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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Mgr. Marcel Hrubsa

Skolitel: Prof. PharmDr. Pfemys| Mladénka, Ph.D.

Nazov dizertacnej prace: Vliv metabolitl a jejich parentnich fenolickych latek na krevni desticky

Akutne kardiovaskuldrne prihody, ako napriklad mozgova mrtvica alebo akutne koronarne
syndrémy, ku ktorym patri akatny infarkt myokardu, su jedny z najéastejsich pricin kardiovaskularnych
umrti vo svete. V sucasnosti sa ich liecba zameriava najma na sekundarnu prevenciu opatovného
vyskytu tychto stavov, v ktorej vyznamnu ulohu zohravaju protidostickové lieciva. Tieto lieciva znizuju
nadmernu reaktivitu dosticiek, ktord je pritomna u prevainej vacSiny kardiovaskularnych a
metabolickych ochoreni a vyznamne zniZuju riziko akdtnych kardiovaskuldarnych prihod. Paleta
momentalne dostupnych lieciv sa ale vyznacuje mnohymi problémami, ako je napriklad rezistencia,
vysoka variabilita vo farmakokinetike aj farmakodynamike, vazne neZiaduce ucinky a cesta podania

liediva.

V Uvode tejto prace su strucne zhrnuté znalosti o fyzioldgii ludskych krvnych dosticiek a
dostupnych antiagregacnych liecivach vratane ich mechanizmov Ucinku. Druhd cast teoretického
uvodu je venovana polyfenolickym latkam, nakolko strava bohata na polyfenoly je spdjana so zdraviu
prospesnymi ucinkami, najma u metabolickych a kardiovaskularnych ochoreni. Polyfenolické Iatky sa
avsak vyznacuju vo vSeobecnosti nizkou biodostupnostou. Z toho dévodu vznikla hypotéza, ze malé
fenolické Iatky tvorené ludskou €revnou mikroflérou su zodpovedné za tieto prospesné ucinky, nakolko
dosahuju vyrazne vys3ich plazmatickych hladin nez parentné polyfenoly. V tejto praci bol vyhodnoteny
antiagregacny efekt rozlicnych metabolitov polyfenolickych latok a takisto bol skidmany ich

mechanizmus ucinku.

Ako priklad metabolitov druhej fazy biotransformécie polyfenolov bolo otestovanych Sest
sulfatov silymarinovych flavonolignanov spolu s ich parentnymi latkami. Ich antiagregacnad aktivita bola

ale bohuzial zanedbatelna.

S ohlfadom na tieto vysledky sme sa namiesto toho zamerali na malé fenolické metabolity
polyfenolov. Styri metabolity typické pre izoflavonoidy a 29 znamych malych metabolitov flavonoidov
bolo skumanych v rdmci ich aktivity aj mechanizmu ucinku. Zistili sme, Ze 3 zo 4 izoflavonoidnych
metabolitov mdze mat relevantné ucinky na agregdciu dosticiek. 4-etylfenol dokazal Ciastoéne

inhibovat cyklooxygendazu aj tromboxan syntazu a stcasne narusat vapnikovu signalizaciu, ekvol bol
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naopak antagonistom na tromboxanovych receptoroch. O-desmetylangolensin sa mechanizmom

ucinku podobal 4-etylfenolu, bol ale jednozna¢ne menej uc¢innou latkou.

V stadii s 29 metabolitmi flavonoidov boli identifikované 4 latky, ktoré mézu prispievat k
antiagregacnému ucinku stravy bohatej na polyfenoly. Kazda z tychto latok (rezorcinol, pyrogalol,
floroglucinol a 4-metylkatechol (4-MC)) patrila Strukturne do skupiny hydroxybenzénov a bola G¢innou
antiagregac¢nou latkou. Nasledujuce experimenty ukazali, Ze pyrogalol a 4-MC sU najucinnejSimi
metabolitmi. Pyrogalol sa G¢innostou podobal acetylsalicylovej kyseline (ASA), avsak 4-MC bol 10-krat
uginnejéi ako ASA. U&inok oboch latok bol si¢asne potvrdeny s vyuZitim nového ex ovo ,in vivo-like”
modelu HET-CAV; 4-MC bol opat Gc¢innejsi ako ASA. Prvotné pokusy vykonané v tejto studii naznadili,
Ze 4-MC narusuje vapnikovu signalizaciu v dostickach. Nasledovné Studie, ktoré sme vykonali, ndm
umoznili jeho mechanizmus ucinok preskimat podrobnejsie. 4-MC blokuje viacero agregacnych drah,
ale jeho hlavny mechanizmus je cieleny na drahy spojené s kolagénom a kyselinou arachidénovou (AA).
Na rozdiel od predchadzajucich metabolitov, 4-MC nemal ucinok na cyklooxygenazu ani tromboxan
syntazu, dokonca nebol ani antagonistom tromboxanovych receptorov. Zistili sme, Ze interferuje s

premenou arachidénovej kyseliny na tromboxan A, pravdepodobne narusenim koordinacie medzi

cyklooxygendzou a tromboxan syntdzou nutnej k tvorbe tromboxanu A..

Tieto poznatky spolu so zistenim, Ze 4-MC je GcinnejSi ako ASA z neho robia nadejného kandidata
pre vyvoj antiagregaénych lie¢iv. U¢inok 4-MC sme teda chceli overit, a to s vyuZitim rozmanitej
populaénej vzorky zloZzenej zo zdravych darcov vo veku 20-66 rokov. S pouzitim relativne velkého
mnozstva darcov sa nam podarilo potvrdit Ucinok a vysokd uéinnost 4-MC, ktory bol Ucinnejsi ako ASA
u agregacie vyvolanej arachidénovou kyselinou aj kolagénom. Efekt 10 uM 4-MC sa pohyboval medzi
Ucinkom 30 UM a 70 uM ASA u agregacie vyvolanej AA. U agregacie navodenej kolagénom bola 70 uM
davka ASA o ~17% ucinnejSia ako 20 uM 4-MC, ale o ~12% menej Ucinna ako rovnaka koncentracia 4-

MC.

Aj napriek tomu Ze 4-MC je velmi ucinny, sme chceli preskimat vztah medzi Struktirou a
ucinkom tejto malej a relativne strukturne jednoduchej latky. Vybrali sme teda 22 latok Strukturne
odvodenych od 4-MC a vyhodnotili ich antiagregacné ucinky spolu s in vitro testovanim toxicity. Tato
$tudia nam poskytla nielen zaujimavé poznatky o tom, ktoré Struktirne prvky musia byt zachované,

aby sa zachovala antiagregacna aktivita, ale aj vplyv substittcie zakladnej Struktiry na jej aktivitu.

V tejto praci som ukazal, Ze 4-MC, mala fenolickd latka vznikajuca mikrobidlnym metabolizmom
polyfenolov, je G€innou antiagregac¢nou latkou a spolu so svojimi derivatmi moze predstavovat novu

stratégiu vo vyvoji protidostickovych lieciv.



Abstract
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Title of dissertation thesis: The influence of metabolites and their parent phenolic compounds on

blood platelets

Acute cardiovascular events (ACEs), such as stroke and acute coronary syndromes
encompassing acute myocardial infarction, are one of the main causes of cardiovascular mortality in
the world. Current pharmacotherapy focuses primarily on secondary prevention of their recurrence,
where antiplatelet drugs play a key role. These drugs reduce platelet hyperreactivity, which is present
in the majority of cardiovascular and metabolic diseases, and significantly decrease the risk of ACEs.
However, the palette of currently available drugs faces many issues, such as resistance, high variability

in both pharmacokinetics and pharmacodynamics, serious side effects and the route of administration.

This thesis firstly briefly summarizes the current knowledge of platelet physiology along with
available antiplatelet drugs and their mechanism of action. Second part of the theoretical introduction
is dedicated to polyphenolic compounds, as polyphenol-rich diet is associated with many beneficial
effects, particularly on metabolic and cardiovascular diseases. However, polyphenolic compounds
have, in general, low bioavailability. Therefore, small phenolic compounds formed by human intestinal
microbiome have been suggested to be the cause of these benefits, as they achieve much higher
plasma concentrations than the parent polyphenols. In this thesis, the antiplatelet effect of various

metabolites of polyphenols has been evaluated and their mechanism of action was also investigated.

Six silymarin flavonolignan sulfates were tested as representatives of secondary phase
metabolites of parent polyphenols along with their parent compounds. Their antiplatelet activity was,

however, negligible.

For this reason, we have instead turned our attention to small phenolic metabolites of
polyphenols. Four isoflavonoid-specific small metabolites and 29 known flavonoid small metabolites
were examined in terms of their antiplatelet activity and mechanism of action. We have found that
3 out of 4 tested isoflavonoid metabolites can have relevant effects on platelet aggregation.
4-ethylphenol seemed to partially inhibit both cyclooxygenase and thromboxane synthase and

interfered with calcium signalling, while equol was a thromboxane receptor antagonist.



O-desmethylangolensin was similar to 4-ethylphenol in terms of mechanism, but clearly inferior in

terms of potency.

The study with 29 flavonoid metabolites has identified 4 compounds, which can contribute to
antiplatelet effects of flavonoid-rich diet. All 4 of these compounds belonged to the group of
hydroxybenzenes and were potent antiplatelet compounds: resorcinol, pyrogallol, phloroglucinol, and
4-methylcatechol (4-MC). Further experiments have shown that pyrogallol and 4-MC were by far the
most potent of them. Pyrogallol was similar to acetylsalicylic acid (ASA) in terms of potency, while 4-
MC was 10 times more potent than ASA. Their effect was also confirmed using a novel HET-CAV (hen's
egg test on chick area vasculosa) ex ovo in vivo-like model; 4-MC was once again more potent than
ASA. Initial mechanistic studies performed in this study have suggested, that 4-MC interferes with
calcium signalling in platelets. Following studies performed by us have shed more light on its
mechanism of action. 4-MC was able to block many aggregatory pathways, but the major mechanism
was targeted to collagen and arachidonic acid derived pathways. In contrast to the previous
compounds, 4-MC did neither block cyclooxygenase 1 and thromboxane synthase, nor acted as an
antagonist at thromboxane receptors. Finally, it was found that it interferes with transformation of
arachidonic acid to thromboxane A, likely by blockade of cyclooxygenase and thromboxane synthase

coupling.

This, associated with the fact that 4-MC was more potent than ASA makes 4-MC an interesting
candidate for antiplatelet drug development. The efficacy of 4-MC was therefore investigated using
a heterogenous population sample of 53 healthy donors aged 20-66 years old. Using this relatively
robust sample, we were able to confirm the potency and efficacy of 4-MC, which was confirmed to be
more potent than ASA in both arachidonic acid and collagen induced aggregation. The effect of 10 uM
of 4-MC lay between the effect of 30 uM and 70 uM of ASA on AA-triggered platelet aggregation. In
terms of collagen triggered aggregation, 70 UM of ASA was ~17% more potent than 20 uM of 4-MC but
~12% less potent than the equimolar concentration of 4-MC. 4-MC is therefore a potent antiplatelet

compound.

While the potency of 4-MC was clearly high, we have also wanted to explore the structure-
activity relationship of this fairly small and structurally simple molecule. Hence, 22 structurally related
compounds were investigated using human whole blood in terms of antiplatelet activity and in vitro
toxicity. This study has provided interesting insights in terms of structural elements necessary to retain

the antiplatelet activity, while also exploring the effect of substitution of the base structure.



This thesis has shown, that 4-MC, a small phenolic compound derived from microbial
metabolism of polyphenols is an efficient antiplatelet compound and may present, along with its

derivatives, a novel avenue in antiplatelet therapy.
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Zoznam pouzitych skratiek

AA — arachidonic acid, kyselina arachidénova

ADP — adenosine diphosphate, adenozin difosfat

ASA — acetylsalicylic acid, kyselina acetylsalicylova

COX-1 - cyklooxygendza 1

DM 2 — diabetes mellitus typu 2

DTT - dithiotreitol

DTS — dense tubular system, denzny tubuldrny systém

HDL - high density lipoprotein, lipoprotein s vysokou hustotou
IPs — inositol trifosfat

LDL — low density lipoprotein, lipoprotein s nizkou hustotou
MAPK — mitogénom aktivovana protein kinaza

MK — megakaryocyt

NMK — nenasytené mastné kyseliny

OCS - open canalicular system, otvoreny kanalikuldrny systém
O-DMA — O-desmethylangolensin

PAF — platelet activating factor, faktor aktivujuci dosticky
PC - fosfatidylcholin

PDE — fosfodiesteraza

PE - fosfatidyletanolamin

PKC — protein kinaza C

PLA; —fosfolipaza A,

PLC — fosfolipaza C

PS - fosfatidylserin

ROS — reactive oxygen species, reaktivne formy kyslika

SM - sfingomyelin

TXA; — tromboxdn A,

VvWEF - von Willebrandov faktor
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1. Uvod

Prevalencia kardiovaskuldrnych ochoreni vo svete neustdle narasta a akutne kardiovaskuldrne
prihody ako akutny infarkt myokardu alebo mozgova mrtvica patria medzi najcastejsSie priciny
kardiovaskularnej mortality. Si¢asnd farmakoterapia je zamerana na sekundarnu prevenciu akutnych
kardiovaskularnych prihod prostrednictvom zniZzovania hyperreaktivity krvnych dosticiek, aktudlne
dostupné lieciva maju ale viacero nedostatkov, ktoré komplikuji UspesSnu prevenciu. Vyvoj novych
protidostickovych lieciv s inymi mechanizmami ucinku je teda velmi Ziaduci.

Strava bohata na polyfenolické latky je spajana s pozitivnymi u¢inkami na ludské zdravie, najma
v suvislosti s civilizatnymi a kardiovaskuldrnymi ochoreniami. Presny mechanizmus, ktorym
polyfenolické latky obsiahnuté v strave po6sobia ale eSte nebol objasneny. Vzhladom na nizku
biodostupnost vacsiny polyfenolov je nepravdepodobné, Ze latky obsiahnuté v potrave bohatej na
polyfenoly su priamo zodpovedné za ich biologické ucinky in vivo.

Jednym z vysvetleni tohto fenoménu modzZe byt intenzivny metabolizmus parentnych
polyfenolickych latok sprostredkovany ¢revnym mikrobiomom. Tieto metabolity charakteru malych
fenolickych latok maju preukazatelne vy$siu biodostupnost ako parentné polyfenoly, dosahuju teda
relevantné plazmatické koncentracie in vivo.

Preto som sa v tejto dizertacnej praci zameral na metabolity polyfenolov a ich antiagregacné
ucinky. U najucinnejsieho metabolitu, 4-metylkatecholu, bol jeho Ucinok potvrdeny na heterogénnej
populaénej skupine a zaroven bol preskimany jeho mechanizmus Gcinku a vztah $truktdry a Géinku

jeho derivatov.
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2. Dosticky a patofyziologia kardiovaskularnych ochoreni

2.1. Aterosklerdza

Ateroskleréza je chronické, multifaktoridlne ochorenie, ktoré je jednou z hlavnych pricin
kardiovaskuldarnych ochoreni v modernej populacii. Aterosklerotické ochorenia, najma ich akdtne
komplikacie vo forme akudtneho infarktu myokardu alebo mozgovej porazky patria v su¢asnosti medzi
najéastejsSie priciny Umrtia vo svete. Patofyzioldgia aterosklerézy este stale nie je jednoznacne
objasnend, primarne mechanizmy jej vzniku su vsak zndme. Podstatou vzniku aterosklerotickych lozisk
je ukladanie krvnych lipidov do vnuatornych vrstiev cievnej steny, kde vyvolaju sterilny zapal
a remodeldciu poskodenej cievy. Nenarusena cievna stena je nepriepustnd pre krvné lipoproteiny, pri
jej naruseni ale dochadza k prepustani lipoproteinov s nizkou hustotou (LDL- low density lipoprotein)
a prieniku imunitnych buniek [1-3]. Fyziologickou ulohou LDL je transport cholesterolu v krvi smerom
do tkaniv, pricom dospelému ¢loveku postacuje koncentracia 0,5- 1 mM krvi. Vzhladom na Zivotny Sty
modernej populdcie koncentracia LDL v plazme vyrazne presahuje tieto hladiny a cievna stena je preto
neustale vystavovana nadmernému mnozZstvu cholesterolu, ktory je hlavnym rizikovym faktorom pre
rozvoj aterosklerdzy [4]. Lipoprotein s vysokou hustotou (HDL — high density lipoprotein) je naopak
spajany stransportom prebytocného cholesterolu do pecene, a tak nizSim rizikom rozvoja
aterosklerdzy. Viacero studii cielenych na zvySovanie koncentracii HDL ale neviedlo k zlepSeniu
prognodzy aterosklerdzy. Preto sa sucasny vyskum zameriava na Upravu funkcie HDL ¢astic namiesto
priameho zvySovania HDL koncentracii [5].

LDL ktory sa akumuluje v tunica intima cievnej steny je vychytavany najma makrofagmi, ale aj
bunkami hladkej svaloviny, ktoré su nasledne transformované na penové bunky. Akumulované penové
bunky produkuju cytokiny a rastové faktory a nakoniec podliehaju nekréze, ¢im dochadza k tvorbe
aterosklerotického loZiska. Toto loZisko je typicky tvorené nekrotickym jadrom obsahujicim odumreté
makrofdgy a penové bunky, postupne ale dochadza k remodeldcii poskodenej cievy a produkované
cytokiny do loZiska privadzaju dalSie imunitné bunky, vratane B aT lymfocytov. V désledku
remodelacie dochadza k tvorbe fibrdznej Ciapky tvorenej kolagénom a hladkou cievnou svalovinou.
Tato remodeldcia vedie k dvom hlavnym komplikdcidm, ktoré su pricinou mortality. Postupne
dochadza k zuZovaniu priemeru cievy, o najma v pripade, Ze je postihnuta mensia cieva, spdsobuje
ischémiu kvéli znizenému prietoku krvi. Daldou komplikaciou je mald stabilita tohto loZiska spdsobena
pritomnostou chronickému zapalového procesu. Pri naruseni aterosklerotického plaku dojde ku
kontaktu subendotelovych struktur a krvi, ¢o vedie ku spusteniu hemokoagulacnej kaskady a tvorbe
trombu. Tento trombus moze nasledne Uplne zastavit prietok krvi v cieve, ¢o moze viest v extrémnych

pripadoch k akitnemu infarktu myokardu alebo mozgovej mrtvici [1-3].
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Antiagregacna terapia je jednym zhlavnych nastrojov  sekundarnej prevencie
aterotrombotickych prihod. Suéasny vyskum ale ukazuje, Ze dosticky sa podielaju aj na tvorbe a rozvoji
aterosklerotického plaku, ateda su potencidlnym nastrojom primdrnej prevencie a spomalovania

progresu aterosklerdzy [6].

2.2. Diabetes mellitus a funkcia dosticiek

Diabetes mellitus typu 2 (DM 2) je komplexné metabolické ochorenie ktorého vyskyt
v civilizovanom svete rapidne narastad [7]. Pacienti s DM 2 trpia vysSim rizikom aterosklerotickych
komplikacii, vy$Sou mierou kardiovaskuldrneho rizika a rychlejSim rozvojom aterosklerdzy v porovnani
so zdravou populéciou [8]. Priblizne 4/5 mortality diabetikov je spojenych s trombdzou a diabetici maju
2 az 4 - nasobne vyssie riziko opakovanych vaskularnych a aterotrombotickych komplikacii [9, 10].

Miera kardiovaskularneho rizika DM 2 pacientov bez predchadzajucich kardiovaskuldrnych
komplikacii dosahuje dokonca Urovne pacientov po akutnom infarkte myokardu [11]. V pripade
pritomnosti kardiovaskularneho ochorenia sa diabetici vyznacuji horSou progndzou a vyssim rizikom
komplikacii a opakovanych aterotrombotickych stavov [12].

Viacero Studii pozorovalo vyskyt protrombotického stavu u DM 2 pacientov, na ktorom sa
podiela zvysend hemokoagulacia, narusena fibrinolyza, dysfunkény endotel a takisto zvySena reaktivita
krvnych dosticiek. Trombocyty diabetikov su charakteristické narusenim niekolkych signdlnych drah,
¢o vyustuje vich nadmernd adhéziu, aktivaciu aagregaciu atym vedie kznizenej efektivite
antiagregacnych lieciv [12-14].

Dosticky diabetikov maju zvySenu expresiu aktivanych markerov v porovnani so zdravou
populdciou, Uprava glykémie u tychto pacientov viedla k signifikantnému zniZeniu tychto markerov
[15]. Yngen et al. spozoroval, ze hladiny glykovaného hemoglobinu HbA1C a glykémia nala¢no
korelovali s expresiou P-selektinu (markeru aktivacie dostiCiek, viz. nizSie) [16]. Tieto vysledky
naznacuju, Ze upravou glykémie je moiné tieto patologické zmeny aspon Cciastocne zvratit
a kardiovaskularne riziko znizit. VysSie spominané laboratérne vysledky boli doplnené aj o klinické
data, ktoré potvrdzuju tuto hypotézu, ato v studii DIGAMI. V studii DIGAMI bolo spozorované
signifikantné zniZzenie mortality pri pouZiti intenzivnej glukdzu znizujucej intervencie po dobu 3,4 roku
[17]. Studia DIGAMI-2 porovnavala 3 rozdielne stratégie znizovania glykémie, neboli véak spozorované
Ziadne rozdiely medzi zvolenymi stratégiami [18]. Nadmerné zniZovanie glykémie ale naopak viedlo
k zvySeniu mortality, ¢o vyplyva z vysledkov studii ACCORD a NICE-SUGAR [19, 20].

Nedostatok inzulinu a inzulinova rezistencia su dalSie typické charakteristiky DM 2. Vzhladom na
to, Ze dosticky exprimuju receptory pre inzulin preto nie je prekvapivé, Ze spolu s inzulinovou
rezistenciou bola pozorovana aj zvySend koncentrdcia intraceluldrneho vapnika dosticiek, zniZzena
citlivost voci prostacyklinu aoxidu dusnému azvySena reaktivita dosti¢iek [12]. Pilotné studie
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pozorovali benefit pri pouZiti inzulinovych senzitizérov, na ktoré nadvazovali viaceré klinické Studie [21,
22]. Studia PERISCOPE pozorovala miernejsi rozvoj aterosklerdzy pri pouziti pioglitazénu (senzitizér)
v porovnani s glimepiridom (sekretagégum) v casovom horizonte 18 mesiacov [23]. Podobny efekt bol
sekundarne pozorovany u studii SYMPHONY a SYMPHONY-2 [24]. Tieto vysledky ale bohuZzial neboli
potvrdené Studiou APPROACH, v ktorej rosiglitazdn nepreukdzal miernejsiu progresiu koronarnej
aterosklerdzy v porovnani s glipizidom [25]. Tento vysledok nie je prekvapivy, nakolko rosiglitazén bol
z dovodu zhorSovania kardiovaskuldrnych ochoreni stiahnuty z eurépskeho trhu. Prospesny efekt
pioglitazénu bol potvrdeny viacerymi Studiami, preto je odporucany u diabetikov so zvysenym
kardiovaskularnym rizikom. Je ale takisto treba spomenut, Zze obe tieto lie¢iva preukazatelne zhorsuju
srdcové zlyhanie [26, 27].

Diabetes mellitus typu 2 takisto typicky sprevddzaju aj dalSie metabolické stavy : obezita,
dyslipidémia, chronicky zapalovy stav a zvySeny oxidacny stres. Obézni pacienti sa vyznacuju zvySenym
poctom dosticiek, zvySenym strednym objemom dosticiek [28], zvySenou hladinou leptinu, ktord je
spajana s vysSou agregabilitou dosticiek [29], vysSou cytozolovou hladinou vapnika [30] a zvySenym
oxidacnym stresom [31]. VSetky tieto faktory vedu k vyssej reaktivite dosticiek [12, 13].

U diabetickych pacientov bol takisto zisteny zvySeny obrat dosticiek avysSi podiel
retikulovanych dosticiek, ktoré su typické zvysenou citlivostou [32].Naviac bola u tychto pacientov
spozorovana horsia odpoved na antiagregacnu terapiu a sucasné odporuicania navrhuju zohladrovat

pritomnost DM 2 pri volbe farmakoterapie [12].

2.3. Hypertenzia

Hypertenzia je beiné kardiovaskuldarne ochorenie, ktoré postihuje priblizne 30 % dospelej
populdcie a jej prevalencia neustale narasta [33]. Je jednym z rizikovych faktorov aterotrombotickych
komplikacii, nakolko ovplyviuje funkciu cievnej steny aj krvnych dosticiek [34].

Trombocyty hypertenzivnych pacientov maju Specifické biochemické aj morfologické
parametre, ktoré prispievaju k rozvoju aterosklerézy. Morfologicky sa tieto dosticky vyznacuju vyssim
strednym objemom, vysSou strednou hmotou, nizSou granularitou avyssou celkovou velkostou
v porovnani s normotenzivnymi jedincami. Zvyseny stredny objem dosticiek je povazovany za rizikovy
faktor akutneho infarktu myokardu a marker aktivacie dosticiek. Biochemicky maju zvysené hladiny
Ca?*, pri aktivacii produkuju vy$sie mnoZstvo reaktivnych foriem kyslika (ROS), vyluéuju viac P-selektinu
a takisto maju vysSiu hustotu az-adrenoreceptorov. Aktivita dosStickovej NO syntazy je naopak nizsia,
¢o vedie k vyssej spontannej agregdcii a zvysSenej citlivosti voli agonistom [34]. Vzhladom na vyraznej
spolutcasti dosticiek a endotelu na rozvoji aterosklerdzy je zrejmé, Ze terapia hypertenzie sa méze

podielat na primarnej aj sekundarnej prevencii aterosklerotickych ochoreni.
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3. Ludske dosticky
3.1. Vyvoj ludskych dosticiek

Ludské krvné dosticky su bezjadrové bunky vznikajlce z vysoko $pecializovaného prekurzoru,
megakaryocytu (MK). MK vznika z krvnej kmenovej bunky (Obr.1) a vyznaduje sa unikdatnymi
vlastnostami. Tento prekurzor pocas diferenciacie podlieha endomitéze, ¢im ziska 4N az 128N
chromozdémov. Takisto v iom prebieha intenzivna syntéza a akumulacia proteinov a organel, ktoré su
nasledne vyuzité pre tvorbu dosti¢iek. U MK bol taktiez identifikovany demarkaény membranovy
systém, prekurzor otvoreného kanalikuldrneho systému (OCS, open canalicular system) nevyhnutného
pre funkciu dostic¢iek. Po ukonceni diferenciacie sa MK presunie z osteoblastovej niky, ktord vdaka
pritomnosti kolagénu | brani tvorbe pro-dosti¢iek a umoznuje dozrievanie MK, do vaskularnej niky
obsahujlcej proteiny propagujuce rozpad MK (kolagén IV, fibrinogén, fibronektin, vWF) a nasledne
dojde k postupnému rozpadu MK, tvorbe pro-dosticiek a ich uvolfiovanie z MK do krvného obehu [35,
36]. Tento finadlny proces je zavisly na Bi-tubuline, ktory zaistuje reorganizaciu cytoskeletu, tvorbu pre-
dosticiek a ich uvolfiovanie do obehu. Tubulin-deficientné mysi produkuju o 60% menej dosticiek [37]
a pacienti s mutaciou B; tubulinu trpia autozomalne dominantnou makrotrombocytopéniou [38].
Findlne dozrievanie dosticiek prebieha v krvnom obehu, kde sa z pro-dosticiek diferencuju funkéné
dosticky. Z jedného MK takto vznika niekolko tisic dosticiek [38, 39].

Dozrievanie MK mo6Zeme rozdelit do 2 faz : prvou je proliferacna faza, ktora trva u ludi priblizne
5 dni, po nej nastane vyrazne rychlejSia genéza dosticiek, ktora zaberie iba niekolko hodin [35, 36, 39].

Vyvoj MK je primarne kontrolovany pomocou trombopoietinu ajeho Specifického c-Mpl
receptoru, avsak nie je esencialny, nakolko mysie modely boli schopné vytvorit dosticky aj bez c-Mpl

a trombopoietinu [40-43].
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Obr. 1. Vyvojové stadia megakaryocytu. Prevzaté z Kilhne & Imbach, 2010 [44].

3.2. Pocet dosticiek
Zivotnost dosticiek je 8-10 dni, pricom u zdravych jedincov dosahuju koncentréacii 150 - 450 *10°
dosticiek/liter krvi [45]. Tato koncentracia vyrazne prekracuje pocet dosti¢iek vyzadovany pre
adekvatnu hemostazu, nakolko spontanne krvacanie sa pri koncentraciach nad 10 000 dosticiek/liter

nevyskytuje [46].

3.3. Struktura

Povrch dosticky je pokryty vrstvou glykolipidov a glykoproteinov zvanou glykokalyx. Tento
$pecificky povrch dava dostickdm negativny naboj, ¢o im umoziiuje sa pohybovat v krvnom riecisku

v blizkosti cievnej steny bez rizika spontdnnej agregacie alebo interakcie s dalSimi krvnymi bunkami.

17



Glykoproteiny ktoré su sucastou glykokalyxu st nevyhnutné pre aktivaciu a funkciu dosticiek, ako napr.
receptory pre kolagén, trombin a fibrinogén [47].

Pod glykokalyxom sa nachadza plazmaticka membrana. Hlavnymi zlozkami tejto membrany su
fosfatidylcholin (PC), fosfatidylserin (PS), fosfatidyletanolamin (PE), sfingomyelin (SM) a cholesterol.
RozloZenie tychto zloZiek je na rozdiel od majority bunkovych membran asymetrické, PS a PE su
koncentrované vo vnutornej Casti membrany [48, 49]. Tuto asymetrickd distriblciu, ktora takisto
zabranuje spontannej agregacii dostiCiek, zaistuji ATP-dependentné flipazy aflopazy [50-53].
Fosfolipidova dvojvrstva sluzi ako zdroj signalnych molekul ako diacylglycerolu, inozitol trifosfatu (IPs),
arachidénovej kyseliny (AA, zangl. arachidonic acid) a fosfatidylinozitidov. Lipidy plazmatickej
membrany su prostrednictvom oxidacie mastnych kyselin takisto zdrojom energie pri aktivacii
dosticiek[54].

Cytoskelet dostiCiek je tvoreny najma aktinom, spektrinom a tubulinom. Aktin je hlavnou
zlozkou cytoskeletu a tvori primdarnu Strukturu, kazda dosticka obsahuje 0, 55 mM tohto proteinu, ¢o
predstavuje priblizne 15% celkového proteinu [55]. Tato primarna Struktudra je doplnend dalSimi
proteinmi - spektrinom, tubulinom, aktininom a filaminom. Tubulin u neaktivnych dosticiek tvori
cievku, ktora udrzuje konstantnu velkost a tvar dosticky. Spektrin slizi ako podpora plazmatickej
membrany a kotvi ju k aktinovému cytoskeletu [49].

Plazmatickd membrana dosticiek je spojena s otvorenym kanalikularnym systémom (OCS).
OCS vznikol vychlipenim plasmatickej membrany MK a slizi primarne ako sprostredkovatel
komunikacie medzi jednotlivymi c¢astami dosticky a umozZniuje transport latok. Vdaka tomu, Ze
prechadza celou cytoplazmou, facilituje taktiez uvolfiovanie obsahu granul. Poskytuje aj vyznamny
rezervoar plazmatickej membrany, ktory je vyuzivany pri aktivacii dosticiek a nasledovnej zmene tvaru
dosticky [49]. Tato vlastnost je podstatna aj pre imunitni funkciu dosticiek a interakciu dosticiek s
patogénmi [56].

Denzny tubularny systém (DTS) je kompartment vytvarany z endoplazmatického retikula MK.
Je primarnym uloZiskom Ca?* a takisto v iom prebieha syntéza prostaglandinov, ktoré su nevyhnutné
pre aktivaciu dostic¢ky. Na rozdiel od OCS nie je spojeny s plazmatickou membrdanou [49].

Dal3ou organelou podstatnou pre funkciu dosti¢iek st mitochondrie. Kazd4 dosti¢ka obsahuje
niekolko mitochondrii, ktoré produkuji energiu primarne Stiepenim glykogénu, ale takisto
spracovanim glukdzy, aminokyselin a beta-oxidaciou membranovych lipidov. Okrem poskytovania
energie sa takisto podielaju na apoptdze dosticiek a tym reguluju ich Zivotny cyklus [49, 57].

Glykogén v dosti¢kach dosahuje koncentracii 0, 495 + 0, 068 uM/10° dosti¢iek [58]. Nachadza
sa bud' vo volnej forme alebo je uloZeny v organelach — glykozémoch, alfa-granuliach a DTS (Tab 1).

V cytoplazme dosticiek sa nachadzaju 3 typy granul, ktoré su uvolfiované pri ich aktivacii. Tieto

granuly sa liSia velkostou, struktirou a zloZzenim (Tab. 1).
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Denzné granuly - SU najmensimi granulami, kazda dosticka obsahuje 3-8 tychto granul o
velkosti 150 nm. Obsahuju najma malé proagregacné molekuly. Nachadzaju sa v nich aj vysoké
koncentrdcie vapnika, horcika, fosfatov, adenozinové nukleotidy, sérotonin a histamin. Ich uéelom po
vyplaveni je podpora hemostazy prostrednictvom aktivacie okolitych dosticiek a vazokonstrikcie [47,
49].

Alfa granuly si 200-500 nm velké, kruhovité az ovdlne telieska, ktoré su rozmiestnené
v cytoplazme. Dosticka obsahuje 40 — 80 alfa granul. Obsahuju velké mnoZstvo rozmanitych proteinov,
ktoré sa podielaju na koagulacii krvi (faktory V, XI, XlI, fibrinogén, von Willebrandov faktor /VWF/),
funkcii dosticiek, bunkovom raste, zdpalovych procesoch a imunitnej odpovedi. Ich Specifikom je
jednovrstvovd membrana obsahujica priamo vo vnutri tejto membrdny P-selektin, ktory ale
v kludovom stave nie je exprimovany na ich povrchu. Pri aktivacii dojde k presunu P-selektinu na
povrch. Ide teda o relativne Specificky marker uvolfiovania alfa granul a aktivacie dosticiek [47, 49, 59].

Lyzozémy — vyznacuju sa relativne homogénnou velkostou, priblizne 200-250 nm a obsahuju
spektrum degradacnych enzymov, ktoré sa podielaju na agregacii, koagulacii a naslednych reparaénych

procesoch [47, 49].

4. Mediatori agregacie dosticiek a ich kaskady
4.1. Tromboxan

Tromboxan A, je metabolit AA s kratkym biologickym polocasom (priblizne 30 s), ktory je
neenzymaticky konvertovany na neaktivny tromboxan B,. Kvoli velmi kratkemu biologickému poloc¢asu
Ucinkuje iba autokrinne a parakrinne. Receptory pre TXA; su zasadné pre funkciu dosticiek, u ktorych
funguju ako mediatori pozitivnej spatnej vazby pri ich aktivacii. TXA, takisto ma vyrazné
vasokonstrikéné ucinky, podiela sa aj na bronchokonstrikcii a spésobuje kontrakciu v tenkom ¢reve,
maternici a svaloch mocového mechura. Jeho receptory (TP) su takisto aktivované niektorymi
izoprostanoidmi, ktoré vznikaju z AA vplyvom oxidativneho stresu. Ich stabilita je ale vyssSia ako TXA,,
preto vedu k hyperstimulacii tychto receptorov a podielaju sa na patofyzioldgii kardiovaskularnych

chorob a astmy [60-62].
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Tab. 1. Popis granuli trombocytov

Typ granuli Priemerny pocet Rozmer Obsah
nukleotidy, sérotonin,
Denzné 3-8 150 nm
histamin, Ca%*, Mg?*
koagulacné faktory,
Alfa 40-80 200-500 nm
glykoproteiny, glykogén
protedzy,
Lyzozémy 0-3 200-250 nm
glykohydrolazy

Prvym krokom metabolizmu AA v dostickach je Stiepenie fosfolipidov membrany cytozolovou
fosfolipdzou A,, ktora je aktivovand zvySenymi hladinami cytozolového vapnika a fosforylaciou. Jej
aktivitou vznika AA, ktora je dalej metabolizovana [63].

Enzymy, ktoré metabolizuju AA sa nachadzaju v DTS dosticiek [64]. AA je prostrednictvom
cyklooxygendzy 1 (COX-1) transformovana na prostaglandiny G, a H,. Prostaglandin H; (PGH,) je
substrat tromboxan syntdzy, ktora produkuje TXA,. Nenasytene mastné kyseliny, napr. kyselina
eikosapentaénova su tiez substratmi tohto enzymu, vznikaju z nich ale tromboxany As s nizSou
aktivitou ako TXA,. Tato interakcia je povaZzovanad za jeden z mechanizmov kardioprotektivneho ucinku
NMK [65, 66]. Vznikajuci TXA; prechadza cez plazmaticki membranu von z bunky a aktivuje TP receptor
na povrchu dosticky.

Metabolit TXA,, 11-dehydro-tromboxan B, (11dhTxB,), je pouzivany ako marker
kardiovaskuldrneho rizika. Pacienti s DM 2 a akdtnym koronarnym syndrémom maju vyssie hladiny
11dhTxB; v porovnani so zdravymi jedincami. Poddvanie ireverzibilného inhibitoru dostickovej COX-1,
kyseliny acetylsalicylovej (ASA, z ang. acetylsalicylic acid), zniZilo hladiny tohto metabolitu [67].

Tromboxanovy TP receptor je spojeny s Gqa Giz/13 proteinmi. U dosticiek aktivacia G, receptorov
aktivuje fosfolipazu C, jej aktivitou vznika IP; a diacylglycerol, dochadza k vyplaveniu vapnika a aktivacii

proteinkindzy C. Gi1z/13sU nutné pre zmenu tvaru dosticky [60, 62].

4.2.Kolagén

Dosticky maju viacero subtypov kolagénovych receptorov, ktoré su vyznamné nielen pre
aktivaciu avazbu dosticiek, ale aj pre dalSie fyziologické procesy, na ktorych sa podielaju. Pre

hemostazu su najdoleZitejsie : komplex GP lb-IX-V a GP VI [47, 68].
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GP Ib-I1X-V komplex

Tento komplex je tvoreny 3 podjednotkami, ktoré si na seba nekovalentne napojené a tvoria
primarny receptor pre vVWF. VWF je komplexny protein podielajuci sa na primdrnej aj sekundarnej
hemostaze. Do krvného rieciska je bud syntetizovany a nasledne vyluc¢ovany bunkami cievneho
endotelu alebo je syntetizovany v MK a cirkuluje uloZeny primarne v alfa granuliach dosticiek. vWF
musi prejst konformacénou zmenu, aby sa na receptor naviazal, ktora je facilitovana pri rychlejSom toku
krvi. Naviazanim vWF takisto d6jde k signalizacii prostrednictvom GP Ib podjednotky, ktora nakoniec
vyusti v aktivdciu GP aupBua. Vazba dosticiek prostrednictvom tohto receptoru nepostacuje kich
adhézii kcievnej stene, ale zachytdva dosticky zobehu, ktoré sa nasledne pevne naviaZu
prostrednictvom aktivovaného GP oypBuia. Naviac tento komplex dokaze naviazat trombin, P-selektin
a Mac-1 receptor, ktorym sa k dostickdm viazu leukocyty a vytvaraju dostickovo-leukocytové agregaty

[47, 68, 69].

GP azB1
Integrin af1 sa nachddza v nizkoafinithom stave, podobne ako iné integriny. Po naviazani
kolagénu do6jde k prechodu do vysokoafinitného stavu a aktivacii signalnej kaskady, ktora vyvrcholi

aktivaciou fosfolipazy A; a ,inside-out” aktivacii integrinu GP aypBuia [68].

GPVI

Receptor GP VI patri medzi imunoglobuliny a je zdsadny pre naviazanie dosticky k narusenej
cievnej stene, jej aktivacii afindlnej tvorbe trombu. ViaZze kolagén vyrazne silnejSie ako vyssie
spominany komplex GP Ib-IX-V a podiela sa teda na adhézii a agregdcii dosticiek, ktord nastava po
prvotnom vychytavani z obehu. Po naviazani kolagénu na tento receptor dochadza k fosforylacii ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) domény. Nasledovna aktivacia tyrozin kinaz vedie
k aktivacii fosfolipdzy Cy2 (PLC y2). Prostrednictvom tejto drahy dochadza k ,inside-out” aktivacii
integrinovych receptorov a,Bia aypBuma Nutnych pre tvorbu trombu [47, 68].

Kaskady dvoch hlavnych kolagénovych receptorov su zobrazené v Obr. 2.
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Obr. 2. Hlavné kolagénové receptory a kaskady, ktoré aktivuju.

Receptory a ich drahy veduce k aktivacii integrinu aubBuia. SGC - solubilna guanylyl cyklaza; NOS -
NO syntaza; SFK - kindza z rodiny SRC; LEC - lymfaticka endotelova bunka; SLP-76, SH2

domain-containing leukocyte phosphoprotein of 76 kDa; Btk - Bruton's tyrosine kinase; Raplb,
RAS related protein 1b; MAPKs, mitogénom-aktivovana protein kinazy; CLEC2 - C-type lectin-like

receptor 2, TXA; —tromboxan A,. Prevzaté z Estevez & Du, 2017 [70].

4.3. Trombin

Trombin je protedza nevyhnutnd pre tvorbu fibrinu a efektivnu hemokoagulaciu. Dosticky
s tymto proteinom interaguju prostrednictvom proteazou aktivovanych receptorov PAR 1 a PAR 4
spojenymi s G-proteinom. Naviazanie na tieto receptory vedie k aktivacii PLC B. PAR -1 je citlivejsi
areaguje na nizsie koncentracie trombinu atakisto vykazuje vysSiu odolnost voci deaktivacii
prostrednictvom proteolytickej aktivity trombinu [47]. Aktivaciou tohto receptoru je aktivovana
kaskada Gq a Giz/13 proteinov. Antagonista tohto receptoru vorapaxar bol takisto neddvno schvaleny

FDA ako antiagregacné liecivo [71].
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4.4. Faktor aktivujuci dosticky (PAF, z angl. platelet activating factor)

Je to fosfolipidovy mediator ((2R)-2-(acetyloxy)-3(hexadecyloxy)propyl 2 (trimetylazaniumyl)etyl
fosfat, Obr.3), ktory sa podiela na nielen na agregacii dosticiek, ale aj dalSich (pato)fyziologickych
procesoch vratane zapalu, imunitnej reakcie a rakoviny. ZvySené hladiny PAF boli detekované aj
u neurodegenerativnych ochoreni ako Alzheimerovej choroby, sklerézy multiplex aischemicko-

reperfizneho poskodenia mozgu [72-74].

O
)J\O
O?-O : (0]
Syt PN N~
/T P \%
(0]

Obr.3. Struktira PAF

4.5. Adenozin difosfat (ADP)

ADP je primdrne ulozeny vdenznych granuliach dosticéiek ana agregdcii sa podiela
prostrednictvom 2 receptorov na povrchu dosticiek : P2Y; a P2Y1, (Obr.4). Vazba na oba receptory je
nutna k plnej aktivacii dosticky, kazdy je ale spojeny s inym G-proteinom. P2Y; je receptor spojeny s Gq
a navodzuje reverzibilni agregaciu a zmenu tvaru dosticky. Tato prvotnd aktivacia je nasledne
zosilnena a vznikajuci agregat je stabilizovany prostrednictvom receptoru P2Y1,, ktorého G; aktivita je
jednym z vyuzivanych terapeutickych ciefov. Antagonisti P2Y1, su jednymi z najcastejSie pouzivanych

antiagregacnych lieciv [47, 75].
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Obr 4. Transdukcia signalu prostrednictvom ADP receptorov. AC—adenylat cyklaza; ADP—adenozin
difosfat; ATP—adenozin trifosfat; cAMP—cyklicky adenozin monofosfat; Ca>*—vépenaté iény; DAG—
diacylglycerol; IP3—inositol trisfosfat; PIP2—Fosfatidylinositol bisfosfat; PI3-K—fosfoinozitid 3-kindza;
PKC—protein kinaza C. Prevzaté z Ggsecka et al., 2020 [76].

4.6. Glykoprotein aubBiia (znamy tiez ako GPllb-llla)

Glykoprotein aypPBuia je najviac exprimovanym receptorom dosticiek v pocte priblizne 40000 kopii
na jednu dosticku. Je to receptor zasadny pre agregaciu a signalizaciu dosticiek. ViaZe na seba viacero
hemostatickych proteinov vratane fibrinogénu (faktor 1), protrombinu (faktor II), vWF, fibronektinu
a vitronektinu. ouwBua je udrZovany v nizkoafinitnom stave, v dosledku ,inside-out” signalizacie
(prostrednictvom vWF, ADP, trombinu, kolagénovych receptorov, proteinkinazy C) prebieha
konformacnd zmena a receptor prejde do vysokoafinitného stavu, ktory umozni adhéziu a agregdciu

dosticiek a tvorbu krvnej zrazeniny [47, 77].
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5. Agregacna kaskada

Pri poskodeni cievnej steny sa subendotelové Struktury dostanu do kontaktu s te¢licou krvou.
Najrozsirenejsi, a pre hemostdzu najvyznamnejsi proagregacny protein, je kolagén. Vyskytuje sa vo viac
ako 20 izoformach, pricom izoformy | a lll su v cievnej stene najrozsirenejsie. Kolagén tvori priblizne
40% celkového proteinu v krvnych cievach a podiela sa na udrzZiavani integrity a elasticity cievnej steny
[68]. Dosticky sa viazu na kolagén priamo, prostrednictvom 2 hlavnych glykoproteinovych receptorov:
GP a3B1 a GP VI (viac viz. predchadzajlca kapitola). Vazba na tieto receptory je ale relativhe pomal3,
preto pri zvySenom prietoku krvi nestaci k adhézii dosti¢ky ani vazba na oba tieto receptory. K Uspesnej
adhézii je nutna vazba na receptorovy komplex GP Ib-V-IX, ktorého primarny ligand je vWF. vVWF sa
viaze na exponovany kolagén, ¢im dojde k jeho Strukturnej zmene, ktord umozni vazbu dosticky
prostrednictvom GP |b. Tato interakcia spomaluje dosticky a umoZiuje tvorbu pevnejsich vazieb medzi
kolagénom a GP a,f3; a GP VI a nasledne Uspesnu adhéziu dosticiek. Pri nizSom prietoku prebieha vazba
prostrednictvom GP a,Bi1 a GP VI, po ktorej nasleduje aktivacia dosticiek [47, 68]. Pre optimdlnu
adhéziu je nutna spoluprdca oboch spominanych kolagénovych receptorov. Kolagénové aj dalsie
receptory zucastnujuce sa na procese agregacie su zhrnuté v Tab.2.

Aktivacia fosfolipaz spdsobi zvySenie intraceluldarneho vapnika a aktivaciu proteinkindzy C a
vyplavenie granul, v ktorych obsiahnuti medidtori aktivuju okolité dosti¢ky prostrednictvom ADP a
TXA,. Tato amplifikacia je sprostredkovand receptormi spojenymi s G proteinom.

IP5, ktory vznikd aktivitou fosfolipdzy C, otvori vapnikové kanaly v DTS a sp6sobi vtok vapnika do
cytoplazmy. Vyplavenie vapnikového depa aktivuje senzor STIM 1, ktory interaguje s membranovymi
vapnikovymi kanalmi, primarne Orail a CRAC, vysledkom je vtok vapniku dovnutra bunky.

Diacylglycerol, dalsi produkt fosfolipazy C spolu s vapnikom vedie k aktivacii proteinkinazy C
(PKC).

PKC fosforyluje Siroké spektrum substratov, vysledkom tejto aktivity je stimulacia dosticiek a
sekrécia alfa a delta granul.

Pri aktivacii dosticiek d6jde aj k zmene distribucie lipidov plazmatickej membrany, ktora ma
vyznam nielen pre agregdciu dosticiek, ale aj pre vazbu vapnika a koagula¢nych faktorov.

Po uspesnej adhézii a aktivacii dosticiek nasleduje ich finalna agregacia a tvorba trombu (Obr.5).
Agregacia dosticiek je sprostredkovana integrinom a,PBs, ktory prechadza pri aktivacii dosticky
z kludového nizkoafinitného stavu do stavu vysokoafinitného, a ktory potom viaZe kolagén a

fibrinogén.
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Tab.2. Receptory ztcastiujlce sa na agregachom procese

Receptor Ligand Typ Efekt
GP azB: Kolagén Integrin PLA;
GPVI Kolagén ITAM PLCy2
GP Ib-V-XI Kolagén Integrin PLCy2, PI3K, PKG, MAPK
PAR Trombin G12/13, Gq PLCB, RhoA
TXR Tromboxan G12/13, Gq PLCB, RhoA
Intracelularne
P2Y, ADP Gq
vyplavenie Ca?*
5-HT, Sérotonin Gq PLCB
P2Y1, ADP Gi PI3K
PAF-R PAF Gq PKC

ITAM- immunoreceptor tyrosine-based activation motif, PI3K—fosfoinozitid 3-kindza, PLA2—

fosfolipdza A,, PLC— PKC—protein kindza C, PKG—protein kindza G, MAPK—mitogénom aktivovana

protein kindza, RhoA-Ras homolog family member A

Nenaruseny endotel naopak zabranuje aktivacii dosticiek, a to prostrednictvom viacerych

mechanizmov. Bunky endotelu produkuju oxid dusnaty, ktory okrem vazodilatacného efektu takisto

inhibuje aktivitu dosticiek. Prostacyklin, ktory je taktieZ produkovany endotelom, inhibuje agregaciu

prostrednictvom svojho G; receptoru, aktivuje adenylatcyklazu a zvySuje produkciu cAMP, primarneho

inhibiécného mediatora vo vnutri dosti¢iek. Enzymy CD3s/CD73 exprimované na povrchu endotelu

metabolizuju uvolfiované ADP, ¢im zabranuju aktivacii dosticiek prostrednictvom P2Y; a P2Y1,.
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Obr.5. Hemokoagulaéna kaskada. Upravené podla Dwivedi & Pomin, 2020 [78].

6. Antiagregacna terapia

LieCiva ovplyvnujuce funkciu a reaktivitu dostiiek su pouZivané najma pri sekunddrnej
prevencii trombotickych prihod. V sicasnosti je najrozsirenejsim lieCivom ASA, ktord je povaZzovana za
zlaty Standard antiagregacnej terapie. Bohuzial bola u tohto lie€iva popisana nedostato¢na odpoved
na terapiu, ozna€ovana aj ako aspirinova rezistencia. Definicia a mechanizmus tohto fenoménu este
nie je definitivne objasnenda. MozZe byt spOsobenad viacerymi faktormi, napr. je spdjana
s hyperlipidémiou, nakolko izoprostany vznikajice oxidaciou LDL dokdZu aktivovat AA kaskadu bez
Ucasti COX [79]. Tato hypotézu potvrdzuje aj fakt, Ze u tychto pacientov boli detekované vyssie hladiny
metabolitu TXA,, a teda k aktivacii tejto drahy dochadzalo aj napriek pouZivaniu ASA a inhibicii COX-1
[80]. Efektivita ASA je takisto zniZzena pri pouZiti enterosolventnych tabliet alebo pri sucasnom
pouzivani inhibitorov proténovej pumpy. Toto pozorovanie je pravdepodobne spojené s deacetylaciou
ASA na kyselinu salicylovud pri vyssich pH, ktoré sa v Zaludku beZzne nevyskytuju [81, 82]. Terapia ASA je

takisto neodporucana u pacientov s alergickymi ochoreniami, astmou a pocas tehotenstva [83].
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Druhou najpouzivanejSou skupinou peroralne podavanych antiagregacnych lieCiv su antagonisti
receptoru P2Y1,.

Tiklopidin je lie¢ivom prvej generacie thienopyridinov, irreverzibilnych antagonistov P2Y1
receptoru. Je to peroralne podavané prolie€ivo, preto je u neho vysoké riziko liekovych interakcii,
pripadne neucinnosti terapie u rychlejSich metabolizatorov. Dnes je takmer nepouzivany kvoli riziku
zavaznych neziaducich ucinkov [84, 85].

Klopidogrel patri do druhej generacie thienopyridinov. Je to takisto proliecivo, takze je nutné
zohladnit pri jeho uZivani moznost interakcii a farmakogenomické parametre, aj napriek tomu je ale
momentalne najpouzivanejsi P2Y1; antagonista [85].

Prasugrel sa zaraduje do tretej generdcie thienopyridinov. Jeho vyhodami je nizsia miera
interakcii, lepsi nastup Ucinku a mensia zavislost na biotransformacnych enzymoch [85, 86].

Ticagrelor patri do novej podskupiny tychto lieciv. Nie je to prolieCivo a jeho mechanizmom
ucinku je reverzibilna inhibicia P2Y1; signalizacie. Klinické studie neukazali vyssiu G¢innost v porovnani
s thienopyridinmi, v urcitych indikaciach je ale preferovany pred klopidogrelom [84, 85, 87].

Vzhladom na odlisné mechanizmy Gcéinku tychto 2 skupin lieiv sa zacali kombinovat pri
sekundarnej prevencii. PouZitie dualnej antiagregacnej liecby (Dual antiplatelet therapy) je v klinickej
praxi zavedené typicky po aplikécii stentu, dizka tohto typu farmakoterapie vo vaé&ine pripadov by ale
nemala prekrodit 1 rok [87, 88].

Kombinacia ASA a dipyridamolu, inhibitoru fosfodiesterazy 3, preukazala podobnt ucinnost
ako terapia ASA pri pouZiti nizSich ddvok ASA. Bezpecnostny profil tejto kombinacie je podobny ASA,
urcitd Cast pacientov ale bola nutend terapiu prerusit z dévodu vyraznych bolesti hlavy. Tato
kombinacia nie je prilis preferovand, bol ale preukazany jej benefit v porovnani s ASA monoterapiou
u pacientov po mozgovej mrtvici [89].

Paleta peroralnych lieCiv bola neddvno rozsirena o antagonistu PAR 1 receptoru, vorapaxaru,
ktory je momentdlne schvaleny FDA pre pouZitie v kombinacii s dalSimi antiagreganciami. Vorapaxar
bol ale stiahnuty z eurépskeho trhu v janudri 2015 z dévodu zvySeného rizika krvacania [90].

Pri akdtnej intervencii je v sucasnosti k dispozicii kangrelor, rychlo G¢inkujuci, i.v. poddvany a
reverzibilny P2Y1; antagonista a vysoko Ucinni antagonisti glykoproteinu aysPuia. U druhej spominanej
skupiny je vzhladom na nutnost intravendzneho podania a vysoku G¢innost spojent s vysokym rizikom
krvacania je ich vyuZitie obmedzené na akutne intervencie pri vysokom trombotickom riziku alebo ,,no-
reflow” syndrome [84].

Zoznam antiagregacnych lieciv je v Tab. 3
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Tab. 3 Klinicky pouZivané antiagregacné lieciva

LieCivo Podanie Mechanizmus ucinku
Acetylsalicylova kyselina p.o. Ireverzibilna inhibicia COX
Ireverzibilnd inhibicia COX +
ASA+dipyridamol p.o.
inhibicia PDE 3
Tiklopidin, klopidogrel, prasugrel p.o. Ireverzibilny antagonizmus P2Y1;
Ticagrelor p.o. Reverzibilny antagonizmus P2Y1;
Vorapaxar p.o. Antagonizmus PAR 1
Kangrelor iv. Reverzibilny P2Y,; antagonista
Eptifibatid, abciximab, tirofiban iv. Antagonizmus GP aupPBina

COX — cyklooxygenaza, PDE — fosfodiesteraza

7. Flavonoidy

Flavonoidy patria medzi polyfenoly (Obr.6), sekundarne metabolity rastlin, ktoré maju Siroké
spektrum fyziologickych funkcii vratane bunkového delenia, rastu, produkcie horménov a reakcii na

stres. Biosyntéza polyfenolickych latok prebieha prostrednictvom Sikimatovej/fenylpropanove;j

metabolickej drahy [91].
A B C

D E F

Obr.6. Struktura flavonoidov. A - flavonol, B - flavdn, C - flavanol, D - antokyanidin, E -
flavandn, F —izoflavén. VSeobecna struktura flavonoidov vratane oznacenia jednotlivych kruhov je
umiestnend uprostred



Studie kvantifikujuce prijem polyfenolov z potravy ukdzali vyraznu variabilitu (Tab. 4), ktord je

spojena s typickym zloZenim stravy v danom regiéne [92-98].

Tab 4. Prijem polyfenolov v potrave u dospelej populacie

Krajina Prijem polyfenolov v potrave Referencia
USA 884 +20 mg na 1 000 kcal/d [93]
Japonsko 567 + 236 mg/d [92]
Brazilia 1199 mg/d [97]
Franctzsko 820 + 335 mg/d [94]
Finsko 863 + 415 mg/d [95]
Spojené Kralovstvo 1080 mg/d [96]
Kérea 318 mg/d [98]

Tab 5. Obsah polyfenolickych latok vo vybranych potravinach

Potravina Obsah polyfenolov mg/100 g(ml)
Horka ¢okolada 1664
Lanové semienko 1528
Cierne ribezle 758
Sladka ceresna 274
Mliec¢na ¢okolada 236
Jahoda 235
Jablko 136
Cierny ¢&aj 102
Cervené vino 101
Kava 214

Pivo 22

Upravené podla [99]

Konzumacia potravin obsahujucich relativne velké mnozstvo polyfenolickych latok (Tab. 5) je
spajand s prospesnymi Ucinkami pre fudské zdravie. Dostupné Studie sice potvrdzuju tuto hypotézu,
vzhladom na to, Ze nebola vykonand detailnd analyza ich zloZenia a biodostupnosti, je problémom
identifikovat, ktora ich zlozka je za tieto benefity zodpovedna. Pozitivne Ucinky na kardiovaskuldrne
zdravie, diabetes a neurodegenerativne ochorenia, ale aj protizapalové a protirakovinové posobenie
boli pozorované napriklad u hrozna, zeleného c¢aju, olivového oleja a dalSich potravin bohatych na

polyfenolické latky [100-112].
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7.1. Flavonoidné metabolity

Flavonoidy ktoré sa v potrave vyskytuju vo forme glykozidov mézu byt vtenkom creve
rozlozené bud v lumene prostrednictvom laktaza phloridzin hydrolazy alebo pomocou cytozolovej B-
glukoziddzy. Aglykdny su v malej miere pasivne absorbované a podliehaju reakcidm prvej a druhej fazy
biotransformdcie. U ludi bola pozorovand preferencia pre reakcie druhej fazy, teda konjugacné
reakcie, ktora prebieha uz v crevnej sliznici [113]. Po prestupe do enterocytu prebieha bud’
glukuroniddcia v endoplazmatickom retikule, sulfatacia prostrednictvom cytozolovych sulfotransferaz,
pripadne metylacia pomocou katechol-O-metyltransferazy, ktord sa vyskytuje v cytozolovej forme aj
viazana na membrany endoplazmatického retikula [114, 115]. Fenolické latky s nizkou molekulovou
hmotnostou podliehaju konjugaénym reakciam aj v mitochondriach, u fudi je preferovana konjugacia
s glycinom alebo glutaminom [116]. Tieto metabolity su nasledovne transportované do systémovej
cirkulacie, alebo dochadza kich spatnému effluxu, ako bolo popisané napr. u epikatechinu [117].
Analogicky je to u dalSej fenolickej latky, resveratrolu, u ktorej reakcie druhej fazy prebiehaju primarne
v ¢reve a jeho metabolity su ndsledne transportované aktivnymi transportérmi ako breast cancer
resistance protein a multidrug resistance associated protein 3 naspat do lumenu traviaceho traktu
[118].

Na rozdiel od izoflavonoidov, ktoré st schopné po peroralnom podani dosiahnut vyznamné
plazmatické hladiny, biodostupnost flavonoidov per os je vo vseobecnosti velmi nizka. Glykozidy
flavonoidov maju vyssiu biodostupnost zavislt na vlastnostiach naviazanej cukornej zlozky, ale ani tieto
latky nedosahovali dostatocné plazmatické hladiny. V pripade kvercetinu, monoglykozidy mali vyrazne
vySSi prestup cez crevnu stenu neZ aglykdn vdaka transportu prostrednictvom glukézového SGLT1
transportéru [119].

V pripade flavan-3-olov pritomnych v zelenom caji bolo preukazané, Ze biodostupnost
(epi)katechinu je vyrazne vyssia nez u vacsiny flavonoidov, v tomto pripade je teda miera ¢revného
metabolizmu nizsia. Pomer (epi)katechinu detekovaného v plazme a v moci ukazal, Zze v plazme a
tkanivach prebieha extenzivny metabolizmus, pravdepodobne aj enterohepatalna recirkulacia.

Flavonoidy, ktoré neprejdd do enterocytuspolu s ich konjugdtmi, ktoré su spatne
transportované do traviaceho traktu, pokracuju do hrubého creva, kde su metabolizované na velké
mnozstvo jednoduchych metabolitov. Glykozidy, ktoré neboli rozstiepené fudskymi enzymami ako
napr. rhamnéza, su Stiepené crevnou mikroflérou na aglykény. Aglykdny sui potom dalej Stiepené
prostrednictvom crevnej mikrofléry na malé fenolické metabolity, o demonstroval vo svojej Studii
Roowi et al. so zdravymi a ileostomizovanymi pacientmi. Niektoré z tychto metabolitov dosahovali
znacnych hladin aj v moci pacientov, ¢o potvrdzuje absorpciu v hrubom ¢reve po rozklade parentnych
flavonoidov [120]. Tuto tedriu podporuje aj praca Sanchez et al., ktory po podani zeleného caju vo

vykaloch nedetekoval Statisticky vyznamny ndrast v koncentracii flavonoidnych metabolitov [121].
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Miera metabolizmu c¢revnou mikrofléorou a metabolity, ktoré vznikaju su zdavislé na Struktdre

parentného polyfenolu, vyznamna cast je ale tymto spdsobom Stiepend na malé fenolické

metabolity[122, 123].

U Studii, ktoré poutzivali plody bobul boli v plazme aj moci detekované vyznamne zvysSené

hladiny 4-methylkatecholu ajeho konjugatov [112, 124-128]. V pripade 4-metylkatechol sulfatu

plazmatické hladiny dosahovali 161 — 3 497 nM. U 4-metylkatecholu boli popisané rozmanité

biologické Ucinky s pouzitim in vitro aj in vivo technik (Tab.6).

Tab. 6. U¢inky 4-metylkatecholu v biologickych systémoch

CNS

Ovplyvnenie NGF
(neural growth
factor) a BDNF
(brain derived

neutrophic factor)

1 BDNF mRNA, BDNF — LI, obsah
BDNF

J odumretych spiralnych gangliovych
neurénov

[129-131]

Obnova nervov po
uraze/poskodeni

“Mzotavenie po chemicky alebo
mechanicky navodenom poskodeni
nervov

[132-135]

Zvieracie modely

M zlepSenie priestorovej orientacie a
pamate

J depresivhych symptémov,
chronickej bolesti

[136-138]

Pankreatické
bunky

Jviability inzulindmu, apoptdzy B-
buniek, pankreatickej kaspazy 3

N expresie NGF, aktivity
antioxida¢nych enzymov

[139-141]

Oxidacny stres

Mexpresia HO-1, aktivacia NFR-2
drahy

J proliferacie melanémovych buniek,
H,0; indukovaného odumretia
buniek, oxida¢ného stresu

[142-144]

Kardiovaskularny
systém

MNexpresie CSRP-3, relaxacia artérii,
prezitia, hmotnosti, funkcia srdca

J krvného tlaku, agregacie dosticiek

[111, 145-147]

BDNF-LI — brain derived neurotrophic factor like immunoreactivity, NRF-2 - Nuclear factor

erythroid -related factor 2, HO-1 — hem oxygenaza 1, CSRP -3 - cysteine and glycine-rich protein 3
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8. Ciel prace

Cielom tejto dizertacnej prace bolo testovanie antiagregacnej aktivity malych fenolickych
metabolitov polyfenolickych latok a analégov 4-metylkatecholu a definovanie mechanizmu ucinku
najucinnejSich latok. Takisto bola overena ucinnost 4-metylkatecholu svyuzitim heterogénnej

populaénej vzorky zdravych darcov.
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9. Recenzované odborné publikacie vztahujlce sa k téme dizertacne;
prace

9.1.4-Methylcatechol, a Flavonoid Metabolite with Potent Antiplatelet Effects

Applova, L., Karlickova, J., Warncke, P., Macdkova, K., HrubSa, M., Machacek, M., Tvrdy,
V., Fischer, D., Mladénka, P. Molecular Nutrition & Food Research, 2019, 63, 1900261.

IF2010 = 5, 309; IF-Q: Q1; AIS-Q: D1, wQ1

V tejto publikacii bolo otestovanych 29 latok patriacich do skupiny malych fenolickych
metabolitov polyfenolov. U najucinnejsich latok, pyrogalolu a 4-MC, bol takisto skimany ich
mechanizmus ucinku a ich efekt bol potvrdeny za pouZitia nového ex ovo trombotického
modelu. Tento model vyuZiva kuracie embryd vrannom Stadiu vyvoja, ktoré disponuju
trombocytmi a primitivnym kardiovaskularnym systémom a je nim teda mozné studovat Ucinky

latok na hemostazu.

Publikacia je dostupna bud'v tlacenej forme dizertac¢nej prace alebo online:

https://doi.org/10.1002/mnfr.201900261
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9.2. The influence of microbial isoflavonoid specific metabolites on platelets and
transition metals iron and copper

Migkos, T., Applova, L., Horky, P., Tvrdy, V., Karlickova, J., Macakova, K., Hrubsa, M., Catapano,
M.C.,Tomanek, M., Pour, M., Mladénka, P. Phytomedicine, 2019, 62, 152974.

IF2019 = 4, 268; IF-Q: D1, D1, Q1, Q1; AlS-Q: D1, Q1, Q2, Q2; wQ2
Tento ¢lanok bol zamerany na mikrobidlne metabolity izoflavonoidov a ich efekt na agregaciu
krvnych dosticiek a oxidaciu prechodnych kovov. U S-equolu a 4-etylfenolu bola spozorovand

biologicky relevantna antiagregacna aktivita a bol skiimany ich mechanizmus ucinku.

Publikacia je dostupna bud'v tlacenej forme dizertacnej prace alebo online:

https://doi.org/10.1016/j.phymed.2019.152974
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9.3. The Effect of Silymarin Flavonolignans and Their Sulfated Conjugates on
Platelet Aggregation and Blood Vessels Ex Vivo

Pourova, J.; Applova, L.; Macdkova, K.; Voprsalova, M.; Migkos, T.; Bentanachs, R.; Biedermann,
D.; Petraskova, L.; Tvrdy, V.; Hrubsa, M.; Karlickova, J.; Kfen, V.; Valentova, K.; Mladénka, P.

Nutrients, 2019, 11, 2286.

IF2019 = 4, 546; IF-Q:—Q1; AIS-Q: Q2; wQ2

Silymarin je komplex flavonolignanov, ktory ma podla niektorych studii pozitivne ucinky na
kardiovaskuldrny systém. Vtejto publikacii bol skimany Gcinok jednotlivych zloZiek
silymarinového komplexu aich metabolitov na agregdciu krvi atonus krvnych ciev. Bolo
identifikovanych niekolko vazorelaxacnych latok, ich efekt na agregaciu krvi bol ale

zanedbatelny.

Publikacia je dostupna bud'v tlacenej forme dizertaénej prace alebo online:

https://doi.org/10.3390/nu11102286
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9.4. Synthesis of 3,3-dimethyl-6-oxopyrano|3,4-c]pyridines and their antiplatelet
and vasodilatory activity

Sirakanyan, N.S.*, Hrubsa, M.*, Spinelli, D., Dias, P., Kartsev, K., Carazo, A., Hovakimyan, A.A.,
Pourova, J., Hakobyan, E.K., Karlickova, J., Parvin, S., Fadraersada, J., Macdkova, K., Geronikaki,

A., Mladénka, P. Journal of Pharmacy and Pharmacology, 2022, 74, 6, 887—895.

*Authors contributed equally to this study
IF2021 = 4, 810; IF-Q: Q2; AIS-Q: Q3, wQ3

V spolupraci so zahrani¢nymi institiciami bola syntetizovana séria 6-oxopyrano([3,4-c]pyridinov
a otestovana ich antiagregacna a vazodilatacna aktivita. V tejto publikacii boli takisto zavedené
nové metodiky pre skimanie mechanizmu antiagregacnej aktivity, ktoré boli vyuzité v dalSich

studidch zahrnutych do tejto dizertacnej prace.

Publikacia je dostupna bud'v tlacenej forme dizertacnej prace alebo online:

https://doi.org/10.1093/ipp/rgab075
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9.5. Comparison of Antiplatelet Effects of Phenol Derivatives in Humans

Hrubsa, M.; Alva, R.; Parvin, M.S.; Macdakova, K.; Karlickova, J.; Fadraersada, J.; Konecny, L.;

Moravcovd, M.; Carazo, A.; Mladénka, P. Biomolecules, 2022, 12, 117.

IF2021 = 6, 064; IF-Q: Q2; AlS-Q: Q2; wQ2

Tento ¢lanok skumal antiagregacnu a antikoagulacnu aktivitu 22 latok, ktoré boli Strukturne
odvodené od 4-MC s ucelom sledovat vztah Struktdry a Gcinku. Takisto bola otestovana ich

toxicita za pouZzitia viacerych in vitro metdd.

Publikacia je dostupna bud' v tlacenej forme dizertacnej prace alebo online:

https://doi.org/10.3390/biom12010117
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9.6. The Antiplatelet Effect of 4-Methylcatechol in a Real Population Sample and

Determination of the Mechanism of Action

Hrubsa, M.; Konecny, L.; Paclikovd, M.; Parvin, M.S.; Skofepa, P.; Musil, F.; Karlickova, J.;
Javorska, L.; Matousova, K.; Krémova, L.K.; Carazo, A.; Smahelova, A.; Blaha, V.; Mladénka, P.
Nutrients, 2022, 14, 4798.

IF2021 = 6, 706; IF-Q: Q1; AlS-Q: Q2; wQ2

Tato publikacia mala 2 hlavné ciele: potvrdenie U¢inku 4-MC na heterogénnej vzorke 53 zdravych

darcov a dalsie detailné skimanie mechanizmu ucinku 4-MC.

Publikacia je dostupna bud'v tlacenej forme dizertacnej prace alebo online:

https://doi.org/10.3390/nu14224798
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10. Komentar k vybranym publikaciam

Prijem polyfenolickych |atok v potrave je spojeny s prospesnymi u¢inkami na fudské zdravie,
v tejto praci som sa zameral na ich vplyv na kardiovaskuldrny systém s dorazom na hemostazu.
Dysreguldcia hemostazy moze viest k velmi vaznym akdtnym stavom, ako napriklad infarkt myokardu
alebo mfrtvica. Viacero epidemiologickych studii poukdzalo na korelaciu medzi prijmom stravy
so zvySenym obsahom polyfenolov a nizSou incidenciou civilizacnych ochoreni, polyfenoly boli teda
povazované za latky zodpovedné za tieto pozitivne ucinky. Vzhladom na ich extrémne nizku
biodostupnost nie je mozné dosiahnut plazmatické koncentracie, ktoré by vysvetlovali pozorované
biologické désledky ich prijmu v potrave. Tento fenomén je ale moiné vysvetlit rozsiahlym
metabolizmom polyfenolickych Iatok, ktory prebieha v lumene traviaceho traktu. V tenkom creve je
Cast polyfenolov sice absorbovana, vacsina prijatych polyfenolov je ale deglykozylovana na prislusny
aglykon a postupuje do hrubého creva, kde prebieha jeho spracovanie ¢érevnou mikrofldrou.
Bakteridlne enzymy st schopné Stiepit kostru polyfenolov na niekolko skupin malych fenolickych
metabolitov. Tieto malé fenolické latky maju vyrazne vy$siu biodostupnost ako parentné polyfenoly
a dosahuju biologicky relevantné plazmatické koncentrdcie, niektoré z nich jednotky aZ desiatky uM
ako napr. kyselina hippurova alebo katechol-O-sulfat. U 4-metylkatechol sulfatu bol dokumentovany
vyrazny ndrast v plazmatickych hladinach aj exkrécii tohto metabolitu po prijme stravy bohatej na
polyfenoly a dosahoval plazmatické koncentracie az 3,5 uM [112, 125-128]. Sucasny vyskum sa preto
zameral prave na vysSie spominané malé fenolické metabolity, nakolko niektoré z nich mézu byt
zodpovedné za zdravotné benefity stravy bohatej na polyfenoly.

Aj napriek nizkej celkovej biodostupnosti polyfenolickych latok je ¢ast z nich deglykozylovana
vtenkom creve anasledne absorbovand, pripadne dochadza ktransportu celého glykozidu,
pravdepodobne za pomoci transportérov v lumene creva. V bunkach ¢revnej steny podliehaju tieto
latky konjugacnym reakciam a tieto produkty 2. fazy biotransformdcie nasledovne prechadzaju do
krvného obehu. Efekt niekolkych metabolitov tohto typu bol hodnoteny v nasej publikacii Pourova et
al. /publikacia €. 3 tejto dizertacnej prace/. V tejto praci boli vyhodnotené Gcinky purifikovanych zloziek
silymarinového komplexu a ich sulfatov, typickych konjugacnych metabolitov, na agregaciu krvnych
dosticiek a relaxaciu ciev. U silymarinu boli popisané Gcinky na kardiovaskuldrny systém, dostupné
Studie ale vo vacsSine pripadov bud’ pouZivali silymarinovy komplex, alebo iba malé mnoZstvo latok
v iom obsiahnutych[148-154]. Mechanizmus ucinku 2 najucinnejsich latok (silybinu B a 2,3-
dehydrosilybinu) bol primarne spojeny s antagonizmom na tromboxanovych receptoroch. Sulfaty
flavonolignanov nepreukdazali vyrazni antiagregacnu aktivitu, avSak disponovali podobnou

vazodilatacnou aktivitou ako parentné latky. Vzhladom na tieto pozorovania je pravdepodobné, ze
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pozitivne efekty silymarinového komplexu su sprostredkované ich vazorelaxa¢nou aktivitou, nakolko
antiagregacna aktivita tychto latok bola v nasich experimentoch vyrazne nizsia.

V dalSich publikacidach sme sa zamerali na malé fenolické metabolity aich efekt na krvné
dosticky a hemostazu. V publikacii Migkos et al. /publikacia €. 2 tejto dizertaénej prace/ sme zacielili
na metabolity izoflavonoidov a ich efekt na agregéciu plnej krvi a ich interakciu s prechodnymi kovmi.
NajucinnejSimi metabolitmi boli S-ekvol, 4-etylfenol a O-desmetylangolensin (O-DMA). 4-etylfenol
pravdepodobne primarne uUcinkuje ako inhibitor tromboxan syntazy, hlavny mechanizmus ucinku
equolu bol ale antagonizmus na tromboxanovych receptoroch, nakolko inhibicia COX-1 aj tromboxdan
syntazy utejto latky bola iba mierna uoboch enzymov, ale agregdcia vyvolana tromboxanovym
analégom U-46619 bola ekvolom inhibovana prakticky kompletne. V tejto praci sme teda uUspesne
identifikovali niekolko metabolitov, ktoré by mohli byt zodpovedné za kardiovaskularne benefity
izoflavonoidov a ¢iasto¢ne popisali ich mechanizmus Gcinku. Je ale treba spomendt, Ze izoflavonoidy
sa, na rozdiel od flavonoidov, vyznacuju vysSou biodostupnostou a v ich pripade je mozné, Ze parentné
latky sa takisto podielaju na biologickych ucinkoch stravy bohatej na izoflavonoidy, ako napr. séja[155,
156]. Tato prdca nebola prva, ktord poukazala na antiagregacné ucinky izoflavonoidnych metabolitov,
boli v nej ale prvykrat zhodnotené ucinky Sirokého spektra izoflavonoidov, ktoré su pritomné v potrave
a umoznila ich priame porovnanie za Standardizovanych podmienok. Je takisto potreba zdoraznit, ze
sa v populacii vyskytuje iba 25-50 % jedincov, ktori dokazu produkovat ekvol ¢revnou mikroflérou.
Véacsina populdcie neschopna produkovat ekvol konvertuje izoflavonoidy na O-DMA, ktory nema
estrogénové ucinky, v populacii sa teda mo6zu vyskytovat vyznamné rozdiely v biologickych Gcinkoch
po prijme izoflavonoidov [157].

V pripade flavonoidov je, vzhladom na ich vyrazne nizsiu biodostupnost takisto
pravdepodobné, Ze su za ich prospesné kardiovaskularne ucinky zodpovedné prave ich malé fenolické
metabolity. Tato hypotéza bola CiastoCne otestovana uZz v minulosti: 1) Kim et al. spozoroval
semikvantitativne ucinky fenolickych metabolitov na agregaciu dosticiek [158] 2) u niektorych malych
fenolickych latok, ktoré su sucastou potravy a takisto mozu vznikat metabolizmom polyfenolov, bol
detekovany ucinok na kolagénom indukovanu agregdciu, najucinnejsSie latky patrili medzi
hydroxybenzény [159] 3) fluoroglucinol inhiboval agregaciu dosticiek kralika, takisto bolo zistené, zZe je
ucinny inhibitor COX-1 [160]. Chybal vSak vyskum ktory by skimal tito hypotézu podrobne. Preto bolo
v publikacii Applovéd et al 2019 /publikacia ¢. 1 tejto dizertaénej prace/ za Standardizovanych
podmienok otestovanych 29 komerc¢ne dostupnych latok, ktoré z flavonoidov mézu vzniknut aktivitou
¢revnej mikrofléry. Tato praca predstavuje vyznamny pokrok, nakolko bolo identifikovanych viacero
latok svyraznymi antiagregacnymi uUcinkami. Pri pociatoénom skriningu s wvyuZitim wvysokych
koncentracii testovanych latok (240 uM), ktora jednoznacne nie je dosiahnutelnd iba prijmom stravy

bohatej na polyfenoly, bola sice pozorovana antiagregacna aktivita u viacerych latok, ani jedna latka
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zo skupiny fenyloctovych, fenylpropidnovych a benzoovych kyselin avSak nedosahovala vyrazni mieru
inhibicie. Boli ale Uspesne identifikované 4 ucéinné malé fenolické latky. Zaujimavé bolo zistenie, ze
vSetky Ucinné latky patrili do skupiny hydroxybenzénov a obsahovali aspon 2 hydroxylové funkcéné
skupiny na benzénovom jadre. Dalsie testovanie odhalilo, 7e pyrogalol a 4-MC su jednoznaéne
najucinnejsimi metabolitmi. Pyrogalol, ktorého antiagregacné ucinky uz boli popisané v minulosti, bol
svojou uéinnostou podobny standardu, ASA. Najvyznamnejs$im objavom boli antiagregacné ucinky
dalSieho malého fenolického metabolitu, 4-metylkatecholu. U 4-MC bol sice popisany efekt na
metabolizmus AA u imunitnych buniek [161], jeho antiagregacna aktivita bola ale velmi prekvapivym
zistenim, nakolko bol tento metabolit 10 krat u¢innejsi ako na$ $tandard, ASA. Ucinnost 4-MC aj
pyrogalolu bola naviac potvrdend za poufZitia inovativneho HET-CAV (hen’s egg test on chick area
vasculosa) modelu. Tento model umozriuje otestovat Gcinky latok na hemostazu v biologickom
systéme bez vyuzitia klasickych zvieracich in vivo modelov. Vyuziva kuracie embrya v rannom $tadiu
vyvoja, ktoré ale disponuju trombocytmi a primitivnym kardiovaskularnym systémom. Po aplikacii
induktoru agregdcie, vnasom pripade AA, dojde k vyraznej hemostatickej reakcii ktora
spOsobi usmrtenie vacsiny embryi. V pripade inkubacie tohto systému s naSimi antiagregaénymi
latkami, 4-MC a pyrogalolu, doslo k vyznamnému prediZeniu prezitia kuracich embryi po aplikacii AA.
Tento ucinok bol numericky silnejsi ako ochrana navodena ASA. Takisto bol v tejto studii skimany
mechanizmus Gcinku 4-MC. Prvotné pokusy ukazali mierny inhibiény efekt na tromboxan syntazu
a ziadny efekt na COX-1. 4-MC avsak inhiboval uvolfiovanie sérotoninu, ktory je pritomny primarne
v denznych granuliach dosticiek a taktiez blokoval agregaciu vyvolanu kalcimycinom, ktory sposobuje
zvySenie koncentracie intraceluldarneho vépnika a tym vyvola spustenie agregacnej kaskady. Z tychto
vysledkov vyplyva, Ze hlavny mechanizmus ucinku 4-MC spociva v interferovani s intraceluldarnym

transportom vapnika.

Je zaujimavé, ze 4-MC ma aj viacero dalSich biologickych ucinkov. V minulosti sa vyskum
primarne zameriaval na jeho neuroprotektivne Ucinky, nakolko 4-MC preukazatelne zvysuje hladiny
NGF a BDNF[129-131]. Podanie 4-MC u zvieracieho modelu zmiernilo rozsah poskodenia sp6sobeny
podanym induktorom neurotoxicity a zlepSilo rekonvalescenciu. V pripade poskodenia periférnych
nervov podanie 4-MC vyznamne zlepsilo hojenie a reinervaciu koZe aj svalstva, bez ohladu na metddu
pouzitd v stadii (mechanické/chemické poskodenie nervov)[132-135]. Takisto bolo po podani 4-MC
pozorované zlepSenie kognitivnych schopnosti zvierat, zmiernenie depresivhych symptémov,
prospesny vplyv bol pozorovany aj u modelu chronickej bolesti[136-138]. Receptory pre NGF su takisto
vyznamné pre fyzioldgiu pankreatickych B-buniek, preto podanie 4-MC znizZilo mieru ich apoptézy
vyvolanu podanim streptozotocinu a aktivitu kaspazy 3, zvysilo aktivitu antioxidacnych enzymov
a zaroven znizilo viabilitu inzulindmu[139-141]. 4-MC by teda teoreticky mohol byt pouzity pri terapii

inzulindmu, ale aj posobit protektivne u oboch foriem diabetu. Vplyv malych katecholickych latok na
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oxidacny stres bol takisto hodnoteny za poufZitia viacerych bunkovych modelov. Ukazalo sa, Ze 4-MC je
jednym z aktivatorov NFR-2 bunkovej drahy, ktora je zapojenad do obrany nielen proti oxidacnému
stresu, ale aj rakovine a neurodegenerativnym ochoreniam. Podanie 4-MC v koncentraciach desiatok
MM teda u buniek sposobilo aktivaciu NFR-2, zvySenu expresiu jedného z ,,downstream” cielov tejto
drahy, hém oxygenazy-1, a tym viedlo k zniZeniu oxidacného stresu a zniZzeniu apoptdzy vyvolanej
aplikaciou H,0,. Zaujimavé bolo aj zistenie, Ze podanie 4-MC u melanémove]j bunkovej linie sposobilo
indukciu apoptdzy, ale neovplyvnilo rast normalnych epidermalnych buniek. Toto zistenie by sa dalo
vysvetlit vy$Sou metabolickou aktivitou rakovinovych bunkovych linii, ktora méze vyvolat redoxné
cyklenie 4-MC a tym viest k poskodzovaniu buniek a apoptéze[142-144]. Kardiovaskularne ucinky 4-
MC okrem nasej skupiny skimala aj skupina Oudot et al. V in vivo modeli hypertenzivnych potkanov
posobil 4-MC ako kardioprotektivum a zmierfioval hypertrofiu srdca typicku pre tento model. Takisto
zlepSoval prezitie zvierat, znizoval krvny tlak a normalizoval hmotnost zvierat so zvySenym prijmom
soli. Ako mechanizmus tohto Gcinku bola definovana zvySena expresia cystein and glycin-rich protein

3 (CSRP -3), proteinu spajaného s kardioprotektivnymi ucinkami[111].

Moji kolegovia zo skupiny Kardiovaskularni farmakologie a toxikologie ukazali, Ze 4-MC ma
vyrazné vazodilatacné ucinky, ktoré boli pozorované in vitro aj in vivo [145, 162], a jeho in vivo
antihypertenzivne Ucinky sa taktiez mo6Zu potencovat s ucinkami inych metabolitov, ¢o bolo

preukdzané u 3-hydroxyfenylpropiénovej kyseliny [147].

4-MC je teda latka so Sirokym spektrom biologickych uUcinkov, ktoré by mobhli vysvetlovat
prospesné ucinky stravy bohatej na polyfenoly u metabolickych ochoreni ako ateroskleréza, DM 2

a s nimi spojenych komplikacii.

Aby sme boli schopni presnejsie definovat, akym spdsobom 4-MC u dosticiek interferuje
s intracelularnym vapnikom bolo nutné rozsirit metodiky, ktorymi je vyhodnocovany mechanizmus
ucéinku antiagregacnych latok. V nasej publikacii Hrubsa et al. /publikacia €. 4 tejto dizertacnej prace/.
boli vyhodnotené antiagregacné a vazodilataéné ucinky derivatov 3,3-dimethyl-6-oxopyranol3,4-
c]pyridinu a takisto boli rozsirené metodiky testovania mechanizmu ucinku a toxicity skimanych latok.
Tieto metodiky zamerané na transport vapnika a proteinkindzu C ndam umoznili podrobnejsie skimat
ucinky 4-MC a jeho derivatov, na ktoré som sa zameral v nasledujucich publikaciach.

Mechanizmus Uc¢inku 4-MC a overenie jeho Ucinnosti na rozsiahlejSej populacii boli témou
publikacie Hrubsa et al. 2022 /publikacia ¢. 6 tejto dizertaénej prace/. Tato publikacia priamo nadvéazuje
na nasu predchadzajicu pracu Applova et al. 2019. Vyuzitim vacésej populacnej vzorky (53 darcov)
v $irSom vekovom rozpati sme dokazali potvrdit efekt 4-MC a ukazalo sa, Ze 4-MC je aj v nizsich davkach
efektivnym antiagregaénym lieCivom. Opat sa preukazal vyssi uc¢inok tohto metabolitu v porovnani
s ASA. V tejto Studii som pokracoval v skimani mechanizmu tcinku 4-MC a nadviazal na vysledky nasej
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predchadzajucej publikacie. Vzhladom k tomu, Ze 4-MC nema vyznamny efekt na COX-1 ani tromboxan
syntdzu a takisto neblokuje agregaciu indukovanu trombinom (receptory spojené G, ale aj G1z/13) a ADP
(viacero receptorov, mi. G;) som sa zameral na dalSie receptory a drahy, ktoré by sa mohli na jej icinku
podielat.

Jednou zo skimanych drah je PAF receptor spojeny s Gy proteinom, a teda s aktivaciou
proteinkindzy C (PKC). 4-MC bol schopny davkovo zavislej inhibicie agregdcie vyvolanej tymto
agonistom. Vzhladom na relativne miernu inhibiciu je ale velmi nepravdepodobny priamy
antagonizmus na PAF-1 receptore.

Ucinok na PKC, ktora je spoloénym ,,downstream* cielom viacerych aktivaénych drah, sme
dalej skidmali s pouZitim bryostatinu, priameho aktivatora/modulatora PKC. 4-MC bol schopny
CiastoCne inhibovat aktivaciu PKC, priamy ucinok 4-MC na PKC sa teda mozZe podielat na jeho
antiagrega¢nom ucinku.

Vzhladom na to, Ze vplyv 4-MC na intracelularne hladiny Ca?* bol pozorovany uz s pouzitim
kalcimycinu [146] sme sa rozhodli zhodnotit jeho efekt na vyplavenie Ca?* zo sarkoplazmatického
retikula, ktoré predstavuje hlavnui zasobdrer Ca?* pri aktivacii dosticiek. S pouZitim thapsigarginu, ktory
priamo inhibuje spatny transport vapnika do sarkoplazmatického retikula dokazeme vyvolat zvysenie
hladiny vapnika a spustenie agregacie [163-165]. 4-MC bol schopny ciasto¢ne blokovat aj tuto cestu
aktivécie, jeho mechanizmus ucinku je teda spojeny s transportom Ca?*.

4-MC jednoznacne inhibuje AA indukovanu agregaciu, preto som takisto skimal dalSie kroky AA
kaskady. Uvoltovanie AA prebieha intracelularne prostrednictvom fosfolipdz, preto sme pouzili
pyrofenén, inhibitor fosfolipdzy A,. 4-MC vo vyssich koncentraciach posobil aditivne k Ucinku
pyrofendnu, je teda pravdepodobné, Ze nepdsobi ako priamy inhibitor PLA,.

Vzhladom na to, Ze priamy antagonizmus na tromboxdnovych receptoroch nie je
pravdepodobne hlavnym mechanizmom Gcinku, zistovali sme, ¢i nie je 4-MC schopny kvantitativne
ovplyvnit produkciu TXA; po pridani AA, substratu COX-1. Ukazalo sa, Ze 4-MC je schopny zniZit celkové
mnozstvo produkovaného tromboxdnu A, aj napriek tomu, Ze nie je inhibitorom ani jedného
z enzymov, ktoré su stcastou tejto kaskady. Pri si¢asnom poutziti 4-MC a ASA sme pozorovali aditivny
efekt, je teda velmi pravdepodobné, Ze 4-MC narusuje koordinaciu tychto enzymov alebo transport
prostaglandinovych intermedidtov medzi COX a TXS.

Efekt vWF, ktory je spolu s kolagénom najfyziologickejsim induktorom agregécie, je mozné in
vitro simulovat s pouZitim ristocetinu, a tym skimat efekt latok na GP Ib-V-XI receptorovy komplex. 4-
MC inhiboval ristocetinom indukovanu agregaciu mierne, respektive najmd az vo wvysSich
koncentraciach, ¢o suvisi pravdepodobne s inhibiciou vyssie popisanych kaskad. Mierna inhibicia je asi

dosledkom toho, Ze tato kaskada je komplexna a nezahfna iba metabolizmus AA.
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Findlnym krokom agregacnej kaskady je aktivacia glykoproteinu oynBiia. Tento receptor je

bohaty na thiolové skupiny a cysteinové mostiky. Pouzitim redukéného cinidla dithiotreitolu sme
dokazali receptor previest do vysokoafinitného stavu a navodit agregaciu dosticiek. 4-MC ciastoéne
inhiboval aj tuto aktivaciu. S ohladom na to, Ze dithiotreitol nie je plnohodnotny induktor (nesp6sobuje
zmenu tvaru a vyplavenie granul) a inhibicia nebola kompletna, toto zistenie potvrdilo, Ze 4-MC posobi
v inom kroku agregaénej kaskady, ¢o suhlasi s nasou hypotézou interferencie s hladinami Ca?*.

V tejto Studii boli zahrnuti iba darcovia bez ochoreni, ktoré by vyrazne ovplyviiovali funkciu
dosticiek, preto v sucasnosti prebieha nadvazujuca Studia skumajuca efekt 4-MC u pacientov
s metabolickymi ochoreniami alebo u polymorbidnych geriatrickych pacientov.

4-MC teda predstavuje efektivhu antiagregaénu latku, ktord by teoreticky mohla najst
uplatnenie v terapii alebo slizit ako templat pre vyvoj novych antiagregaénych lieéiv. Preto sme sa
zamerali na preskimanie vztahu Struktury a Ucinku v publikacii Hrubsa et al. 2022 /publikacia ¢. 5 tejto
dizertanej prace/. V tejto studii bolo otestovanych 22 komercéne dostupnych latok vybranych na
zaklade Strukturnej podobnosti s 4-MC. Okrem ich antiagregacnej aktivity bola takisto vyhodnotena
ich cytotoxicita s vyuzitim in vitro metodik. Testy bunkovej viability ukazali, Ze najucinnejSie latky
neovplyvriovali rast buniek, mali by teda byt vhodné pre pripadné nadvézujlce in vivo studie. Tato
publikacia nam poskytla niekolko podstatnych informacii o vztahu medzi Struktdrou a antiagregaénymi
ucinkami katecholov. Prvym vyznamnym zistenim je, Ze latky bez hydroxylovej skupiny pritomnej na
benzénovom jadre nemali takmer Ziadnu antiagregac¢nu aktivitu. Pritomnost jednej hydroxylovej
skupiny vyznamne zvysila aktivitu, najucinnejsie boli ale latky charakteru katecholov, teda obsahujuce
ortho-dihydroxy substittciu. Jedna z tychto hydroxylovych skupin méze ale byt nahradena metoxylom
bez straty aktivity (4-metylguajakol), ¢i dokonca miernym zvySenim antiagregaéného efektu (4-
etylguajakol). Substitucia zakladnej katecholovej Struktury vedie k zvySeniu aktivity v pripade mensich,
nerozvetvenych substituentov, ako bolo pozorované u 4-MC, 4-etylkatecholu alebo fluorokatecholov.
Pritomnost vacsich arozvetvenych alkylov aktivitu naopak zniZovala (4-terc-butylkatechol).
Disubstitucia atémami chléru viedla k zniZeniu aktivity, najma v pripade 3,5-dichlérokatecholu.
V pripade monosubstiticie flubrom bola aktivita zvySend v oboch pripadoch, u 4-chlérokatecholu
nedoslo k vyraznej zmene aktivity. Zavedenie funkénych skupin obsahujucich atdm dusika viedla
k zniZeniu aktivity, tento negativny efekt bol najmiernejsi u 3-aminokatecholu.

Mozeme teda na zaver zhrnut, Ze v tejto praci sa podarilo identifikovat niekolko malych
fenolickych metabolitov polyfenolickych latok a ¢iastoéne definovat ich mechanizmus Gcinku. Takisto
bol u najucinnejsej latky, 4-metylkatecholu, potvrdeny jeho efekt na heterogénnej populacnej vzorke.
Nadvézujica Studia, ktorda momentalne prebieha, skima vplyv 4-MC na agregéciu u pacientov s DM 2
a ma za ucel doplnit nase poznatky a potvrdit viabilitu tejto latky ako potencialneho lieciva. Vzhladom
na nizku toxicitu a fakt, Ze jeho metabolit, sulfat, dosahuje vyznamnych plazmatickych koncentracii pri
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konzumacii stravy bohatej na polyfenoly je pravdepodobné, Ze biodostupnost tejto molekuly je
dostatocna pre jej peroralne podanie. V kazdom pripade by tieto vysledky mali byt doplnené o in vivo
Studie skumajuce absorpciu 4-MC a jeho efekt na relevantnych zvieracich modeloch.

Daldiemu pre/klinickému testovaniu tejto latky momentalne brani overenie biodostupnosti
Cistej latky po peroralnom podani, ktoré eSte nebolo vykonané. Ak by tieto studie potvrdili jeho
dostatoénu biodostupnost, je velmi pravdepodobné, Ze by sa potvrdili aj jeho farmakodynamické
ucinky u ludi, nakolko bola v plnej fudskej krvi podla nasich ex vivo experimentov dosiahnuta vyznamna
inhibicia agregéacie dosticiek. V pripade, Ze by jeho biodostupnost bola nedostato¢na, je mozné
uvazovat o jeho proliedivach alebo vyuZiti nasich novych vysledkov a zamerani sa na niektory z jeho
Strukturnych analdgov s podobne silnym Gcinkom a prevereni jeho biodostupnosti. Pripadne je tu aj
moznost sa zamerat na dalSie Struktirne obmeny, na ktorych nasa skupina v spolupraci s dalSimi

pracoviskami takisto pracuje.
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