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Flavonoidy jsou fazeny do skupiny polyfenolickych bioaktivnich latek vyskytujicich
se hojn¢ v rostlinach, ovoci a zelening. Diky svym farmakologickym i biochemickym
ucinkiim hraji klicovou roli pro lidské zdravi, pfedev§im v prevenci fady chorob —
metabolicky ~ syndrom,  osteopor6za,  ateroskler6za ataké  onemocnéni

kardiovaskularniho systému.

Cilem diplomové prace bylo zjistit mechanismus vasorelaxacniho t€inku jednoho
z dtlezitych metabolitd flavonoidii — 4-methylkatecholu. Pro vyzkum byla vyuZzita
standardizovand ex vivo metoda na izolovanych krouZcich aorty potkana kmene
Wistar. Podafilo se nam potvrdit vasodilata¢ni €inky 4-methylkatecholu. Potvrdili

jsme také fakt, Ze metabolit flavonoidl ptimo ovliviiuje hladky cévni sval.

Dale jsme zjistili, Ze ndmi testovana sloucenina potencuje vasodilata¢ni aktivitu
nitroprusidu sodného a forskolinu a Ze vasodilatace zavisi na aktivit€é napétové
fizenych membranovych kandll Ky, zejména podtypu K,7. Naopak jsme vyloucili
pfimy uc¢inek 4-methylkatecholu na membranové kanaly BKca, Kir a Katp. Rovnéz
jsme vyloucili pfimou aktivaci solubilni guanylatcyklazy a proteinkinazy G v hladkém

svalu.
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Flavonoids belong to the group of polyphenolic bioactive substances found abundantly
in plants, fruits and vegetables. Thanks to their pharmacological and biochemical
effects, they play a crucial role for human health, especially in the prevention
of numerous diseases — metabolic syndrome, osteoporosis, atherosclerosis and also

diseases of a cardiovascular system.

The aim of the diploma thesis was to determine the mechanism of the vasorelaxant
effect of one of the most important metabolites of flavonoids — 4-methylcatechol. For
the research we used a standardized ex vivo method on isolated Wistar rat aortic rings.
We were able to confirm the vasodilatory effects of 4-methylcatechol. We also
confirmed the fact that the flavonoid metabolite directly affects a vascular smooth

muscle.

Furthermore, we found that the tested compound potentiates the vasodilatory activity
of sodium nitroprusside and forskolin, and that vasodilation depends on the activity
of voltage-gated membrane Ky channels, especially the K,7 subtype. On the other
hand, we excluded a direct effect of 4-methylcatechol on membrane channels BKca,
Kir and Katp. We also excluded direct activation of soluble guanylate cyclase and

protein kinase G in smooth muscle.
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1. SEZNAM ZKRATEK

A — adrenalin

AA — arachidonova kyselina

AC — adenylatcyklaza

ACE — angiotensin konvertujici enzym (angiotensin converting enzyme)
ADH - antidiureticky hormon (vasopresin)

Ach — acetylcholin

ANP — atriovy (atridlni) natriureticky peptid

AP — angina pectoris

AT1 — angiotensin I

AT?2 — angiotensin II

AT receptor — receptor pro angiotensin II

ATP — adenosintrifosfat

BDNF — mozkovy neurotroficky faktor (brain-derived neurotrophic factor)

BKca— velky vapnikem aktivovany draselny kanal (big calcium-activated potassium
channel)

BNP — B-natriureticky peptid (B — brain, mozkovy)
B2R — receptor pro bradykinin

Ca’" — vapenaté kationty

CaM — kalmodulin

cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP — cyklicky guanosinmonofosfat

Cay (VGCC) — napétove tizeny vapnikovy kandl (voltage-gated calcium channel)
CNP — C-natriureticky peptid

CNS — centralni nervovy systém

CO; — oxid uhlicity

COMT - katechol-O-methyltransferaza

COX-1 — cyklooxygenaza 1



COX-2 — cyklooxygendza 2

DAG — diacylglycerol

DHPAA - 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina (3,4-dihydroxyphenylacetic acid)
DMSO - dimethylsulfoxid

DRC — ktivka davka-ucinek (dose-response curve)

ECso — koncentrace navozujici 50% efekt

EDRF — od endotelu odvozeny relaxacni faktor (endothelium-derived relaxing
factor)

eNOS — endotelialni NO-syntaza

ET-1, ET-2, ET-3 — endotelin 1, 2, 3

Gs, Gq, Gi — receptor spojeny s G proteinem
GC — guanylatcyklaza

GDP — guanosindifosfat

GTP — guanosintrifosfat

5-HT — 5-hydroxytryptamin (serotonin)
5-HT receptor — serotoninovy receptor
ICHS — ischemické choroba srde¢ni

IKca — stfedni vapnikem aktivovany draselny kanal (intermediate-conductance
calcium-activated potassium channel)

IM — infarkt myokardu

IP receptor — receptor pro prostacyklin PGIz

IP3 — inositol-1,4,5-trifosfat

IP;R — inositol-1,4,5-trifosfatovy receptor

Kartp — draselny kanal fizeny ATP

Kir — draselny kanal usmérnény dovniti (inward-rectifier potassium channel)
Ky — napétove tizeny draselny kanal (voltage-gated potassium channel)
LDL - lipoprotein s nizkou hustotou (low-density lipoprotein)

5-LOX — 5-lipoxygenaza

4-MC — 4-methylkatechol
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MLCK - lehkotetézcova myozinkindza (myosin light chain kinase)
MP — lehkofetézcova myozinfosfataza (myosin light chain phosphatase)
MR — mineralokortikoidni receptor

M receptor — muskarinovy receptor

NA — noradrenalin

NCX — sodno-vapenaty vymeénik (sodium-calcium exchanger)
NGF — nervovy rustovy faktor (nerve growth factor)

NO - oxid dusnaty

N receptor — nikotinovy receptor

NTS — nitroprusid sodny

Oz — kyslik

p.a. — pro analysis

pGC — membranova guanylatcyklaza (particulate guanylyl cyclase)
PGE; - prostaglandin E»

PGG: — prostaglandin G2

PGH: — prostaglandin H»

PGI — prostaglandin I, (prostacyklin)

PI3K — fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat-3-kinaza

PIP; — fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PIP; — fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat

PKA — proteinkindza A

PKC — proteinkinaza C

PKG — proteinkinaza G

PLA:— fosfolipaza A>

PLC — fosfolipaza C

PMCA — Ca?" ATP4za na plazmatické membrané (plasma membrane Ca’* ATPase)
RAA/RAS - renin-angiotensin-aldosteronovy systém

RhoA — GTPaza pattici do Ras nadrodiny (Ras homolog family member A)
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ROCK — ROCK kindza (Rho-associated protein kinase)

ROS — reaktivni formy kysliku

RyR — ryanodinovy receptor

SERCA — Ca*" ATPaza (sarco/endoplasmic reticulum Ca’* ATPase)
sGC — rozpustna (solubilni) guanylatcyklaza (soluble guanylyl cyclase)

SKca — maly vapnikem aktivovany draselny kanal (small-conductance calcium-
activated potassium channel)

SR — sarkoplazmatické retikulum
TP receptor — receptor pro tromboxan TxA»

TRP — kanal s pfechodnym receptorovym potencidlem (¢ransient receptor potential
channel)

TxAz— tromboxan A
VEFG — vaskularni endotelovy riistovy faktor

VNS — vegetativni nervovy systém
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2. UVOD

Onemocnéni kardiovaskularniho systému patii svou incidenci, zdvaznosti a dopady na
celkovy zdravotni stav obyvatelstva mezi velmi zdvazné problémy lidské populace

(Klener et al. 2012, Stejfa et al. 2007).

Incidence kardiovaskularnich onemocnéni nartista zejména vlivem riiznych rizikovych
faktorti, mezi néz mizeme zatadit genetické predispozice, Zivotni styl, vysoky krevni

tlak, diabetes mellitus, dyslipidémii, obezitu ¢i kouteni (Ciumarnean 2020).

Kardiovaskularni systém je jednim ze zdkladnich pfedpokladl pro udrzeni stalosti
vnitiniho prostfedi pfi ménicich se metabolickych potiebach organismu, a to

1 v ptipadé neustalych zmén podminek okolniho prosttedi (Rokyta et al. 2000).

Nejdulezitéjsi ulohou tohoto systému je zajistit cirkulaci krve v potfebném mnozstvi

a za konkrétnich aktualnich pozadavka do vSech tkani a organti (Mourek 2012).

Polyfenolické slouceniny jako sekundarni metabolity rostlinnych zastupct jsou
v prirod¢ bohaté rozsitené (Juca et al. 2020). Tyto latky také tvoii dilezitou slozku
potravy — vyskytuji se v riiznych druzich ovoce i zeleniny, pochutinach (¢okolada,
ofechy, seminka) i napojich (&aj, kava, ervené vino). Rada vyzkumi potvrdila
pozitivni vliv pravidelné konzumace stravy s obsahem flavonoidii na snizeni
kardiovaskularniho rizika. Konkrétni skupinou polyfenolti vyznamnou pfedevsim pro
vychytavat volné radikaly jsou flavonoidy (Agrawal 2011, Gross 2004, Kumar
a Pandey 2013, Ullah et al. 2020). Ptsobi proti nadmérné lomivosti cév a jsou schopné
stabilizovat propustnost cévni stény. Pro kardiovaskuldrni systém je stéZejni
predevsim antihypertenzni u€inek vyplyvajici z jejich vasodilatacni aktivity. Diky celé
fad¢ zminénych pfiznivych efekth naSly tyto latky uplatnéni nejen v medicinég,
nutricnim poradenstvi, kosmetickém primyslu, ale také ve farmacii a jejich

terapeuticky potencial je stale predmétem riiznych vyzkumii (Ciumarnean 2020).

Kardioprotektivni ptisobeni nékterych produkti metabolismu flavonoidnich sloucenin

se stalo namétem této prace.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Cévni systém

tvofen dvéma vzajemné propojenymi vaskularnimi celky — lymfatickym a krevnim.

V prvni fadé zodpovidd za dodavani latek ke tkdnim — predevSim kysliku a latek
stézejnich pro spravnou vyzivu a odpadni latky vyprodukované béhem metabolickych
procestt odvadi k orgdniim zodpovédnym za jejich exkreci ztéla ven. Neméné
dalezitou tulohou je rovnéz transport hormonti produkovanych Zzldzami se
schopnosti vnitini sekrece k cilovym strukturam (Cihak 2016, Konradova et al. 2000,

Petick 2019).

Cirkulace také prispivd k udrzovani stalé koncentrace iontil, teploty a zajiStuje

stabilitu acidobazické rovnovahy (Rokyta et al. 2000).

Cévni systém je tvofen uzavienym systémem trubic (cév) a krev jimi proudi diky

¢innosti srdce (Trojan et al. 2003).

Proud krve tkdnémi je regulovan podle okamzité potteby pomoci vasokonstrikce nebo

vasodilatace.

I kdyz se jednotlivé typy cév od sebe lisi, zdkladni histologickou stavbu tvofi tii vrstvy
— tunica intima, tunica media a tunica adventitia (Konradova et al. 2000, Trojan et al.

2003) (podrobnéji viz Obr. 1).

Tunica intima

Tato vnitini ¢ast cév je sloZzena z endotelu a subendotelu. Endotel (vystelka) tvoii jedna
vrstva epitelidlnich bunék, které zodpovidaji za hladky a nesmacivy vnitini povrch cév

a komunikuji s krvi (Dylevsky 2019, Kachlik 2018).

Dilezitou funkci je antitrombotické piisobeni — zabrana kontaktu mezi krevnimi
destickami (trombocyty) a subendotelem. Maji 1 metabolickou aktivitu a ovliviiuji

pfestup bunécnych inebunécnych prvki. V neposledni fadé¢ je endotel zdrojem
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vasodilatacnich a vasokonstrik¢énich latek a vyznamné se podili na regulaci krevniho
toku (Karasek a Vaverkova 2009, Konradova et al. 2000, Trojan et al. 2003, Zhao et
al. 2015).

Tunica media

Je tvofena spirdlovit¢ a kruhovité usporadanymi bunkami hladké svaloviny a ma

nejvetsi podil na svalové dilataci a kontrakei.

Tunica adventitia (externa)

Obsahuje zejména kolagenni vazivo, fibroblasty a tukové i hladkosvalové bunky

(Konradova et al. 2000, Vajner et al. 2017).

Nervové zasobeni cévy je zajisténo predevsSim v tunica media bohaté vétvenou siti

vlaken autonomniho nervového systému (Cihak 2016, Konradova et al. 2000).

adventicie

membrana
elastica
externa

tunica media
(hladky sval)

lamina basalis
a vazivo
subendotelove

endotel

Obrazek 1 - Struktura cévni steny

Ptevzato z: Kittnar et al. (2021)
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Krevni cévy mizeme podle funkce a histologické struktury rozdélit na artérie, malé
arterioly prechazejici postupné ve strukturu kapilar, z kapilarnich siti postupné vznika
zilni Cast cirkula¢niho systému — venuly, jez se nasledné sbiraji ve vétsi vény. DalSimi
kategoriemi cév jsou také arteriovendzni zkraty a prekapilarni sfinktery (Cihak 2016,

Dylevsky 2019, Konradova et al. 2000, Shier et al. 2016, Vajner et al. 2017).
V experimentalni casti této diplomové prace byla pouzita izolovana aorta (srdeCnice).

Touto elastickou tepnou o velké kapacité (u ¢lovéka priméru pies 3 cm) je tvoren
prvni arteridlni usek systémového krevniho obéhu (viz Obr. 2). Mechanické vlastnosti
aorty jsou vyrazné urceny obsahem kolagenu a elastinu. Vnitini vrstva je stejné jako
u vSech ostatnich cév tvofena jednou vrstvou endotelovych bunék. Stfedni vrstvu tvoii
elasticka a kolagenni vlakna, fibrily a hladkosvalové bunky uspotadané do komplexu
trojrozmérné sité. Vnéjsi vrstva tvofend fibrocyty a fibroblasty je navic obklopena

volnou vrstvou pojiva zodpovédného za ukotveni aorty v jejim okoli (Gasser 2017).

PRAVA PODKLICKOVA TEPNA -~ ~ LEVA SPOLECNA

= KAROTIDA

HLAVOPAZNIKMEN
) __. AORTALNI OBLOUK (ARCUS AORTAF)
PRAVA VNITRN{

HRUDNI AORTA HRUDNI TEPNA.

- VZESTUPNA AORTA (AORTA ASCENDENS
(AORTA THORACICA) ——- G )

LEVA KORONARNI TEPNA

F“‘ BULBUS AORTY
TEPNA Ny

PRAVA KORONARNI

BRISNT AORTA JATERNI TEPNA

(AORTA ABDOMINALIS) = ~

LEDVINNA TEPNA

Obrazek 2 - Lidska aorta - jednotlivé casti a vétveni

Ptevzato z: Grim et al. (2017)

Pro vasodilataci nebo vasokonstrikci je zasadni ¢innost hladkého cévniho svalu

(Konradova et al. 2000).

Tento typ svaloviny najdeme ve vSech cévach kromé kapilar a také ve sténach Utrob

(Trojan et al. 2003).
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Hladké a ptiéné€ pruhovand svalovina se v uréitych rysech shoduji, v jinych se ale
vyznamné¢ li§i. Bunka je povazovana za zakladni stavebni a funk¢éni jednotku hladké
a srdecni svaloviny, zatimco struktura pfi¢né pruhovaného kosterniho svalstva je
tvofena vlaknem (Dylevsky 2019). Bunky hladkého svalu jsou pomérné mal¢, pouze
s jednim jadrem a nemaji ve struktuife prvky pti¢ného pruhovéni. Kolem kazdé
jednotlivé buitkky najdeme bazalni laminu a sit’ tvofenu retikularnimi vldkny (Balko et

al. 2016, Junqueira et al. 1997, Shier et al. 2016).

Diky ¢innosti jemnych myofibril mé svalstvo (hladké i kosterni) schopnost aktivni
kontraktility. Zkraceni miize byt vyvolano konkrétnim nervovym podnétem (Dylevsky
2019). Kontrakce hladkého svalu probiha zpravidla pomalu a je neovlivnitelna vili.
Podstatnym funkénim rozdilem je skute¢nost, Ze pfestoze kontrakce nastava pomaleji,
tak trva podstatné¢ del$i dobu, coz je zéasadni pro nepietrzité udrzeni funkcni
kontraktility. Hladka svalova vldkna se na rozdil od pficné pruhované svaloviny umi
podstatn¢ vice zkratit, s tim souvisi také schopnost velké roztaznosti (Junqueira et al.

1997, Kittnar et al. 2021, Konradova et al. 2000, Trojan et al. 2003).
V zasad¢ muzeme rozlisit dva typy hladkého svalstva — jednotkovy a vicejednotkovy.

Prvni typ je tvofen vétSim poctem vzajemné uzce spojenych bunék, jez timto vytvari
soubuni (syncytium). Duté organy maji své stény tvoiené timto typem hladkého svalu,
aproto se pro né¢j pouziva oznaceni hladké svalstvo utrobni. Typickym rysem
utrobnich svaltl je schopnost pohybovat se nezavisle na nervovych podnétech a mohou
byt ovladany nejen ¢innosti vegetativniho nervového systému, ale také plisobenim
riznych vlivii — hormonalnich, reflexnich 1 latkovych (Petfek 2019, Rokyta et al. 2000,
Shier et al. 2016).

Vicejednotkovy hladky sval je oproti jednotkovému sloZzen zvétsiho poctu
samostatnych bun€k chovajicich se na sob¢ nezavisle, kazda z téchto bunck diky
vlastnimu nervovému zasobeni vykazuje schopnost sama se aktivné kontrahovat.
Svaly nejsou schopny pohybu spontanné bez nervového podnétu, jsou aktivovany
pomoci vzruchtl a fizeny jsou vyhradné mechanismy vegetativniho nervového systému

(Dylevsky 2019, Petiek 2019, Rokyta et al. 2000).
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V cytoplazmé hladkosvalovych bunék se vyskytuji aktinovd a myozinova
myofilamenta. Strukturou dvojité Sroubovice aktinu obtofené tropomyozinovymi
molekulami je vytvotfen zéklad tenkych myofilament, touto stavbou se myofilamenta
podobaji struktufe svalu pricné¢ pruhovaného. Tlusta myofilamenta obsahuji myozin,
¢imz 1 zde mlizeme najit obdobnou strukturu jako v pficné pruhované svaloving,
rozdilnost vSak spocCivd v odliSnych typech myozinu. Myozinova filamenta
v kosternim svalu maji hlavicky vytvofeny terminalné, v ptipad¢ hladkého svalstva
jsou vsak hlavicky myozinu rozloZeny po celé délce myofilamenta (Junqueira et al.

1997, Konradova et al. 2000).

Mechanismus kontrakce a relaxace hladkého svalu

Pro aktivni kontrakci je dalezitym ptedpokladem struktura a organizace filament
aktinu a myozinu. Pro tvorbu komplexu myozinu s aktinem je dilezita ¢ast myozinové
hlavicky, jelikoz ta ma k aktinu nejvyssi afinitu. K samotné kontrakci dochazi
podobné jako ve vldknu svalu kosterniho klouzavym pohybem jednotlivych
myofilament a vznikem aktinomyozinového komplexu. V tomto svalovém typu vSak
neni troponin a priubéh kontrakce je odliSny od mechanismu kontrakce svalu srde¢niho
nebo kosterniho (Junqueira et al. 1997, Klabunde 2019a, Liillmann-Rauch 2012,
Trojan et al. 2003).

Pro odstartovani kontrakce je stéZejnim krokem vzestup koncentrace vapenatych
kationtd v cytoplazmé. Ke zvySeni koncentrace téchto iontli v buiice mize dojit jak
vstupem vapniku z extracelularniho prostoru, tak jeho uvolnénim z bunéénych zasob
— sarkoplazmatického retikula (Trojan et al. 2003). Vtok vapniku dovnitt bunky je
umoznén zejména napét'ove fizenymi vapnikovymi kanaly typu L (Brozovich et al.
2016). Dalsim dtlezitym cinitelem je kalmodulin jako ndhrada chybé&jiciho troponinu

(Klabunde 2019a). Vapenaté kationty dokazou s kalmodulinem vytvofit komplex.

Dalsim krokem je aktivace lehkofetézcové kindzy myozinu (MLCK) a ta zajisti
aktivovani myozinu pfipojenim fosfatové skupiny (fosforylaci) ziskané
Stépenim molekuly ATP. Aktivita MLCK je ovliviiovana fadou rliznych faktori a tim

je ovlivnén také stupen samotné kontrakce (Junqueira et al. 1997, Shier et al. 2016,
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Trojan et al. 2003). Svalova kontrakce je umoznéna interakci aktivniho myozinu

s aktinem.

Za odstranéni skupiny fosfatu z myozinové struktury (defosforylaci) zodpovida enzym
lehkofetézcova myozinfosfatdiza (MP). Timto krokem se vrati cela situace do
vychoziho bodu a dojde ke svalové relaxaci. Cely mechanismus je podrobné zobrazen

na Obr. 3.

Hlavnimi faktory, jez zprostiedkovavaji vasokonstrikci, jsou kromé vapenatych
kationtlh dale také proteinkindiza C a systém RhoA/ROCK. Opaéné pusobi
proteinkindza A a proteinkindza G. Pohyb jednotlivych dilezitych iontl do buiky
a z builkky pfislusSnymi iontovymi kandly ovliviiuje rozdil potencidlli mezi vné&jsi
a vnitini stranou membrany hladkosvalové bunky. Za klidového stavu je hodnota
membranového potencidlu ptiblizné -50 az -40 mV. Zména rozdilu potenciali —
hyperpolarizace (posun k zaporné€jsi hodnoté) a depolarizace (posun k méné¢ negativni
hodnot€) — jsou vyznamnymi faktory ovliviiujici proces kontrakce a relaxace (Gao

2017, Gurney a Clapp 1994).
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Obrazek 3 - Schéma kontrakce hladkého cévniho svalu

Vzestup koncentrace vapenatych kationtii (Ca’") umoznén influxem pres L-typ
napétove rizenych vapnikovych kanalii (L-Ca) a uvolnénim ze zasobnich bunécnych
organel — sarkoplazmatického retikula (SR), vytvoreni komplexu mezi vapnikem
a kalmodulinem (CaM) (1), aktivovany kalmodulin premeéni lehkoretézcovou
myozinkindzu z neaktivni formy (MLCK) na aktivni (aMLCK) (2) — ta ndsledne
pripojenim fosfatove skupiny k myozinu zajisti jeho aktivaci (3). Interakci mezi
myozinem a aktinem je navozena kontrakce svalu jako vysledek celého procesu (4).
Lehkoretézcova myozinfosfataza (MP) odstranénim fosfatové skupiny z myozinu
zpuisobi opacny dej — relaxaci (5). Procesem fosforylace je enzym myozinfosfatiza

premeénén na neaktivni formu (6).

Ptevzato a upraveno z: Mladénka (2018)

19



3.2. Vasokonstrikéni faktory

Vapenaté kationty (Ca*")

Za klidového membranového potencidlu je koncentrace vapniku podstatné vyssi
(dvacet az tficet tisickrat) ve vné&jSim prostiedi bunky oproti jeji cytoplazmé. Nizka
koncentrace vapenatych kationtli v bufice je udrzovana na plazmatické membrané
ginnosti Ca?>" ATPazy (PMCA) a Na™/Ca?" vyméniku (NCX) a dale Ca?>" ATPazy
lokalizované na povrchu sarkoplazmatického retikula (SERCA) (Gao 2017, Ledvina
et al. 2009a, Rokyta et al. 2000). Naopak ke zvySeni hladiny téchto kationtli v buiice
ptispivaji aktivni napétove fizené vapenaté kanaly (Cay), TRP kandly a nitrobunécné
kanaly spojené s IP3 receptory (IP3R) a s ryanodinovymi receptory (RyR) (viz Obr. 4)
(Carafoli a Krebs 2016). Mechanismus aktivace téchto kanalti bude popsan v pfislusné

kapitole.

Obrazek 4 - Schéma vasokonstrikcni aktivity vapenatych kationtu

Zelenymi Sipkami jsou zobrazeny zpiisoby vzestupu koncentrace vapenatych kationtii
v burice diilezité pro navozeni depolarizace membrany a vyvolani vasokonstrikce.

Ptevzato a upraveno z: Gao (2017), Katzung (2018)
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Proteinkinaza C (PKC)

Tato serin/threoninova kinaza ma nezastupitelnou roli v fad¢ signalnich pochodii
(Holzerova 2016). Inaktivni forma je lokalizovana ptfedevsim v cytosolu, zatimco po
aktivaci se presouva k plazmatické membrané, do sarkoplazmatického retikula
a jinych organel. MiiZe byt aktivovana mnoha riznymi podnéty — piisobenim hormoni
(adrenalin, angiotensin II), ristovych faktorii a ¢innosti neurotransmiterti. Podstata
aktivace spociva v navazani agonisty na membranovy receptor typu Ggq, tim nastane
aktivace fosfolipazy C (PLC) a ta zptsobi hydrolyzu fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu
(PIP2) lokalizovaného v membrané¢ bunck za vzniku sekundarnich posld —
diacylglycerolu (DAG) a inositol-1,4,5-trifosfatu (IP3) (Andrea a Walsh 1992, Trojan
etal. 2003). DAG je zodpovédny za aktivaci PKC a IP3; dokaZe aktivovat IP3 receptory
na sarkoplazmatickém retikulu, ¢imz podpoii uvolnéni vapniku z nitrobunéénych
zasob. Krom¢ toho muze byt PKC aktivovana fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatem
(PIP3) — vznikajicim pfti fosforylaci PIP> pomoci fosfatidylinositol-3-kindzy (P13K).
Cinnost aktivni PKC vede k depolarizaci plazmatické membrany, zvyseni koncentrace
vapenatych kationti v cytoplazmé buinky hladkého svalu avysledkem je
vasokonstrikce. Cela tato draha je v dalSich kapitolach uvadéna schématem G4-PLC-

DAG/IP3;-PKC (Gao 2017, Ringvold a Khalil 2017).

RhoA/ROCK systém

Tato signalni drdha hraje klicovou roli v mnoha bunéénych funkcich (kontraktilita,
motilita, buné¢na proliferace). Specifickd GTPédza oznacovana RhoA je dal$im
vyznamnym faktorem podilejicim se na procesu vasokonstrikce. Jestlize ma RhoA na
sebe navazanou molekulu GDP, je v neaktivni form¢. Aktivovana miize byt na
podkladé vasokonstrikénich plisobkll ve vnéjSim prostiedi buiikky nebo v ptipadé, Ze je
v buiice vyssi koncentrace vapniku se soucasnou aktivaci P3K kindzy. Aktivace
spociva ve vymeéné GDP za GTP. Nasledné aktivni RhoA aktivuje hlavni efektor této
signalni drdhy — serin/threoninovou kinazu ROCK. Ta plisobi nékolika mechanismy,
napf. inhibici fosfatazy lehkého myozinového fetézce MP dokdze zabréanit odstépeni
fosfatové skupiny ze struktury myozinu, diky tomu miize zistat myozin aktivni

a probiha vasokonstrikce, kromé tohoto je také schopna zabranit aktivaci napétove
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tizenych draselnych kanall a zamezit tim membranové re/hyperpolarizaci (Gao 2017,

Seccia et al. 2020, Shimokawa et al. 2016).

3.3. Vasodilatacni faktory

Proteinkinaza A (PKA = cAMP-dependentni proteinkinéaza)

Stejné¢ jako PKC patii i proteinkindza A do skupiny serin/threoninovych kinadz. Jinym
oznacenim této kinazy je ndzev cAMP-dependentni proteinkindza, protoze PKA je

zavisla na aktivaci praveé timto sekundarnim poslem.

Aktivaci PKA navodi fada vasodilata¢nich latek vazbou na membranovy receptor typu
G;. Tim dojde ke stimulaci enzymu adenylatcyklazy (AC), ta katalyzuje cyklizaci ATP
a odstépenim difosfatu vznika cAMP, ktery aktivuje PKA. Aktivni forma PKA
nasledné fosforyluje cilové struktury. Tato dréha je v dalSich kapitolach uvadéna jako

Gs-AC-cAMP-PKA.

Vysledny ucinek aktivni PKA spoc¢ivd zejména v navozeni re/hyperpolarizace
membrany effluxem draselnych kationtii z buniky, v poklesu koncentrace vapenatych
kationtd v cytoplazmé& hladkosvalové buiiky a nasledné ve vasodilataci. PKA ma také
schopnost zvysit aktivitu SERCA atim potencovat vychytdvani vapniku do
sarkoplazmatického retikula. Vasokonstrikéni aktivitu potlacuje mimo jiné 1 inhibici
IP3R na sarkoplazmatickém retikulu, ¢imzZ brani uvolnéni vapniku z buné¢nych zasob.
Dtlezitym mechanismem je také pfeména aktivni formy RhoA na neaktivni vyménou
GTP za GDP, timto krokem tedy inhibuje PKA vasokonstrikéni u¢inky RhoA/ROCK
systému zminéného v pfedchozi kapitole (Braune et al. 2020, Gao 2017, Ledvina et al.

2009b, Mladénka 2018, Ramanlal et al. 2022, Rokyta et al. 2000).

Proteinkinaza G (PKG = cGMP-dependentni proteinkinaza)

Tato proteinkinaza je efektorem cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP), pficemz
za vznik sekundarniho posla cGMP z GTP zodpovidéa guanylatcykldza (GC) dvojiho
typu — pGC vazana v bunécné membrané nebo solubilni guanylatcykldza (sGC)

aktivovand pomoci NO z buné¢ného endotelu (Francis et al. 2010, Schramm et al.
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2018). Rozlisujeme dva typy PKG — PKGI nachazejici se pfedevsim v cytoplazmé (pro
vasodilataci vyznamngjs$i) a PKGII v plazmatické membrané buiky. PKGI je
predevsim v hladkosvalovych buiikach, v krevnich destickach a v plicich, zatimco

PKGII je typické v gastrointestinalnim traktu, ledvinach nebo mozku.

Aktivni PKG fosforyluje rizné cilové struktury a tak ovliviiuje fadu bunécnych
procesi — zodpovidd za relaxaci hladkého svalu cévniho 1 svalstva
v gastrointestinalnim traktu, kromé toho inhibuje aktivaci a adhezi trombocyti

a bunééné déleni.

Podobné jako kaskada PKA, i1 signalni kaskada PKG pfispivda k membranové
re/hyperpolarizaci a vasodilataci mnoha mechanismy — aktivaci draselnych kanali
potencuje efflux draselnych kationti, snizuje aktivitu RhoA/ROCK systému, inhibuje
influx vapenatych kationtli do bunky a snizuje celkové citlivost myofilament vuci
vapenatym kationtim (Francis et al. 2010, Gao 2017, Gurney a Clapp 1994, Katzung
2018).

3.4. Regula¢ni mechanismy vasokonstrikce a vasodilatace

Souhra regula¢nich mechanismi je nezbytnym ptedpokladem pro funk¢nost celého
kardiovaskularniho systému. Jednak je potfeba regulovat krevni tlak tak, aby byly
pokryty aktudlni pozadavky tkéni a organi na dostate¢né prokrveni, pricemz
pozadavky se meéni v zavislosti na konkrétni ¢asti organismu a konkrétni situaci.
DalS$im podstatnych ukolem je zajistit tok krve spravnym smérem a zachovat tak hlavni

princip celé obehové soustavy (Langmeier et al. 2009, Trojan et al. 2003).

Zékladni regula¢ni mechanismy ovliviiujici tonus cévniho svalstva délime na centralni
dilezité pro zachovani spravné aktivity kardiovaskularniho systému jako celku
a mistni (lokalni) potfebné k regulaci pratoku krve danym mistem vasokonstrikci nebo

vasodilataci (Kittnar a Mlcek 2009, Trojan et al. 2003).

Z hlediska casového se déli fizeni krevniho ob&hu na regula¢ni zmény probihajici

rychle nebo pomalu (Mourek 2012).
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Rychlé mechanismy jsou zmény umoznéné ¢innosti nervového systému — predevsim
prostiednictvim signdli z vysokotlakovych baroreceptori karotického sinu
a aortalniho oblouku. Pokud je krevni tlak vysoky, dojde k aktivaci téchto receptorti
anasledné k rychlému poklesu srdecni frekvence inhibici sympatiku a aktivaci
parasympatiku (Mourek 2012, VIcek et al. 2010). Mezi pomalé neboli dlouhodobé
mechanismy regulace patii ptisobeni hormonu vasopresinu a také aldosteronu (Rokyta

et al. 2000).

3.4.1. Lokalni regulace

V experimentalni ¢asti diplomové prace pracuji s izolovanou cévou, a proto se nyni
zaméfim na lokdlni regulaci (oznacovanou také jako autoregulace). Mezi lokalni
regulacni mechanismy patii regulace endotelovd, enzymova a hormonalng-
neurogenni, tato posledni je rovnéz caste¢né zprostiedkovavana i centralnimi

mechanismy (viz nasledujici kapitola 3.4.2.).

3.4.1.1. Endotelova regulace

Jak jiz bylo zminéno, cévni endotel ma dvé zékladni schopnosti — plsobi jako
antitrombotickd bariéra a vyluCuje vasoaktivni plsobky (vasodilatacni

1 vasokonstrikéni), které ucinkuji autokrinné i parakrinné.

Pokud vSak dojde k naruseni jeho funkénosti (viz nasledujici kapitola 3.4.1.1.1.),
hovofime o endotelové dysfunkci, kterd se vyznamné podili na rozvoji riiznych

kardiovaskularnich chorob (Stejfa et al. 2007, Trojan et al. 2003).

NO (oxid dusnaty)

Za tvorbu tohoto vasodilata¢niho pisobku z aminokyseliny L-argininu zodpovida
enzym endotelidlni NO-syntaza (eNOS). Tvorba a néasledné uvolnéni NO mohou byt
vyvolany na zékladé stimulace endotelu mnoha riznymi medidtory jako jsou napf.
bradykinin nebo acetylcholin (Katzung 2018, Rokyta et al. 2000). NO je casto
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oznacovan zkratkou EDRF neboli z endotelu odvozeny relaxacni faktor (Trojan et al.
2003). Dnes je jiz jasng, ze NO je pouze prvnim identifikovanym mezi mnoha dal§imi

EDREF.

Oxid dusnaty je v téle zodpovédny i za fadu dalSich déju (Katzung 2018). Kromé
kardiovaskularniho systému je funkénim prvkem také pro nervovy nebo imunitni

systém (Zhao et al. 2015).

Vasodilatacni ucinek (viz Obr. 5) je spustén difuzi NO z endotelu do buiiky hladkého
svalu a navazdnim na rozpustnou guanylatcyklazu (sGC). Timto krokem dojde
k zahdjeni jiZ popsané kaskady — vzroste koncentrace cGMP a je aktivovdna PKG.
Nésledné je zablokovano uvolnéni vapenatych kationtli z nitrobunéénych zasob
a nemuze byt aktivovana MLCK; blokddou RhoA/ROCK systému je zvySena aktivita
MP; aktivace draselnych kanalti zptisobi efflux drasliku a tim nastane hyperpolarizace
bunééné membrany (Mladénka 2018, Rokyta et al. 2000, Silbernagl a Lang 2001, Zhao
et al. 2015). Naopak nedostatek oxidu dusnatého vede k prevaze vasokonstrikéné
pusobicich endotelidlnich faktord, pfedevsim endotelinu ET-1 (Rokyta et al. 2000).
Vyznamné jsou také antimitotické plsobeni na buiky hladkého svalstva
a antitromboticka aktivita. NO podporuje proces fibrinolyzy a tim zabrafiuje nadmérné

srazlivosti krve. Klicovou tlohou je rovnéz funkce neurotransmiteru (Katzung 2018).
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Obrazek 5 - Vasodilatacni aktivita oxidu dusnatého

K uvolneni kationtii vapniku ze zdasob burnky endotelu miize dojit napr. cinnosti na
endotelu zavislych medidatorii — bradykininu, acetylcholinu. Interakci vapniku
s kalmodulinem vznikd komplex (CaM) a ten zajisti aktivaci enzymu endotelialni NO-
syntazy (eNOS). Prekurzorem pro syntézu NO je aminokyselina L-arginin. Vytvoreny
NO za soucasného vzniku cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP)
z guanosintrifosfatu (GTP) zpusobi aktivaci rozpustné guanylatcyklazy (sGC). cGMP
aktivaci proteinkinazy G (PKG) zablokuje influx vapenatych kationtii do cytoplazmy

bunky a zabrani tak kontrakci (navodi dilataci).

Modifikovano podle: Katzung (2018)

Prostanoidy

Jako prostanoidy oznacujeme nékolik lokalné ptsobicich latek, jejich syntéza probiha
kaskadou enzymatickych reakci z kyseliny arachidonové (AA), kterd je soucasti
fosfolipidové membrany bunék. Derivaty této esencidlni polynenasycené mastné
kyseliny souhrnné oznacujeme jako eikosanoidy a prostanoidy jsou podskupinou

téchto sloucenin (Katzung 2018, Ledvina et al. 2009a, Zhu et al. 2020).

Enzym cyklooxygenaza (COX) zahajuje jednu z metabolickych drah kyseliny
arachidonové vedouci ke tvorbé nestabilniho endoperoxidu prostaglandinu G2 (PGG),
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z n¢j nasledné vznikd prostaglandin H> (PGHz). Rizné typy ptitomnych enzymi —
syntazy a isomerazy umozni sledem mnoha reakci preménit PGH> na prostanoidy —
prostaglandiny a tromboxan Az (TxAz) (viz ddle) (Gao 2017, Katzung 2018, Stejfa et
al. 2007, Zhu et al. 2020).

V bunkéch endotelu jsou pfitomny enzymy COX-1 (také PGH syntaza 1) a COX-2
(PGH syntaza 2), pticemz COX-1 zpravidla pfevazuje a je konstitutivni. Naproti tomu
COX-2 je inducibilni a jeho koncentrace v organismu je proménliva. Typickou situaci,
kdy koncentrace COX-2 narista, je probihajici zanét. Jeho vyznam stoupa také
s vékem a za patologickych podminek (obezita, diabetes, hypertenze) (Katzung 2018,
Mladénka 2018, Trojan et al. 2003).

Jind metabolicka cesta kyseliny arachidonové (pro kardiovaskularni systém ne tolik
zasadni) vede plisobenim enzymu S-lipoxygenazy (5-LOX) ke vzniku leukotrient.
Tyto piisobky jsou spojeny se vznikem bolesti a zvySenou propustnosti cévni stény

a vyznamné se tedy podileji na zan&tu (Katzung 2018, Stejfa et al. 2007).

NejvyznamnéjS$im prostanoidem je prostaglandin I (PGI2 neboli prostacyklin). Za
jeho produkci jsou zodpoveédné zejména endotelové a ¢astecné 1 hladkosvalové buiiky.
Prostaglandin I> se vaZe na membranovy IP receptor na bunkéch hladkého svalu, ktery
je spojeny s Gs proteinem, a zpusobi vasodilataci. Dal$im ucinkem je schopnost
zastavit novotvorbu hladkosvalovych bunék a velmi vyznamnym efektem je jeho
antitrombogenni aktivita. Schopnost velkych cév syntetizovat prostacyklin klesa od
tunica intima smérem k tunica adventitia (Braune et al. 2020, Gao 2017, Mladénka

2018, Rokyta et al. 2000).

Zasadni je rovnéZ tvorba prostaglandinu E> (PGEz), jehoZ vasodilata¢ni piisobeni je
obdobn¢ dtsledkem vazby na EP> receptor (Braune et al. 2020, Mladénka 2018,
Rokyta et al. 2000). PGE> navozuje relaxaci hladkého svalstva cév a také bronch,
v piipad¢ hladkych svali délohy a stiev vSak pisobi konstrikéné (Silbernagl a Lang
2001).

Oba typy receptorit — IP 1 EP; patii mezi Gs receptory. Jejich stimulaci je navozena
relaxace hladkého svalstva cév. Proces zac¢ind naristem hladiny cAMP, coz mé dale

za nasledek aktivaci PKA. V dalS$im kroku dojde k 1) inaktivaci MLCK fosforylaci,
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¢imz je znemoznéna aktivni kontrakce, 2) blokddé¢ uvolnéni vapniku ze zasob buiky
a 3) re/hyperpolarizaci bunky navozené aktivnim effluxem draselnych kationtl

(Braune et al. 2020, Mladénka 2018).

Syntéza tromboxanu A» je zprosttedkovana pievazné krevnimi destickami
(trombocyty), tvofen je také v buiikach dysfunkéniho endotelu (Stejfa 2007). Ptisobi
jako vasokonstriktor a podporuje shlukovani desticek. Piisobenim tromboxanu A; na
TP receptory typu Gq nastane aktivace PKC, zvySeni hladiny vapenatych kationt
uvnitf buiiky a vysledkem této signalizacni kaskady je navozeni kontrakce. Miizeme
ho najit také v ledvinném glomerulu, kde se jeho vasokonstrikéni aktivita projevi za
patologickych podminek. Ve farmakoterapii jsou vyuzivany latky pisobici jako
inhibitory TP receptorii, aby tak zabranily nadmérné vasokonstrikci a vzniku
nebezpeénych trombi (Braune et al. 2020, Katzung 2018, Mladénka 2018, Stejfa et al.
2007, Zhu et al. 2020).

Prostanoidy hraji ulohu v tad¢ dalSich fyziologickych i patologickych pochodl
v organismu (Braune et al. 2020). Maji krom¢ vyrazného efektu na hladky cévni sval
vyznamny vliv také na hladké svalstvo dychaciho, gastrointestinalniho,
rozmnozovaciho systému a v neposledni fad¢ ovliviiuji imunitni systém organismu.
V ledvinach hraji prostaglandiny kli¢ovou roli pfi zachovavani krevniho tlaku

a reguluji jejich spravnou ¢innost.

Prostaglandiny svou vasodilata¢ni aktivitou hraji tlohu také pfi rozvoji zénétu —
zvySuji propustnost cévni stény, podporuji krevni pritok danou oblasti, tvorbu otoku
a infiltraci postizen¢ho mista leukocyty (Katzung 2018). Z tohoto divodu jsou
v terapil hojné vyuzivana nesteroidni antiflogistika inhibujici aktivitu enzymu COX,

¢imz zablokuji celou kaskadu syntézy prostaglandini (Zhu et al. 2020).

Endotelin

Je to skupina 3 peptidd (isoformy ET-1, ET-2, ET-3) charakteristickych svou

vasokonstrikéni aktivitou. Kromé toho maji také ucinky proliferacni a trombotizujici.

e ET-1- cévni endotel, mozek — neurony a astrocyty centralni nervové soustavy,
ledviny
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e ET-2 —stfeva, ledviny

e ET-3 —stieva, nadledvinky

Nejvyznamnéj$im endotelinem pro kardiovaskularni systém je typ ET-1, pfic¢emz jeho
exprese muze byt zvySena ¢innosti ristovych faktorti nebo cytokint, stresem, piipadné
dalSimi vasoaktivnimi latkami (Katzung 2018, Mladénka 2018, Rokyta et al. 2000,
Stejfa et al. 2007, Trojan et al. 2003).

Endoteliny stimuluji dva typy receptori — ETa a ETg receptory. Afinita k receptoru
ETg je u vSech ti izoforem endotelinu srovnatelnd, avsak efektivita ET-3 na receptoru

ETa je vyrazné niZ$i oproti zbylym dvéma formam (Davenport et al. 2016, Gao 2017).

Stimulaci ETp receptoru vendotelu navodi antiproliferaci a vasodilataci
zprostiedkovanou uvolnénim prostacyklinu a oxidu dusnatého z endotelu, zatimco
navazdnim na stejny typ receptoru v bunikdch hladké svaloviny plsobi
vasokonstrikéné (Katzung 2018, Mladénka 2018, Rokyta et al. 2000, Stej fa etal. 2007,
Trojan et al. 2003).

ETa receptor v hladkém svalu patii do skupiny Gq receptorti, endotelin ptisobenim na
tento receptor aktivuje signalni kaskadu PLC-DAG/IP3;-PKC vedouci k vasokonstrikci
(Katzung 2018, Klabunde 2019b, Mladénka 2018).

Endotelin plisobi nejen na cévy, ale také na srdce ovliviitovanim krevniho tlaku, a proto
je na pomezi mezi celkovou a lokalni regulaci. Jeho polocas je velmi kratky a produkce
pfisné regulovana. V ledvinach ma endotelin vliv na vasokonstrikci a na snizeni
glomerularni filtrace, v plicich podporuje bronchokonstrikci (Katzung 2018, Stejfa et

al. 2007).

3.4.1.1.1. Dysfunkce endotelu

Dojde-li k poruse vrstvy endotelu, nastanou zmény i v plnéni jeho zakladnich funkeci,
vysledkem tak mize byt az funk¢ni systémova porucha. Dysfunkce spociva predevsim
v ptevaze vasokonstrikénich ptsobkl a ve zvySené vasokonstrikci, naruSena je poté

celkove 1 mechanicka, metabolicka i sekreCni endotelova aktivita.
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Endotel mize byt poSkozeny z mnoha riznych pfi¢in — mechanickymi, chemickymi,
imunitnimi, infekénimi ¢i degenerativnimi vlivy. Pfi nespravné ¢innosti endotelu je
dale charakteristicka jeho zvysena permeabilita, prokoagulacni aktivita souvisejici se
vznikem trombt €i schopnost aktivovat zanétlivé reakce. Tyto procesy hraji stézejni
ulohu v patofyziologické podstaté fady onemocnéni obéhového systému — vysoky
krevni tlak, srde¢ni selhéni, kornaténi tepen (ateroskler6za) (Erdman et al. 2007,

Karasek a Vaverkova 2009, Klener et al. 2012, Stejfa et al. 2007).

Posledni zminény patofyziologicky proces je zavazny, nebot rozvijejici se
aterosklerotické zmény postupné zuzuji prasvit tepny nadmérnym uklddanim tukt
v cévni sténé a rozruSuji celkové vystelku endotelu, vysledkem miiZze byt usazovani
trombu na vytvofeném sklerotickém platu az uplny uzavér tepny. Riziko vzniku
endotelové dysfunkce vyznamné zvy$uji obezita a diabetes (Certik et al. 2005,

Klabunde 2019b, Vicek et al. 2010, Vokurka 2018).

3.4.1.2. Myogenni regulace

RoztazZeni stény cévy pies ur€itou mez vyvolané zvySenou hodnotou krevniho tlaku
vede k odpoveédi v podobé kontrakce hladkosvalové casti cévni stény. Nastane
zmenseni celkového prisvitu cévy. Ulohou tohoto regulaéniho procesu je zachovat

relativné staly krevni tok cévou 1 za situace zmény tlaku (Kittnar a Mlcek 2009).

3.4.1.3. Enzymovd regulace

Renin-angiotensin-aldosteronovy systém (RAA/RAS)

Tento enzymovy regulacni systém je podstatny pro regulaci mnoha fyziologickych
funkci — ovliviiuje hodnotu krevniho tlaku, objem extracelularni tekutiny i endokrinni
aktivitu srdce. Cinnost tohoto systému je patrna v mozku, srdci, ledvinach, tukové
tkani, kosternim svalstvu, v samotnych hladkosvalovych buitkach cév i v neuronech

nervove soustavy.
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Renin se tvofi a nasledné uvoliiuje z bun€k juxtaglomerularniho aparatu ledvin jako
reakce organismu na fadu podnétd, mezi néz patii nizky obsah NaCl v ledvinnych
tubulech, zvysSena aktivita sympatiku, ¢innost NO a prostanoidii jako vasodilata¢nich
Cinitelt, nizké prokrveni ledvin a stimulace beta 1 receptort v ledvinach (Liillmann et
al. 2004, Stejfa et al. 2007). Renin funguje jako katalyzator pfemény neaktivni formy
angiotensinogenu na angiotensin I (AT1) a ten je poté ¢innosti enzymu angiotensin
konvertujici enzym (ACE) v krevnim ob¢hu (pfedevsim v plicich) metabolizovén na
angiotensin II (AT2) (viz Obr. 6) (Junqueira et al. 1997, Katzung 2018, Miller a Arnold
2019, Rokyta et al. 2000, Shier et al. 2016).

AT2 navdzanim na AT, receptor (Gq) plisobi vasokonstrikei, kterd se mlize projevit az
zvySenim krevniho tlaku, ovlivni také proliferaci bun€k, uvolnéni aldosteronu
a vasopresinu, aktivaci sympatiku a dysfunkci baroreceptori. Stimulace sympatického
nervoveého systému je zajisténa aktivnim presynaptickym uvoliiovanim noradrenalinu

a inhibici jeho zpétného vychytavani na zakoncenich jednotlivych nervovych vlaken.

Degradaci AT2 (piedevsim neutralni endopeptidazou) vznika heptapeptid oznacovany
jako ANG (1-7) ptsobici opacné nez AT2, tedy snizuje krevni tlak a vaskularnimi,
kardialnimi, rendlnimi a nervovymi mechanismy plni kardioprotektivni lohu (Miller

a Arnold 2019).

AT2 je hlavnim stimulem pro uvolnéni aldosteronu, steroidniho hormonu
produkovaného ktrou nadledvin. Stimulaci mineralokortikoidnich receptorti (MR)
v distalnim a sbéracim kanalku ledvin aldosteronem dochazi k zadrzovani sodiku,
aktivaci receptori na povrchu builky vyvoldvajicich vasokonstrikci a vyslednym
efektem je tedy opét zvySeni krevniho tlaku (Junqueira et al. 1997, Miller a Arnold
2019, Rokyta et al. 2000, Trojan et al. 2003).

JelikoZ vSechny tfi humoralni plsobky tohoto regulaéniho mechanismu vykazuji
vasokonstrikéni aktivitu, byvd praveé inhibice mist jejich plsobeni podstatou
farmakoterapie fady onemocnéni spojenych s kardiovaskularnim systémem.
Naptiklad skupina ACE inhibitorii, antagonistl receptorti pro AT2 nebo blokatory
receptorti pro aldosteron patfi mezi vyznamna antihypertenziva (Dolezal et al. 2022,
Keith Wan Kee 2013, Klener et al. 2012, Soucek et al. 2019, Vitovec et al. 2017). Za

zminku stoji, Ze AT receptory se nachézeji i na endotelu a zde pravdépodobné mohou
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fungovat jako mechanoreceptory (Schleifenbaum et al. 2014). Dusledkem jejich

stimulace je vasodilatace.

LEDVINA >
RENIN

ACE PLICE

! NAVRAT
TLAKU K
NORME

Obrazek 6 - Schéma RAS systému a jeho regulacni mechanismus

Ptevzato a upraveno z: Martinkova et al. (2007), Trojan et al. (2003)

Kininovy systém

Tento systém peptidii oznacovanych jako kininy je charakteristicky vasodilatacni
aktivitou. Z plazmatické bilkoviny kininogenu c¢innosti proteolytického enzymu
kallikreinu vznika polypeptid kalidin a zné& néasledné nejznaméjsi vasodilatacné

pusobici bradykinin.

Bradykinin stejné jako prostaglandiny a leukotrieny patii mezi mediatory receptort,
jejichz aktivace je nésledné spojena se vznikem a vedenim bolesti. Pravé bradykinin
je schopen potencovat syntézu a vylu¢ovani prostaglandinti (Katzung 2018, Klener et
al. 2012). Vasodilatacni G€inky kinini jsou bud’ vysledkem jejich pfimého inhibi¢niho
efektu na hladky sval (mikrocirkulace), nebo mohou byt ve vétSich cévach
zprostfedkovany zendotelu uvolnénym NO a vasodilatacnich prostaglandint,
k ¢emuz dochdzi stimulaci jejich B2 receptorti (B2R). Aktivace tohoto receptoru

patficiho do skupiny Gq receptorll je spojena s ¢innosti sekundarnich posla — DAG
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alIP3; a néaslednou aktivaci PKC. ZvySena hladina vépniku nasledné aktivuje
fosfolipazu A» (PLA>) a endotelialni NO-syntazu (eNOS) (Biel et al. 2018, Katzung
2018, Mladénka 2018). Kromé toho mohou byt B2R spojeny i s Gi proteinem.
Piisobeni bradykininu na B2 receptory je podobné jako piisobeni histaminu na jeho H2
receptory, histamin hraje stejné jako bradykinin tlohu pfi drazdéni volnych nervovych

zakon&eni zodpovédnych za vedeni bolesti (Stejfa et al. 2007, Vokurka 2018).

Kininy plisobi vasodilatatné¢ také na arterioly ledvin, ¢imz ovliviluji proces
glomeruldrni filtrace (Trojan et al. 2003). Jejich efekt spocivajici ve stimulaci
prokrveni je patrny také ve zlazach gastrointestinalniho traktu a potnich zlazach kiize

(Kittnar et al. 2009).

Kininy jsou rychle metabolizovany pomoci nespecifickych exopeptidaz
a endopeptidaz (kinindz). Kininaza I je syntetizovana v jatrech, kininaza II se nachazi
v plazmé a endotelovych buiikach cév a ptlisobi také jako angiotensin konvertujici

enzym (Katzung 2018).

3.4.2. Centralni regulace

Mechanismy regulace centralni vychéazejici z centra v mozkovém kmeni zodpovidaji
pfedev§im za udrZeni stdlého toku krve v cévach fizenim periferniho odporu

a srde¢niho vydeje (Langmeier et al. 2009, Petiek 2019, Trojan et al. 2003).

3.4.2.1. Hormondalné-neurogenni regulace

Cirkulace krve je na centralni urovni regulovana pomoci vegetativniho nervového
syst¢tmu (VNS — neurogenni slozka regulace) a cinnosti nékterych hormont

(hormonalni slozka regulace) (Stejfa et al. 2007, Trojan et al. 2003).

Z funkéniho pohledu délime nervovy systém na vegetativni a somatickou cast.
Vegetativni (autonomni) ¢ast je tvofena protichiidng plisobicimi celky — sympatickym
a parasympatickym. Vegetativni systém inervuje hladké svalstvo riznych organti —

cév, zlaz, srdce a tukové tkan¢; tim se tedy podili nejen na udrZeni stalosti vnitiniho
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prostfedi, ale také pfizptisobuje tkanovou a organovou aktivitu konkrétnim
pozadavkim (Langmeier et al. 2009, Liillmann et al. 2004, Shier et al. 2016, Trojan et
al. 2003, Vajner et al. 2017). Vyraz autonomni casto piekladany jako ,.samostatny,
nezavisly “ je oznaCenim velmi nepiesnym, protoze regulace ¢innosti je zajiSténa jak
na centrdlni Grovni (mozkem a michou), tak pomoci mechanismi perifernich

(nervovymi vlakny) a srdce ma i urcity stupen automacie (Dylevsky 2019).

Sympaticka a parasympaticka ¢ast systému se lisi typem mediatoru vedouciho vzruch
ze zakonceni neuronu smérem k prislusnému efektoru. V ptipadé sympatického
vegetativniho systému je hlavnim medidtorem ptsobicim na adrenergni receptory
noradrenalin (NA), u parasympatiku je molekulou véazajici se na cholinergni typ
receptort acetylcholin (Ach) (Katzung 2018, Langmeier et al. 2009, Petiek 2019,
Vajner et al. 2017).

Vétsinu Utrobnich orgént reguluji oba tyto typy nervového systému, pficemz pii
stresu, chorobé a zatézové situaci prevladd aktivita sympatiku, na druhou stranu
¢innost parasympatiku je typickd zejména pfi traveni, vstiebavani, spanku a pfi jinych

klidovych situacich (Trojan et al. 2003).

Hormony miizou na svou cilovou strukturu piisobit dvéma zpiisoby, mezi néz fadime

mechanismus druhého posla a mechanismus jaderny pies receptor v cytosolu buriky.

Prvni zminé€ny mechanismus spo¢iva nejprve v navazani hormonu jako prvniho posla
na pfislusny receptor, ¢imz dojde nésledné k aktivaci malé signdlni molekuly —
tzv. druhého posla. Tim byva nejcastéji jiz nékolikrat zminény cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP), cyklicky guanosinmonofosfait (cGMP), vépenaté
kationty (Ca?"), diacylglycerol (DAG), inositoltrifosfat (IPs) a fada dalSich, vyznam
sekundarniho posla tkvi predev§im ve zprostfedkovani Ucinku pasobiciho hormonu

(Ledvina et al. 2009a, Mourek 2012).

Katecholaminy

Z této skupiny latek oznacovanych jako derivaty aminokyseliny tyrozinu je vyznamny
pfedev§im hormon adrenalin (A) vznikajici v dfeni nadledvin a déle neurotransmiter
noradrenalin (NA) uvolfiovany zbunc¢k nervovym impulzem. VyluCovani téchto
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hormontl je fizeno cCinnosti sympatiku a muaze byt ovlivnéno fadou podnéti —
napf. zatéz pro organismus, trauma, poplachova situace apod (Katzung 2018, Rokyta

et al. 2000, Trojan et al. 2003, Vajner et al. 2017).

Rozlisujeme dva zékladni typy adrenergnich receptorti — alfa a beta vcetné piislusSnych
podtypt; efekty v hladkém cévnim svalstvu po receptorové stimulaci mohou byt
ruzné, jelikoz vzdy velmi zélezi, ktery konkrétni typ receptoru bude katecholaminem
aktivovan. Adrenalin je typicky afinitou k obéma typim téchto receptort,
noradrenalinem jsou v béznych davkéch aktivovany pouze alfa receptory (Langmeier
et al. 2009, Stejfa et al. 2007, Trojan et al. 2003). Typy a podtypy adrenergnich
receptord, véetné jejich vyskytu a vysledného efektu v piipad¢ jejich stimulace jsou

podrobnéji rozepsany v Tab. 1.

Alfa; typ receptoru je pro obéhovy systém typicky, a to zejména v odporovych cévach.
Tento podtyp patii do skupiny Gq receptorti, navazanim katecholaminu dojde
k aktivovani kaskddy PLC-DAG/IP;-PKC vedouci k vasokonstrikci (Gao 2017,
Katzung 2018, Liillmann et al. 2004, Mladénka 2018, Trojan et al. 2003).

RovnéZ receptory typu beta maji své piislusné podtypy. Cévy jsou charakteristické
vyskytem betar receptor, zatimco podtyp beta; je typicky zejména pro srdce.
Receptory v cévach fadime do skupiny Gs receptort a jejich stimulaci nastava opacny
d¢j (vasodilatacni) v porovnani s receptory alfa (Katzung 2018, Mladénka 2018,
Rokyta et al. 2000, Trojan et al. 2003).

TYP , VYSLEDNY DEJ NAVAZANIM
RECEPTORU VYSKYT MEDIATORU
tvorba IP3 a DAG, uvolnéni Ca2+,

vasokonstrikce

alfa 1 hladké svalstvo

presynapticka nervova zakonceni, krevni

alfa2 desticky, tukové tkaf, hladké svalstvo

inhibice adenylatcyklazy (AC), snizeni cAMP
stimulace adenylatcyklazy (AC), zvySeni cAMP,

beta 1 srdce, tukova tkan, mozek, ledvinné tubuly .
vasodilatace
<41 l, ~ A A A 24 17
beta 2 hladké svalstvo, srde¢ni svalstvo stimuface adenylatcykla.zy (AC), zviSeni cAMP,
vasodilatace
beta 3 tukova tkafi, srdce stimulace adenylatcyklazy (AC), zvySeni cAMP,

vasodilatace

Tabulka 1 - Adrenergni receptory — typy, vyskyt, vysledek aktivace

Ptevzato a upraveno z: Katzung (2018)
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Vysledkem vazby noradrenalinu na receptory alfa; je vasokonstrikce (Langmeier et al.
2009, Rokyta et al. 2000). V porovnani s adrenalinem v ptipadé tohoto ptisobku chybi
systétmovy efekt, jelikoz noradrenalinem je vétSinou ovliviiovana pouze konkrétni

ohranicena oblast (Liillmann et al. 2004).

Acetylcholin

Syntéza tohoto mediatoru vychdzi zcholinu a acetylkoenzymu A, ucinek je
zprostiedkovan pomoci cholinergnich receptori (Kachlik 2018, Liillmann et al. 2004,

Mladénka 2018, Rokyta et al. 2000).

Cholinergni receptory se déli do dvou kategorii — skupina nikotinovych receptorti
(N — soucasti iontového kandlu) a muskarinovych (M — vazané s G proteinem).
U muskarinového receptoru je rozliSovano 5 podtypt a vysledny ucinek po navazani
agonisty neni vzdy stejny — pusobi excitacné i inhibi¢né. V cévach se vyskytuji
zejména M3 receptory, jejich stimulace vede ke kontrakci hladké svaloviny, naopak
v endotelu navodi vasodilataci prostfednictvim stimulace tvorby NO. V srdci je
charakteristicka pfitomnost M> typu a jejich efekt je inhibi¢ni. Typy muskarinovych
receptortl, jejich vyskyt a vysledek stimulace jsou uvedeny podrobnéji v Tab. 2

(Kittnar et al. 2021, Mladénka 2018, Novakova 2011, Trojan et al. 2003).

TYP . VYSLEDNY DEJ NAVAZANIM
RECEPTORU VYs MEDIATORU
tvorba IP3 a DAG, uvolnéni Ca2+
Ml CNS tgangliova vlakn: tiku " ’
neurony, postgangliova vlakna sympa vasokonstrikce
otevieni draselnych kanald, inhibice
M2 dce, hladké svalstvo, CNS
srdce, hladké svalstvo, neurony adenylateyklazy (AC)
M3 exokrinni Z1azy, cévy (endotel i hladké svalstvo),  tvorba IP3 a DAG, uvolnéni Ca2+, kontrakce
CNS neurony hladkého svalu, relaxace endotelu
otevieni draselnych kanald, inhibice
M4 N
CNS neurony adenylatcyklazy (AC)
tvorba IP3 a DAG Inéni Ca2+
M5 cévni endotel (hlavné v mozku), CNS neurony orvaths a > uvornent Last,
vasokonstrikce

Tabulka 2 - Muskarinové receptory — typy, vyskyt, vysledek aktivace

Ptevzato a upraveno z: Gao (2017), Katzung (2018)
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Nikotinovy receptor je tvofen cCtyfmi podjednotkami a jeho otevienim
zprostiedkovanym vazbou acetylcholinu je spustén prestup zejména sodnych kationtli
(z casti 1vapenatych kationtil), ¢imz nastavd depolarizace (Kittnar et al. 2021,

Martinkova et al. 2007, Mladénka 2018, Trojan et al. 2003).

Acetylcholin zprosttedkovava pienos vzruchli na mnoha mistech: na postgangliovych
vlaknech parasympatiku, v gangliich, nadledvinkdch a na nervosvalové ploténce

(Petiek 2019). V neposledni fad¢€ se uplatni v CNS.

Serotonin (5-HT = 5-hydroxytryptamin)

Serotonin plni Glohu neurotransmiteru, lokalniho hormonu gastrointestinalniho traktu
a dilezity je také v procesu srazeni krve (Katzung 2018, Liillmann et al. 2004).
Zodpovida za tadu fyziologickych funkci organismu, napt. kontrakce hladkého
svalstva a stimulace peristaltiky v GIT a dulezitad je také jeho uloha v centralnim
nervovém systému, kde reguluje spanek, naladu, vedeni bolesti, védomi, sexudlni
chovani, navozuje nauzeu a zvraceni (Martinkové et al. 2007, Mladénka 2018, Rokyta
et al. 2000, Trojan et al. 2003). Jeho vasoaktivita je dana typem receptoru, ktery se
v céveé nachazi, vysledny efekt mize byt vasodilatacni 1 vasokonstrik¢ni. Je popsano
sedm typil serotoninovych receptorti, v cévach hraje roli podtyp 5-HT2, méné dilezité
jsou typy 5-HT; a 5-HT7. 5-HT> receptor (Gq skupina) se nachazi ve velkych artériich
elastického typu a jeho stimulaci nizkymi koncentracemi serotoninu za fyziologickych
podminek nastavd vasodilatace prostiednictvim endotelovych bunék, naopak
predevsim za patologickych situaci serotonin vyvola vasokonstrikci pfimym u¢inkem
na hladky sval. Receptory 5-HT7 se nachéazeji v odporovych arteriich, jsou typu Gs
a jejich aktivace ptispiva k vasodilataci. Receptory 5-HT (Gi) se nachdzeji v cévach
CNS ajsou mistem ucinku triptanii. Serotonin je shromazdovan a ukladan také
v denznich téliskach trombocytii a zde podporuje hemostazu shlukovanim desticek

(Junqueira et al. 1997, Mladénka 2018, Rokyta et al. 2000).
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Vasopresin

Vasopresin jinak téz oznacovany jako antidiureticky hormon (ADH) neboli adiuretin
je produkovéan hypothalamem a odtud transportovan do oblasti zadniho laloku
hypofyzy (Cihak 2016, Silbernagl a Lang 2001). Znamé jsou jeho receptory typu Via,
Viv a Va2 (Trojan et al. 2003).

Stimulace Via receptoru v cévach je spojend s vyvolanim vasokonstrikce (Mladénka

2018).

Receptory V> ovliviiuji cévy nepiimo: stimulace V> receptort (Gs) zvySuje zpétnou
resorpci vody, tim plsobi proti tvorbé moci (diuréze) a podporuje zadrzovani vody
v téle. Zvysenim reabsorpce vody v ledvinach dojde ke zvySeni napéti cévni stény
atim 1 ke zvySeni krevniho tlaku a nastava tedy vasokonstrikéni (presoricky) efekt

(Kachlik 2018, Rokyta et al. 2000, Trojan et al. 2003).

Natriuretické peptidy

Tyto hormony jsou produkovany nékterymi bunkami srde¢ni svaloviny — patii sem
atriovy (atrialni) natriureticky peptid (ANP) vznikajici v sinich pii nataZzeni bun&k
a B-natriureticky peptid (BNP) tvofeny ptedevs§im v srdecnich komoréach. Ke zvySeni
jejich koncentrace v krvi dochazi pti zvySeni krevniho tlaku a vzestupu objemu
extracelularni tekutiny (Cihak 2016, Langmeier et al. 2009). Ptisobenim ANP a BNP
na ledvinné cévy a kanéalky dojde ke zvySenému vylucovani moci, sodnych kationt
a mén¢ draselnych kationtll, ¢imZ dochazi ke zmenseni objemu mimobunécné tekutiny

(Cihak 2016, Stejfa et al. 2007).

DalSim typem je C-natriureticky peptid (CNP) syntetizovany primarné€ v centralnim
nervovém systému, kde vykazuje vasodilatacni aktivitu (Katzung 2018). CNP také
vznika periferné pifimo v endotelu a plisobi na sousedni hladky cévni sval. Aktivaci
guanylatcyklazy pGC a naslednym zvySenim hladiny cGMP jako sekundarniho posla
nastava vasodilatacni efekt (Mladénka 2018). Vyssi koncentrace tohoto peptidu je

v organismu typicka pfi ledvinném selhani (Stejfa et al. 2007).
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3.5. Role iontovych kanali

IONT KONCENTRACE KONCENTRACE
INTRACELULARNI (mmol/l) EXTRACELULARNI (mmol/l)
Na" 12 135-145
K 155 4
Ca™ 10°-107 2

vvvvvv

v intracelularnim a extracelularnim prostredi

Ptevzato a upraveno z: Nachtigal (2020)

Ve vaskularni fyziologii hraje velkou roli membranovy potencidl, ktery je urceny
koncentraci ptredevSim draselnych a sodnych iontd na obou strandch bunécné
membrany. Tietim dulezitym typem iontd jsou vapenaté, které se ptimo podileji na

svalovém stahu.

Koncentrace téchto iontli v cytoplazmé buiiky hladkého cévniho svalu a ve vnéjSim
prostiedi buniky jsou uvedeny v 7ab. 3. lonty prechédzeji pfes membrany pomoci

iontovych kanal, ATP4z a vyménika. Jejich piehled je uveden v nasledujicim textu.

Kandly fizené ryanodinovymi receptory (RyR)

Tyto iontové kanaly se nachédzeji na povrchu sarkoplazmatického retikula bunék
a zprostiedkovavaji pfedevsim uvolnéni vapenatych kationt ze sarkoplazmatického
retikula do cytoplazmy. Celkem miiZeme rozlisit 3 podtypy, pro srde¢ni sval a hladky
cévni sval je typicky vyskyt zejména RyR2 typu (Song et al. 2016, Tykocki et al.
2017).

RyR kandly jsou regulovany cytosolickou hladinou vapniku (vdzané¢ho na kalmodulin)

— velmi nizk4 hladina <~100 nM je uzavira, nizka hladina vapniku (~10 uM) vede
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k aktivaci a vysoka koncentrace (mikromolarni) je opét inhibuje. K aktivaci kanalu
sta¢i zvySeni hladiny vapniku v nejblizSim okoli kandlu, coz zpilisobi zesileni

vapnikového signalu a ptispiva k vasokonstrikci (Tykocki et al. 2017).

Kanaly tizené inositol-1.,4,5-trifosfatovymi receptory (IP3R)

Tento typ iontovych kandli opét najdeme na povrchu sarkoplazmatického retikula. Jak
jiz napovida jejich pojmenovani, tyto kanaly jsou aktivovany zejména cCinnosti
sekundérniho posla IP3 a disledkem je zvySeny efflux vapniku do cytoplazmy.
Aktivita receptort je regulovana zejména pomoci agonisti Gq receptort a také okolni
koncentraci Ca®" ionti (analogicky jako u RyR kanall). Na regulaci se podileji
i cAMP, Mg*" ionty a riizné proteinkinazy (Brozovich et al. 2016, Gao 2017, Katzung
2018, Levitan a Dopico 2016, Taylor et al. 2014, Tykocki et al. 2017).

TRP kanély

Z anglické zkratky lze tento typ receptorii oznalit jako receptorové kandly
pfechodného potencidlu (transient potential). U téchto kanali rozliSujeme Sest

hlavnich podtypti — C, M, V, A, P, ML (Tykocki et al. 2017).

Aktivita téchto kanalli je ovlivilovana fadou rtiznych podnétl — intracelularnimi
signaliza¢nimi drahami, fyzikalnimi stimuly (teplota) ¢i mechanickym stresem,
pricemz ke stimulaci kanalti dochazi zejména cestou G, receptor-PLC-DAG/IP3-PKC.
Otevienim je umoznén vstup extracelularnich vapenatych kationt do bunky i jejich
uvolnéni ze zésobnich organel buniky, ¢imZ je podpofena vasokonstrikce (Blair et al.
2022). Mensi cast téchto kanalll je propustnd pro sodné kationty a podili se na

depolarizaci bunééné membrany.

Napétové tizené vapenaté kandly (Cay — VGCC)

Tento typ iontovych kanali je jednim zhlavnich zpusobl, jakymi vstupuje

extracelularni vapnik dovnitt buniky. Pii membréanové depolarizaci (vtok sodnych
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a vapenatych iontll) dojde k otevieni téchto kanall a naslednému influxu vapenatych
kationtd do bunék hladkého svalstva, coz je stézejni ptredpoklad pro svalovou
kontrakci (Dopico et al. 2018, Spencer a Crozier 2012). Zakladnimi skupinami kanalt
jsou typy L, N, P/Q, T.

o L-typ (long = dlouhé) — hladky sval, srde¢ni sval
e N-typ (neuronové) — mozek, periferni nervovy systém
e P/Q typ — Purkynovy buiiky v mozecku

e T-typ (transient = ptechodné) — neurony, hladky sval

V hladkém svalu cév jsou klicové typy L a T. Vysokoprahové (aktivované velkou
potencidlovou zménou) kanaly L typu mizeme podle strukturni podjednotky rozd¢lit
do ¢tyt podskupin oznacovanych jako Cay 1.1 az 1.4. Dihydropyridiny (dipiny) jsou
sloueniny pouzivané jako inhibitory téchto kanalt, tedy jako vyznamna
vasodilatancia, zatimco latka BayK-8644 funguje jako agonista (Dolezal 2022,
Tykocki et al. 2017, Zamponi et al. 2015). Jak jiz bylo zminéno vySe, otevirani

a uzavirani téchto membrénovych kanala se odviji od membranového potencidlu.

Vasokonstrikéni latky agonisticky puisobi na receptory spojené s Gq proteinem
a kaskadou PLC-DAG-PKC zodpovidaji za depolarizaci a otevieni vapenatych kanalt
(Gurney a Clapp 1994, Rokyta et al. 2000, Veizerova et al. 2007).

Naopak uzavieni téchto kanali za re/hyperpolarizace a tim vasodilatace je

zprostiedkovano signaliza¢ni kaskadou Gs-4C-cAMP-PKA.

Draselné kanaly

Tuto skupinu kanald tvofi ne€kolik raznych typti — napétove tfizené draselné kandly
(Ky), draselné kanaly aktivované vapnikem (Kca), draselné kanaly fizené ATP (Katp)

a draselné kanaly usmérnéné dovniti (Kir) (Gao 2017, Tykocki et al. 2017).

Draselné kationty jsou pro vytvaieni potencidlu bunééné membrany zasadni, jelikoz

pro tento iont je membrana bun¢k propustna nejvice (Nachtigal 2020).
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Napétove Fizené draselné kanaly (K.)

Tyto kanély maji za kol udrzovat klidovy potencidl bunéné membrany. K jejich

aktivaci dojde pi1 membranové depolarizaci (Trojan et al. 2003, Tykocki et al. 2017).

Kanaly, které nemaji schopnost se inaktivovat, jsou pii klidovém membranovém
potencialu uzavieny a draselné¢ ionty z bunky neunikaji. Pfi depolarizaci bunky
dochdzi k otevirdni kanald, za vysoké hodnoty depolarizace, kdy se vnitini membrana
stava pozitivnéjsi, jsou kandly otevieny prakticky stile a draselné ionty buiiku
opoustéji. V této chvili dojde k inaktivaci sodikovych kanalt. Unik draselnych
kationtli z buniky umozni vyrazny pokles kladného néboje zptisoben¢ho depolarizaci
anastane bunécnd repolarizace — ndvrat ke klidovému (vice negativnimu)

membranovému potencialu (Rokyta et al. 2000, Trojan et al. 2003).

Blokada Ky kanalu vlivem agonistl plisobicich na Gq receptory vyvola vasokonstrikci.
K inhibici kandlu dochdzi pomoci proteinkindz (zejména PKC) a zvySenim

nitrobunééné koncentrace vapenatych kationta.

Vasodilatancia agonisticky plsobici na Gs receptory stimuluji cestu AC-cAMP-PKA
nebo sGC-cGMP-PKG, ¢imz aktivuji draselné K, kandly a zplsobi vasodilataci
(Dopico et al. 2018, Tykocki et al. 2017).

Vapnikem aktivované draselné kandly (Kcq)

Tento typ kanalu je aktivovan zvySenim nitrobunééné koncentrace véapenatych

kationtti (Rokyta et al. 2000).

Délime je do 3 skupiny — velké vodivostni kanaly (BKca), kandly s vodivosti stfedni
(IKca) a malou (SKca). Kanaly BKca jsou typické pro hladky cévni sval, ostatni se

nachdzeji hlavné na endotelu.

V ptipadé otevieni vSech podtypil téchto kanali dochazi k effluxu draselnych kationti
z buniky, ktery je velmi dilezity pro vaskularni fyziologii, protoze ovlivni nejblizsi
buniky. Typicky K* ionty uvolnéné zendotelu reguluji membranovy potencial
sousedni svalové bunky (Levitan a Dopico 2016, Tykocki et al. 2017). K blokad¢

BKca kandlu jsem v této praci pouzila iberiotoxin.
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Draselné kanaly rizené ATP (Karp)

Aktivita téchto kanalti zavisi na koncentraci intracelularniho ATP — pfi snizeném
mnozstvi ATP v bunice dojde k aktivaci kanalu a nastane vasodilatace, naopak kanal
je uzavieny v ptipadé, Ze je koncentrace ATP v bunce dostateéné vysoka (Hibino et
al. 2010, Tykocki et al. 2017). Inhibice téchto kanald vyvold vasokonstrikci. Tyto
kanaly jsou aktivni pii stavech hypoxie, acidozy, endotoxického Soku, pii poklesu

hladiny intracelularniho ATP.

K inhibici se v experimentalnich pokusech pouziva sloucenina glibenklamid (derivat

sulfonylurey vézici se na strukturni podjednotku kanalu).

Draselné kanaly usmeérnené dovnitr (Kiy)

Zejména malé artérie jsou charakteristické pritomnosti tohoto typu iontovych kanalt.
Diky jejich ¢innosti je pii hyperpolarizaci membrany (negativni membranovy
potencial oproti rovnovaznému potencialu pro K™ ionty) umoznén vstup draselnych
kationtli do bunky, zatimco pfi mirné membranové hyperpolarizaci naopak nastava
mirny efflux téchto iontd a za depolarizace jsou uzaviené. Za specifickych podminek
tak zajiStuji atypicky pohyb draselnych kationtl smérem do bunky (oznaceni
usmernené dovnitr’) (Hibino et al. 2010). Jejich vyznam tedy spocivd v udrZeni
negativni polarity membrany, a tedy ve vasodilataci zejména v mikrocirkulaci.

Aktivace mize byt zajisténa vazbou agonistii na G, receptor-AC-cAMP-PKA.

Jejich inhibice napf. agonisty cestou Gy4-PLC-DAG/IP3-PKC naopak vede

k vasokonstrikci.

Souhra iontovych kanalu

Pti klidovém membranovém potencidlu hladkého cévniho svalu jsou napetove fizené

vapenaté i draselné kandly uzavieny.

Uzaviené napétove fizené vapenaté kanaly neumoznuji vyrazny vstup
extracelularnich vépenatych kationti do bunky. Hladina véapniku v bufice je

regulovana také effluxem téchto kationtdl zbuiiky &innosti Na/Ca** vyméniku
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a plazmatické ATPazy PMCA — a déle i ¢innosti nitrobunééné ATPazy SERCA, ktera
piesouva Ca’" ionty do sarkoplazmatického retikula (Bosnjak 1993, Cheng et al. 2019,
Knox et al. 2019). ZvySeni hladiny vapniku v bunce je nutné pro zahajeni

vasokonstrikce.

Vasokonstrikce nastava jako duisledek depolarizace bunééné membrany za souc¢asného
narGstu koncentrace vapniku v buiice. Depolarizaci se oteviraji napétoveé fizené
vapenaté kandly s influxem véapenatych kationtli. Vstup vapniku probiha také
prosttednictvim TRP kanald (Dixon et al. 2022). Na vzestupu nitrobunééné
koncentrace vapenatych kationtd se podili i uvolnéni vapniku ze zasob buiiky aktivaci
ryanodinovych a IP3 receptorti. Draselné kandly jsou v prvni fazi depolarizace
uzavieny. Nariist intracelularni koncentrace vapenatych kationtd v buiice
a membranova depolarizace nasledn¢ aktivuji BKca a K, kandly, nastava efflux
draselnych kationtd. Rozdil membranovych potencidli se opét zvysi (repolarizace az
hyperpolarizace), klesne cytoplazmatickd hladina vapenatych iontii a je ukoncena

vasokonstrikce (Ko EA et al. 2008).

Zvlastni postaveni maji kanaly Kir a Karp. Podileji se jak na hyperpolarizaci bunécné
membrany, tak na udrzeni klidového membranového potenciadlu, a to zejména
v mikrocirkulaci (Dixon et al. 2022).

3.6. Choroby kardiovaskularniho systému

Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS)

Pfi¢inou rozvoje tohoto onemocnéni jsou zejména zmény zakladni cévni struktury
koronarnich véncitych tepen srdce zplisobené procesem aterosklerdzy (viz kapitola
3.4.1.1.1.). Dysbalance d&jui dodavka-spotieba kysliku v urCité casti srdce je

vyraznym a nebezpecnym disledkem téchto zmén (Soucek et al. 2019).

Mezi formy akutni ICHS fadime nestabilni anginu pectoris (AP), akutni infarkt
myokardu (IM) a ndhlou srde¢ni smrt. Chronickou (stabilizovanou) formou je néma
ischemie myokardu bez jakychkoli projevli a angina pectoris typicka vyskytem

tzv. stenokardii (bolest a tlak na hrudi) (Klener et al. 2012).
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Arterialni hypertenze

Vysoky krevni tlak je nejcastéji se vyskytujici chronickou nemoci kardiovaskularni
soustavy s vysokou prevalenci (Dolezal et al. 2022, Lukas a Zak 2010). Neni to pouze
samostatna nosologicka jednotka, ale také vyznamny rizikovy faktor vySe zminénych
ischemickych stavii, podobné¢ nebezpecné je rovnéz naruseni funkcnosti ostatnich
organovych systémti organismu. Toto onemocnéni je charakteristické vasokonstrikci
a zvySenim periferniho cévniho odporu (Klener et al. 2012, Levitan a Dopico 2016,

Soucek et al. 2019, Vicek et al. 2010).

Srdeéni selhani

Hypertenzi 1 ischemickymi stavy muze byt zpisoben dalSi patologicky proces —
srdeni selhdni. V tomto pfipadé dochdzi k nedostatecnému zasobeni tkanovych

a organovych struktur krvi a zdkladni funkce srdce jako tlakového Cerpadla je naruSena

(Klener et al. 2012, Vokurka 2018).

3.6.1. Rizikové faktory

Predispozi¢ni faktory jednotlivych chorob délime do dvou skupin podle toho, zda je
muzeme ¢i nemizeme mit pod svou kontrolou. Faktory, které ovlivnit nemiizeme, jsou
vek, genetické predispozice a pohlavi. Naopak existuje 1 fada faktori, nad kterymi
jsme schopni udrzovat kontrolu — jsou jimi spravné lécené komorbidni stavy —
diabetes, obezita mnohdy souvisejici zaroven s vysokou hladinou celkového
cholesterolu, onemocnéni jater, ledvin nebo S§titné Zlazy; dale zdravy styl Zivota
zahrnujici pfimétenou pohybovou aktivitu, eliminace nebo omezeni koufeni, stresu
a nadmérné konzumace alkoholu a v neposledni fadé¢ sem patii stravovaci navyky
(Silbernagl a Lang 2001, Soucek et al. 2019, Stejfa et al. 2007, Vigek et al. 2010).

Dostatec¢ny ptijem flavonoidi potravou fadime mezi kardioprotektivni faktory.
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3.7. Flavonoidy

Flavonoidy jsou pfirodni polyfenolické slouceniny obsazené v ovoci a zelening, jimz
davaji typickou viini a také barvu listl a kvét. Dal§im zdrojem miZzou byt také ofechy,
seminka, ¢aj 1 kdva. Strukturné se jejich molekula sklada ze dvou benzenovych kruht.
Ty mohou byt vzijemné propojeny pomoci heterocyklického pyranového kruhu
(Abbas et al. 2017, Andersen a Markham 2006, Gross 2004). Jejich syntéza probiha
v rostlindich z aminokyseliny fenylalaninu, ta je pies fenylpropanol postupné
pfeménéna na 4-kumaroyl koenzym A, dal§imi kroky dojde plsobenim enzymu
chalkon-syntazy ke vzniku zakladni patnéctiuhlikaté kostry chalkonu jako prekurzoru

tady flavonoidi (Ferreyra et al. 2012). Zakladni struktura je na Obr. 7.

V zavislosti na tom, ktery enzym (isomerazy, reduktazy, hydroxyldzy a fada dalSich)
dale ptsobi na zakladni strukturu chalkonu, byvaji rozliSovany dvé tfidy flavonoidt —
prvni vychdzejici ze struktury 3-fenylchromanu (skupina isoflavonoid) a druha
odvozena od 2-fenylchromanového zakladu (zastupci flavont, flavonolt, flavanont,
flavan-3-olt, anthokyanidl) — viz Tab. 4. Isoflavonoidy obsazené typicky v soje jsou
strukturné podobné lidskému hormonu estrogenu — konkrétnimi zéstupci jsou daidzein

a genistein.

Rozdil ve struktufe jednotlivych latek spociva nejen v rizném stupni oxidace pyranu,
ale také ve stupni polymerace, celkovém mnozstvi substituentd a jejich umisténi na
kruzich. Na zakladni strukturu byva dale vétSinou napojen cukr, ptipadné organicka

kyselina (Agrawal 2011, Feng et al. 2018, Harborne 1994, Spilkova et al. 2016).

Glykosidicka forma je mezi zastupci Castéjsi, glykosidické molekuly jsou hydrofilniho
charakteru, coZ znamend, Ze pro absorpci je potfeba tyto molekuly nejdiive Stépit
pomoci sttevnich hydroldz. Jinak je tomu u flavonoidi v podobé aglykonu, kdy je
absorpce snazsi, zprostiedkovana pasivnim transportem (Ciumarnean 2020, Kawabata

et al. 2019).
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Obrazek 7 - Zakladni struktura flavonoidu (s vyznacenim kruhuit A-C a ocislovanymi

pozicemi)

Ptevzato a upraveno z: Juca et al. (2020)

SKUPINA FLAVONOIDU ~ CHEMICKA STRUKTURA

ZASTUPCI

FLAVONY

FLAVONOLY

FLAVANONY

FLAVAN-3-OLY

ISOFLAVONOIDY

apigenin, luteolin, diosmetin

rutin, kvercetin, kempferol,
myricetin

naringenin, hesperidin

katechin, epikatechin,
epigalokatechin

genistein, daidzein, biochanin A
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Ptevzato a upraveno z: Abbas et al. (2017), Spilkova et al. (2016)




3.7.1. Farmakologické ucinky flavonoidi

Flavonoidy pfijimané potravou v davce ~200 mg/den vyznamné snizuji celkovou
mortalitu (bez specifikace pri¢iny) (Liu 2017). Navozuji fadu pfiznivych ucinkt
véetné vasodilatacnich a antihypertenznich, ptsobi protektivné vuci endotelidlni

dysfunkci a vykazuji antioxida¢ni i hypolipidemicky efekt (Yung et al. 2008).

Vasodilata¢ni a antihypertenzni ucinek

Rada studii prokézala schopnost flavonoidi relaxovat cévy ex vivo a snizovat krevni
tlak in vivo (Pourova et al. 2018). Mechanismus ucinku se u jednotlivych zastupct
muze vyznamné liSit. U nékterych zéastupcti flavonoidd je vasodilatace ovlivnéna
pritomnosti endotelu (Quifiones et al. 2013). Flavony (konkrétn¢ luteolin) mayji
vasodilata¢ni ucinek zprostredkovany aktivaci endotelidlni cAMP/PKA kaskady, ktera
vyvola aktivaci NO syntazy (eNOS). Vysledkem je zvySena tvorba vasodilatacniho
NO a jeho difuze k sousednimu hladkému svalu (Abbas et al. 2017, Ciumarnean 2020,
Maaliki et al. 2019, Oak et al. 2018). V ptfipad¢ vasodilatacniho uc¢inku
prostiednictvim cévniho endotelu je mozna cela fada dalSich mechanismi — inhibice
tvorby vasokonstrik¢énich faktord (napf. endotelin 1), zvySeni tvorby vasodilata¢nich
faktori (napf. prostacyklin) nebo antagonistické plsobeni na muskarinovych
receptorech na endotelialni membrané€. Vasodilataéni mechanismus flavonoidi mize
spocivat také v inhibici PKC v hladkém cévnim svalu ¢i v inhibici zpétného
vychytavani endotelialniho vapniku (Herrera et al. 1996, Pérez-Vizcaino et al. 2002).
Latky epikatechin a myricetin vykazuji inhibi¢ni aktivitu vii¢i vasokonstrikénim
pusobkiim (endotelin 1 a angiotensin IT) (Rana a Gulliya 2019, Sumpelova 2017).
V ptipad€ epikatechinu bylo prokazano, ze jeho UCinek zavisly na pfitomnosti
endotelu je pravdépodobné spojen se zvySenim intracelularni koncentrace vapenatych

kationtd, kterd je nasledné dulezita pro aktivaci eNOS (Yung et al. 2008).

Naproti tomu kvercetin, isorhamnetin a tamarixetin navozuji vasodilataci pfimym
ucinkem na hladky cévni sval (zjiSténo v pokusech ex vivo na izolované potkani aort¢),
pfesny mechanismus zatim neni objasnén, mohl by zahrnovat ovlivilovani

proteinkindz (napf. inhibici PKC) (Larson et al. 2012, Najmanova et al. 2016).
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Genistein jako zéstupce isoflavonoidi snizuje krevni tlak prostfednictvim inhibice
tyrosinkindzy Pyk2, kterd mimo jiné reguluje aktivitu vapnikovych kanalt
(Ciumarnean 2020, Maaliki et al. 2019). Kempferol signalni drahou cAMP/PKA
aktivuje kandly BKca, coz urychluje membranovou hyperpolarizaci a vede

k vasodilataci (Yamagata et al. 2015).

Dalsi moznost farmakologického ucinku piedstavuje ovlivnéni mechanismu, které
reguluji vaskularni systém. Kempferol a kvercetin, oba ze skupiny flavonold, moduluji
aktivitu RAS systému, zlepSuji ¢innost endotelu a reguluji kontrakci hladkého svalstva
cév (Ciumarnean 2020, Feng et al. 2018, Larson et al. 2012). Delphinidin, zastupce
anthokyanidind, inhibuje vasokonstrik¢ni aktivitu angiotensin konvertujiciho enzymu,
ale koncentrace pottebnd k dosazeni tohoto efektu je jen stézi dosazitelnd in vivo
(Goszcz et al. 2017). Flavanoly snizuji krevni tlak inhibici angiotensin konvertujiciho

enzymu a ovlivnénim produkce NO (Quifiones et al. 2013, Watson et al. 2018).

Flavonoidy mohou mit i dal$i G¢inky spojené s cévnim systémem. Na celkovém
snizeni kardiovaskularniho rizika ma vyznamny vliv schopnost flavonoidu snizovat
arterialni ztuhlost (Spencer a Crozier 2012, Ullah et al. 2020). Genistein redukuje
hypertrofii hladkého svalu v plicnich tepnach a tim se podili na sniZeni plicni

hypertenze (Ciumarnean 2020).

Dalsi ucinky flavonoidt shrnuje nasledujici Tab. 5:
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UCINEK MECHANISMUS

inhibice nadmérné adhezivity
itrombotick krevnich desticek, antagonistické
antitrombotic o ;o
Y pusobeni viici tromboxanu A,

(Ciumarnean 2020, Gross 2004)

snizovani mnozstvi reaktivnich
forem kysliku (ROS), protektivni
antioxida¢ni, antikarcinogenni pusobeni na antioxidacni
mechanismy (Juca et al. 2020,
Spilkova a kol. 2016)

inhibice enzymu (COX, 5-LOX,
fosfodiesterazy) = inhibice tvorby
zanétlivych ptisobkl (Agrawal 2011,
Ciumarnean 2020)

protizanétlivy

inhibice syntézy leukotriend, snizeni
protialergicky vylucovani histaminu (Ciumarnean
2020)

snizeni oxidace LDL cholesterolu
a celkové plazmatické hladiny tuk
(Agrawal 2011, Ciumarnean 2020,

Erdman et al. 2007, Gross 2004)

antiaterogenni

Tabulka 5 - Dalsi ucinky flavonoidii

3.7.2. Metabolismus flavonoidu

Pro objasnéni mechanismu uc¢inku flavonoidl pfijimanych dietou je klicové znat
faktory urcujici uvoliiovani flavonoidii z potravy, miru absorpce a jejich osud
v organismu (Hollman 2004). Flavonoidy jsou pfijimany s potravou vétSinou
v glykosidické formé. Biodostupnost parentnich latek je velmi nizkd, coZ omezuje
biologickou aktivitu in vivo (Murota et al. 2018). Aglykony jsou oproti glykosidickym

formam vice lipofilni a vysledkem je snazsi pasivni difuze a lepsi absorpce.
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Po absorbovéani flavonoidy z ¢asti podstupuji 1. fazi metabolismu zejména v jatrech,
napf. oxidaci ¢i demethylaci pomoci enzymil cytochromu P450. 2. metabolicka faze
jasn¢ prevladd a zajistuje konjugaci aglykonu (pfipadn¢ metabolitu) pomoci
prislusnych enzymii (napi. glukuronyltransferazou, sulfotransferazou, katechol-O-
methyltransferdzou (COMT)). Mezi konjugaty nejcastéji vznikaji glukuronidy
a sulfaty. Informace o priniku do tkani téméf nejsou k dispozici. Exkrece probiha
ledvinami do moc¢i nebo mohou byt Zluci transportovany zpét do stievniho lumen
a pfipadné podstoupit enterohepatalni ob¢h (Cassidy a Minihane 2016, Crozier et al.
2010, Erdman et al. 2007, Khan et al. 2021, Murota et al. 2018).

Velky podil flavonoidl se v tenkém stfevé neabsorbuje, latky se dostavaji az do
tlustého stfeva, kde jsou Stépeny stievnim mikrobiomem za vzniku malych
fenolickych metaboliti. Mezi skupinami jsou zna¢né rozdily. U flavonolt
(napt. kvercetin) pfevazuji derivaty kyseliny hydroxyfenyloctové, u flavonti (napf.
luteolin) derivaty kyseliny hydroxyfenylpropionové, u isoflavonti (napt. daidzein) to
jsou ekvol a O-desmetylangolensin (Feng 2018). Vzniklé metabolity se mohou jak

absorbovat, tak konjugovat za vzniku zejména glukuronida a sulfati.

Farmakokinetické informace nejsou vzdy dostupné. Studie prokazala, Ze nejvySsi
koncentrace kvercetinu v plazmé bylo dosaZeno po 8 hodinach od konzumace potravy
bohaté na obsah flavonoidi (Mannen et al. 2019). Z vysledkt dalsi studie vyplyva, ze
pii podani 150 mg kvercetinu 6 zdravym subjektim je plazmatickd koncentrace
dosazena po 30 minutach od podani ptiblizné 4,66 uM, zaroven byly zjiStény hladiny
vzniklych metabolitii — isorhamnetin (0,16 uM), tamarixetin (0,24 pM) (D1 Lorenzo
et al. 2021, Hollman 2004). Obecné¢ se uvadi, ze po konzumaci 10-100 mg
polyfenolickych slouc¢enin dosahuje jejich koncentrace v plazmé hodnoty okolo 1 uM
(Stromsnes et al. 2021). Dilezitou informaci vSak je, Ze kolonické metabolity
flavonoidii dosahuji vysSich koncentraci v plazmé& neZ parentni latky. Relativné
nedavny vyzkum ukézal, ze mohou byt biologicky aktivni a vyrazné se tak podilet na
pozitivnich ucincich flavonoidii (Feng et al. 2018, Murota et al. 2018). Potkaniim
o prumérmé hmotnosti 460 g byly podavany metabolity flavonoidil v davce 5 mg/kg
anasledné¢ byly odebirany vzorky krve zpravé karotidy v urcitych casovych

intervalech. Konkrétné¢ u 4-methylkatecholu (4-MC), ktery byl testovan v této praci,
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bylo zjisténo, Ze plazmaticka hladina vzniklého konjugétu (4-MC sulfat) byla ptiblizné
3,5 uM (Pourova et al. 2018).

Za zminku stoji stfevni mikrobiom jako takovy. Pro metabolizaci flavonoidnich
struktur je zcela zasadni — probihaji zde jednotlivé transformacni kroky zajist'ujici
vznik nizkomolekuldrnich fragmentt. U kazdého jednotlivce metabolismus probiha
rozdilng, jelikoz stfevni mikroflora je ovlivnéna mnoha faktory a je proto variabilni
(Cassidy a Minihane 2016). K hlavnim faktorim patii vék, pohlavi, etnikum, genotyp,
slozeni potravy a pfipadn¢ 1é¢iva. Napiiklad metabolit ekvol nachazime vyrazné vice
u Asiati nez u bélochti (Setchell 2010). Metabolismus kvercetinu je podrobné

zobrazen na Obr. 8.
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Obrazek 8 - Metabolismus kvercetinu

Schéma zobrazuje metabolity kvercetinu. Rutin je zobrazen jako priklad glykosidicke
formy kvercetinu. Sedd struktura predstavuje meziprodukt, ktery doted’ nebyl
detekovan. Zobrazeny jsou metabolity tvorené stievni mikroflorou tlustého streva (B)

nebo cinnosti lidskych enzymii (H).

Zdroj: Najmanova et al. (2016)
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3.7.3. 4-methylkatechol

Katecholy patii mezi malé kolonické metabolity flavonoidi (Pourova et al. 2018).
Konkrétné 4-methylkatechol je spoleéné s kyselinou 3,4-dihydroxyfenyloctovou
hlavnim metabolitem rutinu a kvercetinu (aglykon rutinu) — viz Obr. 9 (Guo et al. 2021,
Spencer a Crozier 2012).

HO. O o | ‘ - o

o o |, DEKARBOXYLACE, OH
oH o g OH
S )
OH OH OH 8 OH CHs
34-
RUTIN KVERCETIN 4-METHYLKATECHOL

DIHYDROXYFENYL-
OCTOVA KYSELINA
(DHPAA)

Obrazek 9 - Metabolismus rutinu

Ptevzato a modifikovano z: Guo et al. (2021)

Glykosidické vazby v rutinu jsou v tlustém stfeveé Stépeny Cinnosti bakteridlnich
enzymi — rhamnosidaz a glukosidaz. Kvercetin jako aglykon rutinu je farmakologicky
aktivni. Ma prokazané antioxida¢ni vlastnosti a podili se také na zvySeni glukézové
absorpce. Vyznamna je rovnéZ jeho schopnost urychlit uvoliiovani insulinu a zvySovat
senzitivitu bun€k vici tomuto hormonu (Guo et al. 2021). Kvercetin mé také
antihypertenzni ucinky, které jsou zaloZeny na regulaci cévni poddajnosti a cévniho
odporu, ovlivnénim vegetativniho nervového systému a renin-angiotensin-
aldosteronového systému (Batiha et al. 2020, Marunaka et al. 2017, Najmanova 2018,
Spencer a Crozier 2012). Nicméné jeho pozitivnim t¢inkiim neodpovida jeho relativné

nizké biodostupnost a absorpce (Wang et al. 2022) (viz vyse).

Uginky kvercetinu by mohly byt z&asti vysvétleny existenci aktivnich metabolitii, mezi

nimi 4-methylkatecholu (chemicka struktura viz Obr. 10).

4-methylkatechol vykazuje fadu pozitivnich u€ink: inhibuje rist nddorovych bunék

melanocytl navozenim jejich apoptézy a je inhibitorem srazeni krevnich desticek
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(Applova et al. 2019, Hrubsa et al. 2022, Payton et al. 2011). Je potencidlnim
stimulatorem tzv. NGF faktoru — endogenniho nervového riistového faktoru.
Nedostatek tohoto faktoru hraje roli v patogenezi diabetickych neuropatii. ZvySena
tvorba faktoru diky 4-methylkatecholu mize tedy ptisobit jako prevence dysfunkce
perifernich nervii, tuto skutecnost potvrdila tada in vitro a in vivo experimentil

(Abbaszadeh-Goudarzi et al. 2021, Hanaoka et al. 1994).

4-MC ma také vyznam ve farmakoterapii tumoru beta bun¢k slinivky biisni
(inzulinomu) charakteristického nadmérnou produkci inzulinu. 4-methylkatechol
dokaze apoptickymi mechanismy tyto nadorové bunky znicit (Karatug Kacar et al.

2018).

Dalsim zjisténym efektem této latky je schopnost zlepsit stavy spojené s chronickou
bolesti. Neuropatickd bolest je zdvaznym klinickym problémem, ktery vyrazné
negativné ovliviiuje kvalitu zivota pacientl. Nedostatek tzv. BDNF faktoru
v limbickém systému v téle spousti kaskddu vedeni bolesti a spojuje ji zarovei
s emocionalnim vnimanim. 4-methylkatechol dokéze hladinu pravé tohoto faktoru

zvySovat (Fukuhara et al. 2012).

Pracovni skupina kardiovaskuldrni a respiracni farmakologie nedavno zjistila, Ze
4-MC ma Ucinky vasodilatacni ex vivo a dokaZe sniZzovat krevni tlak in vivo (Pourova

et al. 2018).

OH
OH

CHs
Obrazek 10 - Chemicka struktura 4-methylkatecholu (4-methylbenzen-1,2-diol)

Pievzato z: tcichemicals.com
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4. CILPRACE

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo objasnit mozny
mechanismus vasodilatacniho plsobeni kolonického metabolitu flavonoid -
4-methylkatecholu. Pro praci byla pouzita standardizovand metoda ex vivo na
izolované potkani aorté. Z piedpokusii jsme jiz védéli, ze vasodilatacni efekt
4-methylkatecholu je na endotelu nezavisly, proto jsme se zaméfili ptimo na hladky

cévni sval.
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5.
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EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Pouzity material

5.1.1. Laboratorni pristroje a pomiicky

sklo — odmérné valce, kadinky, Petriho misky, sady zkumavek, ty¢inky

vahy laboratorni Kern & Sohn GmbH (Balingen, Némecko)

vahy analytické Explorer Analytical

ostatni pomiicky — bunicina, 1zicky k navazovani, Eppendorf zkumavky,
pinzety, pipety, Spicky, stiikacky, rukavice, dentalni nit, svorky

opera¢ni pomucky — stolek, nlizky, pinzety, jehly, pean

aparatura na izolovanou tkan (viz Obr. 11) — Multi chamber tissue bath system
(Experimentia Ltd, Budapest’, Mad’arsko)

ttepaCka IKA Vortex Genius 3

pocitac, software pro vyhodnoceni vysledkt — S.P.E.L., Advanced Kymograph
Software v. 3.2 (Experimentia Ltd, Budapest, Mad’arsko)

software GraphPad Prism 9

pocitacovy program Excel

Force/Displacement transducer (Experimentia Ltd, Budapest’, Mad’arsko)
termostat U1, plynova ldhev se smési 02 (95 %) a COz (5 %) (Linde gas, Ceska
republika)



Obrazek 11 - Aparatura na izolovanou tkan - Multi chamber tissue bath system

Ptevzato z: vlastni fotografie (Laboratot Katedry farmakologie a toxikologie na

Farmaceutické fakulté¢ v Hradci Kralové Univerzity Karlovy)
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5.1.2. Chemikalie

Pro experimentélni ¢ast prace byly vyuzivany nasledujici chemikélie — Krebstuv zivny

roztok, vasoaktivni latky se schopnosti ovliviiovat hladky cévni sval, slou¢enina pro

navozeni

anestezie zvifete,

antikoagulac¢ni latka,

vybrany testovany derivat

flavonoidii. VSechny zminéné chemikalie jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach

(Tab. 6-10):
. ; . MOLEKULOVA .
NAZEV SL ENINY MARNI VZORE VYROBCE
SLouc Su ZOREC HMOTNOST (g/mol) 0BC
chlorid sodny p.a. NaCl 58,44 Penta Chrudim, Ceské republika
chlorid draselny p.a. KCl 74,56 Lachema Brno, Ceska republika
chlorid vapenaty bezvody p.a. CaCl, 110,99 Lachema Brno, Ceské republika
hydrogenuhli¢itan sodny p.a. NaHCO; 84,01 Penta Chrudim, Ceské republika
dihydrogenfosfore¢nan draselny RNDr. Jan Kulich, Hradec
p.a. KH,PO, 136,09 Kralové, Ceské republika
siran hofe¢naty heptahydrat p.a. MgS0O,.7H,0 246,47 Lachema Brno, Ceska republika
D-gluk6za monohydrat p.a. Ce¢H,04.H,0O 180,16 Penta Chrudim, Ceska republika

Tabulka 6 - SloZeni Krebsova roztoku

NAZEV SLOUCENINY SUMARNI VZOREC H&“g;ﬁgg;?gﬁon VYROBCE
destilovana voda H,0 18,02 Katedra;:;[}};mgg ch véd,
miliQ voda H,0 18,02 Katedra ;;‘;cg;m;{c;y ch véd,
dimethylsulfoxid (CH3),S0O 78,13 Sigma-Aldrich, Némecko

59

Tabulka 7 - PouZita rozpoustédla



MOLEKULOVA

NAZEV SLOUCENINY SUMARNI VZOREC HMOTNOST (g/mol) VYROBCE
norrs:;z;’lay;ﬂ’:‘;w C4H,,NO,.C,H,0, H,0 337,28 Sigma-Aldrich, Némecko
acetylcholin jodid p.a. (CH,;);N(I)CH,CH,0OCOCH; 273,10 Sigma-Aldrich, Némecko
nitroprusid sodny dihydrat p.a. Na,[Fe(CN);NO].2H,O 297,95 Sigma-Aldrich, Némecko
nifedipin C7HgN,Og 346,34 Sigma-Aldrich, Némecko
chlorid barnaty BaCl, 208,23 Sigma-Aldrich, Némecko
iberiotoxin C,70H,74N50055S- 4231 Sigma-Aldrich, Némecko
linopirdin CyHy N;O 391,50 Sigma-Aldrich, Némecko
glibenklamid Cy3HyCIN;O5S 494,004 Sigma-Aldrich, Némecko
ODQ CoHsN;0, 187,15 Sigma-Aldrich, Némecko
Rp-8-pCPT-sGMPS CycH,CIN;NaOPS, 525,86 Tocris B;Sigzlece’ Velké
DT-3 C,5H,55N5,056S 3294,07 Sigma-Aldrich, Némecko
4-aminopyridin CsHgN, 94,12 Sigma-Aldrich, Némecko
forskolin C,,H3,0, 410,51 Sigma-Aldrich, Némecko
BayK-8644 C,6H;sF3N,O, 356,30 Sigma-Aldrich, Némecko
Tabulka 8 - Vasoaktivni latky
NAZEV SLOUCENINY SUMARNI VZOREC ng;ﬁgg;?;réol) VYROBCE
ANESTEZIE uretan C;H;NO, 89,09 Sigma-Aldrich, Némecko
ANTIKOAGULANS heparin C,H gNOyS; 12000 - 15 000 Zentiva, Ceska repubilka

TESTOVANA
SLOUCENINA

4-methylkatechol C,H{0, 124,14

Sigma-Aldrich, Némecko

Tabulka 9 - Dalsi chemikalie




NAZEV LATKY ROZPOUSTEDLO NASLEDNE REDEN{
forskolin DMSO Krebsiv roztok
0ODQ DMSO Krebsiv roztok
DT-3 DMSO Krebstv roztok
Rp-8-pCPT-sGMPS DMSO Krebstv roztok
BayK-8644 DMSO Krebstv roztok
glibenklamid DMSO Krebstv roztok
linopirdin DMSO Krebstiv roztok
iberiotoxin miliQ voda Krebstv roztok
BaCl, miliQ voda Krebstv roztok
NTS miliQ voda Krebstv roztok
4-aminopyridin miliQ voda Krebstv roztok

Tabulka 10 - Pripravené zakladni roztoky

5.1.3. Zvirata

K nasim experimentalnim uceliim jsme vyuzili potkani samce kmene Wistar (Charles
River, Diisseldorf, Némecko), hmotnost zvitat byla mezi 300-400 g. Zvitata byla vzdy
po dobu alespoii jednoho tydne chovana ve vivariu na Farmaceutické fakulté pro
aklimatizaci, chov probihal za standardnich podminek pfi teploté 23-25 °C s volnym

pfistupem k potravé a vodeé.

Cely experiment se fidil platnymi legislativnimi opatfenimi — konkrétné zdkonem
C. 246/1992 Sb. O ochrané zvirat proti tyrani a probihal se souhlasem Etické komise

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
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5.2. Metodika

5.2.1. Krebsiv Zivny roztok

Izotonicky Krebsiiv roztok (pH 7,4) byl pfi experimentalni ¢asti zékladnim Zivnym
médiem pro izolovanou tkan. Toto médium svymi vlastnostmi vytvofilo podminky
simulujici vnitini prostfedi organismu — sloZeni a hodnota pH se podoba lidské plazmeé.
Jeho pfiprava spocivala vrozpusténi navdzek uvedenych latek v menSim
mnozstvi destilované vody (viz Tab. 11). Jediné chlorid véapenaty bylo potieba
rozpustit samostatn¢ zvIast’, abychom se tak vyvarovali vzniku srazeniny této vapenaté
soli. Takto ptipravené dva samostatné roztoky byly spolecné smichany a destilovanou

vodou doplnény do poZzadovaného objemu.

NAZEV SLOUCENINY SUMARNI VZOREC KONCENTRACE (g/1)
chlorid sodny p.a. NaCl 5,54
chlorid draselny p.a. KCl1 0,35
chlorid vapenaty bezvody p.a. Ca(l, 0,28
hydrogenuhli¢itan sodny p.a. NaHCO;, 2,10
dihydrogenforsforeénan KH,PO, 0.16

draselny p.a.

siran hofeénsz" heptahydrat MeSO, 7TH,0 0.29
D-gluk6za monohydrat p.a. C¢H,04.H,O 2,10

Tabulka 11 - Krebsitv roztok
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5.2.2. Vlastni experiment

Anestezie zvifete a pfiprava tkané

Poté, co byl potkan ponechdn jeden den bez potravy, byl nésledné¢ uspan
intraperitonealnim podanim uretanu (davka 1,2 g/kg), pouzivali jsme roztok tohoto
anestetika o koncentraci 20 g/100 ml, pficemz objem roztoku jsme urcili podle piesné
hmotnosti potkana. S uspanym zvifetem jsme pracovali na operacnim stolku, nasttihli
jsme kozni tasu v oblasti bficha a zvife bylo po intraven6zni aplikaci heparinu
usmrceno vykrvenim. Krev byla pouzita pro dal§i vyzkumné ucely. Hrudni aorta
(aorta thoracica) byla opatrné vypreparovana a ithned ponotena do ptipravené Petriho
misky s Krebsovym zivnym roztokem. Nasledn¢ byla aorta peclivé ocisténa od
okolniho tuku a pojivové tkané, dale jsme ji nastfihali na jednotlivé zhruba 3 mm
dlouhé¢ tseky (aortdlni krouzky). Pfi pokusech jsme testovali cévu bez endotelové
vrstvy, endotel byl Setrn€ odstranén z lumen cévy pomoci dentalni nité. Kazdy krouzek
byl v aparatuie upevnén systémem dvou hacka — jeden spojeny s pevnym nosic¢em,
druhy chirurgickou niti spojeny pfevodnikem s pocitacem (Kudo et al. 2021,

Rameshrad et al. 2016).

Stabilizace izolované tkané

Jednotlivé hacky s ptipevnénou tkani jsme ponofili do 1azné s 5 ml Krebsova roztoku.
Udaje o odpovédi cévy (kontrakei i dilataci) byly pomoci pievodniho systému z tenké
nitky hacku pfedavany do pocitacového softwaru a programem déle zpracovany. Cela
aparatura zajiStovala izolovanym aortalnim krouzkiim fyziologické podminky —
Krebslv roztok pro fyziologické pH a iontové sloZeni, gluk6za, vyhtivana vodni lazen
zajiStujici teplotu podobnou teploté organismu (37 °C) a zdsobeni pneumoxidem
z tlakové lahve. Na aparatufe bylo nastaveno po ptlminutovych intervalech postupné
napéti vSech krouzkli na hodnotu 2,0 g a takto jsme jednotlivé krouzky nechali
stabilizovat pfiblizn€ 40-45 minut, béhem této doby byl vzdy po 10 minutach v kazdé
komtrce proveden vyplach Krebsova roztoku (Bonaventura et al. 2008, Gonzales et
al. 2000, Rameshrad et al. 2016). Po stabilizaci vzorku tkdné bylo potifeba postupné
sniZit napéti na bazalni hodnotu 1,0 g a poté komurky znovu naplnit 5 ml Krebsova

roztoku.
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Uvodni testovéani kontraktility tkang

Pro otestovani schopnosti izolovaného vzorku se kontrahovat byl na zac¢atku kazdého
experimentu pouzit noradrenalin (50 ul, finalni koncentrace v komtirce 1pmol.I").
Kontrakci vyvolal vazbou na receptory a1 spojené s G proteinem, depolarizaci
plazmatické membrany, otevienim napétove fizenych vapenatych kanala a influxem
vapniku (Palacios et al. 2013). Jakmile byla odpovéd’ tkané stabilni (zhruba
po 30 minutach), ptfidali jsme nasledné¢ do komurek acetylcholin (50 pl, konecna
koncentrace v komtirce 100 pmol.I'"), abychom otestovali neporusenost endotelu
(Gongzales et al. 2000). V ptipadé ptitomnosti funkéniho endotelu acetylcholin vyvola
vasorelaxaci. Vzorky pti pfipravé zbavené funkéniho endotelu na acetylcholin
nereagovaly (Mishra et al. 2000). Poté byly jednotlivé komiirky Krebsovym roztokem
nékolikrat vymyty a na zavér opét naplnény piesné 5 ml Krebsova roztoku, a tak mohl

byt zahajen vlastni experiment k ur¢eni mechanismu t¢inku 4-MC.

Vlastni pokus a testované mechanismy

Pracovali jsme vZdy s tkéni zbavenou funkéniho endotelu, protoZe jsme z predpokusti
védeli, ze vasodilatacni U€inek 4-MC je na pfitomnosti endotelu nezavisly. V jedné
pokusné skupiné byly vzdy pouzity nejméné Ctyii krouzky aorty z neyjméné tii riznych
zvitat. Testovany metabolit 4-MC byl vzdy Cerstvé rozpustén v DMSO na koncentraci
10 mmol.I"" a Krebsovym roztokem dale fedén na potiebné koncentrace. Vasoaktivni
latky byly rozpustény v DMSO nebo vodé¢ miliQ a dale nafedény Krebsovym
roztokem (viz Tab. 10). Jako kontrola bylo pouZzivano pouze rozpoustédlo. Finalni
koncentrace DMSO v komfirce nebyla nikdy vyssi nez 2 %. Pokus byl realizovan
bezprostfedné po Uvodnim otestovani kontraktility tkané a ovéfeni nefunkcnosti
endotelu. VétSina pokustl byla zaloZena na relaxaci prekontrahovaného krouzku aorty
pomoci vasorelaxacni latky. V jednom protokolu byla naopak navozovana kontrakce.
Vasoaktivni latka byla pfidavana bud’ jednorazove nebo kumulativné jako vice davek.
Dalsi davku jsme ptidavali vzdy az v momenté, kdy doslo k ustaleni tkdniové odpovedi
na davku ptredchozi. V pfipadé¢ jednordzového podani 4-MC jsme pii volbé
koncentrace vychazeli z predchozich pokust (nebyly soucasti této diplomové prace).
Byla pouzita bud’ koncentrace 15 pumol.l"! (odpovidd ~ECaz0) nebo 70 pmol.l"!

(odpovida ~ECgo). Na zaver pokusu byl pro navozeni maximalni relaxace tkdn€ pouzit
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nitroprusid sodny (10 pmol.1"") nebo k navozeni kontrakce KCI (60 mmol.I"") (Herrera

et al. 1996, Kudo et al. 2021).

Postupné byly pouzity tyto protokoly:

1. Schopnost 4-MC potencovat vasodilatac¢ni u¢inky NO

Po tvodnim ovéfeni nepfitomnosti funkéniho endotelu jsme do ldzné€ piidali
noradrenalin (10 pmol.I") k navozeni kontrakce a pockali na dosazeni platd faze.
Nasledné jsme piidali 4-MC (koncentrace v komiirce 15 pmol.l"! odpovidajici ~ECa0)

a vyckali jsme na stabilizaci odpovédi.

Jako kontrola bylo pfiddno samotné rozpoustédlo. Poté jsme do lazné¢ kumulativné
pfidavali nitroprusid sodny (100 pmol.I! — 1 pmol.l!) pro postupné navozeni

vasodilatace (viz. Obr. 12).

4-MC (EC,,)
ACh 100 uM
l 1 NTS (100 pM-1 puM)

1

I I

NA 1 uM NA 10 uM

Obrazek 12 - Schéma pokusu, ktery overuje schopnost 4-MC potencovat
vasodilatacni ucinky NO

2. Schopnost 4-MC potencovat vasodilata¢ni ucinky po aktivaci drahy

cAMP

Po tvodnim ovéfeni nepfitomnosti funkéniho endotelu jsme do lazné pridali
noradrenalin (10 umol.I'") k navozeni kontrakce a pockali na dosazeni platd faze.
Nasledné& jsme piidali 4-MC (koncentrace v komirce 15 pmol.l"! odpovidajici ~ECa0)

a vyckali jsme na stabilizaci odpovédi.
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Jako kontrola bylo pfidano samotné rozpoustédlo. Poté jsme do ldzn€ kumulativné
pridavali forskolin (100 pmol.I'" — 1 pmol.I"") pro postupné navozeni vasodilatace (viz

Obr. 13).

4-MC (ECy)
ACh 100 um .
l l forskolin (100 pM-1 uM)
NA 1uM NA 10 uM

Obrazek 13 - Schéma pokusu, ktery ovéruje schopnost 4-MC potencovat
vasodilatacni ucinky po aktivaci drahy cAMP

3. Je vasodilatace navozena 4-MC zprostiedkovana aktivaci proteinkinazy

G?

Po Gvodnim ovéfeni neptitomnosti funkéniho endotelu jsme do nadobek piidali
oddélen¢ dva inhibitory PKG: DT-3 nebo Rp-8-pCPT-cGMPS (oba v koncentraci

1 pumol.I'") a nechali tkaf inkubovat 30 minut.

Jako kontrola bylo pfiddno samotné rozpoustédlo. Kontrakce byla navozena
noradrenalinem (10 pmol.I™"). Po stabilizaci odpovédi jsme jednorazové piidali 4-MC
k navozeni relaxace (70 pmol.I"! ~ECso). Na zavér byla maximalni relaxace dosazena

pfiddnim nitroprusidu sodného (10 pmol.1") (viz Obr. 14).

ACh 100 pM 4-MC (80% relaxace)

| |

NA 1 M DT3 (1 uM) NA 10 pM NTS (10 M)
nebo
Rp-8-pCPT-cGMPS (1 uM)

Obrazek 14 - Schéma pokusu, ktery ovéruje, zda je vasodilatace navozenda 4-MC
zprostiredkovand aktivaci proteinkindzy G
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4. Schopnost 4-MC blokovat vapnikové kanaly L-typu

Po tivodnim ovéfeni nepiitomnosti funkéniho endotelu jsme do 1azné ptidali KCI

(15 mmol.I"") a poc¢kali na stabilizaci odpovédi (draselné kationty podpoii depolarizaci
a zvyrazni pozd€ji navozovanou vasokonstrikci). Nésledné jsme po dobu 30 minut
inkubovali tkan s 4-MC ve dvou rliznych koncentracich (30 umol.1"! nebo 70 pmol.1!

~ECsyo).

Jako pozitivni kontrola byl pouzit zndmy blokator vapnikovych kanalt, nifedipin
(150 nmol.I'"). Negativni kontrolou bylo &isté rozpoustédlo. Potom jsme do ldzné
postupné piidavali kumulativné ve vzrlstajici koncentraci agonistu vapnikovych
kanalti L-typu, BayK-8644 (1 nmol.I"! — 10 pmol.lI""), k navozeni kontrakce. Pokus
probihal za tmy, protoze latka BayK-8644 je citliva na svétlo. V zavéru jsme pouzili

KC1 (60 mmol.I"") pro navozeni maximalni kontrakce (viz Obr. 15).

Ach 100 uM
vyplach
t T— KCI 60 mM
T T 4-MC (30 nebo 70 pM) T
NA 1 uM KCl 15 mM 30 min Bay K-8644
(1 M =10 uM)

Obrazek 15 - Schéma pokusu, ktery overuje schopnost 4-MC blokovat vapnikové
kanaly L-typu

5. Je vasodilatace navozena 4-MC zprostiedkovana aktivaci solubilni

guanylatcyklazy?

Po tvodnim ovéfeni nepfitomnosti funkéniho endotelu jsme do 1azné ptfidali blokator
solubilni guanylatcyklazy, ODQ (1H-[1,2,4]-oxadiazolo[4,3-a]chinoxalin-1-on)
(1 umoll'), a inkubovali tkan 30 minut. Nasledné byla navozena kontrakce
noradrenalinem (10 pmoll'). Po stabilizaci vasokonstrikéni odpovédi jsme
kumulativné piidavali 4-MC (100 nmol.I"" — 100 umol.I"") k postupnému navozeni
vasodilatace. Na zavér byla maximalni relaxace dosazena pomoci nitroprusidu

sodného (10 pmol.I'") (viz Obr. 16).
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6. Utastni se vasodilatace navozené 4-MC draselné kanaly BKca na

hladkém cévnim svalu?

Po tivodnim ovéteni nepfitomnosti funkéniho endotelu jsme do lazné piidali blokator
kanalti BK c,, iberiotoxin (100 nmol.1'"), a inkubovali tkafi po dobu 30 minut. Nasledné
byla navozena kontrakce noradrenalinem (10 pmol.I'"). Po stabilizaci vasokonstrikéni
odpovédi jsme kumulativné pfidavali 4-MC (100 nmol.I' — 100 pmol.l?)
k postupnému navozeni vasodilatace. Na zavér byla maximalni relaxace dosazena

pomoci nitroprusidu sodného (10 umol.1'") (viz Obr. 16).

7. Ukastni se vasodilatace navozené 4-MC draselné kanaly Kir na hladkém

cévnim svalu?

Po tvodnim ovéfeni nepfitomnosti funkéniho endotelu jsme do lazné ptidali blokator
kanald Kj;, BaClz (50 pmol.I'"), a inkubovali tkaf po dobu 30 minut. Nasledn& byla
navozena kontrakce noradrenalinem (10 umol.I'"). Po stabilizaci vasokonstrikéni
odpovédi jsme kumulativné ptidavali 4-MC (100 nmol.I' — 100 upmol.I")
k postupnému navozeni vasodilatace. Na zavér byla maximalni relaxace dosazena

pomoci nitroprusidu sodného (10 umol.1"Y) (viz Obr. 16).

8. Utastni se vasodilatace navozené 4-MC draselné kanaly Katp na

hladkém cévnim svalu?

Po tivodnim ovéfeni nepfitomnosti funkéniho endotelu jsme do 14zné ptidali blokétor
kanalti Karp, glibenklamid (10 pmol.l!), a inkubovali tkan po dobu 30 minut.
Nasledné byla navozena kontrakce noradrenalinem (10 pmol.I"). Po stabilizaci
vasokonstrikéni odpovédi jsme kumulativng piidavali 4-MC (100 nmol.lI! —
100 umol.I'") k postupnému navozeni vasodilatace. Na zavér byla maximalni relaxace

dosazena pomoci nitroprusidu sodného (10 umol.I'") (viz Obr. 16).
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9. Ukastni se vasodilatace navozené 4-MC draselné kanaly Kv na hladkém

cévnim svalu?

Po tivodnim ovéteni nepfitomnosti funkéniho endotelu jsme do 14zné piidali blokator
kanalti Ky, 4-aminopyridin (3 mmol.I""), a inkubovali tkai po dobu 30 minut. Nasledng
byla navozena kontrakce noradrenalinem (10 pmol.I'"). Po stabilizaci vasokonstrikéni
odpovédi jsme kumulativné pfidavali 4-MC (100 nmol.I' — 100 pmol.l™")
k postupnému navozeni vasodilatace. Na zavér byla maximalni relaxace dosazena

pomoci nitroprusidu sodného (10 umol.1'") (viz Obr. 16).

10. Uéastni se vasodilatace navozené 4-MC draselné kanily Kv7 na hladkém

cévnim svalu?

Po tvodnim ovéfeni nepfitomnosti funkéniho endotelu jsme do lazné ptidali blokator
kanalti K7, linopirdin (10 umol.I'"), a inkubovali tkaii po dobu 30 minut. Nasledng
byla navozena kontrakce noradrenalinem (10 pmol.1"!). Po stabilizaci vasokonstrikéni
odpovédi jsme kumulativné ptidavali 4-MC (100 nmol.I' — 100 upmol.I")
k postupnému navozeni vasodilatace. Na zavér byla maximalni relaxace dosazena

pomoci nitroprusidu sodného (10 umol.1"Y) (viz Obr. 16).

ACh 100 uM 4-MC (100 nM-100 pM)

l l NTS 10 pM

!

30 min

T i l

MNA 1 pM oDa (1 pM) MNA 10 uM
iberiotoxin (100 nk)
glibenklamid (10 puh)

BaCl, (50 M)
4-aminopyridin (3 mM)
linopirdin (10 uM)

Obrazek 16 - Schéma popisujici overeni mechanismii pokusit 5-10
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Vyhodnoceni ziskanych vysledk

Vysledky jsme vyhodnocovali pomoci pocitacovych programi Excel a GraphPad
Prism 9. Navozena dilatace tkan¢ byla pfepocitdna na procenta z maximalni dilatace
anebo z prekontrakce a zjisténé hodnoty zaneseny do grafu zavislosti na logaritmické
koncentraci latky pouzité k vyvolani relaxace (podle protokolu 4-MC, nitroprusid
sodny nebo forskolin). Ziskali jsme tak relaxacni kiivku a z ni urcili hodnotu ECsg
neboli koncentraci vyvolavajici 50% relaxaci. Pro kazdou kiivku jsme urcili 95%
konfiden¢ni intervaly. Pfi testovani vlivu 4-MC na PKG byla poddna pouze jedna
davka 4-MC vyvolavajici priblizn¢ 80% vasodilataci a ucinek vyjadren jako %
z maximalni mozné vasodilatace. V pfipad€ testovani vlivu na véapnikové kanaly
L-typu jsme hodnotili kontrakci navozenou agonistou BayK-8644 jako % z maximalni

mozné kontrakce. Postup pro jednotlivé protokoly je uveden zde:

Protokoly 1 a 2: Dilataci navozenou nitroprusidem sodnym nebo forskolinem jsme
vyjadfili jako % z prekontrakce. Vyznamnost jsme hodnotili pomoci piekryvu

konfidenénich intervalq.

Protokol 3: Dilataci navozenou jednou davkou 4-MC jsme vyjadiili jako %
z maximalni mozné. Za maximalni dilataci jsme povaZovali tu, kterou navodi

nitroprusid sodny (10 umol.I""). Vyznamnost jsme hodnotili pomoci testu t-testu.

Protokol 4: Kontrakci navozenou BayK-8644 jsme vyjadfili jako % z maximalni
mozné. Za maximalni kontrakci jsme povazovali tu, kterou navodi KC1 (60 mmol.1™).
Vyznamnost jsme hodnotili pomoci testu two-way ANOVA s naslednym

Dunnettovym testem.

Protokoly 5-10: Dilataci navozenou 4-MC jsme vyjadfili jako % z maximalni moZné.
Za maximalni dilataci jsme povaZovali tu, kterou navodi nitroprusid sodny

(10 umol.I'"). Vyznamnost jsme hodnotili pomoci pekryvu konfidenénich intervalt.
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5.2.3. Vysledky

Protokol €. 1 — Dokaze 4-MC potencovat vasodilataéni uinky NO?

0 guizeeey PO .
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607 o NTS+4-MC

% relaxace
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NTS (umol.I'")

Graf 1. Vliv pritomnosti 4-methylkatecholu (4-MC) na vasodilatac¢ni Gcinky
nitroprusidu sodného (NTS).

Graf znazornuje relaxaci navozenou podanim donoru NO, NTS (0,0001 - 1 umol.l'l),
u krouzkt izolované potkani aorty ex vivo prekontrahovanych pomoci noradrenalinu
(10 umol.I'"). Pokus probihal bud’ za ptitomnosti 4-MC (15 pmol.I"") nebo vehikula
(kontrola). Z cév byl pfed pokusem mechanicky odstranén funkéni endotel. Relaxace
byla zméfena izometricky a vyjadfena jako procento z prekontrakce. Hodnoty jsou
vyjadieny jako primér = SEM z 8 méteni v obou skupinach, krouzky v jedné skupiné
byly ziskdny ze ¢tyt riznych zvifat. Body byla proloZena relaxaéni kiivka a spocitan
konfidenc¢ni interval Closy,. Kiivky byly povazovany za vyznamné odlisné, pokud

nedoslo k prekryvu konfidenénich intervali.
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Protokol &. 2 — Dokéaze 4-MC potencovat vasodilata¢ni i¢inky dané aktivaci

adenylatcyklazy a drahy cAMP?

% relaxace

|- Forskolin
- Forskolin + 4-MC

804
1004
T T T T T
N N N N
O \ ) .

Forskolin (umol.I™")

Graf 2. Vliv pritomnosti 4-methylkatecholu (4-MC) na vasodilataé¢ni uéinky po
aktivaci drahy cAMP.

Graf zndzornuje relaxaci navozenou podanim aktivatoru adenylatcyklazy, forskolinu
(0,0001 - 1 umol.I'"), u krouzkii izolované potkani aorty ex vivo prekontrahovanych
pomoci noradrenalinu (10 pmol.I'"). Pokus probihal bud’ za ptitomnosti 4-MC
(15 pmol.I'") nebo vehikula (kontrola). Z cév byl pied pokusem mechanicky odstranén
funk¢éni endotel. Relaxace byla zméfena izometricky a vyjadiena jako procento
z prekontrakce. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ SEM z 8 méfeni (4-MC) a ze
7 méfeni (kontrola), krouzky v jedné skupin€ byly ziskany ze ¢tyf rlznych zvifat.
Body byla prolozena relaxacni kiivka a spocitan konfiden¢ni interval Closy,. Kiivky
byly povazovany za vyznamné odlisné, pokud nedoslo k piekryvu konfidencnich

intervald.
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Protokol &. 3 — Je vasodilatace navozend 4-MC zprostiedkovand aktivaci

proteinkinazy G?
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Graf 3. Vliv pritomnosti 4-methylkatecholu (4-MC) na aktivaci proteinkinazy
G.

Graf znazorfiuje relaxaci navozenou podanim jedné davky 4-MC (70 umol.I'")
u krouzki izolované potkani aorty ex vivo prekontrahovanych pomoci noradrenalinu
(10 pmol.I'"). Krouzky byly inkubovany v pfitomnosti dvou riznych inhibitort PKG,
DT3 nebo Rp-8-pCPT-cGMPS (oba v koncentraci 1 pmol.1™). Z cév byl pred pokusem
mechanicky odstranén funkéni endotel. Relaxace byla zméfena izometricky
a vyjadfena jako procento z maximalni mozné. Za maximalni relaxaci jsme povazovali
tu, kterou navodi NTS (10 pmol.I'"). Vyznamnost jsme hodnotili pomoci t-testu.
Hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ SEM ze 4 méteni v obou skupinach, krouzky

v jedné skuping byly ziskany ze ¢tyt raznych zvitat.
ns ... nesignifikantni rozdil
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Protokol &. 4 — Dokéaze 4-MC blokovat vapnikové kanaly L-typu?
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Graf 4. Vliv 4-methylkatecholu (4-MC) na L-typ vapnikovych kanali na

hladkém cévnim svalu.

V pokusu na krouzcich izolované potkani aorty ex vivo jsme zjisStovali, zda dojde
k zablokovéani vasokonstrikéniho ucinku aktivatoru véapnikovych kanalt L-typu,
BayK-8644, piedchozi inkubaci s 4-MC ve dvou koncentracich (30 umol.I"" nebo
70 umol.I'"). Jako pozitivni kontrola byl pouZit nifedipin (150 nmol.I"), negativni
kontrolou bylo rozpoustédlo. Z cév byl pied pokusem mechanicky odstranén funkéni
endotel. Graf zndzorfluje zavislost navozené vasokonstrikce na koncentraci
BayK-8644 (0,0001 — 1 pmol.I'"). Kontrakci navozenou BayK-8644 jsme vyjadfili
jako % z maximalni mozné. Za maximalni kontrakci jsme povazovali tu, kterou
navodil KCl (60 mmol.l"). Vyznamnost jsme hodnotili pomoci testu two-way
ANOVA s naslednym Dunnetovym testem. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér
+ SEM ze 4 méteni ve vSech skupinach, krouzky v jedné skupiné byly ziskany ze ctyt

ruznych zvifat. * P <0,05 a ** P <0,01.
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Protokol &. 5 — Je vasodilatace navozend 4-MC zprostiedkovana aktivaci solubilni

guanvlatcyklazy?
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Graf 5. Vliv 4-methylkatecholu (4-MC) na aktivaci solubilni guanylatcyklazy
(sGC).

Graf zndzoriiuje vasorelaxaci krouzki izolované potkani aorty ex vivo
prekontrahovanych pomoci noradrenalinu (10 umol.I'") navozenou kumulativnim
podéanim 4-MC (0,1 — 100 pmol.I'"). Krouzky byly 30 minut inkubovany s inhibitorem
sGC, ODQ (1 pmol.I'"), nebo s rozpoustédlem. Z cév byl pied pokusem mechanicky
odstranén funkéni endotel. Relaxace byla zméfena izometricky a vyjadfena jako
procento z maximalni mozné. Za maximalni vasorelaxaci jsme povazovali tu, kterou
navodi nitroprusid sodny (NTS) podany na zavér pokusu (10 pmol.1""). Hodnoty jsou
vyjadieny jako primér = SEM z 9 méieni (4-MC + ODQ) a z 8 méieni (4-MC). Body
byla proloZena relaxaéni kiivka a spocitan konfidencni interval Closy. Vyznamnost
jsme hodnotili pomoci pfekryvu konfidenénich intervall. Kiivky byly povazovany za
vyznamn¢ odlisné, pokud nedosSlo k ptekryvu konfiden¢nich intervalli. Krouzky

potkani aorty v jedné skupiné byly ziskany z nejméné Ctyt riznych zvifat.
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Protokol & 6 — Ulastni se vasodilatace navozené 4-MC draselné kanaly BKc. na

hladkém cévnim svalu?
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Graf 6. Vliv 4-methylkatecholu (4-MC) na draselné kanaly BKca.

Graf zndzoriiuje vasorelaxaci krouzki izolované potkani aorty ex vivo
prekontrahovanych pomoci noradrenalinu (10 umol.I'") navozenou kumulativnim
podanim 4-MC (0,1 — 100 pmol.l"). Krouzky byly 30 minut inkuboviny se
selektivnim reversibilnim inhibitorem BKc, kanl@i, iberiotoxinem (100 nmol.I'"),
nebo s rozpoustédlem. Z cév byl pfed pokusem mechanicky odstranén funkéni endotel.
Relaxace byla zmétfena izometricky a vyjadiena jako procento z maximalni mozné. Za
maximalni vasorelaxaci jsme povazovali tu, kterou navodi nitroprusid sodny (NTS)
podany na zavér pokusu (10 umol.I""). Hodnoty jsou vyjadieny jako priimér + SEM
z 8 méfeni (4-MC) a ze 4 méteni (4-MC + Ibx). Body byla proloZena relaxacni kiivka
a spocitan konfidencni interval Closy,. Vyznamnost jsme hodnotili pomoci piekryvu
konfiden¢nich intervall. Kifivky byly povazovany za vyznamné odlisné, pokud
nedoslo k ptekryvu konfiden¢nich intervalti. Krouzky potkani aorty v jedné skupiné

byly ziskany z nejmén¢ ¢tyt riznych zviftat.
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Protokol & 7 — Uastni se vasodilatace navozené 4-MC draselné kanaly K- na

hladkém cévnim svalu?
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Graf 7. Vliv 4-methylkatecholu (4-MC) na draselné kanaly Kir.

Graf znazorfluje vasorelaxaci krouzkdi izolované potkani aorty ex vivo
prekontrahovanych pomoci noradrenalinu (10 pmol.I'") navozenou kumulativnim
podanim 4-MC (0,1 — 100 pmol.1""). Krouzky byly 30 minut inkubovany s inhibitorem
Kir kanélfi, BaCl, (50 pmol.l"'), nebo s rozpoustédlem. Z cév byl pred pokusem
mechanicky odstranén funkéni endotel. Relaxace byla zméfena izometricky
a vyjadiena jako procento z maximalni moZzné. Za maximalni vasorelaxaci jsme
povazovali tu, kterou navodi nitroprusid sodny (NTS) podany na zavér pokusu
(10 pmol.I'"). Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SEM z 5 méfeni (4-MC) a ze
4 méteni (4-MC + BaCly). Body byla proloZena relaxacni kiivka a spocitan
konfiden¢ni interval Closy. Vyznamnost jsme hodnotili pomoci piekryvu
konfiden¢nich intervalti. Ktivky byly povazovany za vyznamné odlisné, pokud
nedoslo k ptekryvu konfidencnich intervali. Krouzky potkani aorty v jedné skupiné

byly ziskany z nejméné Ctyt riiznych zvitat.
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Protokol & 8 — Ulastni se vasodilatace navozené 4-MC draselné kanaly K atp na

hladkém cévnim svalu?
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Graf 8. Vliv 4-methylkatecholu (4-MC) na draselné kanaly Kare.

Graf zndzoriiuje vasorelaxaci krouzki izolované potkani aorty ex vivo
prekontrahovanych pomoci noradrenalinu (10 pmol.I'") navozenou kumulativnim
podéanim 4-MC (0,1 — 100 pmol.I'"). Krouzky byly 30 minut inkubovany s inhibitorem
Katp kanalli, glibenklamidem (10 pmol.lI""), nebo s rozpoustédlem. Z cév byl pied
pokusem mechanicky odstranén funk¢ni endotel. Relaxace byla zmétfena izometricky
a vyjadfena jako procento z maximalni mozné. Za maximalni vasorelaxaci jsme
povazovali tu, kterou navodi nitroprusid sodny (NTS) podany na zavér pokusu
(10 pmol.I'"). Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SEM z 5 méfeni (4-MC) a ze
6 méteni (4-MC + glibenklamid). Body byla proloZena relaxa¢ni kifivka a spocitan
konfiden¢ni interval Closy. Vyznamnost jsme hodnotili pomoci piekryvu
konfiden¢nich intervall. Kifivky byly povazovany za vyznamné odlisné, pokud
nedoslo k ptekryvu konfiden¢nich intervali. Krouzky potkani aorty v jedné skupiné

byly ziskany z nejmén¢ Ctyt riznych zvifat.
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Protokol & 9 — Ulastni se vasodilatace navozené 4-MC draselné kanaly Ky na

hladkém cévnim svalu?
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Graf 9. Vliv 4-methylkatecholu (4-MC) na draselné kanaly Kv.

Graf zndzoriiuje vasorelaxaci krouzki izolované potkani aorty ex vivo
prekontrahovanych pomoci noradrenalinu (10 pmol.I'") navozenou kumulativnim
podéanim 4-MC (0,1 — 100 pmol.I'"). Krouzky byly 30 minut inkubovany s inhibitorem
Kv kanél{i, 4-aminopyridinem (3 mmol.I'"), nebo s rozpoustédlem. Z cév byl pied
pokusem mechanicky odstranén funk¢ni endotel. Relaxace byla zmétfena izometricky
a vyjadfena jako procento z maximalni mozné. Za maximalni vasorelaxaci jsme
povazovali tu, kterou navodi nitroprusid sodny (NTS) podany na zavér pokusu
(10 umol.I'"). Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SEM ze 7 méfeni v obou
skupinach (4-MC a 4-MC + 4-AP). Body byla proloZena relaxa¢ni kiivka a spocitan
konfiden¢ni interval Closy. Vyznamnost jsme hodnotili pomoci piekryvu
konfiden¢nich intervall. Kifivky byly povazovany za vyznamné odlisné, pokud
nedoslo k ptekryvu konfiden¢nich intervali. Krouzky potkani aorty v jedné skupiné

byly ziskany z nejméné ¢tyt riznych zvirat. * P < 0,05
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Protokol & 10 — Ulastni se vasodilatace navozené 4-MC draselné kanaly Kyv7 na

hladkém cévnim svalu?
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Graf 10. Vliv 4-methylkatecholu (4-MC) na draselné kanaly Kv7.

Graf zndzoriiuje vasorelaxaci krouzki izolované potkani aorty ex vivo
prekontrahovanych pomoci noradrenalinu (10 pmol.I'") navozenou kumulativnim
podanim 4-MC (0,1 — 100 pmol.l"). Krouzky byly 30 minut inkuboviny se
selektivnim inhibitorem Kvy7 kanald, linopirdinem (10 pmol.l'), nebo
s rozpoustédlem. Z cév byl pred pokusem mechanicky odstranén funkéni endotel.
Relaxace byla zmétfena izometricky a vyjadiena jako procento z maximalni mozné. Za
maximalni vasorelaxaci jsme povazovali tu, kterou navodi nitroprusid sodny (NTS)
podany na zavér pokusu (10 pmol.I'"). Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SEM
ze 6 méeteni (4-MC) a z 8 méteni (4-MC + linopirdin). Body byla prolozena relaxa¢ni
kiivka a spocitan konfiden¢ni interval Close,. Vyznamnost jsme hodnotili pomoci
piekryvu konfiden¢nich intervalii. Kiivky byly povazovany za vyznamné odlisné,
pokud nedoslo k piekryvu konfiden¢nich intervald. Krouzky potkani aorty v jedné

skupiné byly ziskany z nejméné ¢tyt rliznych zvirat. * P < 0,05

80



6. DISKUZE

Choroby kardiovaskularniho systému patii stale k velmi zdvaznym problémtim lidské
populace. Incidence kardiovaskularnich onemocnéni nartistd zejména vlivem rtiznych
rizikovych faktori, mezi néz muzeme zaradit genetické predispozice, zivotni styl,
vysoky krevni tlak, diabetes mellitus, dyslipidémii, obezitu ¢i koutfeni (Ciumarnean
2020). Vysoka incidence a zavazné dopady kardiovaskularnich onemocnéni jsou
hlavnimi diivody pro neustalé¢ hledani novych moznosti terapie (Klener et al. 2012,
Stejfa et al. 2007). V tomto sméru je velkd pozornost vénovana mimo jiné také
strukturam ziskdvanym z piirodnich zdroji. Rada experimentalnich praci potvrzuje
pfimou pozitivni souvislost mezi ptijmem rostlinnych flavonoidl ve stravé a snizenim
rizika kardiovaskularnich chorob — zejména co se tyka vlivu na krevni tlak a spravnou

funkei cévniho endotelu (Hiigel et al. 2016).

Tato diplomové prace rozsifuje vyzkum kardioprotektivniho piisobeni flavonoidl na
lidsky organismus. Preventivni pusobeni u kardiovaskuldrnich chorob vychazi
pfedevsim z jejich antioxidacni, antitrombogenni, antiaterogenni a také vasodilata¢ni
aktivity. Vasodilata¢ni G€inky flavonoidil se 1i8i latka od latky. Nékteré flavonoidy
potencuji endotelovou vasodilataci napt. potlacenim syntézy vasokonstrikénich
pusobki ¢i inhibici ACE systému (Hollman a Katan 1999, Hiigel et al. 2016, Khan et
al. 2021). Jiné latky potlacuji vasokonstrikci zptisobenou ET-1 ¢i angiotensinem II
(Kudo et al. 2021). Vyznamna4 je také jejich schopnost plnit tlohu signalnich molekul
na zéklad¢ vzajemné interakce s bunécnymi receptory, kindzami a enzymy, ¢imZ
dokaZou regulovat fadu signaliza¢nich kaskad. Dalsi mechanismy kardioprotektivniho
pusobeni piirodnich flavonoidd jsou stale predmétem vyzkumu (Hiigel et al. 2016,
Kudo et al. 2021). I kdyZ tato problematika neni zcela objasnéna, obecné plati, Ze pro
kardioprotektivni plsobeni flavonoidi je dulezity jejich dostate¢ny a pravidelny
pfijem potravou. Flavonoidy piijimané v potravé maji piekvapivé velmi nizkou
biodostupnost a v plazmé dosahuji nizkych koncentraci, coZ je v rozporu s jejich
prokdzanymi pozitivnimi U¢inky. Vysvétlenim by mohly byt jejich metabolity
vznikajici Cinnosti lidského mikrobiomu, které jsou daleko Iépe vstiebatelné
(koncentrace v plazmé fadové v jednotkdch pmol.l') a které by tak mohly

byt zodpoveédné za terapeutické t€inky (Hrubsa et al. 2022).
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V této diplomové praci jsme se zaméfili na jeden z kolonickych metabolitt flavonoidi
— 4-methylkatechol (4-MC). Volba latky nebyla ndhodna, vychéazeli jsme
z ptedchoziho ex vivo screeningu, ve kterém 4-MC patfil mezi u¢inné vasodilatacni
latky. Tento screening také ukazal, ze nékteré kolonické metabolity vykazuji ex vivo
vasodilatacni uc¢inek srovnatelny nebo i1 vyssi nez parentni flavonoidy.

metabolity

500,

-
1004 T [

—
b

ECso [umol.I""]

Graf 11. Graf zobrazuje vasodilatacni aktivitu vybranych flavonoidl a jejich
metabolitd (v€etné 4-methylkatecholu) ex vivo naizolované aort¢ potkana
prekontrahované noradrenalinem (10 umol.I'"). Na horizontalni ose grafu je vydet
vybranych testovanych flavonoidti a metabolitti, vertikalni osa zobrazuje odpovidajici

hodnotu ECso. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér = SEM.

Zdroj: Pourova et al. (2018), upraveno

Cilem této prace bylo odhalit mechanismus vasodilata¢niho ptsobeni 4-MC. K tomuto

ucelu jsme zvolili metodu ex vivo izolovanych krouzkii potkani aorty. Jedna se
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o klasickou farmakologickou metodu, ktera je v laboratofi Vyzkumné skupiny
kardiovaskularni a respiracni farmakologie dobie zavedena. Zamérn¢ jsme pouzili
stejny zvifeci druh, jako byl pouzit ve screeningu. Z piedpokusii jsme védéli, ze
vasodilatacni efekt 4-MC je nezavisly na pfitomnosti endotelu (Pourova et al. 2018).
Z tohoto diivodu jsme se zaméfili ptimo na hladky cévni sval a testovani jednotlivych
mechanismi U¢inkd proto probihalo na cévach s odstranénym funkénim endotelem za
pouziti inhibitord nebo aktivatorti jednotlivych mechanismii. Jako kontrolu jsme
pouzivali ptislusné rozpoustédlo (DMSO v odpovidajici koncentraci nebo Krebstv

roztok).

Nejprve jsme ovetili, ze 4-MC ma ve zvoleném experimentdlnim modelu opravdu
vasodilata¢ni Uc€inky. Nasledné jsme zjistili, Ze dokdze signifikantné¢ potencovat
vasodilatacni aktivitu NTS (pifimy donor NO). Na zékladé toho jsme se zaméfili na
navazujici signalni drahu NO-sGC-cGMP-PKG. Postupné jsme testovali, zda 4-MC
inhibuje solubilni guanylatcyklazu nebo dva podtypy proteinkindzy G, ale ani jeden

z téchto ucinkll jsme neprokézali.

Vratili jsme se proto na zacatek a zkusili jsme otestovat vliv 4-MC na vasodilataci
navozenou forskolinem (aktivator adenylatcyklazy a drahy AC-cAMP-PKA). 1v tomto
ptipadé¢ jsme prokdzali potenciaci vasodilata¢niho efektu. Protoze 4-MC potencuje jak
dréhu NO, tak drahu cAMP, rozhodli jsme se otestovat vliv 4-MC na jejich spolecné
cile — membranové iontové kandly. Membranové kanaly hraji velmi vyznamnou roli
v bunécné fyziologii. Jsou rozhodujici pro dilataci nebo kontrakei hladkého cévniho
svalu, protoze reguluji pfesun iontli (zejména draselnych a sodnych), a tak i polaritu
bunééné membrany. Depolarizace se obecné poji s vasokonstrikci a repolarizace
s vasodilataci. Kromé¢ toho né&které iontové kandly zprostiedkovavaji ptisun
extracelularnich vépenatych iontd, které jsou rozhodujici pro zahdjeni svalové

kontrakce.

Z membranovych iontovych kanali jsme nejprve testovali, zda by 4-MC mohl byt
blokatorem véapnikovych kanalt L-typu, které predstavuji hlavni zplisob vstupu ionti
Ca?" do bunék hladkého cévniho svalu. K pokusu jsme vyuzili aktivator tohoto kanalu

(BayK-8644) a jako pozitivni kontrolu jeho znamy inhibitor (nifedipin). Vysledky
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ukazaly, ze 4-MC nedokaze zvratit u¢inky BayK-8644 a nepiisobi tedy jako pfimy
inhibitor vapnikovych kanala L-typu.

Dalsi moznosti u¢inku 4-MC bylo ovlivnéni membranovych draselnych kanal.
Ze vsech iontd, které se fyziologicky vyskytuji v bunikdch hladkého cévniho svalu
nebo extracelularné v jejich okoli, je buné¢nd membrana nejvice prostupnd prave
pro draselné ionty. Z tohoto divodu maji draselné ionty nejvétsi vliv na regulaci
membranového potencidlu. Vysoka prostupnost pro K je zvelké miry dana
pfitomnosti mnoha typt specifickych iontovych kanalt. Lisi se od sebe umisténim,
ulohou v jednotlivych fazich hladkosvalové fyziologie a zpiisobem fizeni. Podle
zpisobu fizeni rozpoznavame tyto zakladni typy: draselné kandly fizené vépenatymi
ionty (BKca), kandly fizené ATP (Karp), kanaly usmérnéné dovnitt (Ki;) a kone¢né
kanaly napétove fizené (Ky). Nicméné vSechny tyto kanaly specificky propouste;ji

ionty K" a aktivace kteréhokoliv typu vede k re/hyperpolarizaci a tim k vasodilataci.

V nasich pokusech jsme vychdzeli z ptedpokladu, ze pokud 4-MC aktivuje nektery
z téchto kanald, piitomnost specifického antagonisty vybraného kandlu zabréani
vasodilatatnimu ucinku. Touto metodou jsme postupné vyloucili, ze by 4-MC

aktivoval kanaly BKca, Kirnebo Katp.

Naopak jsme zjistili, ze 4-MC navozenou vasodilataci vyrazné snizi blokada Ky kanali
pomoci 4-aminopyridinu. Nasledné jsme za pouziti linopirdinu otestovali také kanaly
K\7 (podtyp kanala Ky, ktery je hojné zastoupen v cévnim hladkém svalu). I zde jsme
dosli k pozitivnimu vysledku, i kdyZ tc€inek blokady byl méné vyrazny. Z toho
usuzujeme, Ze kanaly K,7 se na G¢inku 4-MC vyznamné podileji, ale ne exkluzivné.
Kanaly Ky citlivé reaguji na depolarizaci bunééné membrany a v otevieném stavu
umoziuji efflux draselnych kationtl z buiky. V disledku toho nastava repolarizace,
membranovy potencial se stava vice negativnim, coz uzavira napét'ove fizené vapenaté
kanaly a tim i hlavni zdroj Ca** iontl pro svalovou kontrakci (Byron, Brueggemann

2018). Vysledkem je proto vasodilatace.

Pouzitd metoda izolované cévy ex vivo je jednoduchd a spolehliva, ale ma své limity.
Pti urcovani mechanismu u¢inku umoznuje postupovat vylucovaci metodou. Z naSich
vysledki jasn€¢ vyplyva, ze vasodilatace navozena 4-MC je spojena s aktivitou

napétové fizenych Ky kanali na plazmatické membrané bunék cévniho hladkého
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svalu. Nicméné ptresny prubéh nevime. 4-MC miize aktivaci Ky kanali zptisobovat
ptimo anebo zprostiedkované pomoci dalSich struktur, které tyto kandly aktivuji. Jiz
byl vyloucen ptimy vliv na sGC a PKG, nicméné existuji i dalsi moznosti. Nebyl
otestovan napf. vliv na inhibitory fosfodiesterdz nebo na nitrobunécné zéasoby
vapenatych iontl. Konkrétni mechanismus vasodilata¢niho uc¢inku 4-MC se nam tedy
zatim podatilo pouze poodhalit a je potfeba provést dalsi upiesnujici pokusy. Kromé
toho jsou do budoucna planovany obdobné pokusy na izolované prase¢i koronarni
céve ex vivo. Je znamo, ze koronarni cévy se lisi od ostatnich a mohou reagovat jinak
nez ostatni periferni artérie. K vyhodé tohoto modelu patii fakt, ze lidské a praseci

koronarni cévy si jsou velmi podobné.

Na zavér bych chtéla poznamenat, Ze tato diplomové prace je soucasti Sir§iho vyzkumu
Vyzkumné skupiny kardiovaskularni a respiracni farmakologie a kardiovaskularni
ucinky 4-MC jiz byly ovéfeny i jinak. Nejpresvédcivejsi dikaz ptinesly in vivo pokusy
na hypertenznich potkanech, kde 4-MC vyznamné snizoval krevni tlak po bolusovém

1 infuznim podani.
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7. ZAVER

Tato diplomova prace testovala pomoci ex vivo experimentd na izolované potkani
aort¢ mechanismus vasodilatacniho ucinku vyznamného kolonického metabolitu

flavonoidii — 4-methylkatecholu.
Z nasich pokusii vyplyvaji tyto zavery:

e 4-methylkatechol signifikantné potencuje vasodilata¢ni €inky nitroprusidu
sodného (donor NO) a forskolinu (aktivator adenylatcyklazy)

e vasodilatacni efekt 4-methylkatecholu je zavisly na aktivité Ky kanali na
hladkém cévnim svalu

e podstatnou, ale ne vylu¢nou roli hraje podtyp K7, ktery je v perifernich
cévach hojné zastoupen

e nebyl prokdzan piimy vliv 4-methylkatecholu na dalsi hladkosvalové
draselné kandaly — kanaly aktivované vapnikem (BKca), kanaly fizené ATP
(Katp) a kanaly usmérnéné dovnitt (Kir)

e nebyl prokazan piimy vliv 4-methylkatecholu na hladkosvalové vapnikové
kanaly L-typu

e nebylo prokdzéano, ze by 4-methylkatechol pfimo aktivoval solubilni

guanylatcyklazu nebo proteinkinazu G
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