteristickym znakem malych a stfednich vén je pfitomnost chlopni.

Chlopné jsou kapsovité vychlipeniny tunica intima vyztuzené vazivem. Jejich
funkci je, ve spolupraci s hladkou svalovinou medie a kosterni svalovinou

okolnich svall, usmérfiovani toku krve smérem k srdci. V zilach je totiz kvdli

Vv,
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Podle lokalizace mizeme vény rozdélit na povrchové a hloubkové. Povrchové
vény jsou umistény v podkoznim vazivu, misty mohou byt dokonce viditelné
pod kuzi. Obyc€ejné nedoprovazeji arterie. Hloubkové vény zpravidla doprovazi
arterie i nervy (Cihak 1997).

Diky velkému objemu (az 70 % celkového objemu krve) a pomalému pratoku
predstavuji Zily z funkéniho hlediska rezervoary, ze kterych je krev pfi potfebé
rychle dodana do ob&hu (Junqueira et al. 1997, Cihak 1997).

Na Obr. 2 si Ize vSimnout rozdilné stavby stény arterii a vén a také naznaceného

sméru toku krve cévami.

Tunica intima
{endotel)

Tunica media

Arteriola Kapildra

Ven
Postkapilarni

e sfinkter

Obr. 2 Struktura stény arterie a vény s vyznacenim sméru toku krve cévami

Upraveno podle: Solomon (2015) a Shier et al. (2007)

3.1.2.3. Rozdéleni cév podle funkce
Podle funkce rozdélujeme 6 typl cév:
Pruznik

Jako pruzniky se oznacuji stfedni a velké elastické tepny. Obsahuji pfedevsim
elasticka vlakna, glykoproteiny a glykosaminy. Diky tomu vynikaji mimorfadnou
pruznosti, ktera jim umoziuje pfeménit narazovy pfitok krve na jeji kontinualni
proudéni. Tato schopnost se projevuje nejvice u aorty (Kitthar 2011, Langmeier
2009).
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Rezistenéni (odporové) cévy

Reguluji pratok krve tkanémi. Radime mezi né arterioly a venuly. Arterioly
(tzv. prekapilarni rezisten¢ni cévy), které mohou diky silné sténé se znacnym
mnozstvim hladké svaloviny ménit prisvit a tim regulovat distribuci krve
mezi ruzné organy. Venuly (tzv. postkapilarni rezistencni cévy) reguluji tlakovy
rozdil mezi prekapilarnimi a postkapilarnimi rezistenénimi cévami. Tim fidi
hydrostaticky tlak krve v kapilarach a podileji se tak na filtraci a reabsorpci. Tvofi

vSak jen malou ¢ast cévni rezistence (Kittnar 2011, Langmeier 2009).

Prekapilarni sfinktery

Prekapilarni sfinktery jsou kone&nymi uUseky prekapilarnich arteriol. Maji
rozhodujici vliv na pocCet otevienych kapilar a tim padem i na velikost kapilarni
plochy, na niz dochazi k vyméné tekutiny mezi kapilarami a intersticiem (Kittnar
2011, Langmeier 2009).

Kapilary
Predstavuji rozhrani mezi krvi a tkani, kde se uskute€riuje vymeéna latek mezi krvi
a intersticialni tekutinou. Nejsou schopny vlastni kontrakce a ke zméné jejich

prusvitu dochazi pasivné (v zavislosti na stavu rezistenénich cév a prekapilarnich
sfinkter() (Kittnar 2011, Langmeier 2009).

Arteriovendzni zkraty

Nachazeji se pouze v nékterych tkanich, vétSinou mezi malymi cévami. Zajistuji
rychly pfesun krve ztepen do Zil, obchazi pfitom kapilary. Kdyz jsou
arteriovendzni zkratky otevieny, pritok krve kapilarami se v dané oblasti snizi
Ci zastavi, zaroven se vSak zrychluje pritok tkani (Kittnar 2011, Konradova et al.
2000).

Kapacitni cévy

Do této skupiny patfi prevazné zily, které diky své schopnosti pojmout znacny
objem krve, slouZi jako jeji rezervoary. Vzhledem k tomu, Ze se stale méni
potfeba distribuce krve v jednotlivych tkanich a organech, jsou takové rezervoary
nezbytné. Zabezpecuji také Zilni navrat a maji tak vliv na funkci srdce (Kittnar
2011, Langmeier 2009).
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3.2. Hladky cévni sval

Podle morfologickych znaku a funkce rozliSujeme ftfi typy svaloviny — kosterni
pfi€né pruhovanou svalovinu, srde¢ni svalovinu a hladkou svalovinu (Junqueira
et al. 1997).

Stény vSech cév s vyjimkou kapilar a stény vnitfnich organu jsou tvofeny hladkou
svalovinou (Trojan 2003). Zakladni stavebni jednotkou hladké svaloviny jsou
leiomyocyty — protahlé vietenovité bunky s jednim jadrem, ulozenym centralné
v nejSirsi ¢asti buriky. Po stranach se buriky zuzuji (Junqueira et al. 1997, Rokyta
2000, Balko et al. 2017). Jejich primérna délka je 20 — 50 um, je zavisla
na umisténi hladké svaloviny a funkénim stavu daného organu (napf. déloha

v téhotenstvi muze dosahovat délky dokonce 500 um) (Balko et al. 2017).

Kazda bunka je na povrchu kryta bunéénou membranou — sarkolemou a uvnitf
vyplnéna cytoplazmou — sarkoplazmou (Balko et al. 2017). Na membrané se
nachazi velké mnozstvi receptoru, které reaguji na neurotransmitery uvolfiované
z autonomnich nervovych zakon€eni i na dalSi pusobky (napf. hormony).
Podrazdéni hladké svaloviny vS8ak mohou zpusobit i mechanické vlivy, jako je
napfiklad poruseni cévni stény, jeZ vyvola reflexni vasokonstrikci (Kittnar 2011,
Balko et al. 2017).

V sarkoplazmé se nachazeji tenka, nepravidelné uspofadana aktinova
a myozinova myofilamenta (Shier et al. 2007, Konradova et al. 2000). Aktinova
myofilamenta se upinaji do denznich télisek, ktera mohou byt kromé
sarkoplazmy umisténa i na sarkolemé. Jsou to ovalné utvary, které jsou
vzajemné propojené dezminem, ¢imz utvafi sit a zajisStuji tak v burice
rovnomérnou kontrakci tahem za sousedni téliska. Myozin se nachazi uprostfed
mezi dvéma denznimi télisky (Balko et al. 2017). Bunky jsou usporadany tak,
aby k sobé vzdy pfiléhala uzka €ast jedné buriky a Siroka ¢ast bunky sousedici.
Diky tomuto seskupeni do sebe pfesné zapadaji a svalovina je tak kompaktni
(Konradova et al. 2000, Balko et al. 2017). Mezi bufikami se navic nachazi fidké
kolagenni vazivo, endomyzium, které mezi sebou jednotlivé buriky spojuje
a zprostfedkovava prenos sil vznikajicich béhem stahu (tim zajiStuje hladky
pribéh kontrakce) (Balko et al. 2017).
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Hladkou svalovinu mizeme rozdélit na dva typy, a to na utrobni hladky sval

a vicejednotkovy hladky sval (Rokyta 2000).
Vicejednotkovy hladky sval

Tento typ hladkého svalu je tvofen nékolika bunkami, které na sobé nejsou
zavislé. Maji kazda svou vlastni inervaci a mohou se kazda zvlast kontrahovat
(Rokyta 2000, Shier et al. 2007).

Utrobni hladky sval

Utrobni hladky sval se sklada aZz z miliond bunék, které jsou mezi sebou
propojené pomoci specialnich vodivych spoji (gap-junctions). Tyto spoje tak
umoznuji vzajemny transfer akénich potenciall a rychlé Sifeni kontrakce z burky
na buriku. Nemusi tak byt inervovana kazda bunka zvlast (Balko et al. 2017,
Rokyta 2000, Kittnar 2011). Tento komplex bunék se oznacuje jako tzv. soubuni,
syncytium. Z funkéniho hlediska se syncytium chova jako jedna jednotka (nékdy

se proto tento typ svalu oznacuje jako jednojednotkovy sval) (Kittnar 2011).

Zadny typ hladké svaloviny nelze ovladat vdli, jeho &innost je fizena pfedevsim
vegetativnimi nervy (Rokyta 2000, Cihak 2011).

3.2.1. Mechanismus kontrakce hladkého svalu

Kontrakce na molekularni urovni:

Kli¢ovou roli pfi kontrakci hladkého svalstva hraji vapenaté ionty. Za klidového
stavu je extracelularni koncentrace Ca?* 10 mol/l a intracelularni 10" mol/l
(tzn. v cytosolu je az 10 000x mensi koncentrace Ca?*) (Lillmann et al. 2002).
Aby mohlo dojit ke kontrakci hladké svaloviny, musi nejdfive dojit k nartstu
koncentrace vapenatych iontd v intracelularnim prostoru buriky. Do cytosolu
proudi Ca?* predev$im z extracelularniho prostoru pfes L-typ vapnikovych
kanalG. Zaroven také ze sarkoplazmatického retikula (SR), ale jeho podil
na zvy$eni nitrobunécné koncentrace Ca?* je mensi (Kittnar 2011, Lillmann
et al. 2002). Na fizeni intracelularni koncentrace se podili regulaéni proteiny

kalmodulin, kaldesmon a kalponin (Kitthar 2011).

Po zvySeni intracelularni koncentrace se vapnikové ionty vazi na kalmodulin.

Vznika komplex vapnik-kalmodulin, ktery aktivuje lehkofetézcovou myozinkinazu
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(MLCK). MLCK umozni vytvofit vazebné mustky mezi aktinem a myozinem tim,
Ze fosforyluje myozinové fetézce. Interakci myozinu s aktinem vznika kontrakce.
Zdrojem energie pro kontrakci je adenosintrifosfat (ATP) (Lullmann et al. 2002,

Silbernagl a Despopulos 2009).

Po snizeni Ca?* koncentrace se vapenaté ionty z komplexu s kalmodulinem
uvolriuji, tim je umoznéno odstépovani fosfatu z lehkych fetézcd myozinu (MLC)
pomoci lehkofetézcové myozinfosfatazy (MP). To zabrani dalSi interakci aktinu
s myozinem a nastava relaxace. Pusobeni MP je ukon&eno prostfednictvim Rho-
kinazy (inaktivuje MP fosforylaci) (Obr. 3) (Lincoln et al. 2001, Kittnar 2011).

Rychlost kontrakce je dana rychlosti vzniku a zaniku aktin-myozinovych mustkd,
ktera je mnohem mensi nez u pfiéné pruhované kosterni svaloviny (Kittnar 2011).
Hladka svalovina tak zprostfedkovava sice pomalé stahy, avSak mohutné
a neunavitelné (Balko et al. 2017).

L-typ Ca™

vapnikovych
kanald >

+1
MLC ATP —

) e ‘// e
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cGMP L Rho-
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NO

Obr. 3 kontrakce hladkého svalu na molekularni trovni

Upraveno podle: Klabunde (2021), Dostupné na URL:
https://www.cvphysiology.com/Blood%20Pressure/BP026. Pfistup: 21. 7. 2021

26


https://www.cvphysiology.com/Blood%20Pressure/BP026.%20(Přístup:%2021

3.3. Mechanismy regulace tonu cévniho svalstva

Pro spravné fungovani krevniho obéhu je nutné zajistit perfuzi jednotlivych tkani
a organl. PoZadavky na prokrveni se v8ak v ruznych mistech a v rdznych
momentech znacné liSi. Zaroven je potfeba zajistit nepretrzity tok krve spravnym
smérem, a tim v obéhu udrzet minutovy srdeCni vydej a tlakovy gradient.
Pro zabezpeceni téchto potieb se vyvinuly rozliéné Fidici mechanismy. Mizeme
je rozdélit na mechanismy lokalni (mistni) a centralni (celkové) (Kitthar 2011,
Petiek 2019).

Lokalni regulacni mechanismy, nékdy téZ oznaCované jako autoregulace, maji
vliv pouze na jediny organ. Udrzuji pritok krve jednotlivymi tkanémi a organy
konstantni a stale stejné rychly i pfi zméné krevniho tlaku (TK). Zaroven prutok

pfizpusobuji metabolické aktivité dané tkané.

Centralni regulacni mechanismy ovlivhuji celou cirkulaci. Jsou fizeny
z vazomotorického centra v mozkovém kmeni. Upravuji srdecni ¢innost a prusvit
cév tak, aby byl udrZzovan staly arterialni tlak krve a zachovan tlakovy gradient

potfebny pro udrZeni krevniho toku v cévach (Kittnar 2011, Petfek 2019).

Oba typy regulacnich mechanismu existuji ve vSech tkanich, kde spolu uzce
spolupracuji. AvSak jejich vyznam se v ruznych tkanich lisi. Lokalni Fizeni
dominuje zejména v myokardu a v mozku. Centralni fizeni je typické spiSe
pro kuzi €i splanchnickou oblast (Kittnar 2011, Petfek 2019).

Lokalni fidici mechanismy zahrnuji endotelovou a enzymatickou regulaci.
Do centralnich spada hormonalné-neurogenni regulace (ktera mulze

zprostfedkovavat i lokalni fizeni) (Kittnar 2011).
3.3.1. Lokalni mechanismy

3.3.1.1. Endotelova regulace

Endotel disponuje fyzikalni a parakrinni funkci. Diky fyzikalnimu
antitrombotickému puUsobeni zabrariuje tvorbé trombl a podporuje fibrinolyzu.
Parakrinni plUsobeni spociva v tvorbé a sekreci vasokonstrikénich plsobkd,

napfiklad endotelinu a vasodilatacnich pusobku jako jsou prostaglandiny a oxid
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dusnaty (NO). Dale se podili na formovani struktury cévni stény a novotvorbé cév
(Kittnar 2011, Puzserova 2016).

3.3.1.1.1.Endotelin

Existuji tfi isoformy endotelinu (ET). Prvni byl popsan ET-1 a dale dva, jemu
podobné, peptidy — ET-2 a ET-3. ET jsou v lidském téle Siroce distribuovany.
K sekreci ET-1 dochazi pfedevsim v cévnim endotelu, endometriu a centralnim
nervovém systému (CNS), ET-2 je produkovan ve stfevé a ledvinach a ET-3
napfiklad v mozku, gastrointestinalnim traktu (GIT) a plicich. ET se nachazeji
i v krvi, ale vzhledem k tomu, Ze pusobi hlavné lokalnég, jsou v krvi pouze v nizké

koncentraci (Katzung 2018).

V lidském téle pro né existuji dva podtypy receptori G-proteinového typu, ETa
a ETs. ETa receptory jsou umistény na burikach hladkého svalu, kde zpUsobuiji
vasokonstrikci. Nejvétsi afinitu k ETa ma ET-1. Receptory ETs mohou byt
umistény v endotelu cév, kde zprostfedkovavaji uvolnéni NO a PGIlz, a tim
vyvolavaji vasodilataci. Dale mohou byt ETs receptory lokalizovany v bunkach
hladkého cévniho svalu, kde naopak vedou k vasokonstrikci. Afinitu k ETsma ET-
11 ET-3, oba pfiblizné stejnou (Katzung 2018, Schiffrin 2005).

Vasokonstrikéni mechanismus endotelinu probiha nasledovné: diky stimulaci
Gqg-receptoru dochazi prfes sekundarni posly, zejména IP3 (inositoltrifosfat),
k uvolnéni Ca?* ze sarkoplazmatického retikula. Tim se nasledné preméni MLCK
na svou aktivni formu aMLCK, jez fosforyluje myozinové fetézce, ¢imz umoznuje
tvorbu mustkd mezi aktinem a myozinem a nasledné vasokonstrikci. Zaroveri se
aktivuje Rho-kinaza, ktera fosforyluje MP, ¢imz ji inaktivuje. MP defosforyluje
lehké myozinové fetézce a tim plsobi relaxaci, jeji inhibice tak vede k zesileni
vasokonstrikce (Houde et al. 2016, Takeya et al. 2015, Horinouchi et al. 2013).

3.3.1.1.2.0xid dusnaty

Oxid dusnaty, oznaCovany také jako endotelialni relaxacni faktor (EDRF), je
plynna signalni molekula, ktera hraje hlavni roli ve vasodilataci zejména velkych
cév (Rokyta 2000, Katzung 2018).

Je syntetizovan z aminokyseliny L-argininu pomoci syntazy oxidu dusnatého

(NOS). Existuji tfi izoformy NOS. Dvé konstitutivni formy — endotelova NOS
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(eNOS) a neuronalni NOS (nNOS) a jedna forma inducibilni NOS (iNOS). Aby
mohlo dojit k syntéze, museji byt konstitutivni formy nejprve aktivovany vazbou
Ca?* na kalmodulin, inducibilni forma jiz je aktivovana (Rokyta 2000, Katzung
2018). nNOS je exprimovana v centralnim a perifernim nervovém systému,
prispiva k regulaci krevniho tlaku a dilataci hladké svaloviny. INOS exprimuje
nékolik typd bunék, generuje velké mnozstvi NO, ktery se poté podili na vzniku
zanétlivych onemocnéni. V endotelu je exprimovana pfedevsim eNOS, ktera ma
vasoprotektivni a anti-aterosklerotické ucinky a hraje dulezitou roli v regulaci
cévniho tonu a krevniho tlaku (Lenasi 2018). Plisobenim nékterych mediatoru,
jako napfiklad bradykininu ¢&i acetylcholinu (Ach) dochazi k uvolfiovani NO
z bunék endotelu. Ten poté snadno difunduje z bunék, ve kterych vznikl,
pfes bunéfnou membranu do okolnich bunék hladkého svalu (Alberts 1998,
Rokyta 2000).

Tam se vazZe na solubilni formu guanylatcyklazy (sGC), aktivuje ji, coz vede
k narlstu  koncentrace  cyklického  guanosinmonofosfatu  (cGMP)
z guanosintrifosfatu (GTP), ktery nasledné aktivuje proteinkinazu G (PKG). PKG
aktivuje ATPazu SERCA a tim stimuluje vychytavani cytoplazmatického Ca?*
do sarkoplazmatického retikula a blokuje pusobeni Rho-kinazy, coz vede
k defosforylaci MP a dochazi k vasodilataci (Rokyta 2000, Lincoln et al. 2001,
Adachi et al. 2004).

K vasodilataci vivem NO muze dojit i nezavisle na cGMP: 1) aktivaci K*- kanald
oxidem dusnatym, jez vede k efluxu draslikovych iontd a hyperpolarizaci
membrany a nasledné k relaxaci; a dale také 2) pfimou aktivaci ATPazy SERCA
(Lincoln et al. 2001, Puzserova 2016, Adachi et al. 2004).

Mimoto, Zze NO pusobi vasodilatacné a ovliviiuje tak krevni tlak, plsobi také
antitrombotickym uc€inkem a ma antimitoticky vliv na hladkosvalové buriky (Stotz
et al. 2004, Katzung 2018).

3.3.1.1.3.Prostanoidy

Spolu s leukotrieny je fadime do skupiny eikosanoidu, jejichz prekurzorem je
kyselina arachidonova (AA). Prostanoidy mUzeme rozdélit na prostaglandiny,

prostacykliny a tromboxany.
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Ke vzniku prostanoidu z AA dochazi plisobenim cyklooxygenazy (COX). Endotel
exprimuje dva druhy cyklooxygenazy — COX-1 a COX-2. Pfevazné exprimuje
COX-1, ale oba enzymy jsou z hlediska produkce prostanoidi esencialni.
Pasobenim COX-1 &i COX-2 vznika z AA nejprve prostaglandin G2 (PGGz), ktery
je nasledné modifikovan pomoci peroxidazy na prostaglandin Hz (PGH2). Oba
tyto produkty jsou vysoce nestabilni a plsobenim izomeraz a syntaz vznika
z PGH2 prostaglandin E2 (PGE2), prostacyklin (PGl2) a tromboxan Az (TXA2)
(Obr. 4) (Simmons et al. 2004, Katzung 2018).
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Obr. 4 Syntéza prostaglandint ve vaskularnim systému
Upraveno podle: Simmons et al. (2004) a Katzung (2018)

PGE2 a PGl2 jsou syntetizovany endotelovymi bunkami. Hlavni prostanoid
tvofeny endotelem je PGlz, ktery vazbou na IP receptor spojeny s Gs-proteinem
zprostfedkovava vasodilataci a inhibuje agregaci krevnich desti¢ek — pusobi
antitromboticky. PGE:2 je produkovan endotelovymi burikami hlavné malych cév,
jeho vasodilatacni ucinky se projevuji po vazbé na EP2 receptor, ktery je téz

spojeny s Gs-proteinem (Simmons et al. 2004).
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TXA:2 je tvofen krevnimi destiCkami. Vaze se na TP receptor na hladkém svalu,
ktery je spojeny s Gg-proteinem a ma naopak vasokonstrik€ni a proagregacni
ucinky (navic zesiluje ucinky jinych, silnéjSich agonistl destiCek, jako napfiklad
trombinu) (Simmons et al. 2004, Katzung 2018). V roce 2006 bylo prekvapivé

zZjisténo, Ze TXA2 muzZe vznikat i v bunikach endotelu (Gluais et al. 2006).

K relaxaci hladkého cévniho svalu dochazi pfes receptory spojené s Gs-
proteinem (receptory EP2 a IP). Nejprve dojde k aktivaci adenylatcyklazy. To
vede ke zvySeni intracelularni koncentrace cAMP, tim se nasledné aktivuje
proteinkinaza A (PKA). PKA fosforyluje lehkofetézcovou myozinkinazu. MLCK je
tak deaktivovana a nemuze dojit k interakci mezi aktinem a myozinem, ktera by
vedla k vasokonstrikci. PKA téz blokuje uvolfiovani Ca?* ze sarkoplazmatického
retikula a naopak zvysuje jeho vychytavani pomoci SERCA. Kromé toho aktivuje
eflux K*, &imz vede k hyperpolarizaci buriky hladkého svalu a vasodilataci
(Masterson et al. 2011, Katzung 2018, Brunton et al. 2011).

Naopak v signalizacni kaskadé TXA2 dochazi po vazbé na TP receptor (Gg-typ)
ke zvySeni koncentrace intracelularnich Ca?* iontd a aktivaci proteinkinazy C.
Nasleduje vasokonstrikce, ktera usnadriuje agregaci krevnich destiCek
a biosyntézu dalSiho TXA2 (Katzung 2018).

Kromé ucinkd na hladkou svalovinu maiji prostanoidy vliv napfiklad na ledviny,
kde hraji dulezitou roli pfi udrzovani krevniho tlaku. PGE2 a PGl totiz reguluji
vyluCovani vody a sodiku a lokalné udrzuji pratok krve ledvinami svym
vasodilataénim pasobenim. TXAz zpUsobuje intrarenalni vasokonstrikci. Dale se
PGE2 a PGl2 podileji napfiklad na zanétlivych reakcich. ZvySuji cévni
permeabilitu, tvorbu otokll a podporuji pratok krve v zanicené oblasti. PGI2
a vysoké koncentrace PGE:2 zpUsobuji uvolnéni délozniho svalu, zatimco TXA:z
a nizké koncentrace PGE: ho stahuiji. Prostaglandiny E inhibuji sekreci zalude¢ni
kyseliny a pusobi cytoprotektivng, v GIT se tak projevuje jejich ochranny ucinek
proti peptickym vifedim (Katzung 2018).
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3.3.1.2. Enzymaticka regulace

3.3.1.2.1.Renin-angiotensin-aldosteronovy systém

Renin-angiotensin-aldosteronovy systém (RAAS) je jednim z kliCovych
regulatord homeostazy organismu (zajiStuje napf. regulaci krevniho tlaku,
objemu tekutin a rovnovahy sodiku a drasliku). Muze pusobit lokalné v tkanich
nebo systémové prostiednictvim transportu svych slozek krvi (Mufioz-Durango
et al. 2016, Durante et al. 2012).

K aktivaci RAAS vede uvolnéni reninu ze specializovanych ledvinovych
bunék (juxtaglomerularnich bunék) do cirkulace. Podnétem k uvolnéni reninu

mohou byt nasledujici situace (Shier et al. 2007, Muioz-Durango et al. 2016):

Prvnim podnétem kontrolujicim uvolfiovani reninu je zména reabsorpce NaCl
v macula densa, ktera vede k pfenosu chemickych signall, jez modifikuji
uvolnovani reninu. Pfi zvySeném toku NaCl pfes macula densa je sekrece reninu
inhibovana. Naopak pfi snizeném toku NaCl je jeho sekrece stimulovana
(Durante et al. 2012).

Druhou situaci vedouci k uvolnéni reninu je snizeni renalniho perfuzniho tlaku
ve vas afferens, které je detekovano pomoci baroreceptort (Durante et al. 2012,
Ldllmann et al. 2002).

Poslednim stavem podnécujicim sekreci reninu je stimulace sympatickych nerv,
a to pfimou aktivaci Pi-receptord nachazejicich se na juxtaglomerularnich
bunkach (Durante et al. 2012).

Renin je enzym, ktery odstépuje dekapeptid angiotensin | z angiotensinogenu.
Angiotensin | je biologicky neuCinny a musi byt dale pfeménén pomoci
angiotensin konvertujiciho enzymu (ACE) na oktapeptid — angiotensin Il. ACE
nestépi specificky pouze angiotensin |, nybrz také bradykinin, ktery Stépenim
inaktivuje (v souvislosti s bradykininem se nékdy oznaduje jako ,,kininaza II%)
(Lallmann et al. 2002). ACE je pfitomny v rlznych tkanich, napf. v plicich, cévnim
endotelu &i srdci. Kromé ACE muze angiotensin Il vznikat je$té pusobenim

dal$iho enzymu — chymazy (Shier et al. 2007, Lillmann et al. 2002).

Angiotensin Il se vaze na své receptory AT1 a AT2 (u Clovéka se vyskytuji

predevsim AT1-receptory, AT2 se nachazeji napf. u potkana, v lidském mozku,
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v lidskych ledvinach, kde se uplatni pfi regulaci homeostazy sodnych iontu,

ve fetalni ¢i onemocnélé tkani) (Lullmann et al. 2002, Siragy 2010).

Vazbou na hladkosvalové AT1-receptory (Gg-typ) zprostfedkovava fadu ucinku:
v arterialnim FecCisti vede k pfimé vasokonstrikci a zvySuje periferni odpor.
Zvysuje tonus také ve vendznim fecisti, ¢imz se muze zvysit Zilni navrat do srdce.
Dale zvySuje uCinek sympatického nervového systému — na periferii usnadruje
synapticky pfenos a centralné zvétSuje tonus sympatiku. V neposledni fadé také
podporuje sekreci aldosteronu z kary nadledvin (Brunton et al. 2011, Durante
etal. 2012, Lullmann et al. 2002). Aldosteron zvysSuje zpétnou resorpci Na* i vody
(osmotickym pusobenim) a zvySuje vyluCovani K*, dusledkem je vétsSi objem
cirkulujici krve (Kittnar 2011, Shier et al. 2007). Tyto vySe zminéné ucinky se
podileji na zvySovani krevniho tlaku a RAAS je tak dulezitou komponentou v jeho
regulaci, a to v kratkodobém i dlouhodobém horizontu (Obr. 5) (Brunton et al.
2011, Ldllmann et al. 2002).

Mechanismus uc€inku pfes AT1 receptory je spojen s aktivaci fosfolipazy C (PLC).
Nasleduje hydrolyza fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP2) na IP3 a diacylglycerol
(DAG). IP3 vazbou na své receptory v SR otevie kanal, ktery umozni eflux Ca?*,
DAG aktivuje proteinkinazu C (PKC) — nasledkem obou téchto déjl
je vasokonstrikce (Durante et al 2012, Katzung 2018).

Receptor AT2 ma podobnou strukturu i afinitu k angiotensinu Il jako AT1 receptor.
Naproti tomu v8ak jeho stimulace zplUsobuje vasodilataci (ta mize dokonce
pusobit proti vasokonstrikci vyplyvajici ze stimulace AT1 receptort). Vasodilatace
navozena pies AT2 receptor je zfejmé& zavisla na oxidu dusnatém a draze
bradykininu zprostfedkované pres B2-receptory (draha pfes B2R viz kapitola
Kininovy systém). Receptory AT2 se wuplatni ve vybranych tkanich,

napf. v ledvinach, jinak v cévach obecné dominuji receptory AT1 (Katzung 2018).

PFi chronickém pusobeni mlze angiontensin |l pfispivat k rozvoji hypertrofie

srde¢ni i cévni svaloviny (Lullmann et al. 2002).
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Obr. 5 Schématické znazornéni renin-angiotensin-aldosteronového systému

Pfevzato z: Nachtigal (2019)

3.3.1.2.2.Kininovy systém

Kininovy systém je slozity systém peptidd - kinind, jez vznikaji
ze svych prekurzord  kininogenu pusobenim  proteolytickych  enzymu
oznacovanych jako kallikreiny (Katzung 2018, Moreau et al. 2005).

Mezi nejvyznamnéjSi zastupce kinini fadime bradykinin a Lys-bradykinin
(kallidin). Kininy jsou rychle metabolizovany (poloas < 15 s) nespecifickymi exo-
i endopeptidazami, bézné& nazyvanymi kininazy. RozliSujeme kininazu |
a kininazu Il. Kininaza 1l je totozna s ACE a je povazovana za nejucinnéjsi.
Nachazi se v plazmé a cévnich endotelialnich bunkach po celém téle, a jak jiz
bylo zminéno v kapitole RAAS, stépi kromé bradykininu také angiotensin |
(Katzung 2018).

Bradykinin ma celou fadu ucinkl, napfiklad pusobi vasodilataci arterii, ktera se
mulze projevit az poklesem TK a tachykardii. Vasodilatace je nejCastéji
zprostfedkovana uvolnénim NO &i vasodilataénich prostaglandintd (PGEz, PGlz2),
jejichz tvorbu endotelem bradykinin podporuje. Méné obvyklé je pfimé plasobeni
kininl na arteriolarni hladkou svalovinu. Naproti tomu prevladajicim ucinkem
na Zily je kontrakce, jez maze plynout bud z pfimé stimulace Zilniho hladkého

svalstva nebo z uvolfiovani venokonstrikénich prostaglandint (PGF2q4) (Katzung
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2018, Trojan 2003). Bradykinin také podporuje Zlazovou sekreci, senzibilizuje
nociceptory a podili se tak na vnimani bolesti. Dale zvySuje permeabilitu cévni
stény a hraje roli pfi zanétech a edémech (Trojan 2003, Silbernagl a Lang 2001).

Podporuje natriurézu a diurézu (Svihovec et al. 2018).

Tyto uCinky se projevuji po navazani bradykininu na prislusny receptor. Existuji

dva typy receptori — B1 a B2, oba jsou spojené s G-proteinem.

B1 receptory maji velmi omezenou distribuci a pravdépodobné hraji roli pfi zanétu
(Katzung 2018). Naproti tomu B2 receptory maji Sirokou distribuci, ktera je
v souladu s mnozstvim ucinku, jez tento receptor zprostfedkovava. B2 receptor
je spojeny s Gg-proteinem (kaskada IPs a DAG). V endotelialnich burikach tak
dochazi pres PKC a zvy$eni plazmatické koncentrace Ca?* iontd k aktivaci eNOS
a fosfolipazy A2 (PLA2). Nasledkem je tvorba oxidu dusnatého a prostacyklinu

vedouci k relaxaci hladkého svalu (Moreau et al. 2005, Katzung 2018).

3.3.2. Centralni mechanismy
3.3.2.1. Hormonalné — neurogenni regulace

3.3.2.1.1.Autonomni nervovy systém

Nervovy systém je anatomicky rozdélen na centralni a periferni (PNS) nervovy
systém. PNS dale délime na somaticky a autonomni (neboli vegetativni) nervovy
systém (ANS).

ANS funguje nezavisle, nepretrzité a bez védomého usili. Clenime ho na dvé
hlavni vétve — sympatikus (thorakolumbalni vétev) a parasympatikus
(kraniosakralni vétev) (Katzung 2018, Shier et al. 2007). Sympatikus je aktivovan
hlavné v situacich vyzadujicich okamzitou reakci tzn. pfi stresu, energeticky
narocné Ci nouzové situaci. Naopak parasympatikus je uplatfiovan spise

pfi klidovém té&lesném stavu (Svihovec et al. 2018, Shier et al. 2007).

Oba systémy plsobi na organismus jako celek a vzajemné se doplnuji. Spole¢né
inervuji vétSinu organud, obvykle ovSem pulsobi protichdné — antagonisticky
(zatimco jeden nékteré organy aktivuje, druhy jejich funkci inhibuje).
AvSak v nékterych organech muize puUsobit pouze jeden znich (napfiklad
v cévach se uplatiiuje pouze sympatikus) (Svihovec et al. 2018, Shier et al.
2007). Oba se tak vyznamné podileji na regulaci funkce organu a tkani — reguluji
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¢innost hladkych a srdecCnich svalu a Zlaz, fidi dechovou frekvenci, télesnou
teplotu, TK, srdeCni tep a dalSi visceralni aktivity, které pfispivaji k udrzeni
homeostazy (Shier et al. 2007, Brunton et al. 2011).

Tento systém je fizen pomoci Cetnych visceralnich receptorud, které nepfretrzité
kontroluji stav organismu a pomoci aferentnich vlaken pfedavaiji signaly do CNS.
Z CNS jsou pak impulzy pfenaseny zpét k efektorovym organum pomoci
eferentnich vlaken (Trojan 2003, Shier et al. 2007). Za rGzné ucinky jsou
odpovédné ruzné mediatory ANS. Hlavnim mediatorem sympatickych
postgangliovych vilaken je noradrenalin. Spolu s nim je z dfené nadledvinek
uvolhovan adrenalin. Tyto mediatory se vazi na adrenergni receptory.
Mediatorem pregangliovych i postgangliovych parasympatickych vlaken
a nékterych postgangliovych sympatickych viaken je acetylcholin, ten se vaze

na cholinergni receptory (Brunton et al. 2011, Katzung 2018, Shier et al. 2007).

3.3.2.1.2.Katecholaminy

Katecholaminy, mezi néz fadime dopamin (D), noradrenalin a adrenalin (A), jsou
télu vlastni hormony vznikajici syntézou z aminokyseliny tyrosinu (Trojan 2003,
Brunton et al. 2011).

K prvnimu kroku jejich syntézy dochazi v cytosolu. Jedna se o hydroxylaci
tyrosinu za vzniku dihydroxyfenylalaninu (DOPA), ktery je dale dekarboxylovan
na dopamin. Dopamin musi byt poté transportovan do zasobnich vezikul, kde je
hydroxylovan na noradrenalin. Poslednim krokem syntézy je methylace
noradrenalinu na adrenalin, tento krok probiha v dfeni nadledvin (Brunton et al.
2011, Robertson et al. 2012, Jameson et al. 2010).

Adrenalin i noradrenalin jsou oba mediatory sympatického nervového systému.
Obé latky jsou vyluCovany nadledvinami jako hormony, ale pouze noradrenalin je
uvolfiovan jako neurotransmiter sympatickym nervovym systémem (Shier et al.
2007). Kuvolnéni NA z vezikul presynaptického neuronu dochazi pfi Sifeni
akéniho potencialu, ktery navodi influx Ca?* do cytoplazmy neuronu. Néasleduje
fuze vezikul s presynaptickou membranou a uvolnéni obsahu do synaptické
stérbiny. NA difunduje synaptickou Stérbinou, vaze se na pfislusné receptory
a vyvolava odpovéd (Brunton et al. 2011).

36



Adrenalin vznika pouze v dfeni nadledvin, kde je po vytvofeni skladovan.
Pri aktivaci sympatiku je exocytdézou uvolhovan do krevniho obéhu, odkud putuje

ke svym receptordm (Stejfa 2007, Kittnar 2011).

Receptory efektorovych bunék, na néz se NA i A vazi, se oznaluji jako
adrenergni (Shier et al. 2007).

Adrenergni receptory patfi do skupiny metabotropnich receptort spojenych s G-
proteinem. RozliSujeme dva hlavni typy adrenergnich receptoru: alfa a beta, které
dale délime na podtypy: alfa1, alfa2, beta1, beta2 a beta3 (Kitthar 2011, Katzung
2018).

o — receptory

al1-receptory jsou lokalizovany na postsynaptickych membranach efektorovych
organ(, zejména v hladké svaloviné (Svihovec et al. 2018). Jsou spojeny s Gg-
proteinem. Jejich aktivace vede Cinnosti PLC k uvolnéni IP3 a DAG a naslednému
zvySeni intracelularnich Ca?* iontll. Podileji se na vasokonstrikci cév v kuzi,
sliznicich a GIT, na mydriaze, na stahu hladkého svalstva sfinkteru mocového
méchyre, prostaty a t&hotné délohy, ejakulaci a dalsich (Svihovec et al. 2018,
Brunton et al. 2011).

a2-receptory se vyskytuji na presynaptickych i postsynaptickych membranach
v hladké svaloving, trombocytech a lipocytech (Svihovec et al. 2018, Brunton
et al. 2011). Jsou spojeny s Gi-proteinem. Stimulace a.2-receptoru vede k inhibici
adenylatcyklazy, ¢imz zplasobuje pokles cAMP. Presynaptické receptory inhibuji
dalSi vydej NA (tzv. negativni zpétna vazba). Postsynaptické receptory v CNS
snizuji aktivitu sympatiku a uvolfovani jinych neurotransmiterl a periferni
postsynaptické receptory vedou k vasokonstrikci (obdobné jako a1-receptory)
(Brunton et al. 2011, Svihovec et al. 2018, Katzung 2018).

B — receptory

VSechny p-receptory jsou spojeny s Gs-proteinem. Jejich stimulace vede
k aktivaci adenylatcyklazy a naslednému zvySeni cAMP. ZvySena koncentrace
cAMP vede k aktivaci proteinkinazy A (PKA), ktera se podili na inaktivaci enzymu
MLCK a relaxaci hladkého svalstva (Katzung 2018).
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PKA je enzym podilejici se na fosforylaci dalSich enzymd, ¢imz méni jejich
aktivitu. V myokardu tyto fosforylované proteiny maiji vliv na zvySeni dostupnosti
vapniku (napf. pfima aktivace L-typu vapenatych kanali anebo fosforylace
fosfolambanu, ktera aktivuje SERCA), coz vede k vétsi sile kontrakce — pozitivni
inotropii (Katzung 2018, Lillmann et al. 2002). Kromé toho jsou fosforylovany
dalsi dulezité cile, jako troponin | a K* kanaly, coz pfispiva k pozitivné

chronotropnimu pusobeni.

B1-receptory jsou lokalizovany pouze postsynapticky u adrenergnich nervu.
Nachazeji se predevSim vsrdci. Maji pozitivné chronotropni, inotropni,
bathmotropni a dromotropni ucinky a stimuluji vyluCovani reninu. Tyto ucinky
vedou ke zvy$eni spotfeby kysliku myokardem (Svihovec et al. 2018, Trojan
2003).

B2-receptory jsou lokalizovany presynapticky, postsynapticky a take
mimo adrenergni nervy. Najdeme je v hladké svaloviné a v kardiomyocytech.
Mezi ucCinky, které se projevuji po jejich aktivaci, patfi vasodilatace (pfedevsim
v kosternim svalstvu), bronchodilatace, tokolyticky ucinek, zvy8eni glykemie, tfes
kosterni svaloviny, podili se na zvySeném prestupu K* iontd do kosterniho
svalstva a zpusobuji tim hypokalemii. Presynapticky umisténé P2-receptory
stimuluji dalSi uvolnéni NA (Brunton et al. 2011, Svihovec et al. 2018, Moratinos
a Reverte 1993).

B3-receptory se nachazeji zejména v tukové tkani, kde vedou k lipolyze aktivaci
hormon-senzitivni lipazy. Vyskytuji se téz v kardiomyocytech. Maji vliv
na termogenezi (Kittnar 2011, Svihovec et al. 2018). V porovnani s p1 a p2-

receptorem k nim maji ligandy nizsi afinitu (Lallmann et al. 2002).

Pfehled hlavnich agonistll nejdllezitéjSich receptorl, které ovliviuji cévni
systém:

Adrenalin

Adrenalin se vaze na a ip-receptory. V malych davkach stimuluje pouze 2
a zpusobuje pokles diastolického tlaku. V terapeutickych davkach pretrvava

stimulace B2 a zaroven se zvySuje systolicky TK aktivaci B1-receptora.

Ve vysokych davkach stimuluje pfevazné ail-receptory a dochazi ke zvySeni
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i diastolického TK (vasokonstrikce zpusobena a1-receptory je vyvazovana
vasodilataci zplsobenou B2-receptory) (Brunton et al. 2011, Katzung 2018,
Stejfa 2007).

Noradrenalin

Noradrenalin je silnym stimulatorem hlavné a-receptort, mnohem mensi afinitu
ma k 1 a 2-receptory nestimuluje viibec. Jeho pusobenim se zvySuje systolicky
i diastolicky TK a snizuje se prokrveni ledvin. V cévach vyvolava vasokonstrikci
(vasodilataci vyvolat nemuze, jelikoz nestimuluje p2). Pasobeni NA muze
reflexné prevazit vagova stimulace vedouci k bradykardii (Brunton et al. 2011,
Svihovec et al. 2018, Stejfa 2007).

Dopamin

Dopamin je prekurzorem NA a A. Slouzi jako neurotransmiter pfedevsim v CNS,
jeho receptory se ale nachazeji i na periferii — napfiklad v adrenergnich
zakonc&eni neuronl renalnich a mesenterickych cév (Katzung 2018, Tayebati
et al. 2011).

Existuje 5 typu dopaminovych receptoru (D1 — D5 receptor), které spadaji
do dvou kategorii: D1-like (D1, D5) a D2-like skupina (D2, D3, D4). VSechny jsou

metabotropni, spfazeny s G-proteinem (Katzung 2018).

D1-like receptory jsou typicky spojeny se stimulaci adenylatcyklazy a zvySenim
cAMP, ¢imz vedou k relaxaci hladké svaloviny. D2-like receptory naopak inhibici
adenylatcyklazy snizuji cAMP, jsou inhibované vapnikové kanaly, a naopak

oteviené draslikové kanaly (Katzung 2018).

Jiz v malych davkach stimuluje dopamin na periferii D1 receptory a vyvolava tak
vasodilataci (hlavné v renalni, koronarni a mesenterické oblasti). ZvySuje
prokrveni ledvin, glomerularni filtraci a exkreci sodiku. Kromé& dopaminovych
receptord je schopen ve vySSich davkach obsazovat také p1-receptory,
tim vzrUsta srdecni frekvence a systolicky TK (diastolicky TK a periferni odpor se
nemeéni). Ve vysokych davkach dokaze aktivovat a1 a vyvolat tak vasokonstrikci
a zvysit TK (renalni vasodilatace mlze zlstat zachovana) (Brunton et al. 2011,
Svihovec et al. 2018, Stejfa 2007).
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Nastup ucinku endogennich katecholaminl je rychly, ale vzhledem k rychlé
degradaci pusobi pouze kratkodobé (2-5 min). K ukon&eni jejich pusobeni

dochazi t&mito zplisoby: (Brunton et al. 2011, Svihovec et al. 2018)

1. Reuptake — u noradrenalinu muize dochazet kreuptaku pomoci
norepinefrinového transportéru (NET) (Katzung 2018). NA je touto cestou
pfijiman zpét do vezikul presynaptického neuronu (neuronalni pfijem, uptake 1).
Ci pomoci extraneuronalniho monoaminového transportéru (EMT), jimz muzZe byt
NA pfijiman do postsynaptické tkané (extraneuronalni pfijem, uptake 2) (Brunton
et al. 2011, Grindemann et al. 2002, Katzung 2018).

2. Outflow — katecholaminy mohou difundovat ze synaptické Stérbiny (Brunton
et al. 2011).

3. Enzymaticka degradace — katecholaminy mohou byt $tépeny budto katechol-
O-methyltransferazou (COMT) nebo monoaminooxidazou (MAO). COMT se
podili na metabolismu katecholaminu, které byly pfijaté do extraneuronalnich
tkani, v synaptickych nervovych zakon€enich nebyla pfitomnost tohoto enzymu
prokazana. MAO zpUsobuje oxidativni deaminaci katecholaminl. Existuji
2 isoformy — MAO A a MAO B (Brunton et al. 2011, Geha et al. 2001, Rang et al.
2012).

3.3.2.1.3.Acetylcholin

DalSim vyznamnym neuromediatorem je acetylcholin. Pfenasi vzruchy v CNS
a také v ANS (Silbernagl a Despopulos 2009).

Plsobi na synapsich vSech pregangliovych vliaken sympatiku i parasympatiku,
vSech postgangliovych vlaknech parasympatiku a nékterych postgangliovych

vlaknech sympatiku (Brunton et al. 2011).

Syntéza acetylcholinu probiha v cytoplazmé nervovych zakonceni z cholinu
a acetylkoenzymu A plsobenim enzymu cholinacetyltransferazy. Poté je
acetylcholin uskladnén ve vezikulech (Katzung 2018, Silbernagl a Despopulos
2009).

K uvolnéni z vezikul dochazi po vzniku akéniho potencialu (AP). AP se Sifi a vede

k depolarizaci. Odpovédi na depolarizaci je influx Ca?* do cytoplazmy. Nasleduje
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fuze vezikul s membranou a uvolnéni acetylcholinu do synaptické Stérbiny. Poté
se muze navazat na postsynaptické receptory a vyvolat ucinek. AP je rychle
ukonéen odbouranim acetylcholinu v synaptické $térbiné pusobenim

acetylcholinesterazy (Brunton et al. 2011, Silbernagl a Despopulos 2009).
Acetylcholin se vaze na cholinergni receptory — muskarinové a nikotinoveé.

Muskarinové receptory se nachazeji na efektorech parasympatiku a potnich
Zlazach sympatiku. RozliSujeme 5 typl muskarinovych receptortl, vSechny jsou
spojené s G-proteinem. M1 receptory se nachazi v CNS, autonomnich gangliich
(kde moduluji nikotinové ucinky) a parietalnich bunkach, pusobi excitatné. M2
receptory se vyskytuji v srdci, jsou spojeny s Gi-proteinem a pusobi inhibi¢né —
negativné chronotropné a dromotropné&. Ms receptory jsou typu Gq a vyskytuji se
ve Zlazach, kde plsobi stimulatné, a také v cévach. Tam jejich ucinek zavisi
na tom, zda jsou umistény v endotelu anebo pfimo na hladkém svalu. V pfipadé
pfitomnosti funkéniho endotelu navodi relaxaci hladké svaloviny aktivaci Ca%*-
dependentni NO syntazy a vznikem NO. Pfimo v hladké svaloviné cév vyvolavaji

naopak kontrakci (Brunton et al. 2011, Silbernagl a Despopulos 2009).

Nikotinové receptory mizeme téz rozdélit na vice typl. Existuji nikotinové
svalové receptory (Nm), pfitomné v nervosvalové ploténce a nikotinové
neuronalni receptory (Nn), pfitomné ve vegetativnich gangliich a dfeni nadledvin.
Jedna se o inotropni receptory, tzn. spfazené s iontovymi kanaly, jejich stimulace
je rychla a vede ke zvy$eni permeability pro Na* a Ca?* ionty (Brunton et al. 2011,

Silbernagl a Despopulos 2009).

3.3.2.1.4.Serotonin

Dalsi latkou ovliviiujici hladky cévni sval je serotonin neboli 5-hydroxytryptamin
(5-HT). Serotonin je syntetizovan z aminokyseliny L-tryptofanu, poté je bud
skladovan ve vezikulech nebo rychle inaktivovan monoaminoxidazou (Katzung
2018).

Kromé CNS se tvofi i v enterochomafinnich burikdch stfeva, trombocytech
a dalSich burfikach a =zastava tak nékolik roli — pusobi jako dulezity
neurotransmiter, lokalni hormon ve stfevé, jako slozka v procesu agregace

krevnich destiCek a dale napfiklad jako prekurzor melatoninu. Podili se tak
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na regulaci nékolika fyziologickych funkci jako je chut k jidlu, vnimani bolesti,
regulace tonu hladké svaloviny cév a krevniho tlaku, termoregulace, zvraceni,
spanek a nalada. Rovnéz ma vliv na stavy jako je uzkost €i migréna (Silbernagl
a Lang 2001, Katzung 2018).

Uginky serotoninu se projevi po navazani na serotoninové receptory. Bylo
identifikovano 7 typu 5-HT1-7 receptor(, z nichzZ 6 je spojeno s G-proteinem, zbyly
receptor (konkrétné 5-HTs) vystupuje jako ligandem fizeny iontovy kanal
(Katzung 2018).

V zavislosti na typu receptoru muize serotonin navozovat vasokonstrikci
i vasodilataci. Vasokonstrikci hladkého svalstva mlze navodit bud pfimo —
stimulaci 5-HT2 receptord (Gq) ve velkych cévach a stimulaci 5-HT1 receptorl
(Gi) v mozkovych cévach. Nebo prostfednictvim aktivace dalSich mediatoru jako
jsou katecholaminy ¢&i prostaglandiny (Silbernagl a Lang 2001, Villalén
a Centurién 2007). K vasodilataci v odporovych cévach dochazi prostfednictvim
endotelidlnich 5-HT2 receptord (ale pouze za velmi nizkych koncentraci
serotoninu, ex vivo < ~1 nM) anebo 5-HT7 receptort (Gs) (Villalén a Centurién
2007, Migkos et al. 2020).

3.3.2.1.5.Vazopresin

Vazopresin neboli antidiureticky hormon (ADH) je nonapeptid, vznikajici
v hypotalamu stimulaci osmoreceptor. Dulezitym regulaénim faktorem jeho
tvorby a uvoliovani je osmolalita krevni plazmy. Pfi vzestupu osmolality zvySuji
osmoreceptory syntézu ADH a zaroven vydavaji stimuly kjeho sekreci
v neurohypofyze, pfi poklesu osmolality se jeho sekrece naopak snizuje (Trojan
2003, Katzung 2018).

Véaze se na dva typy tzv. vazopresinovych receptort (V1 a V2) a zprostifedkovava
tak dva razné ucinky — vasokonstrikéni a antidiureticky (Shier et al. 2007,
Ldllmann et al. 2002).

Vasokonstrikéni efekt zprostfedkovavaji vysoké koncentrace ADH vazbou na V1
receptory, jeZ jsou spfazeny s Gqg-proteinem (Jabor et al. 2018, Silbernagl a Lang
etal. 2001). Po vazbé na V1 receptor se zvySi koncentrace inositoltrifosfatu, ktery

vede ke zvySeni intracelularni koncentrace vapenatych iontd, coZz nasledné
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zpusobi kontrakci hladkych svalovych bunék cév, predevSim menSich arterii
a arteriol (Shier et al. 2007, Konradova et al. 2000).

Na antidiuretickém uCinku se podileji receptory V2 (Lullmann et al. 2002).
V momenté, kdy se vazopresin navaze na receptor V2, ktery se nachazi
na intersticialni strané epitelialnich bunék sbéracich tubull, dojde ke zvySeni
tvorby cAMP. Tim je umoznéna inkorporace kanalovych proteind pro vodu,
tzv. akvaporinli, do luminalni membrany bunék. ZvySeni poctu akvaporinu
v luminalni membrané nasledné vede ke zvySeni zpétné resorpce vody
(LUllmann et al. 2002, Trojan 2003).

ZvySovanim zpétné resorpce vody i vasokonstrikci cév se vazopresin mulze
podilet na zvySovani krevniho tlaku (Trojan 2003, Konradova et al. 2000).
K pozorovatelnému zvySeni TK ovSem dochazi az pfi vysSich davkach ADH.
Za fyziologickych podminek je produkovan pouze v malém mnozstvi, které na TK
pfili§ velky vliv nema (Konradova et al. 2000, Jabor et al. 2018). Jeho nedostatek

vede ke vzniku diabetes insipidus (Katzung 2018).

3.3.2.1.6.Natriuretické peptidy

Natriuretické peptidy jsou latky slozené z aminokyselin. Mizeme je rozdélit
na nékolik strukturné blizkych peptidd: ANP (atrialni natriureticky peptid),
urodilatin (izoforma ANP), BNP (mozkovy natriureticky peptid) a CNP
(natriureticky peptid typu C) (Pudil a Tichy 2010).

ANP

ANP je syntetizovan primarné v myokardu sini, méné pak v myokardu komor
¢i neuronech CNS i PNS a v plicich (Katzung 2018, Pudil a Tichy 2010).
Pfi syntéze se vytvafi nejprve prepro-ANP, ze kterého po odstépeni signalniho
peptidu vznikne pro-ANP. Pro-ANP forma se dale $tépi na aktivni C-terminalu
(vlastni ANP) a N-terminalu, ktera je neaktivni, ale stabilnéjSi a ma delSi polo€as
(uplatiiuje se tak pfi laboratornich stanovenich srde¢niho selhavani — SS).
Vytvofeny ANP je skladovan v sekreénich granulich sini (Stejfa 2007, Pudil
a Tichy 2010). Z granul se uvolfiuje pasobenim riznych podnétl jako napfiklad
stimulaci a1a adrenergnich receptoru, endotelinu, glukokortikoidl apod. (Katzung
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2018). Stimulem k dlouhodobému uvolfiovani je roztazeni sini pfi zvySeni

centralniho Zilniho tlaku (pf.: hypervolemii pfi SS) (Stejfa 2007).

Po uvolnéni ANP z granul do krve se projevuji jeho ucCinky, mezi néz patfi:
inhibice uvolfovani reninu a aldosteronu, snizeni produkce vazopresinu,
vasodilatace (dilatuje aferentni arterioly, ale kontrahuje eferentni arterioly),
zlepSeni koronarniho pratoku, podpora natriurézy a diurézy a snizeni arterialniho
krevniho tlaku. Pfi vysokych hladinach se vSak vasodilatacni a natriureticky efekt
otupuje. ANP ma také antiproliferativni efekt, pomoci kterého pfiznivé ovliviiuje
remodelaci myokardu (Stejfa 2007, Pudil a Tichy 2010).

BNP

Podobné jako ANP, je BNP syntetizovan v srdci, pfedevSim vSak v myokardu
komor a nepatrné v sinich. B v nazvu (brain - mozkovy) odrazi, ze byl prvné
izolovan z extraktu z prasecich mozkd. NejsilnéjSim stimulem pro uvolfovani
BNP je zvySené napéti ve sténé myokardu zplsobené objemovym ¢i tlakovym
pfetizenim, dalSim stimulem mudze byt ischemie (Pudil a Tichy 2010, Katzung
2018, Stejfa 2007).

Vykazuje natriuretické, diuretické a hypotenzni ucinky podobné ANP, ale
cirkuluje v niz8i koncentraci. BNP mlze byt s ANP spolu-vyluéovan (Katzung
2018).

CNP

CNP je lokalizovan primarné v CNS, téZz se nachazi v cévnim endotelu
Ci ledvinach. Ma pouze malou natriuretickou a diuretickou aktivitu, ale je silny
vasodilator a hraje roli pfi regulaci cévniho tonu a inhibuje proliferaci fibroblasti
(Katzung 2018, Tichy a Pudil 2010). Jeho hladiny jsou zvySeny pfi renalnim

selhani, ne pfi srde¢nim (Stejfa 2007).
Urodilatin

K syntéze urodilatinu dochazi ve sbérnych kanalcich ledvin (Stejfa 2007).
Vyvolava silnou natriurézu a diurézu a uvolfiuje hladké svalstvo (Katzung 2018).

Biologické pusobeni natriuretickych peptidd je zprostfedkovano vazbou

na specifické receptory (Katzung 2018). RozliSujeme 2 druhy receptoru: signaini
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(NPR-A a NPR-B) a clearancovy (NPR-C) (Pudil a Tichy 2010). Vazbou na NPR-
A a NPR-B receptory dojde k aktivaci plazmatické guanylatcyklazy a nasledné
i venulach (Madhani et al. 2003, Brunton et al. 2011, Katzung 2018). Ligandem
pro NPR-A jsou ANP i BNP. Hlavnim ligandem pro NPR-B receptor se
i pfes strukturni podobnost s NPR-A zda byt CNP. NPR-C je atypicky receptor
typu Gi, spojeny s inhibici adenylatcyklazy a s aktivaci fosfolipazy C. Je schopny
vazat vSechny tfi natriuretické peptidy (Katzung 2018, Rose a Giles 2008).

Z krevniho obéhu mohou byt natriuretické peptidy eliminovany 3 cestami:
Stépenim neutralni endopeptidazou (nejvyznamnéjsi zpusob), vazbou
na receptory (pfedevsSim na clearancovy) Ci ledvinnou clearance (Pudil a Tichy
2010).
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3.4. Flavonoidy
3.4.1. Charakteristika flavonoidu

Flavonoidy tvofi velkou skupinu pfirozené se vyskytujicich polyfenolickych
slou€enin. Dosud bylo identifikovano pfes 4000 riznych flavonoidl. Jsou hojné
rozSifené po celé rostlinné fisi, zejména v cévnatych rostlinach. V rostlinach se
vyskytuji vétSinou glykosidné vazané (jako O- nebo C-glykosidy), rozpusténé

v v s vy s v

2008).

Tvofi nedilnou soucast lidské stravy. Pravidelné jsou konzumovany hlavné
v ovoci (napf. citrusy, Sipek, merurfika, hroznové vino, Cerny rybiz, boravky)
a zeleniné (napf. cibule, brokolice, rajCe, Spenat), dale také v ofesich, kakaovych
bobech a nékterych napojich (Cervené vino, kava, ¢aj) (Najmanova et al. 2016,
ViskupiCova et al. 2008).

Epidemiologickeé studie prokazaly, ze vétsSi pfijem ovoce a zeleniny ma pozitivni
dopad na lidské zdravi — snizuje riziko KVO, rakoviny a neurodegenerativnich
onemocnéni. Tyto protektivni efekty ovoce a zeleniny jsou pfiCitany pravé jejich
fytochemickym komponentam - flavonoidim (Spencer a Crozier 2012,
ViskupiCova et al. 2008). Vysoky prijem flavonoidl je dokonce spojen s nizsi
celkovou mortalitou. Diky témto skuteCnostem se zvySuje zajem o jejich vyzkum
(a to pravé z dietarnich zdroju) (Kim a Je 2017, Yao et al. 2004).

3.4.2. Struktura a biosyntéza flavonoidu

Obecné jsou flavonoidy derivaty slou€eniny 2-fenylchromanu. Jsou slozené ze 2
benzenovych kruhi oznaCovanych jako A a B, spojenych heterocyklickym
pyranovym kruhem C (Obr. 6) (Yao et al. 2004, Kumar a Padney 2013).
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Obr. 6 Flavonoidni skelet

Pfevzato z: Kumar a Padney (2013)

Biosyntéza flavonoidu vychazi ze dvou hlavnich cest: acetatové a Sikimatové
cesty (Spilkova 2016). Jako primarni prekurzor v obou téchto drahach vystupuje
glukéza, z jejihoz metabolismu jsou odvozeny kyselina octova i Sikimova
(Wollgast a Anklam 2000, Formica a Regelson 1995).

V acetatové draze vznika z kyseliny octové nejprve jeji aktivni forma, acetyl CoA,
ktery se nasledné metabolizuje na malonyl CoA, jez je vychozi latkou pro syntézu

kruhu A flavonoidl (Wollgast a Anklam 2000, Formica a Regelson 1995).

Sikimatova draha vede ke vzniku kruhG B a C. Nejdfive vznika z metabolismu
kyseliny Sikimové fenylalanin (pfipadné tyrosin), ktery je pfeveden na kyselinu
skoficovou. Ta podléha hydrolyze za vzniku kyseliny kumarove, z niz se dalSimi
transformacemi vytvafi kumaroyl CoA (Wollgast a Anklam 2000, Vermerris
a Nicholson 2008).

Za pfitomnosti chalkonsyntazy kondenzuiji tfi molekuly malonyl CoA s jednou
molekulou kumaroyl CoA (Vermerris a Nicholson 2008). Touto kondenzaci
a naslednou cyklizaci vznika 15ti uhlikaty chalkon, ktery tvofi zakladni strukturu
vSech flavonoidl. Z chalkonu pak plsobenim dalSich enzymU (jako napfiklad
izomeraz, reduktaz, hydroxylaz) vznikaji jednotlivé druhy flavonoidu (Spilkova
2016, Ferreyra et al. 2012).

Vzniklé flavonoidy jsou pak transportovany do vakuol a dalSich intracelularnich
i extracelularnich mist (Andersen a Markham 2006).
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VSechny jsou tedy tvofeny charakteristickym uhlikovym skeletem Cs-C3-Ce
(difenylpropan), ale navzajem se jednotlivé flavonoidy (i jejich chemicka povaha)
liSi poCtem a orientaci substituentd (pf. methoxyl-, hydroxyl-) na obou
aromatickych kruzich, stupném nasyceni a druhem pfipojené cukerné slozky

¢i organické kyseliny (Spilkova 2016, Kumar a Padney 2013, Ajay et al. 2003).

Mezi strukturou a aktivitou existuji urCité vztahy. Napfiklad methoxy skupiny
zavadéji nepfiznivé sterické ucinky a zvySuji lipofilitu. Hydroxylové skupiny
(nejcastéji v pozicich 3, 5, 7, 3, 4° a 5%) zprostfedkovavaji antioxidacni ucinky
odstranovanim volnych radikalt nebo chelataci iontl kovu. Hydroxylové skupiny

mohou byt dale napfiklad metylovany, acylovany Ci sulfovany.

NejtypictéjSimi sacharidy jsou rhamndéza, glukdza, galaktéza a arabin6za (Kumar
a Padney 2013, Heim et al. 2002, Viskupi¢ova et al. 2008).

Podle stupné oxidace pyranového kruhu rozliSujeme nékolik skupin flavonoidu:
flavony, flavanoly, flavanony, dihydroflavonoly, flavan-3-oly, flavan-3,4-dioly,

chalkony, aurony a biogeneticky pfibuzné isoflavonoidy a anthokyany.

Rozmanitost flavonoidnich struktur pfispiva k rozdildm v biologické ucinnosti
(odliSnosti ovliviuji biologickou dostupnost i bioaktivitu) (Spilkova 2016, Cassidy
a Minihane 2017).

3.4.3. Uginky flavonoidu

Flavonoidy jsou obecné netoxické a vzhledem k rozsahlé Skale u€inkd maji velmi

Siroké terapeutické vyuziti (Yao et al. 2004, Spilkova 2016).

Maiji nékolik pozitivnich G¢€ink na cévni systém. ZlepSuji funkci endotelu,
moduluji cévni tonus, stabilizuji cévni sténu a zlep3uji Zilni a lymfatickou drenaz.
Pasobi protizanétlive a maji schopnost normalizovat permeabilitu kapilar
a snizovat jejich fragilitu (Ajay et al. 2003, Vita 2005, Cernohorskéa 2018). Mohou
se proto vyuZivat v terapii chronické Zilni insuficience (Slonkova 2017). Nékteré
mohou rozsSifovat cévy a snizovat krevni tlak. Vyznamna je jejich antioxidacni
aktivita a schopnost odstrariovat volné kyslikové radikaly a jiné reaktivni formy
kysliku z organismu. Flavonoidy jsou dokonce schopny inhibovat nékteré
enzymy, které se ucastni biochemickych reakci, pfi nichz vznikaji volné radikaly.

Zabranuji tak oxidaCnimu poskozeni pfi kardiovaskularnim ¢€i nadorovém
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onemocnéni a pfi starnuti organismu (Spilkova 2016). Odstranovanim radikalt
mohou navic branit oxidaci LDL, jez se podileji na vzniku aterosklerézy a hraji

tak roli v jeji prevenci (Kim a Je 2017, Mahmoud et al. 2019).

Diky antiagregacnimu pusobeni snizuji riziko tvorby srazenin. Vykazuji také
ucinky antihemoragické a antiedematozni (nékdy oznacovano jako ,,P-

vitaminovy“ efekt). Chelatuji Zelezo a méd (Kim a Je 2017, Spilkova 2016).

Mohou zvySovat senzitivitu na insulin a vykazovat antidiabetické ucCinky. Dale
inhibuji hyaluronidazu a zabranuji Sifeni mikrobialnich toxind tkdnémi. Potencuji
ucinek vitaminu C, maji antivirové ucinky a nachazi tak vyuziti pfi IéEbé infekEnich
onemocnéni. Nékteré podporuji tvorbu a vylu€ovani Zluci, plsobi spasmolyticky,
hepato— a gastroprotektivné a mohou zvySovat diurézu (Spilkova 2016, Spencer
a Crozier 2012, Yao et al. 2004).

3.4.4. Metabolismus flavonoidu

V potravé jsou flavonoidy pfitomny prevazné ve formé glykosidu &i aglykonu.
Po poziti dochazi k jejich absorpci, pfi které hraje roli napfiklad charakter
navazaného sacharidu &i pozice rdznych substituentld. K absorpci muze
dochazet jednak v tenkém stfevé (spiSe minoritn€), ale zejména pak v tlustém

stfevé, kde jsou flavonoidy vystaveny plsobeni mikrobioty.

Po stfevnim metabolismu a absorpci dochazi k transportu flavonoida portalni
Zilou do jater, jez jsou hlavnim organem zodpovédnym za rizné biotransformace
vedouci ke vzniku konjugovanych forem flavonoidd. K metabolismu vSak muze
dochazet kromé jater i v GIT, ledvinach a nékterych dalSich organech
(ViskupiCova et al. 2008, Cassidy a Minihane 2017).

Metabolismus zahrnuje fazi | a fazi Il. Pro prvni fazi jsou typické reakce jako je
oxidace, redukce &i hydrolyza. V druhé fazi dochazi ke konjugacnim reakcim jako
je sulfatace, glukuronidace nebo methylace se substraty z faze I. Na konjugaci
se podileji  pfislusné enzymy —  sulfotransferazy, glukuronidazy
a methyltransferazy. NejCastéjSi je konjugace se sulfatem ¢&i kyselinou
glukuronovou (Viskupiova et al. 2008, Cassidy a Minihane 2017).

Jiz dlouho se spekuluje o metabolismu probihajicim v tlustém stfevé, ktery

vyznamné pfispiva k celkové transformaci flavonoidd nejen z potravy, ale také
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metabolitd z I. a Il. faze, které byly vylou€eny zpét do stfeva enterohepatalni
cirkulaci (Cassidy a Minihane 2017).

Aktivita flavonoidu byla v minulosti vétSinou stanovovana pouze pomoci in vitro
nebo ex vivo testu, ve kterych tato transformace zprostfedkovana mikrobiotou
nebyla zohlednéna. Mezi biologickymi ucinky in vitro a in vivo je velky rozdil, ktery
je pfisuzovan pfitomnosti metabolitl vznikajicich plsobenim stfevni mikrofléry,

a je proto dulezité tento aspekt zohledrovat (Viskupi¢ova et al. 2008).

Biotransformace mikroflérou v tlustém stfevé probihaji nasledovné. Ve strevé
mohou byt flavonoidy degradovany enzymy mikrofléry. Tyto enzymy slou€eniny
deglykosylatuji. Navic samotné mikroby mohou zpUsobovat Fadu dalSich
transformaci véetné demethylace, oxidace ¢i katabolismu latek na mensi
fragmenty napfiklad na malé fenolické kyseliny a dalSi aromatické katabolity,
které se pak mohou snadnéji vstfebavat a vyvolavat farmakologické ucinky
(Cassidy a Minihane 2017, Najmanova et al. 2016).

Zda se, ze nékteré ztéchto kolonickych metabolith maji dokonce vysSi

biologickou aktivitu nez pavodni slou¢eniny (Najmanova et al. 2016).

Biokonverze v kolonu je vSak velmi variabilni a na metabolické procesy miuze mit
vliv fada faktorl v€etné pohlavi, véku, stravy, genotypu a etniky ¢i chemické
struktury samotného flavonoidu. K variabilité téz pfispiva, ze prijem flavonoidu
velmi pravdépodobné& meéni slozeni a funkci stfevniho mikrobiomu, a naopak,

mikrofléra zvySuje metabolismus flavonoidl (Cassidy a Minihane 2017).

Stanoveni pfesnych davek, které je potfebné pfijimat v prevenci Ci |éCbé vySe
zmifiovanych onemocnéni, je obtizné. Podileji se na tom napf. rizné a pomérné
téZzko méfitelné mnozstvi flavonoidu pfijimané potravou, jejich variabilni
metabolismus a ne zcela pochopeny mechanismus uc€inku (Spencer a Crozier
2012).
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3.4.5. Katecholy

Mezi metabolity flavonoidu muzeme zaradit také katecholy (Pourova et al. 2018).
NejCastéji se nachazeji napfiklad v kavé, kakau, cukrové fepé Ci ovoci (Ostertag
et al. 2011). Feliciano et al. (2016) prokazali, ze az 22,4 % metabolitl polyfenoll
v krevni plazmé tvofi pravé katecholy. Tyto latky disponuji napfiklad
vasodilatacnimi uCinky, podili se na poklesu krevniho tlaku a ve vysokych
davkach snizuji také agregaci krevnich desticek (Ostertag et al. 2011, Pourova
et al. 2018).

Velmi potentnim se zda byt napfiklad 4-methylkatechol (a jeho konjugaty), u néjz
byla prokazana pfima vasodilatacni aktivita jak in vivo, tak ex vivo. Mechanismus
ucinku neni zatim zcela objasnén (Pourova et al. 2018). Na zakladé experimentd,
které jsme provedli, se jako slibna sloucenina jevi také 3-methoxykatechol.
AvSak k ovéreni jeho bezpecCnosti a potvrzeni jeho vlastnosti in vivo musi byt

provedeny dalSi experimenty.
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4. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo otestovat vasodilatacni ucinky vybranych
derivatd katecholu ex vivo na izolované aorté potkana a u nejucinnéjsi latky

nasledné oveérit mozné mechanismy ucinku.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Pokusna zvirata

Experimenty byly provadény na laboratornich potkanech kmene Wistar. Jednalo
se o normotenzni outbredni samce s hmotnosti 350 — 450 g. Potkani byli dodani
firmou Charles River (Némecko) a poté chovani ve vivariu — vzdy minimalné
tyden pfed zahajenim pokusu, aby doSlo k aklimatizaci. Vivarium je soucasti
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové a jsou v ném
udrzovany podminky vhodné k chovu laboratornich zvifat, jako konstantni teplota
23 — 25 °C a stfidani svétla a tmy ve 12 hodinovém intervalu. Ve snaze zmirnit
stres, jsou potkani v jednotlivych chovnych nadobach v mensSich skupinach, maji
neomezeny pristup k pitné vodé a pravidelny pfisun odpovidajici peletizované

potravy.

Samotné experimenty i veSkera manipulace se zvifaty probihaly v souladu se
Zakonem Ceské narodni rady &. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani a se
souhlasem Etické komise Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci

Kralové.

5.2. Pouzité vybaveni
5.2.1. Pristroje a pomicky

e Aparatura pro izolovanou tkan ex vivo (Multi chambre tissue bath system),
(Experimentia Ltb., Budapest, Madarsko) (viz Obr. 7)

e Force/Displacement transducer (Experimetria Ltd., Budapest, Madarsko)

e Termostat U1 (Prifgerate-Werk Medingen GmbH, Dresden, Némecko)

e Plynova lahev s pneumoxidem — smés 95 % Oz a 5 % COz2 (Linde gas,
Ceska republika)

e Pocitat

e Vyhodnocovaci software, S.P.E.L., Advanced Kymograph Software
SOFT-03- KYMO (Experimentia Ltb., Budapest, Madarsko)

e Software GraphPad Prism 9

e Program Excel

e Laboratorni vahy (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

¢ Analytické vahy Explorer Analytical
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Trepacka IKA Vortex Genius 3 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Némecko)
Operacni stolek, operacni nastroje — nGzky, pean, pinzety

InjekCni stfikacky, jehly

Laboratorni sklo — kadinky, I1zicky, mikropipety, odmérné valce, Petriho
misky, ty€inky, zkumavky

Dalsi laboratorni pomlcky — buniéita vata, gaza, gumové rukavice,

mikrozkumavky (typ Eppendorf), Spicky a dentalni nit
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Obr. 7 Aparatura pro izolovanou tkari ex vivo (Multi chambre tissue bath
system) v laboratofi Farmaceutické fakulty UK (katedra farmakologie
a toxikologie)

Pfevzato z: Vlastni fotografie
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5.2.2. Chemikalie

Pfi experimentech jsme pouzivali Krebsuv roztok, rozpoustédla, latky ovliviujici

hladky cévni sval, anestetickou latku, antikoagulans a 15 rlznych derivatl

katecholu.

Krebsuv zivny roztok

Jako zivné médium byl pfi experimentech pouzivan izotonicky Krebsuv roztok

o pH 7,4. Diky svym vlastnostem vytvari podminky podobné vnitfnimu prostfedni

organismu. Pfi jeho pfipravé se nejdfive navazi latky uvedené v Tab. 1 (kromé

chloridu vapenatého) a rozpusti se v mensim mnoZzstvi destilované vody. Chlorid

vapenaty se navazi a rozpusti zvlast, timto pfedchazime vysrazeni slabé

rozpustnych vapenatych soli. Poté tyto roztoky smichame a doplnime

destilovanou vodou na pozadovany objem.

Tab. 1 SloZzeni Krebsova roztoku

monohydrat p.a.

Nazev latky Vzorec MW Koncen- Vyrobce
(g/mol) trace (g/l)
Chlorid sodny p.a. NaCl 58,44 5,54 Penta Chrudim,
Ceska republika
Chlorid draselny KCI 74,55 0,35 Lachema Brno,
p.a. Ceska republika
Chlorid vapenaty CaCl2 110,99 0,28 Lachema Brno,
bezvody p.a. Ceska republika
Hydrogenuhli¢éitan NaHCOs3 84,01 2.1 Penta Chrudim,
sodny p.a. Ceska republika
Dihydrogenfosfo-  KH2PO4 136,09 0,16 RNDr. Jan
re€nan draselny Kulich, Hradec
p.a. Kralové, Ceska
republika
Siran hofeCnaty MgSO04.7H20 246,47 0,29 Lachema Brno,
heptahydrat p.a. Ceska republika
D — glukéza CeH1206.H20O 180,16 2,1 Penta Chrudim,

Ceska republika
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Rozpoustédla, ktera byla pouzita pfi pokusech uvadi Tab. 2.

Tab. 2 Rozpoustédla

Nazev latky Vzorec MW Vyrobce

Dimethylsulfoxid (CH3).SO 78,13 Sigma-Aldrich, Némecko
Destilovana H20 18,02 Katedra biochemickych véd, FaF
voda UK HK, dle platného Iékopisu
MiliQ voda H20 18,02 Katedra biochemickych véd, FaF

UK HK, dle platného lékopisu

Tab. 3 Vasoaktivni latky

Nazev latky Vzorec MW Vyrobce
Noradrenalin CsH11NO3.C4Hs06.H20 337,28  Sigma Aldrich,
bitartrat Némecko
monohydrat p.a.
Acetylcholin jodid (CH3s)sN(I)CH2CH20COCHs  273,1 Sigma Aldrich,
p.a. Némecko
Nitroprusid sodny Naz[Fe(CN)sNO].2H20 297,95  Sigma Aldrich,
dihydrat p.a. Némecko
oDQ CoHsN302 187,15  Sigma Aldrich,
Némecko
DT-3 C152H258N52028S 3294,07 Sigma Aldrich,
Némecko
Rp-8-pCPT- 525,86  Tocris
cGMPS sodny C16H14CINsNaOsPS2 Bioscience,
Velka Britanie
Bay K8644 C16H15F3N204 356,30 Axon Medchem
BV (Groningen,
Netherlands)
Nifedipin C17H18N20s6 346,335 Sigma-Aldrich
(Steinheim,
Germany)
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Tab. 4 Pripravené zakladni roztoky

Nazev latky Rozpoustédlo Koncentrace Nasledné Koncentrace

(mmol.I") fedéni v nadobkach
(umol.I)

oDQ DMSO 10 miliQ voda 1

DT-3 DMSO 10 miliQ voda 1

Rp-8-pCPT- DMSO 10 miliQ voda 1

cGMPS

Bay K8644 DMSO 10 miliQ voda 0,001 - 10

Derivaty DMSO 10 Krebslv 0,1-100

katecholu roztok

V experimentech jsme pouzivali jako rozpoustédlo dimethylsulfoxid, jez navozuje
mirné vasodilatacni ucinky. Abychom mohli rozliSit, zda relaxaci cévy skutecné
vyvolava testovana latka, pouZzivali jsme ho jako kontrolni roztok (vzdy

v odpovidajici koncentraci, v jaké byla rozpusténa testovana latka).

Tab. 5 Anestezie

Nazev latky Vzorec MW Vyrobce
Uretan CsH7NO2 89,09 Sigma-Aldrich, Némecko

Tab. 6 Antikoagulans

Nazev latky Vzorec MwW Vyrobce
Heparin C12H19NO20S3 12 000-15000  Zentiva, Ceska republika

Tab. 7 Dalsi latky

Nazev latky Vzorec Mw Vyrobce
Chlorid KClI 74,55 Lachema Brno, Ceska
draselny republika
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Tab. 8 Testované derivaty katecholu

Nazev derivatu Zkratka MW Vyrobce
3-aminokatechol 3-AC 125,13 TRC Canada (Toronto,
Ontario, Canada)
3-fluorokatechol 3-FC 128,1 TRC Canada (Toronto,
Ontario, Canada)
3-methoxykatechol 3-MOC 140,14 Sigma-Aldrich (Sant-
Louis, MO, USA)
3-methylkatechol 3-MC 124,14 TRC Canada (Toronto,
Ontario, Canada)
3- 3-IPC 152,19 TRC Canada (Toronto,
isopropylkatechol Ontario, Canada)
4-aminokatechol 4-AC 125,13 TRC Canada (Toronto,
Ontario, Canada)
4- 4-CIC 144,56 TRC Canada (Toronto,
chloropyrokatechol Ontario, Canada)
4-methylkatechol 4-MC 124,14 Sigma-Aldrich (Sant-
Louis, MO, USA)
3,5- 3,5-DCC 179 Sigma-Aldrich (Sant-
dichlorokatechol Louis, MO, USA)
4,5- 4,5-DCC 179 Sigma-Aldrich (Sant-
dichlorokatechol Louis, MO, USA)
4-nitrokatechol 4-NC 155,11 Sigma-Aldrich (Sant-
Louis, MO, USA)
4-fluorokatechol 4-FC 128,1 TRC Canada (Toronto,
Ontario, Canada)
4-terc- 4-TBC 166,217 Sigma-Aldrich (Sant-
butylkatechol Louis, MO, USA)
Pyrokatechol PC 110,11 Sigma-Aldrich (Sant-
Louis, MO, USA)
4-etylkatechol 4-EC 138,16 TRC Canada (Toronto,

Ontario, Canada)
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5.3. Metodika
5.3.1. Prubéh experimentu

Manipulace se zviretem:

Zvife jsme odebrali z chovné nadoby ve vivariu, zvazili ho a prenesli
v samostatné nadobé do laboratofe. V laboratofi mu byla intraperitonealné,
pomoci injekeni stiikacky s ostrou jehlou, aplikovana anesteticka latka — uretan.
Davka uretanu je zavisla na hmotnosti zvifete, a proto se pro kazdého potkana
prepocitava individualné (Tab. 8). Podava se 1,2 g/kg uretanu o koncentraci
20g/100ml, jeho metabolity jsou toxické. Je dulezité anestezii podat rychle
a Setrné, abychom vpichem nezpusobili bolest a zvife tak nevystavovali vétSimu

stresu (pfi nadmérném stresu by mohlo dojit ke zkresleni vysledku).

Tab. 9 Objem podavaného anestetika podle hmotnosti zvifete

Hmotnost zvifrete 350 375 400 425 450
(9)
Objem anestetika 2,1 2,25 24 2,55 2,7
(mi)

Po nékolika minutach, kdy zvife upadlo do hluboké anestezie, jsme ho umistili
na operacni stolek a zafixovali ho. Nasledné byl zvifeti intraven6zné (do vena
saphena) aplikovan heparin, aby nedochazelo ke srazeni krve a byl tak snadné&jsi
jeji odbér. Nasledné se provedl stfih kozni fasou a svaly od abdominalni
az po thorakalni oblast. Po odejmuti organt a okolni tkané se obnazil usek
hrudni a bfisni aorty. K usmrceni zvifete doslo v dusledku vykrveni z bfiSni aorty

(odebrana krev se vyuzivala pro dalSi vyzkumné ucely).

Izolace tkané a spravné umisténi do aparatury:

Po vykrveni zvifete byl vyjmut hrudni usek aorty a umistén do pfedem pfipravené
Petriho misky s Krebsovym roztokem. S aortou jsme museli pfi jakékoli
manipulaci zachazet Setrné, abychom neposkodili endotel. Aortu jsme kompletné
oCistili od okolni tkdné a zbytku krve a nastfihali na osm pfiblizné stejnych

segmentd o velikosti 3-4 mm. Aortalni krouzky jsme jednotlivé navlékali vzdy
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mezi dva hacky z nerezové oceli. Jeden z hacku byl pfipevnén na pevny nosi¢
a druhy byl pomoci chirurgické nité spojen s pfevodnikem. Toto uspofadani
umoznovalo pfevadét mechanickou energii na elektrickou, diky niz se
na monitoru zobrazovaly signaly, pomoci kterych bylo mozné odecist, zda
dochazelo kdilataci nebo konstrikci tkané. Signaly se zaznamenavaly

ve vyhodnocovacim softwaru S.P.E.L. Advanced Kymograph Software.

Tkan fixovanou na haccich jsme ihned umistili do Schulerovy nadobky
na izolovanou tkan. Nadobky byly napustény 5ml Krebsova roztoku, ktery byl
pomoci termostatu temperovan na 37 °C, tedy teplotu téla (pfi jiné teploté by
mohlo dojit k termickému Soku a tkan by se ponicila). Zaroven byl zivny roztok

okysliCovan pneumoxidem.

Stabilizace a zatéz tkané:

Prfed vlastnim pokusem jsme nejprve stabilizovali tkan. Pomoci oto¢nych
regulacnich Sroubl se aortalni krouzky zatizily 2 g. Napéti tkané jsme zvysSovali
postupné, aby nedoslo k jejimu poskozeni (o 0,15 — 0,2 g pfiblizné po 30
vtefinach). Po dosazZeni hodnoty 2 g se krouzky nechaly stabilizovat po dobu 45
minut. BEhem stabilizace jsme obménovali vzdy po 10 minutach Krebslv roztok

v méficich nadobkach.

Testovani kontraktility a ovéreni integrity endotelu:

Pfed zahajenim vlastniho experimentu jsme otestovali kontraktilitu cévy
a funkénost endotelu. Pro navozeni kontrakce jsme do méficich nadobek
s Krebsovym roztokem pfidali 50 pl noradrenalinu (finalni koncentrace
v nadobkach byla 1 umol.I'"). Do$lo ke kontrakci a odpovéd jsme nechali ustalit
(asi 30 minut). Pro ovéfeni neporuSenosti endotelu jsme nasledné do nadobek
pfidali 50 pl acetylcholinu (finalni koncentrace 100 pmol.I'"). O pFitomnosti
funkéniho endotelu svédCila vasodilatace, do pokusu jsme zafadili vzorky
relaxujici nejméné z 40 %. Po otestovani kontraktility a funkce endotelu jsme
v nadobkach nékolikrat vymeénili Krebsuv roztok, abychom vymyli pfitomny
noradrenalin a acetylcholin. Vzorky jsme nechali znovu stabilizovat
az do dosazeni zakladni zatéze (baseline) pfiblizné 1 g a ustaleni hodnot.
Nadobky jsme opét naplnili presné 5 ml Krebsova roztoku. Poté byly vzorky

pfipraveny na vlastni experiment.
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Vlastni experiment:

Vlastni experiment spocival bud’ ve screeningu vasodilatacnich ucinku derivat(
katecholu nebo v testovani mechanismu uCinku pro nejucCinnéjSi derivat

ze screeningu, 3 — methoxykatechol.
1. Screening vasodilatagnich u€inkd derivatd katecholu:

Experiment jsme zahgjili pfidanim noradrenalinu do v8ech nadobek (finalni
koncentrace 10 ymol.I'") a vyckali, nez dojde ke stabilizaci navozené kontrakce.
Poté jsme do nadobek kumulativné pfidavali derivat katecholu (Tab. 8)
k navozeni vasodilatace. Kazdy derivat byl testovan samostatné. Byl rozpustén
v DMSO, vzdy na koncentraci 10 mmol.I"' a na potifebné koncentrace dale
nafedén pomoci Krebsova roztoku. Pfi jednom pokusu byly derivaty testovany
v Sesti nadobkach. Zbylé dvé nadobky slouzily jako kontrolni, tzn. Ze jsme
pfidavali pouze vehikulum (roztok DMSO v Krebsové roztoku) v odpovidajici
koncentraci a objemu jako testované derivaty. Pfi testovani derivatd jsme vzdy
zvySovali az na 100 umol.I"'. Pfed podanim kazdé dal$i koncentrace jsme vzdy

pockali, nez se odpoved tkane ustali.
Zakonceni screeningu:

Po stabilizaci odpovédi na posledni davku testovaného katecholu jsme do méfici
nadobky pfidali 50 pl nitroprusidu sodného (NTS) (finalni koncentrace
10 umol.I'"). NTS navodil relaxaci tkané, kterou jsme povaZzovali za maximaini,
tedy 100 %.

2. Testovani mechanismu ucinku pro nejucinnéjsi derivat, 3 — methoxykatechol:

V sérii nékolika oddélenych experimentl jsme testovali mozny mechanismus
ucinku pro nejucinnéjsi derivat katecholu, 3—methoxykatechol (3-MOC). Nejdfive
jsme postupovali stejnym zpUsobem, jaky je popsany vySe a provedli pfipravu
tkané v€etné stabilizace a testu kontraktility a integrity endotelu. Poté nasledoval

vlastni pokus k ovéfeni mechanismu ucinku.
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Testované mechanismy:

a) Testovani zavislosti vasodilatacniho u€inku na pfitomnosti endotelu
Pfi pfipravé tkané jsme jesté prfed jejim zavéSenim na hacky z nékterych
aortalnich krouzku odstranili endotel, u jinych jsme nechali endotel neporuseny.
K odstranéni jsme pouzili dentalni nit, kterou jsme provlékli skrz krouzky
a endotel jemné setfeli. S takto pfichystanymi krouzky jsme jiz postupovali podle
vySe uvedeného postupu. Prvnim krokem vlastniho pokusu pak bylo navozeni
kontrakce noradrenalinem (finalni koncentrace 10 umol.I""). Dale jsme pridavali
kumulativné rostouci davky testované slouceniny — 3-MOC (finalni koncentrace
100 nmol.I" — 100 pmol.I'"). Nakonec jsme pfidali NTS (v nadobkach

10 pmol.I'"), jim zplsobenou dilataci jsme povazovali za 100%.

VSechny dalSi mechanismy jsme testovali pouze na aortalnich krouZcich

zbavenych endotelu.
b) Testovani, zda je 3-MOC antagonistou vapnikovych kanalu L-typu

Vlastni pokus jsme zahdjili pfidanim KCI (findlni koncentrace 15 mmol.I'")
pro zlepSeni kontraktility tkané. Pokud se objevila mirna reakce, vyckali jsme, az
doslo ke stabilizaci odpovédi. Nasledovala 30ti minutova inkubace tkané s 3-
MOC v pozadované koncentraci (6 pmol.I"" odpovidajici EC20 nebo 10 ymol.I-!
odpovidajici ECso). 3-MOC byl rozpustén v DMSO. Jako pozitivni kontrola byl
pouzit znamy blokator vapnikovych kanall nifedipin (finalni koncentrace 150
nmol.I'") a jako negativni kontrola ¢isty DMSO. Bay K8644 v roztoku DMSO
a dale nafedény vodou miliQ na potfebné koncentrace jsme postupné
kumulativné pfidavali ve vzrlstajici koncentraci (v nadobce 1 nmol.l' —
10 umol.I'") k navozeni vasokonstrikce. Tato ¢ast experimentu probihala za Sera
(Schulerovy nadobky zakryté alobalem v zatemnéné mistnosti), protoze stabilita
Bay K8644 je ovlivnéna svétlem. Na zavér pokusu jsme pfidali KCI (finalni
koncentrace 60 mmol.I'') k navozeni kontrakce, kterou jsme povaZovali

za maximalni (Schéma 1).
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Ach 104 M

Vyplach

/_// f T~ KI:\ 60 mM

T T TL, 30 min T
NA 10° M KCl 15 mM Bay K8644
(10°—10° M)
Schéma 1

c) Testovani, zda ma 3-MOC vliv na vasodilataci navozenou NO

Vlastni pokus zacal pfidanim noradrenalinu (v nadobkach koncentrace
10 umol.I'"), jez navodil kontrakci. Po nastoleni faze platé jsme pfidali 3-MOC (6
umol.I"" odpovidajici EC20). Po stabilizaci tkané jsme pfidavali nitroprusid sodny
v kumulativné rostoucich davkach (finalni koncentrace 100 pmol.I"" — 1 ymol.I'")

k navozeni vasodilatace (Schéma 2).

TL (EC
Ach 104 M (ECx0)
1 1 NTS (10-20-10-5M)

I I

NA 106 M NA 10° M

Schéma 2
d) Testovani, zda je 3-MOC aktivatorem solubilni guanylatcyklazy

Vlastni pokus jsme zahdjili pfidanim ODQ (1H-[1,2,4]-oxadiazolo[4,3-
alchinoxalin-1-on) (finalni koncentrace 1 ymol.I'") a nechali 30 minut inkubovat.
ODQ bylo rozpusténo v DMSO na koncentraci 10 mmol.I'' a nafedéno
na pozadovanou koncentraci miliQ vodou. Nasledné jsme podali NA (finalni
koncentrace 10 pmol.I'") a navodili kontrakci. Postupné jsme kumulativné

pridavali testovanou latku (3-MOC) (finalni koncentrace 100 nmol.I" —
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100 ymol.I'"). Pokus jsme zakondili maximalni relaxaci navozenou podanim NTS

(finalni koncentrace10 pmol.I"") (Schéma 3).

7.104
Ach 104 M TL (iiO 104M)

!

NTS 10°M

|

I I I

NA 10° M 0DQ 10¢M NA 10° M
30 min

Schéma 3

e) Testovani, zda je 3-MOC aktivatorem PKG

Do nadobek jsme oddélené pfidali dva rizné inhibitory, DT-3 nebo Rp-8-pCPT-
cGMPS (pro oba finalni koncentrace 1 pmol.I") a nechali 30 minut inkubovat.
Latky jsme pfipravili rozpusténim v DMSO a zfedénim pomoci miliQ vody stejné
jako v pfedchozim pfipadé. Jako kontrolni roztok jsme pouzili DMSO ve stejné
koncentraci, jakou mély roztoky inhibitord. Pomoci NA (finalni koncentrace
10 uymol.I'") jsme nasledné kontrahovali tkan. Testovanou latku jsme pfidali
jednorazové v koncentraci 20 pmol.I"" odpovidajici hodnoté ECoo. Experiment
jsme dokoncCili navozenim 100% relaxace pomoci NTS (v nadobkach

10 pmol.I'") (Schéma 4).

Ach 104 M
TL (v konc. navozujici
alespori 80% relaxaci)
Vyplach
NA 106 M Inkubace s DT3 (1 pM) &i s NA 105 M ‘[

Rp-8-pCPT-cGMPS (1 uM) NTS (10° M)

Schéma 4
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5.3.2. Zhodnoceni namérenych dat

K vyhodnoceni naméfenych dat jsme pouzivali programy Excel a GraphPad

Prism 9.

Screening:

Pomoci softwaru S.P.E.L. Advanced Kymograph Software jsme pribézné
zaznamenavali hodnoty, které navodily vasodilataci tkané, pro jednotlivé
koncentrace vSech testovanych derivatl katecholu. Tyto hodnoty jsme pfepocitali
na procenta z maximalni relaxace cévy (ij. z relaxace navozené NTS) a vynesli
do grafll. Ziskali jsme tak CRC kfivky, které zobrazuji zavislost navozené
relaxace tkané (%) na koncentraci zkousenych derivatu. Z kfivek jsme odecetli
hodnoty ECso vSech testovanych derivatd (ECso je hodnota vyjadfujici
koncentraci, ktera navodi 50% relaxaci z maximalni mozné). Z téchto hodnot
jsme sestrojili prehledny graf (Graf 1. uvedeny nize), ktery umoZznuje srovnani
hodnot ECso0 jednotlivych derivatd. Pro vSechny hodnoty ECso jsme také urcili

95% konfiden&ni intervaly.

Testované mechanismy:

| pfi experimentech testujicich mozny mechanismus Uu€inku jsme
pfi vyhodnocovani prepocitavali dosaZzenou relaxaci €i kontrakci na procenta
z maximalni mozné relaxace €i kontrakce. Ziskané hodnoty jsme poté vynesli

do graft.
Vyhodnoceni zavislosti vasodilataéniho u€inku na pfitomnosti endotelu:

Pfi procentualnim vyjadfovani relaxace navozené 3-MOC jsme za maximalni
relaxaci povazovali tu, kterou navodil NTS v koncentraci 10 ymol.I'. Vyznamnost

jsme hodnotili pomoci pfekryvu konfidencnich intervald.
Vyhodnoceni blokady vapnikovych kanall L-typu pomoci 3-MOC:

Bay K8644 navodilo kontrakci tkané. Pfi pfepoctu na procenta jsme za maximalni
moznou kontrakci povazovali kontrakci navozenou KCI v koncentraci

60 mmol.I''. Vyznamnost jsme hodnotili pomoci testu 2wayANOVA.
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Vyhodnoceni vlivu 3-MOC na vasodilataci navozenou NTS:

Dilataci, kterou zpusobil nitroprusid sodny, jsme vyjadfili jako procenta
z prekontrakce. K hodnoceni vyznamnosti jsme pouzili pfekryv konfidencnich

intervald.
Vyhodnoceni aktivace sGC:

Procentualni prfepocet dilatace navozené 3-MOC jsme vyjadfili z prekontrakce.

Vyznamnost jsme hodnotili pomoci pfekryvu konfiden&nich intervald.
Vyhodnoceni aktivace PKG:

Pfi vyjadfovani dilatace navozené pfidanim 3-MOC jsme povazovali
za stoprocentni relaxaci tu, kterou navodil NTS v koncentraci 10 pmol.I".

K hodnoceni vyznamnosti jsme pouzili test 2wayANOVA.
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6. VYSLEDKY
1. Screening
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Graf 1. Graf na horizontalni ose zobrazuje vyCet testovanych derivatu katecholu
sefazenych sestupné podle vasodilatacni aktivity ex vivo na izolované aorté
potkana prekontrahované noradrenalinem (10 pmol.I'") a na vertikalni ose
odpovidajici hodnoty ECso. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér s 95%
konfiden€nim intervalem. V grafu je teCkovanou €arou znazornéna vasodilatace
vlivem vehikula (DMSO v odpovidajici koncentraci) rovnéz s 95% konfiden&nim
intervalem. Zkratky derivatl jsou vysvétleny v Tab. 8 (viz str. 58). Vyznamny

rozdil oproti kontrole byl ur€en na zakladé srovnani 95% konfiden¢nich intervald.
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ECso N

(umol.I'") Clos (pocet aortalnich krouzk()
3-MOC 7,6 7,1-8,2 4
4-EC 10,3 8,4-12,6 6
3,5-DCC 10,5 8,8-12,4 5
4-TBC 12,8 11,2-14,7 6
4,5-DCC 13,9 11,9-16,2 6
3-FC 14,9 11,5-19,2 5
3-IPC 16,8 13,5-21,0 5
3-MC 22,2 15,7-31,3 3
4-MC 25,7 24,1-27,5 4
4-CIC 37,0 26,3-52,1 4
PC 37,9 29,7-48,3 4
4-NC 70,8 56,5-88,8 5
3-AC 244 4 121,1-492,9 4
4-FC 468,6 123,5-1777,2 4
kontrola 1133,3 457,5-2807,7 9
4-AC 12105,0 820,0-178694,1 3

Tab. 10 Tabulka uvadi hodnoty ECso vasodilatacni aktivity vybranych derivatu

katecholu ziskané ex vivo na izolované aorté potkana prekontrahované NA

(10 ymol.I'") a kontroly (DMSO v odpovidajici koncentraci). V dal$ich sloupcich

jsou hodnoty 95% konfidencniho intervalu a pocet pouzitych aortalnich krouzku,

vzdy nejvySe dva krouzky ze stejného zvirete. Zkratky derivatl jsou vysvétleny
v Tab. 8 (viz str. 58).
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2. Mechanismus udinku
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Graf 2. Graf zavislosti vasodilatacniho u€inku na pritomnosti endotelu. Graf
zobrazuje kfivky zavislosti relaxace (% z maximalni relaxace navozené
nitroprusidem sodnym 10 upmol.I'", vyjadfeno jako pramér +SEM spolu
s konfidenénim intervalem 95%) na koncentraci 3-MOC (umol.I'") na ex vivo
izolované a noradrenalinem (10 umol.I'') prekontrahované aorté potkana.
Pro sestrojeni jedné kfivky byly pouZity krouzky aorty se zachovalym endotelem
a pro sestrojeni druhé kfivky krouzky s mechanicky odstranénym endotelem.
Vyznamnost jsme hodnotili pomoci pfekryvu konfidencnich intervalt. Pro obé

kfivky n=4 z rliznych zvifat, krouzky pro jednu kfivku vzdy z raznych zvifat.
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Graf 3. Vliv 3-MOC na L-typ kalciovych kanalti na vaskularnim hladkém
svalu. V pokusu ex vivo na krouzZcich aorty potkana zbavené endotelu jsme
sledovali, zda dojde k zablokovani ucinku aktivatoru L-typu kalciovych kanald,
Bay K8644, predchozi inkubaci s 3-MOC ve dvou rlznych koncentracich (6
pumol.I'" a 10 ymol.I""). Jako pozitivni kontrola byl pouzit nifedipin (150 nmol.I"")
a jako negativni DMSO. Graf znazorfiuje zavislost navozené vasokonstrikce (%
z maximalni kontrakce navozené KCl 60 mmol.I"", vyjadieno jako primér +SEM)
na koncentraci Bay K8644 (umol.I'"). Vyznamnost jsme hodnotili pomoci testu
2wayANOVA, *p<0,05. Pro obé koncentrace 3-MOC a pro DMSO n=5,

pro nifedipin n=3, krouzky pro jednu skupinu vzdy z riznych zvifat.
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Graf 4. Vliv 3-MOC na vasodilataci navozenou NO. Vasodilatacni uc€inky
3-MOC byly zkoumany na aortalnich krouzcich s odstranénym endotelem
a prekontrahovanych noradrenalinem (10 pmol.I'"). K aortalnim krouzkim
preinkubovanym 3-MOC (6 pmol.I'") byl nasledné v kumulativné se zvysujici
koncentraci pfidavan NTS (100 pmol.I'' — 1 ymol.I'"). Graf znazorfiuje zavislost
relaxace (% z prekontrakce, vyjadifeno jako primér +SEM spolu s 95%
konfidenénim intervalem) na koncentraci NTS (umol.I'") na krouZcich
inkubovanych s 3-MOC nebo s vehikulem (roztok DMSO). Vyznamnost jsme
hodnotili pomoci pfekryvu konfidencnich intervall, *p<0,05. Z grafu je zfejmé,
Ze 3-MOC potencuje vasodilatacni ucinek NTS. Pro 3-MOC n=7 a pro DMSO

n=5, krouzky pro jednu kfivku vzdy z riznych zvifat.
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Graf 5. Vliv 3-MOC na aktivaci sGC. Vasorelaxacni uc€inky 3-MOC ex vivo byly
sledovany na aortalnich krouzcich bez endotelu, které jsme inkubovali
s kompetitivnim inhibitorem sGC, ODQ, a nasledné prekontrahovali NA
(10 ymol.I'"). Jako kontrola byla pouzita inkubace s DMSO. Nasledné byl
postupné pridavan 3-MOC v rostouci koncentraci (100 nmol.I'' — 100 ymol.I'")
k navozeni vasodilatace. Graf znazornuje zavislost relaxace (% z prekontrakce,
vyjadieno jako primér +SEM spolu s95% konfidenénim intervalem)
na koncentraci 3-MOC (umol.I""). Vyznamnost jsme hodnotili pomoci prekryvu
konfidencnich intervall. Mezi kfivkami jsme nezjistili signifikantni zmény. Pro obé

kfivky n=6, krouzky pro jednu kfivku vzdy z riznych zvifat.
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Graf 6. Vliv 3-MOC na aktivaci PKG. Vasorelaxacni ucinky ex vivo jedné davky
3-MOC (20 pmol.I'") byly sledovany na aortalnich krouZcich s mechanicky
odstranénym endotelem. Krouzky byly inkubovany v pfitomnosti dvou inhibitort
PKG: (A) DT3 nebo (B)Rp-8-pCPT-cGMPS (oba v koncentraci 1 pmol.I-!
v roztoku DMSO). Nasledné byly prekontrahovany pomoci NA (10 umol.I")
a relaxovany 3-MOC (20 umol.I'"). Navozena relaxace je prepocitana na %
z maximalni relaxace navozené NTS (10 ymol.I"), vyjadieno jako pramér +SEM.
Jako kontrola byla pouzita inkubace s DMSO ve stejné koncentraci. Vyznamnost
jsme hodnotili pomoci neparového t-testu. Nebyly zjistény vyznamné zmény.
Pro oba inhibitory n=4 a pro DMSO n=3, krouzky pro jednu skupinu vzdy

z rGznych zvifat.
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7. DISKUSE

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) se stala hlavni pfi€inou umrti po celém
svété. Na jejich narUstu se znacné podilelo zlepSovani ekonomické situace
v kombinaci s urbanizaci, které vedlo k dramatickym zménam v pracovnich
¢innostech, stravovacich navycich (zvyseni pfijmu potravin s vysokym obsahem
kalorii, soli), snizeni fyzické aktivity a ke spoleCenskym zménam (rozmach
koufeni) (Zipes et al. 2018). Kvuli vysoké incidenci, zavaznosti organovych
postizeni a disledkim KVO pro zdravi populace je dllezité neustale hledat nové
moznosti [éCby (Klener 2012). Nové struktury léCivych latek mohou vychazet také
z pfirodnich zdrojl, tomu odpovida staly zajem o terapeuticky potencial IéCivych

rostlin (Kumar a Padney 2013).

Mezi tyto latky mizeme zafadit i rostlinné polyfenoly, jejichz zkoumanim
se dlouhodobé zabyva Vyzkumna skupina kardiovaskularni a respiraCni
farmakologie a toxikologie. Polyfenoly pfedstavuji Sirokou skupinu latek
zahrnujici flavonoidy, stilbeny, fenolové kyseliny a lignany. Bézné se s témito
latkami setkavame v potravé (ovoce, zelenina, kakao, ¢aj...). Neékteré
epidemiologické studie prokazaly, Zze diety bohaté na polyfenoly mohou byt
pfi nékterych chronickych stavech zdravi prospésné. Napfiklad mohou snizit
riziko kardiovaskularnich a metabolickych poruch, urcité vyhody pfinaseji take
pfi onkologickych onemocnénich (Fraga et al. 2019, Pimpao et al. 2015,
Andriantsitohaina et al. 2012). K pozitivnim vlivim na lidsky organismus, které
napomahaji v prevenci KVO, patfi schopnost téchto latek snizovat krevni tlak,
podilet se na zlepSovani pritoku krve, snizovani cholesterolu a protizanétlivém
pusobeni (Fraga et al. 2019, Ganapathy et al. 2020). Rada polyfenolli ma
potencial podporovat vaskularni zdravi také stimulaci tvorby vasoprotektivnich
faktorll (NO, endotelovy hyperpolariza¢ni faktor — EDHF) a tak navozenim
vasodilatace a zabranénim aktivace trombocytd. Rovnéz mohou zlep3ovat funkci
hladkého cévniho svalstva (Andriantsitohaina et al. 2012). Postaveni téchto latek
v prevenci je zatim nedofeSené. DoporucCit konkrétni mnozstvi adekvatniho
pFijmu polyfenold, které by vedlo ke klinicky vyznamnym pfiznivym ucinkim, je
obtizné, protoze jejich obsah v potravé je variabilni stejné jako dosazené
plazmatické hladiny. Nicméné je jasné, Ze by se mélo jednat o pravidelny, nejlépe

kazdodenni pfijem (Andriantsitohaina et al. 2012).
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Na protektivnich ucincich dietnich polyfenoll se mohou vyznamné podilet jejich
metabolity, které jeSté nedavno nebyly brany v potaz. NejCastéji se jedna
o sulfaty, dale o glukuronidy ¢i methylované slouceniny a také o malé fenolické
latky vznikajici v tlustém stfevé, na jejichz tvorbé se vyznamné podili stfevni
mikrobiota. Tyto metabolity se mohou absorbovat, byt bioaktivni

a navozovat klinicky vyznamné ucinky (Fraga et al. 2019, Pimpao et al. 2015).

PFi hodnoceni vlivu pfirodnich polyfenoll je proto tfeba zahrnout do uvah nejen
parentni latky, ale také jejich metabolity. To samé plati pro analytické stanoveni
ve vzorcich plazmy. Plazmatické hladiny metabolitd pfiblizné koreluji s pfijatym
mnozstvim patentnich polyfenolt a u ¢lovéka se obvykle pohybuji v desitkach
az stovkach nM, nicméné u nékterych mohou dosahovat fadové az pmol.l".
Napfriklad koncentrace katechol-sulfatu a pyrogalol-sulfatu dosahovala dokonce
~20 mmol.I"* (Pimp&o et al. 2015). Mezi jednotlivci je v8ak vysoka variabilita, jak
v plazmatickych koncentracich u vSech kvantifikovanych latek, tak i ve spektru
detegovanych metabolitl. Podobné jako parentni latky, i metabolity polyfenoll
jsou zpravidla rychle eliminovany z plazmy, coz opét naznacuje, Zze k dosazeni
jejich dlouhodobéjSich stabilnich koncentraci je nezbytny opakovany pravidelny

pFijem polyfenoll potravou (Manach et al. 2004).

Mezi pfirozené kolonické metabolity flavonoidl patfi 4-methylkatechol, o kterém
je znamo, ze ma vasodilataéni ucinky (Pourova et al. 2018). Cilem mé diplomové

prace bylo ovéfit vasoaktivitu dalSich vybranych derivatd katecholu, srovnat ji

ucinku.

Screening vasoaktivniho uc¢inku derivatt katecholu

V screeningu derivatu katecholu jsme testovali vasoaktivitu celkem patnacti latek.
Vétsi Cast z nich méla vasodilatani uc€inky ve srovnani s kontrolou a Sest z nich
mélo hodnotu ECso niz§i nez 15 pmol.I'". Nejucinnéj§im derivatem byl 3-MOC
(3 — methoxykatechol) s hodnotou ECso = 7,6 pmol.I'!, ktery jsme proto zvolili

pro nasledné testovani mozného mechanismu ucinku.
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Testovani mechanismu udéinku 3-MOC

Pfi zjiStovani mechanismu ucinku 3-MOC jsme postupné testovali nékolik
moznosti, které by mohly byt zodpovédné za jeho vasodilatacni pusobeni.
Nejdfive jsme zkoumali, zda muze vasodilatace zaviset na cévnim endotelu.
Pfi porovnavani vysledkl pokusi na aortalnich krouzZcich s endotelem
a bez endotelu jsme zjistili, Ze oba typy reagovaly srovnatelné. Navozena
vasodilatace tak nebyla zavisla na pfitomnosti funkéniho endotelu a je proto
pravdépodobné, Ze latka pusobi pfimo na hladky sval. Diky tomuto zjisténi jsme
z dalSi prace vyloucili testovani mechanismu spjatych s cévnim endotelem (jako
napfiklad vliv na IKca a SKca kanaly a M-receptory) a soustfedili se pfimo

na mechanismy spojené s cévnim hladkym svalem.

Testovana latka, 3-MOC ma hodnotu pKa 9,42 a pH plazmy je 7,4. Je-li vySSi
pKa latky nez pH prostfedi, znamena to, Ze latka bude v daném prostiedi
pfevazné v neionizované formé, ktera pfechazi pfes bunéfné membrany
mnohem snadnéji neZ ionizovana forma (Staud 2019). 3-MOC tak m(ize pdsobit

jak nitrobunééné, tak membranové. Ovérovali jsme proto oba typy mechanismu.

Testovani nitrobunééného mechanismu ucéinku 3-MOC:

Zjistili jsme, Ze 3-MOC potencuje relaxacni u€inky nitroprusidu sodného, ktery je
donorem oxidu dusnatého pusobiciho jako pfimé vasodilatans. Tento fakt nas
vedl k domnénce, Zze mechanismus ucinku 3-MOC muze byt spjaty s drahou
NO/sGC/cGMP/PKG. Na této draze NO difunduje do bunék hladkého svalu, kde
se vaze a aktivuje sGC (solubilni guanylatcyklazu), tim vzroste koncentrace
cGMP, nasleduje aktivace PKG a svalova relaxace (detailnéjSi popis viz kapitola:

Oxid dusnaty str. 28). Proto jsme na této draze nasledné provedli nékolik pokusu.

Jako prvni jsme testovali vliv na sGC. Nejprve jsme reverzibilné inhibovali sGC
latkou ODQ a pomoci postupné se zvysujicich koncentraci 3-MOC jsme zkouSeli
tuto inhibici zvratit. Nicméné ani v nejvysSi pouzité koncentraci 3-MOC jsme
pusobeni ODQ nedokazali ovlivnit. Pfimy vliv 3-MOC na sGC je proto

nepravdépodobny.

Na stejné draze jsme nasledné testovali vliv na PKG a vyuzili jsme dvou inhibitort
PKG, DT-3 (selektivnéjsi inhibitor PKG-I alfa) a Rp-8-pCPT-cGMPS (méné
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selektivni inhibitor PKG-I alfa, PKG-I beta a PKG Il). Tyto inhibitory nedokazaly
vasodilataéni u€inek 3-MOC ovlivnit, neprokazali jsme proto ani tento

mechanismus.

Testovani membranového mechanismu udinku 3-MOC:

Vasokonstrikce a vasodilatace Uzce souviseji s koncentraci Ca?* iont( v cévnim
hladkém svalu. Proto jsme testovali, zda by 3-MOC mohl byt blokatorem
membranovych vapnikovych kanall Cav1.2 (L — typ), které pfedstavuji hlavni
zdroj extracelularnich Ca?* iontl pro svalovy stah. K tomuto experimentu jsme
pouzili latku Bay K8644, ktera je analogem nifedipinu, ale pusobi jako aktivator
téchto kanall. Vlivem Bay K8644 se zvysSuje vstup Ca?* iontd do svalové buriky,
narust koncentrace Ca?* v cytosolu vede k aktivaci MLCK a fosforylaci myozinu,
coz nasledné umozni interakci mezi aktinem a myozinem a vznik kontrakce.
Velikost navozené kontrakce je davkové zavisla na koncentraci Bay K8644. V mé
praci 3-MOC nedokazal ovlivnit u€inek Bay K8644, z CehoZz usuzujeme,

Ze nepusobi jako blokator vapnikovych kanalt Cav1.2 (L — typ).

Konkrétni mechanismus ucinku 3-MOC se nam zatim nepodafilo odhalit a jsou
proto potfeba dalSi experimenty. Do uvahy pfipada napfiklad pfima aktivace
nitrobunééné ATPazy SERCA (sarko/endoplazmatické retikulum Ca?* ATPaza),
ktera je téz soucasti drahy (NO/sGC/cGMP/PKG) a mlize byt aktivovana pomoci
PKG nebo pfimo NO (bez ucasti PKG) (Adachi et al. 2004). SERCA je pumpa,
jejimz Ukolem je pumpovani Ca?* z cytoplazmy do sarko/endoplazmatického
retikula, ¢imz udrzuje Ca?* homeostazu (Chemaly et al. 2018, Periasamy
a Kalyanasundaram 2007). SniZzovanim koncentrace intracelularniho vapniku
prispiva ke svalové relaxaci a zaroven obnovuje zasoby iontd Ca?* v SR
nezbytné pro dalSi svalovou kontrakci (Periasamy a Kalyanasundaram 2007).
3-MOC muze ovS8em pusobit i mimo drahu NO/sGC/cGMP/PKG. Napfiklad
prostifednictvim aktivace drahy PKA. PKA se ucastni nékolika déju, které vedou
k vasodilataci (podrobnéji viz kapitola: Prostanoidy str. 29). DalSi moznosti je
ucinek na plazmatické membrané cévniho hladkého svalu, kde by 3-MOC mohl
napf. otevirat K* kanaly, a tak zvySovat polaritu membrany nebo naopak pUsobit
inhibi¢né na nékteré z TRP kanall.
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Tato diplomova prace je soucasti SirSiho vyzkumu a ucinky 3-MOC budou
v nejblizSi dobé ovérovany jesté dalSimi zpUsoby. V planu jsou testovani ex vivo
na modelu praseci koronarni cévy a také testovani in vivo na hypertenznich

potkanech.
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8. ZAVER

V této praci jsme se zabyvali testovanim vasodilatacnich ucink( vybranych
derivatd katecholu ex vivo na izolované aorté potkana a u nejucinnégjsi latky,

3-methoxykatecholu, jsme nasledné ovérovali mozné mechanismy ucinku.
Diky provedenym experimentim jsme dosli k témto zavérim:

e VeétSina z patnacti testovanych derivatl katecholu byla schopna navodit
vasodilataci a $est z nich mélo hodnotu ECso niz8i nez 15 pmol.I!

¢ NejucinnéjSim derivatem byl 3-methoxykatechol, jehoz hodnota ECso byla
7,6 ymol.I', a proto jsme ho zvolili pro testovani mozného mechanismu
ucinku

e Vasodilata¢ni u€inky 3-methoxykatecholu byly nezavislé na pfitomnosti
funkéniho endotelu

e Na membrané buriky cévniho hladkého svalu 3-methoxykatechol
neovliviioval vapnikové kanaly Cav1.2 (L — typ)

e 3-methoxykatechol potencoval vasodilatacni ucCinky oxidu dusnatého
(podaného v podobé donoru, nitroprusidu sodného)

e Na draze NO/sGC/cGMP/PKG 3-methoxykatechol nepulsobil ani jako

aktivator solubilni guanylatcyklazy ani jako aktivator proteinkinazy G
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