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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Monika Stefancova
Skolitelka: doc. PharmDr. Jana Pourova, Ph.D.
Nazov diplomovej prace: Mechanizmus vazodilatacného ucinku kyseliny

3-hydroxyfenyloctovej ex vivo

Z klinickych $tudii je zname, Ze prijem polyfenolov potravou pdsobi ako prevencia
kardiovaskularnych ochoreni. Avsak samotné poévodné zluCeniny maju Casto nizku
biologicku dostupnost. Déraz sa preto kladie na ich bioaktivne metabolity. Medzi
takéto metabolity patri aj kyselina 3-hydroxyfenyloctova (3-HPAA). Cielfom tejto prace
bolo overit mechanizmus vazodilataéného uCinku  3-HPAA  pomocou
Standardizovanej metddy ex vivo na izolovanej koronarnej artérii prasata. Podanim
3-HPAA doslo k relaxacii kontrahovanych segmentov prasacej artérie mechanizmom
CiastoCne zavislym na celistvosti endotelu. Inhibiciou endotelidlnej syntazy oxidu
dusnatého bola relaxacia znaéne oslabena. Blokadou SKc; a IKca kanalov,
muskarinovych receptorov, cyklooxygenazy €i vapnikovych kanalov typu L nedoslo
prostrednictvom 3-HPAA Kk Ziadnemu ovplyvneniu relaxacie. Ukazalo sa teda,
Ze 3-HPAA spésobuje davkovo zavislu vazodilataciu koronarnych artérii ex vivo

prinajmensom scasti sprostredkovanu endotelom s uc€astou oxidu dusnatého.

Kracéové slova: kyselina 3-hydroxyfenyloctova, ex vivo, cieva, vazodilatacia,

mechanizmus



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology & Toxicology

Student: Monika Stefancova
Supervisor: doc. PharmDr. Jana Pourova, Ph.D.
Title of diploma thesis: Vasodilatory effects of 3-hydroxy phenylacetic acid: ex

vivo mechanism of action

It is known from clinical studies that the intake of polyphenols from food acts as
a prevention of cardiovascular diseases. However, the parent compounds
themselves often have low bioavailability. The emphasis is therefore on their
bioactive metabolites. 3-hydroxy phenylacetic acid (3-HPAA) is among such
metabolites. The aim of this study was to verify the mechanism of the vasodilatory
effect of 3-HPAA using standardized ex vivo method on an isolated pig coronary
artery. The administration of 3-HPAA resulted in relaxation of maximally contracted
segments of porcine artery by mechanism partially dependent on the integrity
of endothelium. By inhibiting endothelial nitric oxide synthase, the relaxation was
significantly impaired. The blockage of SKc¢, and IKc, channels, muscarinic receptors,
cyclooxygenase or L-type calcium channels did not affect relaxation. Thus, 3-HPPA
causes dose-dependent vasodilatation of coronary arteries ex vivo at least partially

mediated by endothelium with the participation of nitric oxide.
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1 ZOZNAM SKRATIEK
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katechol-O-metyltransferaza
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diacylglycerol
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endotelin konvertujuci enzym
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endotelialna syntaza oxidu dusnatého
endotelin 1
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endotelin 3
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guanozintrifosfat
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inducibilna syntaza oxidu dusnatého
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KVS
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MAO
MLCK
MP
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nNOS
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NOS
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PGE2
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PGH2
PGI2
PIP
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PKG
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1-[(2-chlorofenyl)-difenylmetyl]pyrazol
tromboxan A2
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meteno-7H-dibenzo[b,m][1,5,12,16]tetraazacyklotrikozin-5-13-
diium

vegetativny nervovy systém



2 UvoD

Kardiovaskularny systém (KVS) prispieva k integrovanej funkcii celého organizmu.
Roznasa k bunkam vyZivné latky a hormoény a odnasa od nich odpadné produkty.
Pozostava z podsystému krvnych a lymfatickych ciev (Junqueira et al. 1997). Prietok
krvi tkanivami je regulovany lokalnymi a celkovymi homeostatickymi mechanizmami,
ktoré vyvolavaju dilataciu alebo kontrakciu svaloviny ciev (Ganong 2005).
Kardiovaskularne ochorenia (KVO) su hlavnou priCinou globalnej mortality
avyznamne prispievaju k chorobnosti a predCasnej invalidite. NajCastejSimi
neovplyvnitefnymi rizikovymi faktormi vzniku KVO su vek a pohlavie. Medzi
ovplyvnitelné rizikové faktory patri obezita, fajcenie, nadmerna konzumacia alkoholu
Ci sedavy spdsob Zivota. Naopak ako prevencia pOsobi zdravy Zivotny Styl vratane
vhodnej stravy. (Ciumarnean et al. 2020, Klener et al. 2012, Dité et al. 2007).
Flavonoidy su latky s fenolovou Struktirou nachadzajuce sa napr. v ovoci, zelenine,
obili, ¢aji €i vine. Patria medzi prirodné polyfenoly zname pre svoje blahodarné
ucinky na zdravie (Panche et al. 2016). Vyznamne sa podielaju na prevencii KVO
vdaka svojim antiaterogénnym, antitrombotickym a antioxidaénym vlastnostiam.
Studie ukazali, Zze flavonoidy dokdZu modulovat aktivitu mnohych zapalovych
mediatorov. Predstavuju alternativu vo vyvoji novych lie€iv (Ciumarnean et al. 2020).
Tato praca sa zameriava na vazodilatacné ucinky jedného z derivatov flavonoidov -
kyseliny 3-hydroxyfenyloctovej a overenie mechanizmu tohto uc€inku na koronarnych

cievach metédou ex vivo na izolovanej koronarnej artérii prasata.

10



3 TEORETICKA CAST

3.1 Kardiovaskularny systém

Kardiovaskularny systém ako jeden zkluCovych sustav spoloCne s nervovou
sustavou zjednocuju fungovanie celého [ludského organizmu. Ulohou KVS je
neustala dodavka kysliku a nutricnych latok tkanivam organizmu a odvadzanie jeho
splodin k exkreCnym organom. Okrem toho zaistuje aj transport hormdnov
a protilatok, regulaciu telesnej teploty €i udrzanie homeostazy (Junqueira et al. 1997,
Konradova et al. 2000, Ganong 2005).

KVS je zloZzeny z podsystému krvnych a lymfatickych ciev (Junqueira et al. 1997).
Lymfaticky systém zahfna lymfatické cievy, ktoré z tkanivového moku prijimaju lymfu
(miazgu) (Cihak 1997). Spociatku tieto cievy zadinaju ako slepé lymfatické kapilary.
Postupne dochadza k anastomo6ze a vznikaju vacSie cievy, ktoré vyustuju
do systému krvnych ciev a vyprazdnuju sa do velkej Zily v blizkosti srdca. Navracaju
tym tkanivovu tekutinu do Kkrvi.

Krvny systém sa sklada zo srdca a krvnych ciev (Junqueira et al. 1997, Konradova
et al. 2000).

3.1.1 Cievny systém
Krvné cievy predstavuju uzavrety systém trubic, vdaka ktorym prudi krv po tele. Krv

je do tohto systému &erpana srdcom (Cihak 1997, Narika a Eliskova 2015).

3.1.1.1 Histoldgia ciev

Obecne sa stena kazdej cievy sklada z troch vrstiev — tunica intima, tunica media
a tunica adventitia. Zastupenie vrstiev je prispdsobené svojou Strukturou funkénym
narokom jednotlivych usekov cievneho systému (Konradova et al. 2000, Cihak 1997).

Obecnu stavbu cievnej steny znazorriuje Obr. 1.

Tunica intima

Tunica intima je vnutorna vrstva cievnej steny tvorena dvomi vrstvami.

Bunky endotelovej vrstvy su ploché, polygonalne, obvykle potiahnuté v smere toku
krvi. Ploché jadro maju ulozené v centralnej Casti bunky. Okrem toho, ze vytvaraju
nezmacavy povrch, ktory oddeluje krv od cievy, maju aj antitromboticky ucinok
(brania vzniku trombu a podporuju fybrinolyzu). Moduluju tiez prietok krvi pésobenim
na hladkd svalovinu cievy tvorbou a sekréciou parakrinne pdsobiacich

vazodilataénych (napr. oxid dusnaty) a vazokonstrikCnych (napr. endotelin) latok
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na zaklade hemodynamickych a chemickych podnetov (Konradova et al. 2000,
Junqueira et al. 1997, Trojan et al. 2003).

Pod endotelom sa nachadza subendotelova vrstva, tvorena riedkym kolagénnym
vazivom, ktoré prilezitostne obsahuje aj jednotlivé bunky hladkej svaloviny
(Konradova et al. 2000, Junqueira et al. 1997).

Tunica media

Stredna vrstva tunica media sa sklada predovSetkym zo skrutkovito usporiadanych
vrstiev hladkych svalovych buniek, ktoré produkuju medzibunkovu hmotu. Zastupeny
je vnej hlavne glykosaminoglykan chondroitinsulfat a proteoglykany obsahujuce
tento glykosaminoglykan. Medzi hladkosvalovymi bunkami sa nachadzaju rozptylené
elastické a kolagénové vilakna. Hlavne kolagén Ill. typu, ako typicka bielkovina
cievnej steny, je zodpovedny za involuéné zmeny, teda starnutie cievy. Elastické
vlakna vytvaraja v médii jemné blanky, v ktorych su vytvorené fenestracie
zabezpecujuce prienik zivin do hlbSich oblasti cievnej steny. Elastické Struktury
koncentrujice sa na hranici tunica media formuju membrana elastica interna
a membrana elastica externa, ¢im oddeluju tunica media od tunica intima a tunica
adventitia (Konradova et al. 2000, Junqueira et al. 1997, Dylevsky et al. 2000).

Tunica adventitia

VonkajSia vazivova vrstva je tvorend pozdizne usporiadanymi elastickymi
a kolagénnymi vlaknami, ¢im ju pruzne fixuju. Obsahuju prevazne kolagén I. typu,
glykosaminoglykany, dermatansulfat a v mensej miere heparansulfat. Pritomné su
tiez adipocyty, fibroblasty a aj bunky hladkej svaloviny. Tunica adventitia postupne
prechadza do vaziva organu, cez ktory vedie cieva (Konradova et al. 2000, Junqueira
et al. 1997, Cihak 1997).

3.1.1.2 Vaskularizacia a inervacia ciev

Drobnym cievam je vyZiva steny zaistena difuziou z pretekajucej krvi. AvSak cievy
s priemerom vacsim nez 1 mm maju uz steny relativne silné, preto kyslik a prisun
Zivin zabezpecluje systém vlastnych ciev — vasa vasorum. Pochadzaju bud priamo
z artérie, ktoru zasobuju, alebo z najblizSej susednej artérie. Tieto cievy sa masivne
vetvia v tunica advetitia a vo vonkajsich oblastiach tunica media. CastejSie sa v3ak
vyskytuju v stenach zil nez tepien, €o je pripisované niz8ej koncentracii kyslika
vo vendznej krvi (Konradova et al. 2000, Cihak 1997).
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Stena vacsiny krvnych ciev, ktoré obsahuju bunky hladkej svaloviny, ma mohutne
vyvinutu siet sympatickych nemyelinizovanych vazomotorickych nervovych viaken.
Uvolnenie mediatoru noradrenalinu (norepinefrinu) vedie k vazokonstrikcii. Obecne
eferentné nervy nevstupuju do tunica media tepien, preto musi NA difundovat dale;,
aby prenikol k bunkam hladkej svaloviny a mohol ich ovplyvnit. V Zilach najdeme
nervové zakoncCenia v tunica advetitia aj media, ale inervacia je tu redSia nez
v tepnach. Tepny kostrového svalstva prijimaju tiez cholinergné vazodilatacné vlakna
(mediator acetylcholin) (Konradova et al. 2000, Junqueira et al. 1997).

Obr. 1 Obecna stavba cievnej steny

A — tunica intima: 1 — endotel, 2 — subendotelova vrstva, 3 — membrana elastica interna;
B — tunica media: 4 — hladka svalovina; C — tunica adventitia: 5 — membrana elastica externa,
6 — vézivo s vasa vasorum
Prevzaté z: Cihak (1997)

3.1.1.3 Typy krvnych ciev

Pri krvnych cievach rozliSujeme artérie (tepny) vetviace sa na tenké arterioly, ktoré
prechadzaju do kapilar (vlasoc€nic). Tie potom pokracuju a formuju tenké venuly,
ktoré sa zbieraju do vén (zil) (Cihak 1997).

Artérie a arterioly

Tepny privadzaju okysliCena krv do tkaniv. Maju pevné a pruzné steny, ktoré
odolavaju pravidelnym zmenam krvného tlaku. Krv nimi preteka rychlo, postupnym

vetvenim v8ak rychlost’ klesa. Artérie su vacsinou ulozené hlbsie, ak su vSak blizko
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povrchu, tlakova vina prechadzajuca artériou roztahuje jej steny a vytvara
hmatatelny tep (Junqueira et al. 1997, Cihak 1997).

Vacsina artérii v tele je muskularneho typu. Su to prevazne tepny organov, ako
koronarne tepny srdca, tepny obliCiek a pod. Maju stenu upravenu tak, aby
prevazujucou zlozkou bola tunica media, ktora méze obsahovat az 40 vrstiev buniek
hladkej svaloviny. Tato svalovina usmernuje privod krvi organom. Smerom
do periférie sila steny a priesvit tepny postupne klesaju (Dylevsky et al. 2000, Narika
a EliSkova 2015, Junqueira et al. 1997).

Pri artérii elastického typu prevazuje nad bunkami hladkého svalstva elastické
vazivo. Vysoky obsah elastinu v tunica media spbésobuje Zltkasté sfarbenie tychto
ciev. Elasticka zlozka brani tomu, aby sa cieva pri zahnuti zalomila a aby sa zastauvil
krvny obeh. Medzi artérie tohto typu patri aorta a jej hlavné vetvy (Junqueira et al.
1997, Dylevsky et al. 2000).

Aorta (srdcovnica), najvacsia ludska tepna, rozvadza krv z lavej komory do celého
tela pomocou vetviacich sa tepien. Je tvorena tromi usekmi. Prvy usek aorta
ascendens pokracuje ako arcus aortae. Odtial zaCina treti usek aorta descendens
rozdeleny na aorta thoracica a aorta abdominalis (Cihak 1997).

NajtenSie artérie sa nazyvaju arterioly. Obecne maju priemer mensi nez 0,5 mm
a uzky priesvit, ktory ale dokazu svojou svalovinou menit. Okrem hladkej svaloviny
ich stena obsahuje aj elastické tkanivo. Koncové useky arteriol tvoria prekapilary, tie
pokraduiju do kapilar (Cihak 1997, Junqueira et al. 1997).

Kapilary

Kapilary (vlasoc€nice) sa skladaju z jednej vrstvy polygonalnych endotelovych buniek,
ktoré sa stacaju a vytvaraju tym cylindricky priestor. Tuto vrstvu na réznych miestach
obklopuju bunky s dlhymi cytoplazmatickymi vybezkami — pericyty. Ich cytoplazma
obsahuje aktin, myozin a tropomyozin, ¢o znali schopnost urcitej kontrakcie
(Konradova et al. 2000, Junqueira et al. 1997).

Priemer kapilar koliSe od 7 do 9 um. Prechod medzi terminalnou arteriolou
a kapilarou obsahuje prekapilarny sfinkter, ktory kontrakciou a dilataciou reguluje
prietok krvi kapilarnym rieCiskom. Jeho funkcia je riadena nervovo, endokrinne
a lokalnymi produktmi tkaniva, ako je histamin. Tok krviniek kapilarami je pomaly,
pretoZze velkost priesvitu kapilary zodpoveda velkosti erytrocytov (Dylevsky et al.
2000, Nanka a Eliskova 2015, Junqueira et al. 1997).
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Vlasoc€nice plnia tri zakladné ulohy. Sluzia ako selektivne prestupna membrana
pre latkova vymenu medzi krvou a tkanivom, plnia protizrazanliva funkciu (zabranuju
koagulacii) a metabolizuju cely rad latok (lipoproteiny, prostaglandiny ai.).
Metabolicka aktivita tkaniva odraza hustotu kapilarnej siete. Bohatu siet maju organy
s vysokou urovhou metabolizmu, napr. oblicky a peCen. Naopak pomerne malo
kapilar obsahuje hladka svalovina a tuhé vazivo (Konradova et al. 2000, Junqueira
et al. 1997, Dylevsky et al. 2000).

Podla struktury endotelovych buniek a pritomnosti bazalnej laminy rozdelujeme
kapilary do Styroch skupin. Delime ich na kapilary so suvislou endotelovou vystelkou,
kapilary fenestrované, kapilary s pormi a kapilary sinusoidné.

Suvislé kapilary (somatického typu) su lemované endotelovymi bunkami
bez pritomnych fenestracii a pérov. V cytoplazme tychto buniek najdeme pinocytarne
vaCcky zabezpecujuce obojsmerny transport makromolekul bunkou. Bazalna
membrana je kontinualna. Tento typ kapilar nachadzame na vSetkych typoch svalov,
Vo vazive, v exokrinnych Zlazach ¢i v nervovom tkanive.

Fenestrované kapilary (visceralneho typu) maju v stenach endotelovych buniek
vytvorené fenestracie s priemerom 60 - 80 nm. Uzatvara ich tenka priehradka —
diafragma. Bunky obklopuje celistva bazalna membrana. Tieto kapilary su typické
pre miesta s rychlou latkovou vymenou ako su €reva, oblicky a endokrinné Zlazy.
Kapilary s pérmi maju v endotelovych bunkach vytvorené péry, ktoré ale neuzatvara
diafragma. Maju suvislu bazalnu membranu a nachadzame ich v glomeruloch
obliCiek.

Sinusoidné kapilary maju nepravidelny lumen, fenestracie v endoletovej stene
bez diafragmy a nesuvislu bazalnu membranu. Tato Struktura steny vyznamne
ulahCuje vymenu latok. V okoli tychto kapilar sa vyskytuju makrofagy. Sinusoidy
najdeme v peCeni a v hematopoetickych organoch ako su kostna drefi a slezina
(Konradova et al. 2000, Junqueira et al. 1997).

Na konci kapilarneho rieCiska prechadzaju kapilary do postkapilar, ktoré potom

pokracduju do venul a zil (Cihak 1997).

Venuly a vény

Venuly su najtensie zily s priemerom 0,2 - 1 mm. Charakterizuje ich tunica intima
tvorena endotelom atenkou subendotelovou vrstvou, stredna tunica media
neobsahujuca Ziadne alebo len par vrstiev hladkej svaloviny, a najsilnejSia tunica

adventitia tvorena vazivom bohatym na kolagénne vlakna. V3etky venuly maju oproti
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zhodnym arteriolam slabSiu stenu a niektoré sa funkénymi vlastnostami podobaju
kapilaram. Postupne sa zbieraju do zil (Cihak 1997, Junqueira et al. 1997, Dylevsky
et al. 2000).

Struktara steny Zil vyznamne zavisi na lokalizacii cievy v ludskom tele. Maju
vacsinou dobre vyvinutu intimu. Slaba tunica media s niekolkymi vrstvami hladkej
svaloviny prechadza do najSirSej vrstvy tunica adventitia. Niektoré velké Zily, ktoré
leZia pod Uroviiou srdca, maju v tejto vrstve zvazky pozdiZzne usporiadanych buniek
hladkého svalstva. Svalovina zosilfiuje stenu, brani jej distenzii a umoznuje
antigravitacné Cerpanie krvi smerom do srdca (Dylevsky et al. 2000, Konradova et al.
2000, Junqueira et al. 1997).

Malé a stredne velké Zily na rozdiel od tepien obsahuju vo vnutri parové alebo aj
neparove chlopne. Su to vreckovité zahyby tunica intima obsahujuce elastické vazivo
lemované po oboch stranach endotelom. Vyskytuju sa predovsetkym v Zilach
koncatin, kde usmernuju zilnu krv do srdca (Narika a EliSkova 2015, Konradova et al.
2000, Junqueira et al. 1997).

Z funkéného hladiska vytvaraju Zily rezervoar, v ktorom je permanentne asi 70%
objemu vSetkej krvi. Krv v Zilach prudi pomaly, €o je spdsobené aj tym, ze krv uz
nepohana sila srdca. Pohyb Zilnej krvi je zavisly na aktivite a cinnosti tela.
ZabezpecCuju ho kontrakcie okolitych kostrovych svalov, motilita steny dutych
organov, pulzova vina tepien a tlakové zmeny spbsobené dychacimi pohybmi
(Dylevsky et al. 2000, Cihak 1997).

3.2 Hladky cievny sval

Kazdému mnohobunkového organizmu zabezpecuje svalové tkanivo mnoho funkcii.
Je zloZené z diferencovanych buniek obsahujucich kontraktiiné proteiny. Tie su
biologicky prispésobené k vyvolaniu sily potrebnej ku kontrakciam buniek, ktoré
potom umoznuju pohyb organov i celého tela, zu€astiuju sa pri dychani, prijimani
potravy, rozmnozovani a komunikacii. Na zaklade morfologického a funkéného
charakteru delime svalové tkanivo do troch skupin — svalstvo kostroveé, srdcové
a hladké. Kazdé znich je Strukturalne prispdsobené svojej fyziologickej ulohe
(Dylevsky et al. 2000, Junqueira et al. 1997).

Hladka svalovina tvori steny utrob a v8etkych ciev okrem kapilar. Anatomicky sa
od kostrového a srdcového svalstva liSi absenciou viditelného prieéneho pruhovania.

Sklada sa zpretiahnutych buniek obklopenych bazalnou laminou a sietou
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retikularnych vlaken, ktoré usmerfuju silu vznikajucich stahov a zaistuju ich
synchronizovanu akciu, napr. ¢revnu peristaltiku (Junqueira et al. 1997, Ganong
2005).

Bunky hladkej svaloviny (leiomyocyty) maju vretenovity tvar — najsilnejSie su v strede
a smerom ku koncom sa zuzuju. Ich najbeznejsia dizka je 80 um. V najsirSom useku
bunky je uloZené jedno tyCinkovité jadro, pri ktorého pdloch nachadzame vacsinu
organel. Aby bola svalovina €o najviac konzistentna, hladké svalové bunky sa
ukladaju paralelne vedla seba ato tak, ze zuzena cCast jednej bunky prilieha
k najSirSej Casti vedlajSej bunky (Konradova et al. 2000, Junqueira et al. 1997,
Dylevsky et al. 2000).

VSetky svalové bunky su chranené povrchovou membranou (sarkolémou). Na jej
povrchu sa nachadza mnozstvo bunkovych receptorov. K sarkoléme su z vnutornej
strany pripojené platni¢ky, tzv. denzné telieska. Su to ovalne Struktury obsahujuce
a-aktinin, ktory viaze aktinové vlakna. Okrem sarkolémy sa denzné telieska vyskytuju
aj cytoplazme (sarkoplazme) buniek. Plnia obdobnu funkciu ako Z-linie
v sarkomerach kostrového svalstva. Utvaraju siet, ¢im zabezpecCuju rovnomernu
kontrakciu (Konradova et al. 2000, Trojan et al. 2003, Rokyta 2000).

V sarkoplazme dalej nachadzame jemné myofibrily skladajuce sa z kontraktilnych
bielkovin — aktinu a myozinu. Na rozdiel od kostrovej svaloviny nie su usporiadané
parakrysStalicky, a tak je kontrakcia vysledkom ich vzajomného posunu. Dochadza
k nej pomalSie, ale ma dlhSie trvanie. Hladky sval obsahuje aj tropomyozin, troponin
ale chyba (Dylevsky et al. 2000, Ganong 2005).

Hladké svalstvo je riadené autonomnymi nervami (sympatikus a parasympatikus)
a latkami typu tkaninovych horménov (napr. estrogény, oxytocin, vazopresin).
Reaguje aj na mechanické podnety ako je napinanie steny dutych organov (Dylevsky
et al. 2000, Cihak 2011).

Okrem schopnosti kontrakcie vykazuju bunky hladkej svaloviny aj sekrecnu aktivitu.
Su schopné syntetizovat’ kolagén typu lll, elastin, proteoglykany a iné extracelularne
produkty. ZvyCajne je ale sekreCna aktivita buniek mala (Konradova et al. 2000,
Junqueira et al. 1997).

Existuju podstatné rozdiely v Strukture a funkcii hladkych svalov vzhladom na ich
lokalizaciu v tele. VSeobecne ich delime na utrobné hladké svaly a viacjednotkoveé
hladké svaly (Ganong 2005).
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Utrobny hladky sval obsahuje nizkoodporové mostiky medzi jednotlivymi svalovymi
bunkami, a preto sa chovaju ako jeden komplex (syncytium). Obvykle su to stovky
buniek, ktoré sa takto suCasne kontrahuju. Mostiky su spojené v miestach splyvania
membran dvoch buniek a vytvaraju gap juctions. Utrobny hladky sval nachadzame
predovSetkym v stenach dutych organov (svalovina Criev, maternice a i.) .
Viacjednotkovy hladky sval ma bud prepojeny iba maly poCet buniek alebo sa tu gap
juctions vébec nevyskytuju. Tato svalovina ma schopnost jemne odstupriovat’ pohyb.
Nachadza sa v Strukturach ako je duhovka v oku alebo riasnaté teleso. FunkCne sa
podoba kostrovému svalstvu (Cihdk 2011, Ganong 2005, Trojan et al. 2003).

Hladké svalstvo je neustale v stave urcCitej kontrakcie, ma napatie (tonus). Prakticky
nepodlieha unave. Hladké svalové bunky maju schopnost’ sa mitoticky delit, vdaka

gomu sa tkanivo dokaze regenerovat (Cihak 2011, Konradova et al. 2000).

3.2.1 Mechanizmus kontrakcie hladkého svalu

Kontrakcia hladkého svalu je iniciovana influxom iénov vapnika (Ca**) do cytosolu
bunky. Rast intracelularnej koncentracie Ca®* zabezpeduje zvy$eny vstup vapnika
z extracelularnej tekutiny napatovo riadenymi kalciovymi kanalmi a v menSej miere
uvolnenie vapnika zo sarkoplazmatického retikula bunky. Okrem neho sa podielaju
naregulacii aukonéeni kontrakcie aj iné organely vychytavajuce Ca®",
napr. mitochondrie. Hladinu Ca?* takisto ovplyviiuju aj regulaéné proteiny kalmodulin,
kaldesmon a kalpodin (Trojan et al. 2003, Ganong 2005, Fontana et al. 2014).

Po zvy$eni koncentracie Ca®* sa vapnik viaze na kalmodulin, ktory funké&ne
nahradzuje troponin. Vysledny komplex vapnik-kalmodulin aktivuje
kalmodulin-dependentnu fahkoretazcovu myozinkinazu (MLCK). MLCK katalyzuje
fosforylaciu myozinovych retazcov, ¢o vedie k aktivacii myozinovej ATPazy. Aktin tak
mdze interagovat s myozinom a zahdjit kontrakciu (Obr. 2) (Kittnar 2011, Ganong
2005).

Pri poklese Ca?* koncentracie dochadza k uvolneniu kalciovych iénov z kalmodulinu.
To umozniuje enzymu lahkoretazcovej myozinfosfatdze (MP) odsStiepenie fosfatu
z myozinovej hlavy, ktory tam naviazala MLCK. Funkciu MP inaktivuje jej fosforylacia
pomocou Rho-kinazy. UkonCuje sa kontrakcia. Intracelularny vapnik sa odcCerpava
z cytoplazmy pomocou kalciovej pumpy v membrane bunky a nastava relaxacia.

Kalciovd pumpa funguje podstatne pomalSie nez u kostrovych svalov, preto
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kontrakcia pretrvava o niekolko sekund dlh$ie (Kitthar 2011, Ganong 2005, Rokyta

2000).
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Obr. 2 Mechanizmus kontrakcie hladkého svalu

Prevzaté a upravené z: Deng (2001)

3.3 Regulacia vazokonstrikcie a vazodilatacie

Riadenie krvného obehu sa nepretrzite vyrovnava srbéznymi zmenami
a poziadavkami metabolizmu. Musi byt zaistené kontinualne prekrvenie jednotlivych
tkaniv a organov atiez neustaly tok krvi spravnym smerom, aby sa udrziaval
minutovy srdcovy vydaj atlak krvi vobehu. Preto sa vyvinuli kardiovaskularne
regulacné mechanizmy Specializované na zabezpecovanie tychto potrieb za kazdych
okolnosti. Podla oblasti pésobenia ich delime na lokalne a centralne (Kitthar 2011,
Trojan et al. 2003, Ganong 2005).

Lokalne (miestne) regulacné mechanizmy udrzuju konstantny prietok krvi tkanivom
(aj pri zmene tlaku), zachovavaju jeho linearnu rychlost a hlavne ho prispésobuju
metabolickym narokom daného tkaniva. Hladka svalovina arteriol reaguje na lokalne
podnety. Obvykle sa tento mechanizmus vzhladom k svojej ulohe v miestnom riadeni
vlastného prietoku nazyva aj autoregulacia.

Hlavnou naplfiou centralnych (celkovych) regulaénych mechanizmov je udrzanie
staleho tlakového gradientu, aby bol zachovany tok krvi v cievach. Zabranuju zmene
periférneho odporu a tlaku krvi tym, Ze upravuju priesvit ciev v ostatnych oblastiach
obehového systému a Cinnost srdca. Hladka svalovina arteriol reaguje na podnety

z ustredia celkovych regulaénych mechanizmov v mozgovom kmeni.
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Obidva typy mechanizmov nachadzame vo vSetkych tkanivach. Ich vyznam sa v8ak
liSi v zavislosti na lokalizacii jednotlivych tkaniv. Lokalne riadenie je dominantné
v myokarde avmozgu, centralne riadenie je rozhodujuce pre kozu alebo
v splachnickej oblasti.

Do lokalnych mechanizmov radime endotelovid a enzymaticku regulaciu,
do centralnych mechanizmov hormonalne-neurogénnu regulaciu (Kittnar 2011,
Trojan et al. 2003).

3.3.1 Endotelova regulacia

Vaskularny endotel ako dynamicky endokrinny organ reguluje kontraktilné
a sekretorické aktivity cievnej steny a hemodynamické procesy vo vnutri cievy.
Vylu€uje vazoaktivne latky a rastové faktory ako odpoved na zmeny v prietoku krvi,
tenzii kyslika a dalSie stimuly prostrednictvom receptorov. Vazoaktivne latky zahfriaju

oxid dusnaty (NO), prostanoidy a endoteliny (Ganong 2005, Masopust 2003).

3.3.1.1 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty je rozpustny plyn nepretrzite syntetizovany endotelom. Predtym, nez
bol identifikovany ako NO, bol oznaCovany ako endotelialny relaxacny faktor (EDRF).
Tato signalna molekula ma Siroké spektrum vlastnosti, ktoré udrziavaju vaskularnu
homeostazu (Ganong 2005, Cannon 1998).

NO vznikd zaminokyseliny argininu reakciou katalyzovanou syntazou oxidu
dusnatého (NOS). Molekuly NOS obsahuju rad kofaktorov - tetrahydrobiopterin
(BH4), thiol, flavinadenindinukleotid (FAD) a flavinmononukleotid (FMN). Existuja tri
izoformy NOS. Dve konstitutivne formy — neuronalna NOS (nNOS) a endotelova
NOS (eNOS) ajedna inducibilna forma NOS (iNOS). Tieto izoformy vykazuju
expresiu Specificki pre typ bunky a tkaniva. nNOS je exprimovany v bunkach
centralneho a periférneho nervového systému, iINOS sa vyskytuje v makrofagoch
ainych bunkach imunitného systému a nakoniec eNOS, ktory je primarne
exprimovany v endotele buniek. Ma délezité biologické funkcie, a to hlavne regulaciu
prietoku krvi atonusu ciev. nNOS a eNOS su aktivované latkami zvySujacimi
intracelularnu  koncentraciu  Ca®**  (vratane vazodilatatného acetylcholinu
a bradykininu). iINOS je aktivovana cytokinmi (Ganong 2005, Tenopoulou et al.
2020).

NO nepbsobi na bunku, ktora ho syntetizuje, ale difunduje cytoplazmatickou
membranou do najblizSich buniek hladkej svaloviny. Tie prijimaju NO, ktory potom
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aktivuje rozpustnu guanylatcyklazu (sGC), ¢o spOsobuje zvySenie koncentracie
cyklického guanozinmonofosfatu (cGMP) z guanozintrifosfatu (GTP). cGMP je druhy
posol, ktory aktivuje proteinkinazu G (PKG) a prostrednictvom fosforylacie dalSich
proteinov dochadza k zniZeniu intracelularnej koncentracie Ca** a k vazodilatacii

ciev. Schématicky znazornena syntéza NO na obrazku 3.

© o
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Obr. 3 Schéma syntézy oxidu dusnatého

Prevzaté a upravené z: Toblli et al. (2012)

K vazodilatacii moéZe dochadzat aj nezavisle na cGMP. Aktivacia K*-kanalov oxidom
dusnatym vedie k efluxu iénov draslika atym k hyperpolarizacii membrany, &im
nastava relaxacia. NO tiez priamo S-nitrozylaciou aktivuje vnutrobunkovu ATPazu
SERCA.

NO je inaktivovany hemoglobinom (Ganong 2005, Tenopoulou et al. 2020, Alderton
et al. 2001).

Okrem toho, Ze NO relaxuje cievy a ovplyviiuje tak krvny tlak, vykazuje
antitrombotické, antiaterosklerotické a protizapalové  ucinky. Je  délezity
pre cytotoxicku aktivitu makrofagov (vratane ich schopnosti nicit rakovinné bunky),
dilatuje hladka svalovinu v traviacom systéme apri uvolneni NO nervovymi
zakoncCeniami penisu spdsobuje roztiahnutie jeho ciev a erekciu (Ganong 2005, Zhao
et al. 2015).

3.3.1.2 Prostanoidy
Eikosanoidy su zluceniny, ktoré su odvodené od nenasytenych mastnych kyselin
s retazcom dlhym 20 uhlikov. Delia sa na prostanoidy a leukotrieny. Medzi

prostanoidy radime prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany. Tieto derivaty mézu
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ovplyvnovat funkcie buniek endotelu a hladkého svalstva ciev (Ganong 2005, Imig
2020).

Syntéza prostanoidov zacina uvolnenim ich prekurzoru kyseliny arachidonovej (AA)
z fosfolipidov pomocou enzymu fosfolipazy A2 (PLA2). AA sa Kkonvertuje
na prostaglandin G2 (PGG2) pomocou enzymov cyklooxygenaz (COX), hlavne
COX-1 a COX-2. PGG2 sa peroxidaciou meni na prostaglandin H2 (PGH2). Z neho
prostrednictvom enzymov prostanoidsyntaz potom vznikaju prostaglandin E2
(PGE2), prostacyklin (PGI2), prostaglandin D2 (PGD2), prostaglandin F2 (PGF2)
a tromboxan A2 (TXA2) (Ganong 2005, Ozen et al. 2017). (Obr. 4)
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Obr. 4 Syntéza prostanoidov z kyseliny arachidonovej

Prevzaté a upravené z: Breyer (2008)

Prostaglandiny produkuju bunky endotelu i hladkého svalstva v cievach. PGE2
pbsobi vo vSeobecnosti ako vazodilatator vazbou na EP» receptor, ktory je spojeny
s Gs-proteinovou drahou. PGF2 bezne vyvolava vazokonstrikciu stimulaciou
Gg-proteinovej drahy. PGI2, ako primarny derivat AA, je produkovany vaskularnym
endotelom. Je silny vazodilatator a inhibitor adhézie trombocytov k endotelu. Viaze
sa na IP receptor spojeny s Gs-proteinovou drahou. Aby nastala relaxacia, receptory
EP, alP musia aktivovat adenylatcyklazu (AC), ktora zabezpeluje premenu
adenozintrifosfatu (ATP) na cyklicky adenozinmonofosfat (CAMP). Tym dochadza

k aktivacii proteinkinazy A (PKA), ktora fosforylue MLCK, ¢&im ju deaktivuje
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a zabranuje interakcii medzi aktinom a myozinom veducej k vazokonstrikcii. Okrem
toho blokuje uvolnenie Ca®" zo sarkoplazmatického retikula, aktivuje jeho spatné
vychytavanie ATPazou SERCA a aktivuje eflux K™ najma cez BKc, a Ky kanaly, ¢o
vedie k hyperpolarizacii membrany a relaxacii hladkého svalu ciev (Klabunde 2009,
Simmons et al. 2004, Tanaka et al. 2004, Stejfa et al. 1995).

Krvné dosticky produkuju TXA2, ktory je silny vazokonstriktor pdsobiaci
prostrednictvom TP receptoru spojeného s Gqg-proteinovou drahou. Ten stimuluje
fosfolipazu C (PLC), ktora hydrolyzuje fosfatidylinozitolfosfat (PIP) na diacylglycerol
(DAG) ainozitoltrifosfat (IP3), C€o vedie k aktivacii proteinkinazy C (PKC)
a k akumulacii intracelularneho Ca®*. Dochadza k vazokonstrikcii, ktora ufahduje
biosyntézu dalSieho TXA2 a agregaciu trombocytov. Oproti predchadzajucim
predpokladom je dnes zname, ze TXAZ2 vznika tiez v bunkach endotelu,
prinajmensom v pripade hypertenzie (Rucker et al. 2022, Klabunde 2009).
Prostanoidy okrem ucinku na hladku svalovinu ovplyviujt mnoho dalSich
fyziologickych a patologickych dejov naprie€ celym organizmom. ZvySuju prietok Kkrvi
srdcom, obliCkami a mezenterickou oblastou. Pdsobia ako cytoprotektiva zaludoc¢nej
sliznice, znizuju sekréciu kyseliny chlorovodikovej a vznik peptickych vredov. Maju
tiez uterotonicky ucinok — podporuju kontrakcie maternice. Su délezitymi mediatormi

zapalu a uplatiiuju sa pri rozvoji astma bronchiale (Lincova 2007).

3.3.1.3 Endotelin

Bunky endotelu mozu produkovat kontrakéné peptidy tvorené 21 aminokyselinami —
endoteliny. Patria medzi jeden z najucinnejSich faktorov, ktoré kontroluju vaskularny
tonus. Vznikaju z prehorménu velkého endotelinu (Big-ET-1) vdaka endotelin
konvertujuicemu enzymu (ECE). Rozoznavame 3 endoteliny. NajdolezitejSi je
endotelin 1 (ET-1) nachadzajuci sa v endotelovych bunkach, mozgu a obli¢kach,
dalej endotelin 2 (ET-2) tvoreny v Crevach a oblickach a endotelin 3 (ET-3) pritomny
v krvi avo vysokych koncentraciach v mozgu, obli¢kach a traviacom systéme
(Ganong 2005, Luscher et al. 1995).

V bunkach hladkého svalstva ciev sa ET-1 viaze na svoje Specifické receptory ETa
a ETg spojené s Gg-proteinovou drahou, ktoré aktivuju PLC, ¢o vedie k tvorbe IP3
a DAG. To zaprigini zvy$enie intracelularnych hladin Ca®* a nasledne premenu
MLCK na svoju aktivhu formu. Vytvoria sa mostiky medzi aktinom a myozinom
a dochadza k vazokonstrikcii. V niektorych krvnych cievach je endotelinovy receptor
spojeny s napatovo ovladanymi vapnikovymi kanalmi pomocou Gi-proteinu.
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Receptory ETg, ktoré su umiestnené v endotele ciev a nie v bunkach hladkého
svalstva, sprostredkuvaju uvolnenie NO a PGI2, ¢o vyvola vazodilataciu (LUscher et
al. 1995, Klabunde 2009).

ET-1 ma Siroky rozsah biologickych uc€inkov okrem jeho priamych uc€inkov na
vaskularny tonus. Pri nizkych koncentraciach, ktoré nemaju priamy vazokonstrikCny
ucinok, ET-1 zosilfiuje ucinok inych vazokonstrikénych agonistov. Zohrava ulohu aj
v patogenéze niektorych KVS chorobnych stavov, vratane renalnej ischémie, urcitych
typov hypertenzie €i subarachnoidalneho krvacania (LUscher et al. 1995, La et al.
1995).

3.3.2 Enzymaticka regulacia

3.3.2.1 Systém renin-angiotenzin-aldosterén
Renin-angiotenzin-aldosterénovy systém (RAAS) je ZzZivotne dOlezity systém
l[udského tela udrzujuci koncentraciu sodika v plazme, arterialny krvny tlak
a extracelularny objem. Ako napoveda nazov, renin a angiotenzin su dve kritické
zlozky tvoriace tento systém. (Patel et al. 2017).
Renin je syntetizovany ako preprorenin v juxtaglomerularnych epiteloidnych
bunkach, kde sa Stiepi na prorenin a dalej sa spracovava na aktivny renin ulozeny
v granulach. K zvySenej syntéze a uvolfiovaniu reninu dochadza pri:

1) aktivacii sympatiku cez B4 adrenoreceptory

2) hypotenzii renalnej artérie spbsobenou systémovou hypotenziou alebo

stendzou renalnej artérie

3) znizeni dodavky sodika do distalnych tubulov obliciek.
V obehu renin odstepuje angiotenzin | z angiotenzinogenu. Angiotenzin konvertujuci
enzym (ACE), ktory sa uvolfiuje z endotelovych buniek, premiena angiotenzin |
na angiotenzin |l. Angiotenzin Il pésobi na dva receptory — AT1 a AT2.
Pbsobenim na AT1 dochadza k zvySenej retencii sodika, priamej vazokonstrikcii
(aktivaciou PLC a kaskadou IP3 a DAG), stimulacii smadu a chuti na sof, zvySenej
aktivite sympatického nervového systému a uvolfiovaniu aldosteronu z kéry
nadobliCiek. Aldosterén, ako kone¢ny hormén RAAS, vykonava 90%
mineralokortikoidnej aktivity sekrécie nadobliCiek aje hlavnym regulatorom
rovnovahy sodika, draslika a telesnych tekutin. P6sobenim cez mineralokortikoidny
receptor moduluje aldosteréon expresiu idnovych kanalov, pump a vymennikov

v tkanivach epitelu. To vedie k zvySeniu reabsorpcie sodika a vody a k vyluCovaniu
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draslika. Vysledkom je zvacSenie objemu cirkulujucej krvi, ¢im sa zvysuje krvny tlak.
(Obr. 5) Endotelidlne receptory AT1 by prekvapivo mohli fungovat ako
mechanoreceptory.

Stimulacia AT2 ma opacny efekt ako AT1. Vedie k protizapalovym, antifibrotickym
a vazodilatatnym uc€inkom. AT2 je dominantny typ receptoru plodu a hra klucovu rolu
v jeho vyvoji (Ames et al. 2019, Patel et al. 2017, Klabunde 2009).

Vazokonstrikcia

A Angiotenzinogen . - . '
: .ﬁ’ Renin —l
- Angiotenzin |
ACE —-1 A
Angiotenzin Il D

I g ad

Aldosterén mmp Re3bsorpeia sodika a
| vody

Obr. 5 Schéma systému renin-angiotenzin-aldosterén

Prevzaté a upravené z: Vargas-Rodrigues et al. (2022)

RAAS nie je regulovany len reninom, ale je modulovany tiez natriuretickymi peptidmi

uvolfovanymi srdcom. Pésobia ako ddlezity protiregulaény systém (Klabunde 2009).

3.3.2.2 Kininovy systém

Biologicky aktivne kininy su peptidové mediatory s kratkou Zivotnostou, ktoré
vznikaju enzymatickym pdsobenim kalikreinov na prekurzory kininogény. Aktivacia
tohto systému je dolezita najma pri regulacii krvného tlaku a pri zapalovych reakciach
(Howl et al. 2003).

Bradykinin patri k najvyznamnejSim zastupcom kininov. Vznika z kalidinu pomocou
enzymatického pésobenia plazmatickej aminopeptidazy. Uloha bradykininu spogiva
predovSetkym vo vazodilatacii cievnej svaloviny. ZvySuje cievnu priepustnost, znizuje
krvny tlak, zvySuje sekréciu katecholaminov a stimuluje kontrakciu visceralnej
svaloviny. Stimulaciou nervovych zakonceni dokaze indukovat bolest. Je mediator
zapalu.

Tieto ucinky su sprostredkované Specifickymi receptormi B1 a B2 spojenymi
s G proteinom. B1 receptory maju obmedzenu distribdciu a maju vyznam pri zapale.

V endotele sa bradykinin viaze na B2 receptor spojeny s Gg-proteinovou drahou.
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Nasleduje kaskada IP; a DAG, zvySenie koncentracie vapenatych ionov a dochadza
k aktivacii eNOS a PLA2. Désledkom je vazodilatacia hladkého svalu spésobena
uvolnenim NO a prostacyklinu.
Degradacia bradykininu je zabezpeCena pomocou kininaz. NajucinnejSia je
kininaza Il zhodna s ACE, ktory okrem bradykininu Stiepi aj angiotenzin | (Walker
et al. 1995, Golias et al. 2007).

3.3.3 Hormonalne-neurogénna regulacia

3.3.3.1 Vegetativhy nervovy systém

Autondémny alebo vegetativny nervovy systém (VNS) je spolu so somatickym
systémom sucastou periférneho nervového systému. Je to systém neovladatelny
vélou atvori ho samostatna skupina periférnych nervov. Ma doélezitu ulohu
pri regulacii vnutorného prostredia organizmu, inervuje hladké svalstvo ciev, traviacej
trubice, endokrinné a exokrinné Zlazy.

VNS sa deli na dva samostatné funkéné celky — sympatikus a parasympatikus.
Pésobia na organizmus ako jeden celok avzajomne sa dopifaju. Vo véadsine
organov maju protichodné ucinky. V niektorych organoch sa uplatiuje iba jeden
z nich alebo mézu pésobit spolocne. Obecne inervacia organov nie je rovhomerna.
Sympatikus je aktivovany pri zatazi, kde je Ziadana okamzitd reakcia (utok/utek,
zvySuje krvny tlak, tep srdca, rozSiruje priedusky). Parasympatikus sa uplatriuje
pri dejoch prebiehajucich v telesnom pokoji, pripravuje organizmus na ziskavanie
energie a travenie, timi sympatikus.

Hlavhym neurotransmiterom na preganglionalnej urovni je v sympatiku aj
parasympatiku acetylcholin. Oba systémy sa odliSuju na postganglionalnej urovni,
kde v parasympatiku zostava nadalej acetylcholin, ale v sympatiku je nahradeny
noradrenalinom (len vynimo&ne sa uplatni acetylcholin). Acetylcholin sa viaze
na cholinergné receptory, noradrenalin sa viaze na receptory adrenergné (Petrovicky
2008, Svihovec et al. 2018).

Neurotransmitery sa uvolfiuju do synaptickej Strbiny na nervovom zakonceni. Vdaka
nervovému impulzu dochadza k depolarizacii presynaptickej membrany a k otvoreniu
vapenatych kanalov. ZvySujuca sa koncentracia Ca®" sprostredkuje uvolnenie
mediatoru exocytdézou do Strbiny, kde sa viaZze na prislusny postsynapticky receptor
(Fontana et al. 2014).
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3.3.3.2 Katecholaminy

Medzi katecholaminy zaradujeme adrenalin, noradrenalin a dopamin (DA). Su to
hormony odvodené od aromatickej aminokyseliny tyrozinu.

V cytoplazme je tyrozin hydroxylovany pomocou tyrozinhydroxylazy
na dihydroxyfenylalanin (DOPA). Ten je v cytoplazme dekarboxylovany u€inkom
DOPA-dekarboxylazy na DA. Vdaka dopamin-B-hydroxylaze je v granuliach dopamin
hydroxylovany na NA. Poslednym krokom je metylacia aminoskupiny NA v dreni
nadobliCiek za vzniku adrenalinu. Reakciu katalyzuje N-metyltransferaza.

Pre degradaciu katecholaminov su dblezité 2 enzymy. Pd&sobenim enzymu
katechol-O-metyltransferazy (COMT) dochadza k metylacii hydroxylovej skupiny
alebo p6ésobenim druhého enzymu monoaminooxidazy (MAO) dochadza k oxidacii
aminoskupiny na aldehyd, ktory je potom oxidovany na karboxylovu kyselinu.
Kone¢nym produktom degradacie je kyselina vanilmandlova, ktora je z tela vylu¢ena

mocom (Fontana et al. 2014, Lullmann et al. 2004).

Adrenergny systém

NA a adrenalin na viazu na receptory, ktoré oznaCujeme ako adrenergné. Patria
do skupiny metabotropnych receptorov spojenych s G-proteinom. RozliSujeme pat
podtypov tychto receptorov — ay, 0z, B1, B2a B3 (Fontana et al. 2014, Svihovec et al.
2018).

as-receptory su umiestnené na postsynaptickych efektorovych bunkach, hlavne
v hladkej svalovine. Su spojené s Gg-proteinovou drahou, ktora aktivuje PLC, ¢im
dochadza k tvorbe IP; a DAG, atym k zvySeniu intracelularnej koncentracie Ca**.
Nastava vazokonstrikcia najma koznych, sliznicnych a splachnickych ciev. ZvySuje
sa ich periférna rezistencia a krvny tlak. Okrem toho sa aj-receptory podielaju
na mydriaze, znizeni vnutroo¢neého tlaku, kontrakcii maternice a zvieraca mocoveého
mechura, glykogenolyze, glukoneogenézii a ejakulacii.

ap-receptory sa obvykle nachadzaju na presynaptickych nervovych zakonc&eniach
v trombocytoch, lipocytoch a hladkej svalovine. Su spojené s Gi-proteinovou drahou,
ktora inhibuje AC, &im nastava znizZenie intracelularnej koncentracie cAMP. Vyznam
ag-receptorov spociva v znizeni vyplavovania NA, ¢o funguje ako negativny
spatnovazobny regulaény mechanizmus. Dalej stimuluju agregéaciu trombocytov,
znizuju tonus sympatiku a tlak krvi a inhibuju uvolnenie inzulinu.

Bi-receptory su lokalizované na postsynaptickych efektorovych bunkach hlavne

kardiomyocytov, lipocytov a neuronov. Presynapticky su ulozené
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v juxtaglomerularnom aparate, nervovych zakonceniach a v epitele riasnatého telesa.
Maju pozitivny chronotropny, inotropny, batmotropny a dromotropny ucinok na srdce.
V obli¢kach zvysSuju sekréciu reninu aktivaciou RAAS.

Bo-receptory sa nachadzaju na postsynaptickych efektorovych bunkach v hladkej
svalovine a kardiomyocytoch. Podielaju sa na vazodilatacii predovSetkym kostrového
svalstva a poklese krvného tlaku. Spbsobuju tiez bronchodilataciu, relaxaciu
maternice a mocoveého mechura, glykogenolyzu a glukoneogenéziu.

B3-receptory su umiestnené postsynapticky na efektorovych bunkach lipocytov
a kardiomyocytov. Zabezpecuju lipolyzu a maju vplyv na termogenéziu.

Vsetky typy B-receptorov su spojené s Gs-proteinovou drahou, ktora aktivuje AC.
Dochadza k zvy3eniu hladiny cAMP a nasledne intracelularnej koncentracie Ca®".
Tato aktivacia podmieriuje ich biologicky efekt (Svihovec et al. 2018, Fontana et al.
2014).

Adrenalin po podani stimuluje a4 a B4 receptory, pricom s odstupom ¢asu dochadza
k stimulacii aj P receptorov. Vysledkom je zvySenie srdcovej frekvencie
za sucCasného zvysSenia tlaku krvi a nasledne jeho pokles spésobeny vazodilataciou
prostrednictvom 3, receptorov.

Noradrenalin pdOsobi hlavne na ai a 1 receptory, vdaka ¢omu dochadza
k vazokonstrikcii a zvySeniu srdcovej frekvencie. K vazodilatacii nedochadza, pretoze

nestimuluje B2 receptory (Svihovec et al. 2018).

Dopaminergny systém

Dopamin je prekurzor adrenalinu a noradrenalinu. V nervovej sustave ma vyznamnu
ulohu pri riadeni motorickych funkcii a iniciacii rozlicnych vzorcov chovania.

ViaZe sa na pat’ zakladnych typov dopaminovych receptorov — D4 az D5 . VSetky su
spojené s G-proteinom ovplyvriujuci aktivitu AC. Podla toho, ¢i AC stimuluju alebo
inhibuju sa delia do dvoch skupin. Prostrednictvom Gs ju D4 a Ds aktivuju a pomocou
Gi ju Dy, D3 a D4 inhibuja.

V malych davkach dokaze dopamin rozSirovat mezenterické a renalne riecisko, ¢im
zvySuje renalnu perfuziu a diurézu. Vyvolava vazodilataciu stimulaciou D1
receptorov. S rastucou koncentraciou dokaze pOsobit aj na adrenergné B4-receptory.
ZvySuje srdcovy vydaj a tlak krvi, pricom nedochadza k zmene periférnej cievne;j
rezistencie. Vo vysokych davkach prevazuje aktivacia a-receptorov. Vysledkom je

pokles renalnej perfuzie, vazokonstrikcia a zvySenie krvného tlaku.
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Poskodenie dopaminovych drah sa spaja so vznikom Parkinsonovej choroby.
Naopak ich hyperfunkcia sa podiefa na vzniku schizofrénie a bipolarnej afektivnej
choroby (Svihovec et al. 2018, Fontana et al. 2014).

3.3.3.3 Acetylcholin

Acetylcholin je neurotransmiter odvodeny od aminu. P&sobi v centralnej aj periférnej
nervovej sustave. V periférii je mediatorom parasympatického VNS a prenasa signal
na nervosvalovych platni¢kach. V CNS moduluje kortikalne aktivity, hlavne bdenie,
spanok a vznik pamate.

Syntéza acetylcholinu prebieha v cholinergnych neurénoch naviazanim acetylu
z acetylkoenzymu A na cholin. Reakciu katalyzuje enzym cholinacetyltransferaza.
Vzniknuty acetylcholin je potom skladovany vo vezikulach. Po vzniku akcného
potencialu dochadza k jeho uvofneniu do synaptickej Strbiny, kde sa mdze viazat
na dva typy postsynaptickych receptorov — muskarinové a nikotinoveé.

Muskarinové receptory patria medzi metabotropné receptory spojené s G-proteinom.
RozliSuieme 5 typov muskarinovych receptorov — My az Ms. M; receptory
(neuronalne) nachadzame v CNS. Pdsobia excitatne  prostrednictvom
Gg-proteinovej drahy, priaznivo ovplyviuju kognitivne funkcie a Zaludo¢nu sekréciu.
M, receptory (srdcové) sa najviac vyskytuju na kardiomyocytoch. Pomocou
Gi-proteinu pbsobia inhibicne — negativhe chronotropne na sinoatrialny uzol
a negativne dromotropne na atrioventrikularny uzol. M3 receptory (glandularne)
sprostredkuvaju cholinergnu stimulaciu sekrécie Zliaz, kontrakciu hladkého svalstva
GIT, vazodilataciu (vznika NO) &i bronchokonstrikciu spojenim s Gg-proteinom. My
receptory moduluju aktivitu niektorych i6novych kanalov a Ms moduluju
dopaminergny prenos v striate.

Nikotinové receptory su ionotropné receptory riadené ligandom. Ide o katiénove
kanaly priepustné pre Na* a K, v niektorych podtypoch aj pre Ca?". RozliSujeme dva
typy nikotinovych receptorov. Muskularny typ (Ny) je pritomny hlavne
na nervosvalovej platni¢ke, kde zabezpeduje prenos vzruchu a neuronalny typ (Nn),
ktory je pritomny postganglionalne.

Ukonc&enie cholinergného prenosu zaistuje enzym acetylcholinesteraza viazana
na postsynaptickej membrane. Produktmi reakcie su acetat a cholin, ktory méze byt

znovu vyuzity pri daldej syntéze (Svihovec et al. 2018, Fontana et al. 2014).
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3.3.3.4 Serotonin

Serotonin je monoamin odvodeny od aminokyseliny tryptofanu. Nachadzame ho
hlavne v trombocytoch, v bunkach gastrointestinalneho traktu a v mensej miere je
zastupeny aj v CNS. Vyznam ma ako prenasaC nervovych vzruchov. V CNS sa
podiela na vzniku nalad, suvisi s cyklom spanku a bdenia ¢&i s prijmom potravy —
ovplyvnuje receptory chuti a pocit nevolnosti. Okrem toho ma silny vplyv na tonus
svalov, podporuje kontrakciu hladkého svalstva a krvnu zrazanlivost. Je prekurzorom
melatoninu.

V mozgu sa vyskytuje celkom sedem typov serotoninergnych receptorov — 5HT¢ az
5HT;. 6 znich sa spaja s G-proteinom, vynimkou je SHT3 receptor spojeny
s ibnovym kanalom. Efekt serotoninu je zavisly na type receptorov.

K vazokonstrikcii hladkého svalstva dochadza priamo stimulaciou 5-HT, receptorov
(Gq) vo velkych cievach a 5-HT1 (Gi) v mozgovych cievach. V urcitych cievach mézu
byt kontrakéné ucinky zosilnené hypoxiou alebo miernym ochladenim. Naopak
vazodilataciu méze spésobit aktivaciou endotelialnych 5-HT, receptorov alebo 5-HT7
receptorov (Gs) (Fontana et al. 2014, Svihovec et al. 2018, Van Nueten 1985).

3.3.3.5 Vazopresin

Vazopresin alebo antidiureticky hormén je cyklicky nonapeptid syntetizovany
v hypotalame av menSej miere produkovany gonadami a v koére nadobliCiek.
Fyziologickou funkciou vazopresinu je resorpcia vody v oblickach, ¢o umoziuje
zvySenie prijmu tekutin a zvySenie tlaku krvi.

Vazpresin sa viaze na tri receptory spojené s G-proteinom — V1a, V1b a V2. V1a je
vaskularny receptor nachadzajuci sa hlavne v bunkach hladkého svalstva ciev.
Aktivovany receptor V1a riadi krvny tlak, glykogenolyzu a ufah&uje vazokonstrikciu
prostrednictvom aktivacie PLA a PLC, ¢o mobilizuje intracelularne iény vapnika.
Receptory V1b sa vyskytuju v prednej hypofyze a periférnych tkanivach. Riadia
exkréciu adrenokortikotropného horménu a reguluju  kardiovaskularne funkcie
pomocou sekrécie katecholaminov. Podielaju sa tiez na modulacii spravania
a na pamatovom procese. Spolu s V1a receptormi su spojené s Gg-proteinovou
drahou (kaskada IP3; a DAG).

Receptory V2 sa nachadzaju v oblickach na bazolatelarnom povrchu renalnych
tubularnych buniek. Ich hlavnou ulohou je resorpcia vody z moc€u (a teda zniZenie
jeho objemu). Mechanizmus resorpcie je zaloZzeny na zmenach osmolality plazmy.

Proces zvySenia alebo zniZzenia osmolality plazmy je vefmi citlivy, aj zmena o 1%
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mobZze ovplyvnit sekréciu a inhibiciu vazopresinu. Po naviazani vazopresinu na V2
receptor dochadza k aktivacii AC a k produkcii CAMP. Ten dalej aktivuje PKA, ktora
fosforyluje koncové zvySky akvaporinov. Voda sa cez tieto kanaly dokaze
reabsorbovat do intersticia a nasledne do krvi. Vazpresin tymto spésobom tiez
ovplyviuje cievny systém.

Pri nedostatoCnej produkcii vazopresinu alebo pri neschopnosti organov nan
reagovat vznika syndrom nazyvany diabetes insipidus. Prejavuje sa nadmernym
vyluCovanim hypotonického mocu. Vykompenzovat sa dokaze nadmernym prijmom
tekutin (Glavas et al. 2022, Zeynalov et al. 2019)

3.3.3.6 Natriuretické peptidy

Natriuretické peptidy su hormény odvodené od srdca, ktoré maju pleiotropné
kardiometabolické ochranné ucinky. Existuju tri hlavné natriuretické peptidy — atrialny
natriureticky peptid (ANP), mozgovy natriureticky peptid (BNP) a natriureticky peptid
typu C (CNP).

ANP je syntetizovany v predsiefnach srdca vo forme prehorménu tvoreny
126 aminokyselinami. BNP je vyluCovany v komorach srdca tiez vo forme
prehorménu tvoreného zo 108 aminokyselin. Prvykrat bol popisany v prasacom
mozgu. ANP aj BNP sa uvolfiuju ako odpoved na natiahnutie predsieni a komér
a spOsobuju vazodilataciu, inhibiciu sekrécie aldosteronu v kére nadobliiek
Ci inhibiciu  produkcie reninu v oblickach. Vyvolavaju natriurézu a znizenie
intravaskularneho objemu. CNP je secernovany endotelom ciev. Ma vazodilatacny
ucinok, ale nema vyznamné diuretické alebo natriuretické ucinky.

Natriuretické peptidy sa viazu na receptory plazmatickej guanylylcyklazy A (pre ANP
a BNP) a B (pre CNP). Su to transmembranové proteiny katalyzujuce premenu GTP
na cGMP, ¢o potom zvySuje intracelularnu PKG. Receptor pre CNP funguje prevazne
ako clearancovy receptor pre vsSetky tri natriuretické peptidy, ale pdsobi tiez
na inhibicné G-proteiny a adenylylcykldzu s aktivaciou PLA. Receptory
pre natriuretické peptidy sa nenachadzaju len na kardiomyocytoch a fibroblastoch,
ale aj voblickach, cievhom a gastrointestinalnom hladkom svalstve, mozgu,
pankrease a peceni, Co nhaznacuje ich u€inky nad ramec natriurézy.

Medzi natriuretické peptidy patri tiez urodilatin pochadzajuci z rovnakého prekurzoru
ako ANP. Syntetizuje sa v tubularnych bunkach obliCiek. Jeho fyziologicka funkcia je
regulacia homeostazy Na® avody. VSetky zasahy do vodného hospodarenia
ovplyvnia aj cievny systém.
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Okrem inaktivacie cez receptor pre CNP su natriuretické peptidy eliminované
neutralnymi endopeptidazami v renalnych tubularnych bunkach a mézu byt tiez
pasivne vylu¢ované mocom (Gupta et al. 2015, Cho et al. 1999, Forssmann et al.
2001).

3.4 Polyfenoly

Polyfenoly su skupinou fytochemikalii s potencialnymi zdraviu prospesnymi ucinkami
najma pri pravidelnom prijme. V tele maju mnoho réznych ucinkov, napr. pdsobia
ako antioxidanty proti volnym radikalom, ktoré by inak poskodili bunky a zvysili riziko
ochoreni ako je rakovina, cukrovka alebo KVO.

Polyfenoly maju Strukturu fenylpropanoidov a prispievaju nielen k chuti, farbe, voni,
horkosti a oxidaCnej stabilite, ale zohravaju aj délezitu ulohu pri chemickej obrane
rastlin. Su syntetizované rastlinami ako sekundarne metabolity v nepriaznivych
situaciach, napr. v pritomnosti patogénov alebo v nepriaznivych klimatickych
podmienkach. Dnes je identifikovanych viac nez 8000 fenolovych molekul
obsahujucich aspon jedno aromatické jadro a jednu alebo viac hydroxylovych skupin.
Vacsina polyfenolov sa v rastlinach vyskytuje ako glykozylované derivaty. Aby boli
v ludskom tele bioaktivne, prechadzaju cCrevnymi premenami pdsobenim nielen
traviacich enzymov ale aj vplyvom metabolizmu mikrobiomu. Odhadovany prijem
polyfenolov pre beznu populaciu zahfhiajucu mladych fudi, dospelych a starSich ludi
je 0,9 g denne. Hlavnymi zdrojmi su kava, ¢aj, Cervené vino, ovocie a zelenina.
Polyfenoly delime na flavonoidy vyznacujuce sa Strukturou Cg-C3-Cs a neflavonoidy
(fenolové kyseliny, kyseliny hydroxyskoricove, lignany, stilbény a taniny) (Di Lorenzo
et al. 2021, Marin et al. 2015, Singh et al. 2021).

3.4.1 Flavonoidy

Flavonoidy predstavuju derivaty 2-fenylchromanu. Podla stupfia oxidacie ich
pyranového kruhu ich rozdelujeme na flavony, flavonoly, dihydroflavonoly,
flavan-3-oly, flavan-3,4-dioly, chalkény a aurény. Patria medzi polyfenoly s nizkou
molekulovou hmotnostou rozsiahlo rozSirené v rastlinnej riSi. Tvoria jednu
z najcharakteristickejSich tried zlu¢enin vo vysSich rastlinach.

Mnoho flavonoidov sa da jednoducho rozpoznat ako pigmenty kvetov
krytosemennych rastlin, vdaka Comu kvety pritahuju opefovaCov. Pigmenty su

rozpustné vo vode a ulozené vo vakuolach rastlinnych buniek.
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Flavonoidy, ktoré sa nachadzaju v potravinach a napojoch, nazyvame dietetické
flavonoidy (Spilkova et. al 2016, Panche et al. 2016, Liu et al. 2021).

3.4.1.1 Biosyntéza flavonoidov

Flavonoidy vznikaju ako produkty vznikajuce dvomi hlavnymi cestami — Sikimatovou
a acetatovou, pricom vychodnou zlu¢eninou oboch drah je glukoza.

V acetatovej drahe sa kyselina octova premiena na svoju aktivhu formu acetyl-CoA,
neskdr sa meni na malonyl-CoA, ktory sa bud primarnou cestou metabolizuje
na mastné kyseliny alebo sa sekundarnou cestou z neho syntetizuje kruh A
flavonoidov. Prostrednictvom Sikimatovej cesty vznika aromaticka aminokyselina
fenylalanin. Deaminaciou fenylalaninu vznika kyselina Skoricova, ktora hydrolyzuje
na kyselinu kumarovu. Z nej sa potom pridanim koenzymu A formuje kumaroyl-CoA.
Sikimatovou cestou tak vznikaju kruhy B a C flavonoidov.

Aktivované formy tychto kyselin s koenzymom A kondenzuju a vytvaraju Sestuhlikaté
produkty odvodené od malonatu. Cyklizaciou vznika zakladna kostra flavonoidov —
chalkon (Cqs), z ktorého sa nasledne vytvaraju dalSie flavonoidy. Derivaty sa formuju
zavedenim alebo odstranenim hydroxylovych skupin (Spilkova et. al 2016, Liu et al.
2021). (Obr. 6)

Kumaroyl-Cof + Malonyl-Col
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Obr. 6 Biosyntéza flavonoidov

Prevzaté a upravené z: Dias et al. 2021
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3.4.1.2 Metabolizmus flavonoidov

Biologicka dostupnost’ flavonoidov zavisi od mnohych parametrov ako je zdroj,
z ktorého pochadzaju, travenie, stupen funkénosti Crevnej mikroflory, absorpcia
a metabolizmus.

Flavonoidy sa vSeobecne konzumuju ako glykozidy. Na rozdiel od makrozivin
a mikrozivin sa velka Cast’ flavonoidov neabsorbuje v tenkom Creve, ale dostava sa
do hrubého C&reva, kde je vystavena fermentacii mikrobiomom. V ¢reve pomocou
hydrolazy dochadza k hydrolyze glykozidu na jeho prislusné aglykény. Tie potom
moZu vstupovat do epitelidlnych buniek pasivnhou difuziou vdaka ich zvySenej
lipofilite. Alternativou je transport glykozidov pomocou epitelovych transportérov
(napr. sodik dependentny transportér glukézy). Dochadza k efluxu bioaktivnych
zlu€enin cez bazolateralnu membranu do portalneho krvného obehu, ¢im sa ulahcCuje
absorpcia.

V pe€eni prechadzaju flavonoidy 1. fazou metabolizmu - oxidaciou alebo
O-demetylaciou, ktora pokracuje do Il. fazy metabolizmu — glukuronidacie, sulfatacie
alebo metylacie. Vznikaju viac polarne zluceniny distribuované do krvi s celym
radom biologickych ucinkov na ciefové organy.

Metabolity sa mézu vyluCovat mocom alebo ZICou. Flavonoidy, ktoré su vylucené
ZIou do dvanastnika, su vystavené dalSiemu pésobeniu mikrobialnych enzymov.
M&Zu byt znova reabsorbované a podliehat’ enterohepatalnej recyklacii.
Metabolizmus hrubého Creva patri medzi hlavnych prispievatefov celkového
metabolizmu flavonoidov. Nie je v8ak uplne jasné, ako dobre sa metabolity
absorbuju. Existuje S8iroka interindividualna variabilita v biokonverzii Specifickych
flavonoidov, ktora sa sCasti pripisuje réznym enterotypom jednotlivcov. M6ze suvisiet
s tym, Zze aj malé rozdiely v chemickom zlozeni flavonoidov mézu viest k velkym
zmenam Vv hrubom d&reve v modulacii interakcie flavonoid-mikrobiéom spolu
so zvyCajnou stravou, ktora sa vyznamne liSi medzi obyvatelstvom (Cassidy
a Minihane 2017, Ciumarnean et al. 2020, Kumar et al. 2019) (Obr. 7)
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Obr. 7 Schéma metabolizmu flavonoidov

Prevzaté a upravené z: Najmanova et al. (2016)

3.4.1.3 Kardiovaskularne ucinky flavonoidov

Flavonoidy maju mnoho priaznivych uc€inkov na zdravie. Okrem ich antioxida¢ného,
protizapalového a antiagregacného pésobenia patria medzi ich najvyznamnejSie
ucinky na KVS.

Kardiovaskularne ochorenia su na prvom mieste na svete z hladiska umrtnosti
a chorobnosti. Medzi rizikové faktory, ktoré ich spésobuju, patri vysoky krvny tlak,
obezita, vek, dyslipidémia, fajcenie, stres a nevhodna zivotosprava.

Studie potvrdili, Ze prijem flavonoidov z potravy je spojeny so zniZenim rizika
kardiovaskularnych ochoreni (hlavne arteridlnej hypertenzie). ZlepSuje sa funkcia
endotelu prostrednictvom aktivacie eNOS. ZvySena dostupnost NO spdsobuje
vazodilataciu, ovplyviiuje proteinkinazy, idnové kanaly a fosfodieterazy. Niektoré
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flavonoidy tiez inhibuju aktivitu ACE, a tym zlepSuju systolicky a diastolicky krvny tlak
(Hugel et al. 2016, Ciumarnean et al. 2020, Panche et al. 2016).

Vdaka poklesu tlaku krvi, oxidacii lipidov a zlepSeniu funkcie endotelu pdsobenim
flavonoidov dochadza k znizeniu vyskytu ischemickych prihod (Ciumarnean et al.
2020).

Podporu funkcie ciev flavonoidmi podporuju Studie na zvieracich modeloch aj
na fudoch. Aktivita flavonoidov méze mat klinicky vyznam, avSak su potrebné dalSie
overenia. Je doélezité identifikovat jednotlivé skupiny [udi, ktorych cievy budu
profitovat zo zvySeného prijmu flavonoidov. MnozZstvo, typ aforma ich prijmu si

taktiez vyzaduju dalSie Studie (Gross 2009).

3.4.2 Kyselina 3-hydroxyfenyloctova

Kyselina 3-hydroxyfenyloctova je mala fenolova kyselina (Obr. 8) tvorena ¢revnou
mikroflérou ako metabolit flavonoidu kvercetinu. 3-HPAA bola detegovana ako
kfuCovy katabolit v fudskom moc€i po konzumacii Cokolady. V sulade stym bola
potom identifikovana ako jeden z hlavnych produktov S$tiepenia kruhu

kverecetinovych glykozidov (Zabela et al. 2020, Liu et al. 2022).

HO OH
Obr. 8 Struktura kyseliny 3-hydroxyfenyloctovej

Uginkami 3-HPAA sa zaobera mnoho vyskumov. Zhou et al. identifikovali 3-HPAA
z vykalov cviCenych mysSi po infarkte myokardu, ktora chrani pred srdcovou
dysfunkciou po infarkte myokardu a apoptézou prostrednictvom NRF2. Vysledky Liu
et al. naznacuju, ze 3-HPAA zmieriuje acetaldehydom indukovanu cytotoxicitu
na modeloch hepatocytov pravdepodobne prostrednictvom regulacie celkovej aktivity
aldehyddehydrogenazy. Dokaze tak ochranit pred poSkodenim pecene spdsobenym
alkoholom. Studia od Ono et al. ukazuje na schopnost 3-HPAA inhibovat agregaciu
a ukladanie a-sukleinu, ¢o su hlavné patologické rysy Parkinsonovej choroby alebo
demencie s Lewyho telieskami.

Najmanova et al. svojou Studiou zistili, Zze niektoré metabolity kvercetinu tvorené
l[udskou mikroflérou maju vazodilataéné ucinky in vitro na hladkom svale aortalnej
cievy (Obr. 9). Potvrdili, ze 3-HPAA ako druha najucinnejSia zlu€enina mala priamy
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vplyv na znizZenie arterialneho tlaku in vivo u zdravych aj spontanne hypertenznych

potkanov.

Obr. 9 Vazodilatacna aktivita testovanych metabolitov kvercetinu (ECs)

Prevzaté a upravené z: Najmanova et al. (2016)
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4 CIEL PRACE

Ciefom tejto diplomovej prace bolo potvrdit vazodilataCny uc€inok kyseliny
3-hydroxyfenyloctovej na koronarnych cievach a objasnit mozny mechanizmus tohto
posobenia.
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Zvierata

Experimenty sa uskuto¢nili na segmentoch prasacich koronarnych artérii. Jedenast
prasacich sfdc bolo ziskanych z bitinku Bocus a.s. (Letohrad). Patrili zdravym
oSipanym oboch pohlavi zo Standardného chovu pod veterinarnou kontrolou uréené
na konzumaciu. Srdcia boli spracované na experimenty priblizne 4 hodiny po zabiti

zvierata.

5.2 Pouzité vybavenie

5.2.1 Pristroje a pomécky
Na vykonanie experimentov bolo pouZité:
e Aparatura pre izolované tkanivo ex vivo (Multi chambre tissue bath system),
(Experimentia Ltb., Budapest, Madarsko)
e Force/Displacement tranducer (Experimentia Ltb., Budapest, Madarsko)
e Plynova flaga s preumoxidom (zmes 95% 0O,/5% CO,) (Linde gas, Cesko)
e Termostat U1 (Prifgerate-Werk Medingen GmbH, Drazdany, Nemecko)
e Vyhodnocovaci software, S.P.E.L., Advanced Kymograph Software
SOFT-03-KYMO (Experimentia Ltb., Budapest, Madarsko)
o Software GraphPad Prism 9
o Pocitac, program Excel
e Laboratérne vahy (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Nemecko)
e Analytické vahy Explorer Analytical
o Trepacka IKA Vortex Genius 3 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Nemecko)
¢ Injekéné striekacky, ihly
e Laboratérne sklo (kadicky, lyzicky, mikropipety, odmerné valce, tyCinky,
skumavky, Petriho misky)
e Operacny stolik, opera&né nastroje (noznice, pean, pinzety)
e |né laboratérne pomdcky — vata, gaza, gumové rukavice, mikroskumavky

(Eppendorf) a Spicky

5.2.2 Chemikalie
Na vykonanie experimentov bol pouzity Krebsov roztok, rozpustadla, latky

ovplyvnujuce hladky cievny sval a kyselina 3-hydroxyfenyloctova.
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Krebsov Zivny roztok

|zotonicky Krebsov roztok o pH 7,4 bol pri experimentoch vyuzivany ako Zivné

médium. Svojimi vlastnostami vytvara podmienky velmi podobné vnutornému

prostrediu organizmu. Pripravoval sa navazenim latok z Tab. 1 mimo chloridu

vapenatého. Latky sa rozpustili v menSom mnozstve destilovanej vody. Chlorid

vapenaty sa zvazil a rozpustil zvlast, ¢im sme predchadzali vzniku slabo rozpustnych

vapenatych soli. Oba roztoky sa nakoniec zmieSali a doplnili destilovanou vodou

na pozadovany objem.

Tab. 1 Zlozenie Krebsovho roztoku

Nazov latky Vzorec MW Koncen- Vyrobca
(g/mol) tracia (g/l)
Chlorid sodny p.a. NacCl 58,44 5,54 PENTA s.r.o.,
Cesko
Chlorid draselny p.a. KCI 7455 0,35 Sigma-Alrdich,
Nemecko
Chlorid vapenaty p.a. CaCl, 110,99 0,28 Sigma-Alrdich,
Nemecko
Hydrogénuhli¢itan NaHCO; 84,01 2,1 PENTA s.r.o.,
sodny p.a. Cesko
Dihydrogénfosforeénan KH;PO4 136,09 0,16 RNDr. Jan Kulich,
draselny p.a. Hradec Kralové,
Cesko
Siran horec¢naty MgS0O,4.7H,O 246,47 0,29 Lachema Brno,
heptahydrat p.a. Cesko
D-glukéza monohydrat CgH{2,06.H,O 180,16 2,1 PENTA s.r.o.,
p.a. Cesko
Pouzité rozpustadla uvadza Tab. 2.
Tab. 2 Rozpustadla
Nazov latky Vzorec MW Vyrobca

Dimethylsulfoxid
Destilovana voda H.O
MiliQ voda H.O

(CH.),.SO

78,13
18,02
18,02

Sigma-Aldrich, Nemecko

FaF UK HK, podfa platného liekopisu

FaF UK HK, podfa platného liekopisu
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Tab. 3 Vazoaktivne latky

Nazov latky Vzorec MW Vyrobca

Nitroprusid sodny Naj[Fe(CN)sNO].2H,O 297,95 Sigma-Aldrich, Nemecko

dihydrat p.a.

Nifedipin C17H18N206 346,335  Sigma-Aldrich, Nemecko

Bradykinin Cs0H73N 15014 1060,2 Sigma-Aldrich, Nemecko

Bay K8644 C16H15F3N204 356,3 Axon Medchem BV,
Groningen, Holandsko

Chlorid draselny KCI 74,55 Lachema Brno, Cesko

Pouzitych antagonistov uvadza Tab. 4.
Tab. 4 Antagonisti

Nazov Cief MW Vyrobca

L-NAME eNOS 233,23 Sigma-Aldrich, Nemecko
Atropin Muskarinové receptory  289,4 Sigma-Aldrich, Nemecko
TRAM-34 IKca 344,8 Sigma-Aldrich, Nemecko
Indometacin COX 357.,8 Sigma-Aldrich, Nemecko
UCL-1684 SKca 494.,6 Sigma-Aldrich, Nemecko

IKco — vapnikom aktivované draslikové kanaly so strednou vodivostou,
SKca — vapnikom aktivované draslikové kanaly s malou vodivostou

Tab. 5 Pripravené zakladné roztoky

Nazov latky Rozpustadlo Koncentracia Nasledné Koncentracia
(mmol-I"") riedenie v nadobkéach
(umol.I'"
TRAM-34 20% DMSO 10 Krebsov roztok 10
UCL-1684  10% DMSO 10° Krebsov roztok 1
Indometacin 20% DMSO 10 Krebsov roztok 10
Bay K8644 DMSO 10 miliQ 1010

Ako negativne kontroly sa pouZzivali kruzky inkubované s odpovedajucim objemom

vehikula.
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Tab. 6 Testovany metabolit polyfenolov

Nazov Skratka MW Vyrobca
3-hydroxyfenyloctova 3-HPAA 152,15 Toronto Research
kyselina Chemicals, Kanada
5.3 Metodika

5.3.1 Priebeh experimentu

Priprava tkaniva

Po prijati sfdc z bitunku boli vSetky ponorené do Krebsovho roztoku. Lava koronarna
artéria bola vzapati opatrne vyrezana a znova ponorena do Krebsovho roztoku.
Ocistila sa od tuku, spojivového tkaniva a krvi. Takto oCistena koronarna artéria bola
narezana na cylindrické krazky s dizkou priblizne 3 mm. Na uréité experimenty bola
vrstva endotelu mechanicky narusena jemnym trenim luminalneho povrchu pinzetou.
Kruzky sa potom udrziavali v naplnenych tkaninovych kupeloch Krebsovym roztokom
v okyslienych podmienkach (95% O,/5% CO,) pri 37 °C. Kazdy arterialny kruzok bol
zaveseny medzi dvomi drétenymi hacikmi z nehrdzavejucej ocele, priCcom jeden
z nich bol pripevneny k drziaku a druhy bol pripojeny k prevodniku a pocitacu
vybavenému vyhodnocovacim softvérom S.P.E.L. Advanced Kymograph Software.

Toto usporiadanie umoznovalo merania izometrického napatia.

Stabilizacia a zataz tkaniva

Pred samotnym pokusom sme najskor tkanivo stabilizovali. Pomocou oto€nych
regulacnych skrutiek sme postupne pridavali aortalnym krazkom zataz, aby nedoslo
k ich poskodeniu — priblizne 0,15 az 0,2 g kazdych 30 sekund. Ked bola dosiahnuta
hodnota 2 g, nechali sme kruzky stabilizovat 45 minut, poCas ktorych sme kazdych

10 minut obmienali Krebsov roztok v meracich nadobkach.

Test kontraktility tkaniva

Po stabilizacii tkaniva sa napatie nastavilo na 1 g, tzv. zakladnu liniu (baseline).
Kazda nadobka sa naplnila 5 ml Krebsovho roztoku a vykonal sa test kontraktility.
Koronarne kruzky boli kontrahované KCI s kone€nou koncentraciou vo vnutri
nadobky 40 mmol.I"". Ked doslo ku kontrakcii a nasledne bolo dosiahnuté platd,
pridal sa do nadobiek bradykinin s koncentraciou 300 nmol.I"". Vazodilatacia potvrdila
pritomnost’ celistvého endotelu alebo obnaZeného kruzku. Potom sa nadobky
s kruzkami eSte niekofkokrat premyli Krebsovym roztokom tak, aby v nich nebol
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pritomny zvysny KCI alebo bradykinin. Kriuzky sa opat nechali stabilizovat

na zakladnu liniu a nadobky boli naplnené presne 5 ml Krebsovho roztoku.

Overenie vazodilatacného udinku 3-HPAA

Na overenie vazodilatacného ucinku 3-HPAA museli byt’ kruzky vopred kontrahované
KCl s koncentraciou 40 mmol.I"". Po ustaleni odpovede sa do nadobiek kumulativne
pridavala 3-HPAA v koncentraciach vrozmedzi od 100 pmoll" do 1 mmol.l”
k navodeniu vazodilatacie. 3-HPAA bola pripravena v Krebsovom roztoku.
Do niektorych nadobiek sa pridaval Krebsov roztok bez testovanej zluCeniny
s odpovedajucim objemom a s pouzitim rovnakého postupu ako kontrola. Kazda
davka sa aplikovala po stabilizacii relaxatnej odpovede spdsobenej
predchadzajucou davkou. Po stabilizacii odpovede na poslednu davku 3-HPAA bol
nakoniec pridany nitroprusid sodny s koncentraciou 100 pmol.lI" na vyvolanie

maximalnej, teda 100% relaxacie vo vSetkych nadobkach.

Vlastny experiment

Vlastny experiment spocival v testovani mozného mechanizmu uc€inku 3-HPAA.
Podfla vysSie popisaného postupu sa vSetky tkaniva pripravili, stabilizovali a presli
testom kontraktility. Potom nasledovali jednotlivé pokusy k overeniu mechanizmu

ucinku.
a) Testovanie zavislosti vazodilataéného ucinku na pritomnosti endotelu

Pri priprave tkaniva sme z niektorych aortalnych kruzkov pred zavesenim na haciky
odstranili endotel. Endotel bol odstraneny jemnym trenim vnutorného povrchu
pinzetou. V ostatnych kruzkoch zostal endotel nedotknuty. Potom sme
s pripravenymi kruzkami pokraCovali podla uvedeného postupu. Prvym krokom
pokusu bolo navodenie kontrakcie pomocou KCI s findlnou koncentraciou
40 mmol.I". Dalej sme pridavali testovant zlG&eninu, tj. 3-HPAA (konec¢na
koncentracia 1 mmol.I"", o odpoveda ECgp). Nakoniec sme pridali NTS (v nadobkach
100 pmol.I""), ktory navodil 100% dilataciu krizkov (viz obr. 10).
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Obr. 10 Schéma pokusu, ktory overuje, Ci je ucinok kyseliny 3-hydroxyfenyloctovej
(testovana latka) zavisly na pritomnosti funkéného endotelu

b) Testovanie, Ci je 3-HPAA aktivatorom eNOS, muskarinovych receptorov, COX,
IKCa a SKCa

Pri testovani moznych mechanizmov ucinku sme pouzivali aortalne kruzky
s celistvym endotelom.

Vlastny pokus zacal pridanim jednotlivého antagonistu do nadobiek s kruzkami —
L-NAME (koncentracia 100 pymol.I") alebo atropin (koncentracia 50 pmol.I"") alebo
indometacin (koncentracia 10 umol.I"") alebo UCL-1684 (koncentracia 1 pmol.I'")
alebo TRAM-34 (koncentracia 10 umol.I'") s dobou inkubacie 30 minut. Priprava
roztokov a pouzité koncentracie su zhrnuté v tabulke 5. Ako kontrola bolo pouzité
samotné rozpustadlo s rovnakym objemom.

Nasledovalo navodenie kontrakcie kriizkov podanim KCI (koncentracia 40 mmol.I™).
Nato sa pridala testovana zli¢enina 3-HPAA s finalnou koncentraciou 1 mmol.l”
vyvolavajuca 80% relaxaciu. Ako posledny bol pridany NTS (koncentracia

100 pmol.I"") a nastala maximalna relaxacia tkaniva (viz obr. 11).
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Obr. 11 Schéma pokusu, ktory overuje, Ci je kyselina 3-hydroxyfenyloctova (testovana latka)

aktivatorom eNOS, muskarinovych receptorov, COX, IKc, a SKca

c) Testovanie, €i je 3-HPAA antagonistom vapnikovych kanalov L-typu

Pri testovani tohto mechanizmu ucinku sme pouZzivali aortalne kruzky s odstranenym
endotelom.

Vlastny pokus sme zahdjili pridanim KCI (koncentracia 15 mmol.I"") a pog&kali sme,
kym sa odpoved' stabilizuje. Draselné kationy podporuju depolarizaciu a zvyraznuju
neskdr navodzovanu vazokonstrikciu. Nasledovala 30 minutova inkubacia tkaniva
s 3-HPAA v pozadovanej koncentracii 1 mmol.I”" odpovedajiica ECgy na koronarnej
cieve. Ako pozitivnu kontrolu sme pouzili znamy blokator vapnikovych kanalov
nifedipin s finalnou koncentraciou 150 nmol.I"" a ako negativnu kontrolu sme pouzili
gisty DMSO. Dalsia éast experimentu prebiehala v zatemnenej miestnosti, pretoze
svetlo ovplyviuje stabilitu Bay K8644. Pripraveny Bay K8644 v DMSO a nasledne
dalej nariedeny miliQ na potrebné koncentracie sme zacali postupne kumulativne
pridavat do nadobiek vo vzrastajicich koncentraciach (100 pmol.I”" — 10 umol.I")
na navodenie konstrikcie. V poslednom kroku sme pridali KCI (koncentracia

80 mmol.I""), aby sme dosiahli maximalnu konstrikciu (viz obr. 12).
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Obr. 12 Schéma pokusu, ktory overuje, Ci je kyselina 3-hydroxyfenyloctova (testovana latka)

antagonistom vapnikovych kanalov L-typu

5.3.2 Zhodnotenie nameranych dat

K vyhodnoteniu nameranych dat sme pouzivali programy Excel a GraphPad Prism 9.

a) Vyhodnotenie zavislosti vazodilataéného ucinku na pritomnosti endotelu

a aktivacie eNOS, muskarinovych receptorov, COX, IKcs a SKca

Dilataciu navodenu jednou davkou 3-HPAA (~ECgo) sme vyjadrili ako % z maximalnej
moznej dilatacie. Za maximalnu dilataciu sme povazovali tu, ktori navodil NTS

(10 ymol.I'") podany na zaver pokusu. Vyznamnost sme hodnotili pomocou t-testu.

b) Vyhodnotenie blokady vapnikovych kanalov L-typu

Kontrakciu navodenu kumulativnym podanim Bay K8644 sme vyjadrili ako
% z maximalnej moznej kontrakcie. Za maximalnu kontrakciu sme povaZzovali tu,
ktort navodil KCI (60 mmol.I"") podany na zaver pokusu. Vyznamnost sme hodnotili

pomocou testu two-way ANOVA s naslednym Dunnettovym testom.
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Graf 1. Vplyv pritomnosti endotelu na vazodilataény uGcinok Kkyseliny
3-hydroxyfenyloctovej (3-HPAA).

Graf znazorfiuje relaxaciu navodent podanim 3-HPAA (1 mmol.I") u krizkov
izolovanej prasacej koronarnej artérie ex vivo prekontrahovanych pomocou
KCl (40 mmol.I'"). Relaxacia bola zmerana izometricky a vyjadrena ako percento
z maximalnej moznej. Za maximalnu relaxaciu sme povazovali tu, ktora bola
navodena na zaver nitroprusidom sodnym (100 pmol.I'"). Hodnoty st vyjadrené ako
priemer + SEM z najmenej 6 merani, kruzky v jednej skupine boli ziskané z réznych
zvierat. E+ cieva ma zachovaly funkény endotel, E- endotel bol odstraneny.
**p< 0,01.

47



Lk 2

30 1
il
~ 20
S
3
3
]
10-
"¢ ©
@
& &
& ?3355" &
. L

Graf 2. Vplyv aktivity eNOS a vzniku NO na vazodilataény ucinok kyseliny
3-hydroxyfenyloctovej (3-HPAA).

Graf znazorfiuje relaxaciu navodent podanim 3-HPAA (1 mmol.I") u krdzkov
izolovanej prasacej koronarnej artérie ex vivo s celistvyym endotelom. Kruzky boli
inkubované v pritomnosti eNOS inhibitoru L-NAME (100 pmol.I"). Nasledne boli
kontrahované pomocou KCI (40 mmol.I'") arelaxované 3-HPAA (1 mmol.l™).
Ako kontrola boli pouzité kruzky s 3-HPAA bez pritomnosti L-NAME a ako negativna
kontrola bolo pouzité Cisté vehikulum (Krebsov roztok). Relaxacia bola zmerana
izometricky a vyjadrena ako percento z maximalne moznej. Za maximalnu relaxaciu
sme povazovali tu, ktora bola navodena na zaver nitroprusidom sodnym
(100 umol.I'"). Hodnoty st vyjadrené ako priemer + SEM z najmenej 6 merani,
u kontrol 4 merania, kruzky v jednej skupine boli ziskané zrdéznych zvierat.
***p< 0,001.
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Graf 3. Vplyv aktivity muskarinovych receptorov na vazodilataény ucinok
kyseliny 3-hydroxyfenyloctovej (3-HPAA).

Graf znazorfiuje relaxaciu navodent podanim 3-HPAA (1 mmol.I") u krizkov
izolovanej prasacej koronarnej artérie ex vivo s celistvyym endotelom. Kruzky boli
inkubované v pritomnosti antagonistu muskarinovych receptorov  atropinu
(50 umol.I'"). Nasledne boli kontrahované pomocou KCI (40 mmol.I"") a relaxované
3-HPAA (1 mmol.I""). Ako kontrola boli pouzité krizky s 3-HPAA bez atropinu a ako
negativna kontrola bolo pouzité Cisté vehikulum (Krebsov roztok). Relaxacia bola
zmerana izometricky a vyjadrena ako percento z maximalne moznej. Za maximalnu
relaxaciu sme povazovali tu, ktora bola navodena na zaver nitroprusidom sodnym
(100 umol.I'"). Hodnoty st vyjadrené ako priemer + SEM z najmenej 6 merani,
u kontrol 4 merania, kruzky v jednej skupine boli ziskané zrdéznych zvierat.

ns nesignifikantny rozdiel.
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Graf 4. Vplyv aktivity cyklooxygenazy na vazodilataény ucéinok kyseliny
3-hydroxyfenyloctovej (3-HPAA).

Graf znazorfiuje relaxaciu navodent podanim 3-HPAA (1 mmol.I") u krdzkov
izolovanej prasacej koronarnej artérie ex vivo s celistvyym endotelom. Kruzky boli
inkubované v pritomnosti inhibitoru cyklooxygenazy indometacinu (10 pmol.I™).
Nasledne boli kontrahované pomocou KCI (40 mmol.I") arelaxované 3-HPAA
(1 mmol.I"). Ako kontrola boli pouzité kruzky s 3-HPAA bez indometacinu a ako
negativna kontrola bolo pouzité Cisté vehikulum (Krebsov roztok). Relaxacia bola
zmerana izometricky a vyjadrena ako percento z maximalne moznej. Za maximalnu
relaxaciu sme povazovali tu, ktora bola navodena na zaver nitroprusidom sodnym
(100 umol.I'"). Hodnoty st vyjadrené ako priemer + SEM z najmenej 6 merani,
u kontrol 4 merania, kruzky v jednej skupine boli ziskané zrdéznych zvierat.

ns nesignifikantny rozdiel.
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Graf 5. Vplyv aktivity endotelidlnych SK¢, kanalov na vazodilatacny uéinok
kyseliny 3-hydroxyfenyloctovej (3-HPAA).

Graf znazorfiuje relaxaciu navodent podanim 3-HPAA (1 mmol.I") u krdzkov
izolovanej prasacej koronarnej artérie ex vivo s celistvyym endotelom. Kruzky boli
inkubované v pritomnosti blokatoru SKc, kanalov UCL-1684 (10 umol.I""). Nasledne
boli kontrahované pomocou KCI (40 mmol.I"") a relaxované 3-HPAA (1 mmol.I""). Ako
kontrola boli pouzité kruzky s 3-HPAA bez UCL-1684 a ako negativna kontrola bolo
pouzité Cisté vehikulum (Krebsov roztok). Relaxacia bola zmerana izometricky
a vyjadrena ako percento z maximalne mozZnej. Za maximalnu relaxaciu sme
povazovali ti, ktora bola navodena na zaver nitroprusidom sodnym (100 pmol.I™").
Hodnoty su vyjadrené ako priemer + SEM z najmenej 6 merani, u kontrol 4 merania,

krazky v jednej skupine boli ziskané z rébznych zvierat. ns nesignifikantny rozdiel.
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Graf 6. Vplyv aktivity endotelialnych IKc, kanalov na vazodilataény uc€inok
kyseliny 3-hydroxyfenyloctovej (3-HPAA).

Graf znazorfiuje relaxaciu navodent podanim 3-HPAA (1 mmol.I") u krizkov
izolovanej prasacej koronarnej artérie ex vivo s celistvyym endotelom. Kruzky boli
inkubované v pritomnosti blokatoru IKc, kanalov TRAM-34 (1 ymol.I'"). Nasledne boli
kontrahované pomocou KCI (40 mmol.I") a relaxované 3-HPAA (1 mmol.I"). Ako
kontrola boli pouzité kruzky s 3-HPAA bez TRAM-34 a ako negativna kontrola bolo
pouzité Cisté vehikulum (Krebsov roztok). Relaxacia bola zmerana izometricky
a vyjadrena ako percento z maximalne moznej. Za maximalnu relaxaciu sme
povazovali ti, ktora bola navodena na zaver nitroprusidom sodnym (100 pmol.I™").
Hodnoty su vyjadrené ako priemer + SEM z najmenej 6 merani, u kontrol 4 merania,

krazky v jednej skupine boli ziskané z réznych zvierat. ns nesignifikantny rozdiel.
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Graf 7. Vplyv inhibicie vapnikovych kanalov L-typu na vazodilataény ucinok
kyseliny 3-hydroxyfenyloctovej (3-HPAA).

Graf znazorfiuje odpoved kruzkov inkubovanych s 3-HPAA (1 mmol.I"") na kontrakciu
vyvolanu kumulativnymi davkami aktivatora vapnikovych kanalov L-typu Bay K8644
(100 pmol.I" = 10 umol.") ex vivo na izolovanej prasacej koronarnej artérii
s odstranenym endotelom. Ako pozitivha kontrola bol pouzity blokator vapnikovych
kanalov nifedipin (150 nmol.I"") a ako negativna kontrola bolo pouZité &isté vehikulum
(Krebsov roztok). Konstrikcia bola zmerana izometricky a vyjadrena ako percento
z maximalne moznej. Za maximalnu konstrikciu sme povazovali tu, ktora bola
navodena na zaver KCI (finalna koncentracia 80 mmol.I""). Hodnoty st vyjadrené ako
priemer + SEM z najmenej 7 merani pre 3-HPAA, pre obe kontroly 4 merania, kruzky

v jednej skupine boli ziskané z réznych zvierat. *p< 0,05; **p< 0,01.
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7 DISKUSIA

Kardiovaskularne ochorenia (KVO) su naj¢astejSou pri€¢inou umrtia na celom svete
a kazdy rok si vyZiadaju skoro 18 milionov Zivotov. KVO predstavuju skupinu poruch
srdca akrvnych ciev. Spravna identifikacia rizikovych o0s6b a poskytnutie
zodpovedajucej lieCby moéze predchadzat pred€asnym umrtiam (WHO 2023).
Arterialna hypertezia predstavuje najrozSirenejsi rizikovy faktor KVO. Plati, Ze ¢im
vysSSie je celkové riziko KVO, tym prisnejSie by sa mal kontrolovat’ krvny tlak a skor
zahajit' lieCbu. Avsak aj pri pouziti roznych metdd lieCby sa Casto nepodari dosiahnut
cielové hodnoty krvného tlaku, preto je nutné neustale hfadat nové lieCiva (Ghorani
et al. 2022, Jordan et al. 2018). Ich Struktury mézu vychadzat z prirodnych latok.
Vyskum podporuje rolu polyfenolov v prevencii kardiovaskularnych ochoreni
a potencial stravy bohatej na polyfenoly (napr. ovocie, €okolada, ¢aj) pozitivhe
vplyvat na cievne funkcie (Tsao 2010, Keane et al. 2016). Po konzumacii stravy
obsahujucej polyfenoly sa v tenkom c&reve uvolfuju ich aglykonové formy, ktoré
podliehaju metabolizmu. Nevstrebané zvysSky rozklada mikrobidm hrubého creva
a produkuje malé fenolové zluCeniny, ktoré su nasledne absorbované (Cassidy
a Minihane 2017). Neda sa jednoducho odporucit konkrétne mnozstvo polyfenolov,
ktoré by viedlo ku klinicky vyznamnym ucfinkom, pretoze mnozstvo tychto latok
v strave sa liSi rovnako ako ich plazmatické hladiny. Vo vSeobecnosti plati, Ze malé
fenolové zlu€eniny sa nachadzaju v plazme vo vysSich koncentraciach nez samotné
povodné polyfenoly. Ich maximalne hladiny v plazme sa obvykle pohybuju od 1
do 615 nmol.I"", v niektorych pripadoch to méze byt az radovo v umol.I"" (Feliciano
et al. 2016, Liu et al. 2022).

Tato praca vychadza uz z hotového skriningu, ktory testoval flavonoidy a ich malé
kolonické metabolity. Skrining potvrdil, Ze niektoré metabolity kvercetinu maju in vitro
vazodilataéné ucinky na periférne cievy vratane koronarnych. Nasou ulohou bolo,
pre druhy najuc€innejsi metabolit kyselinu 3-hydroxyfenyloctovu, overit vazodilatany
ucinok na koronarnych cievach a testovat’ jeho mechanizmus. Ako model sme zvolili
prasacie koronarne artérie z Cerstvych sfdc, ziskané z miestneho bitunku, kvoli
podobnostiam kardiovaskularneho systému u prasiat a Cloveka. Vyhodou tohto
modelu je tiez znizenie poc€tu pouzivanych laboratérnych zvierat (princip 3R).

Na zaklade skriningu 3-HPAA naozaj dilatovala prasacie koronarne cievy. Ako prvé
sme zistili, Ze tato vazodilatacia je vyznamne zavisla na pritomnosti funkéného

endotelu. No 3-HPAA bola schopna navodit urcitu dilataciu aj bez pritomnosti
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endotelu, ¢o znamena, Ze pravdepodobne pdsobi nielen na endotel, ale aj priamo
na hladky sval. Pri naslednom Studiu sme sa sustredili hlavne na tie mechanizmy,
ktoré su spojené s cievnym endotelom.

Postupne sme zistili, ze vazodilatacny ucinok 3-HPAA je CiastoCne zavisly na aktivite
eNOS ateda vzniku NO. Funkcia eNOS je kritickd pre udrzanie vaskularnej
homeostazy. Signalizacia NO priamo vedie k dilatacii krvnych ciev aktivaciou
hladkosvalovej sGC, ¢o vedie k zvySeniu cGMP az postupne k relaxacii hladkého
svalstva ciev. Pokial je tato signalizacna os naruSena, obmedzuje sa schopnost
vaskulatury a lokalnych Struktar bud samotny NO produkovat alebo nan vhodne
reagovat. Znizena biologicka aktivita NO spdsobena redukciou aktivity eNOS
azvySenou degradaciou sa radi medzi najdllezitejSie = mechanizmy
v multifaktorialnom procese endotelialnej dysfunkcie. Jedna sa o patologicky proces
tykajuci sa akutnych aj chronickych stavov. Medzi hlavné rizikové faktory patri vek,
obezita a diabetes (Cyr et al. 2020, Dias et al. 2011).

pKa hodnota 3-HPAA je 4, ¢o znamena, Ze pri fyziologickom pH je latka prevazne
Vv ionizovanom stave, €o brani pasivnemu transportu cez membranu, hoci pritomnost
transportného systému nebola overena ani vylu€ena. V dalSich krokoch sme preto
testovali rovhako mechanizmy spojené s endotelidlnou membranou a aj s ucinkami
v cytozole. Aktivacia eNOS je c&asto spustend zvySenim cytosolického Ca®*.
Ca?*-aktivované draselné kanaly (endotelidine aj hladkosvalové) zohravaju ddlezZitu
ulohu v regulacii vaskularneho tonusu. Otvorenie endotelialnych kanalov s malou
a strednou vodivostou (SKca alKca) na plazmatickej membrane endotelovych
buniek zvy$uje influx Ca®* do tychto buniek, o vedie k aktivacii eNOS, naslednej
produkcii NO ateda k vazodilatacii (Wang et al. 2015). V naSom experimente
blokada tychto kanalov pomocou UCL-1684 aTRAM-34 nemala vplyv
na vazodilatacny ucinok 3-HPAA. Nepodarilo sa nam teda preukazat, ze by 3-HPAA
aktivovala SKc¢; a IKca.

Dalsim testovanym miestom Gg&inku boli endotelidlne muskarinové receptory.
Acetylcholin je silny dilatator ciev. Jeho aktivita je sprostredkovana muskarinovymi
receptormi (My az Ms) spojenymi s G-proteinovou drahou, ktoré spustaju
uvolfiovanie samotnych vazorelaxacnych latok ako je NO. Receptory su zoskupené
podla ich preferenénej vazby, bud k mobilizacii intracelularneho Ca?*
prostrednictvom aktivacie PLC (M4, M3, Ms) alebo k inhibicii AC (M2, M4). Neparne
podtypy muskarinovych receptorov  sprostredkuvaju vazodilataciu  zavislu
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na endotele (Gericke et al. 2011). Experimentom sme zistili, Ze atropin, ktory blokuje
muskarinové receptory, nemal vplyv na vazodilataciu navodenu 3-HPAA. Z toho
vyplyva, Zze 3-HPAA na ne nepdsobi ako agonista.

V neposlednom rade méze byt vazodilatacia spésobena okrem NO aj inymi
produktmi endotelu, napr. prostacyklinom (PGI2). Spomedzi rdéznych typov
prostaglandinov je prostacyklin vo vaskularnych tkanivach hlavnym produktom
kyseliny arachidonovej konvertovanej pomocou enzymu cyklooxygenazy (COX).
V zdravom endotele ma hlavnu ulohu pravdepodobne COX-1. COX-2 je spojena
s endotelovou dysfunkciou a s prozapalovymi stavmi ako su napr. vaskularne
posSkodenia, kde latky odvodené od COX-2 Casto poskytuju ochranny ucinok. PGI2
hra délezitu ulohu v kardiovaskularnom zdravi, ma silné vazodilatacné ucinky
prostrednictvom relaxacie hladkého svalstva, kde sa na bunkovej membrane viaze
na S$pecifické receptory typu Gs. Aktivacia AC zabezpecluje produkciu cAMP.
Tym sa aktivuje PKA a dochadza k fosforylacii MLCK, C€o zabranuje jej ucinku
a interakcii medzi aktinom a myozinom veducej k vazokonstrikcii. (Wang et al. 2022,
Dorris a Peebles 2012). V naSom experimente sme zistili, Zze vazodilatacny ucinok
3-HPAA nie je =zavisly na aktivite COX ateda vzniku vazodilataénych
prostaglandinov (hlavne PGI2), pretoZe blokada COX antagonistom indometacinom
nemala na ucinok ziadny vplyv.

PretoZe bol vazodilatacny ucinok 3-HPAA na endotele zavisly len CiastoCne, rozhodli
sme sa v poslednej Casti prace overit aj jeden z moznych mechanizmov priamo
na vaskularnom hladkom svale. Membranové vapnikové kanaly L-typu predstavuju
hlavny zdroj extracelularneho vapnika potrebného pre aktivaciu MLCK, ktora aktivuje
kaskadu umoZznujucu svalovu kontrakciu. 3-HPAA mohla byt antagonistom tychto
kanalov. Experimentom sme vSak zistili, ze pritomnost 3-HPAA nemala na ucinok
aktivatora vapnikovych kanalov L-typu Bay K8644 Ziadny vplyv. Z toho usudzujeme,
Ze 3-HPAA priamo neovplyvriuje vapnikové kanaly L-typu.

Z nasich vysledkov vyplyva, Ze na vazodilatathom ucinku 3-HPAA sa vyznamne
podiefa funkény cievny endotel a aktivna eNOS. ZvySenie tvorby NO nie je
sprostredkované M receptormi, ani nie je priamo zviazané s aktivitou endotelialnych
draselnych kanalov. Okrem toho 3-HPAA pravdepodobne pésobi aj priamo na hladky
cievny sval. Nejde v8ak o priamy vplyv na influx extracelularnych vapenatych iénov

cez kanaly L-typu a ani o ucinok produktov COX. (Obr. 13)
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Obr. 13 Schématické zobrazenie mozného mechanizmu Gcinku kyseliny
3-hydroxyfenyloctovej
SKca — vapnikom aktivované draslikové kanaly s malou vodivostou, IKc, — vapnikom
aktivované draslikové kanaly so strednou vodivostou, M3 — muskarinové receptory typu 3,
PLC - fosfolipaza C, DAG - diacylglycerol, PKC — proteinkinaza C, IP3; — inozitoltrifosfat,
IP3R — inozitoltrifosfatovy receptor, SR — sarko/endoplazmatické retikulum, TRP — prechodné
receptorové potencialové kanaly, Ca/kalmodulin — komplex vapnika s kalmodulinom,
COX - cyklooxygenaza, PGs — prostaglandiny, eNOS — endotelialna syntaza oxidu
dusnatého, NO — oxid dusnaty, ME spojenie — myoendotelidlne spojenie, sGC — rozpustna
guanylatcyklaza, GTP — guanozintrifosfat, cGMP — cyklicky guanozinmonofosfat,

PKG — proteinkinaza G, Ca\1.2 (L-typ) — vapnikové kanaly typu L

Konkrétny mechanizmus sa ndm nepodaril odhalit a budu potrebné dalSie pokusy.
3-HPAA mobze poésobit na iné ionové kanaly priamo na hladkom svale. ZvIast
zaujimavé by bolo overit jej vplyv na draselné kanaly. Mozny je aj vplyv
na vnutrobunkové kaskady v hladkom svale, najma tie, ktoré su spojené s aktivaciou
PKG a PKA.

Tato praca je sucCastou SirSieho vyskumu a vplyv 3-HPAA na krvny tlak bol uz

overeny in vivo na hypertenznych potkanoch po intravenéznom podani (pokusy
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neboli su€astou tejto diplomovej prace). Vyznamny ucinok na diastolicky krvny tlak
bol pozorovany uZ po velmi nizkej bolusové davke 10 pg.kg'. To isté platilo
v pripade systolického tlaku, ktory vyrazne poklesol po davke 100 pg.kg'1.

Aj ked nas vyskum overil vazodilatacné ucinky 3-HPAA na ex vivo zvolenom modeli
a sCasti poodhalil ich mechanizmus, pri interpretacii je potrebné si uvedomit’ limity
nasej prace. Koronarne artérie maju medzi periférnymi cievami Specifické postavenie
aich reakcie na vazoaktivne latky sa nemusia zhodovat s ostatnymi artériami
v ucinnej davke a v zapojenom mechanizme. Okrem toho koronarna artéria nie je
odporova cieva (pokles krvného tlaku je spojeny s rozSirenim odporovych ciev).
Znalost' uc€inku vazoaktivnych latok na koronarne cievy je ale rovnako délezita,
pretoze niektoré KVS ochorenia cielia primarne na srdce. Dalej, G&inna koncentracia
3-HPAA je relativne vysoka a dlhodobo tazko dosiahnutelna iba prijmom flavonoidov
z potravy. Ktomu si je eSte potrebné uvedomit, Zze flavonoidy sa v realnej situacii
nemetabolizuju na jeden, ale na zmes rdéznych metabolitov, ktoré moézu byt
vazoaktivne a vysledny efekt ovplyviuje ich vzajomna suhra. Pre overenie su
potrebné dalSie pokusy, ktoré by testovali vplyv skupin metabolitov v klinicky

realnych koncentraciach.
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8 ZAVER

Ciefom tejto diplomovej prace bolo otestovat mechanizmus vazodilatacéného ucinku
kyseliny 3-hydroxyfenyloctovej ex vivo na izolovanej prasacej koronarnej artérii. Bolo
Zistené:
e Vazodilatacné ucCinky 3-HPAA su CiastoCne zavislé na pritomnosti funkéného
endotelu
e Vazodilatacné ucCinky 3-HPAA su CiastoCne zavislé na aktivite endotelialnej
eNOS
e Nebol preukazany priamy vplyv 3-HPAA na endotelialne M receptory,
na cyklooxygenazu a ani na endotelidlne draselné kanaly aktivované
vapnikom IKc; a SKca

e Nebol preukazany priamy vplyv na hladkosvalové vapnikové kanaly L-typu
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