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Pouzité zkratky

ABC proteiny ABC, z angl. ATP binding cassette

AC adenylatcyklaza

ACE angiotenzin konvertujici enzym

ADP adenosindifosfat

AKAPs proteiny kotvici kindzu A, z angl. A-kinase anchoring proteins

ANP natriureticky peptid A

ATP adenosintrifosfat

BH, tetrahydrobiopterin

BKca velky vapnikem aktivovany draslikovy kanal, z angl. big calcium-activated potassium channel

BNP natriureticky peptid B

CaMK kalcium-kalmodulin dependentni protein kinaza, z angl. calcium-calmodulin-dependent protein
kinase

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

Cay napétoveé fizeny vapnikovy kanal, z angl. voltage-gated calcium channel

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CGRP z angl. calcitonin gene-related peptide

cIMP cyklicky inosinmonofosfat

Clca vapnikem aktivovany chloridovy kanal, z angl. calcium-dependent chloride channel

CNP natriureticky peptid C

COX cyklooxygenaza

CPI-17 z angl. C-kinase potentiated protein phosphatase-1 inhibitor

cPLA; cytosolicka fosfolipaza A,, z angl. cytosolic phospholipase A;

DAG diacylglycerol

ECEs endothelin konvertujici enzymy, z angl. endothelin converting enzymes

EDH hyperpolarizace zavislad na endotelu, z angl. endothelium-dependent hyperpolarization

EDRF endotelidlni relaxacni faktory, z angl. endothelium-derived relaxing factors

EETs epoxyeikosatrienové kyseliny

eNOS endotelidlni NO syntaza

EPAC vymeénny faktor pfimo aktivovany cAMP, z angl. exchange factor directly activated by cAMP

ERM proteiny ERM, z angl. ezrin-radixin-moesin

ET-1 endothelin 1

GAP protein urychlujici GTPazu, angl. GTPase-accelerating protein

GDI inhibitor disociace guaninu, z angl. guanine nucleotide dissociation inhibitor

GDP guanosindifosfat

GEF vyménny faktor pro guanin, z angl. guanine nucleotide-exchange factor

GTP guanosintrifosfat

GPER membrdanovy receptor pro estrogeny, z angl. G protein-coupled estrogen receptor

15-H-11,12-EETA kyselina 15(S)-hydroxy-11,12-epoxyeikosatrienova

20-HETE kyselina 20-hydroxyeikosatetraenova

HSP90 protein teplotniho Soku, z angl. heat shock protein

5-HT serotonin

Kes stfedni vapnikem aktivovany draslikovy kanal, z angl. intermediate-conductance calcium-activated

potassium channel



1P, inositol 1,4-bisfosfat

IP3 inositol-1,4,5-trifosfat

IPsR receptor pro inositol-1,4,5-trifosfat

iPLA; na kalciu nezavisla fosfolipaza A,, z angl. calcium-independent phospholipase A,
Katp draslikovy kanal rizeny ATP

Kir dovnitf usmérnény draslikovy kanal, z angl. inward-rectifier potassium channel
Kv napétové fizeny draslikovy kanal, z angl. voltage-gated potassium channel

KVO kardiovaskuldrni onemocnéni

LM kindza LIM

L-NAME inhibitor NO syntazy, L-NG-nitroargininmethylester

15-LOX 15-lipooxygenaza

mDia protein mDIA, efektor Rho GTPaz

MEG) myoendotelidlni skulinova spojeni, z angl. myoendothelial gap junctions

MLC lehky myozinovy fetézec, z angl. myosin light chain

MLCK kindza lehkého myozinového fetézce, z angl. myosin light chain kinase

MLCP fosfataza lehkého myozinového retézce, z angl. myosin light chain phosphatase
MYPT1 podjednotka lehkého myozinového retézce, z angl. myosin phosphatase target subunit

Na*/K* ATPaza sodno-draselna pumpa

NCX sodno-vapenaty vyménik

NO oxid dusnaty

NOSIP protein interagujici s endotelidlni NO syntazou, z angl. eNOS interacting protein

NOSTRIN induktor presunu endotelidlni NO syntazy, z angl. eNOS traffic inducer

obQ blokator solubilni guanylatcyklazy, 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-on

Orail vapnikovy kanal aktivovany uvolnénim vapenatych iontd, angl. calcium release-activated calcium
channel protein 1

PDE fosfodiesteraza, z angl. phosphodiesterase

PECAM-1 adhesivni molekula krevnich desticek a bunék endotelu, z angl. platelet endothelial cell adhesion
molecule

pGC membranova guanylatcyklaza, z angl. particulate guanylate cyclase

PGFyq prostaglandin Faq

PGIl, prostacyklin

PIsK fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat-3-kindza, z angl. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase

PIP, fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat, z angl. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

PIP; fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat, z angl. phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate

PKA proteinkinaza A, syn. cAMP-dependentni proteinkindza

PKC proteinkinaza C

PKG proteinkinaza G, syn. cGMP-dependentni proteinkindza

PLA; fosfolipaza A,, z angl. phospholipase A,

PM plazmaticka membréna

PMCA ATPaza PMCA, z angl. Plasma Membrane Ca?* ATPase

PVAT perivaskuldrni tukova tkan, z angl. perivascular adipose tissue

PVP polyvinylpyrrolidon

receptor AT receptor pro angiotenzin Il

receptor ETa receptor pro endothelin 1



receptor ETg
receptor IPy
receptor TP
receptor RyR
RhoA

ROC

ROCK
S100A1
SERCA
SERMs

sGC

SHR

SKCa

sSMocC
SOC
SOCE
SOD

SR

STIM1
SUR
11,12,15-THETA
TRAM-34
TRP

TxA;
U46619
UCL-1684
VHS

voC

ZIPK

receptor pro endothelin 1

receptor pro prostacyklin

receptor pro tromboxan A,

receptor pro ryanodin

mala GTPaza z Ras nadrodiny, z angl. Ras homolog family member A
kanal fizeny receptorem, z angl. receptor-operated channel

kindza ROCK, z angl. Rho-associated protein kinase

vapnik vazici protein, z angl. $100 calcium-binding protein A1
ATPaza SERCA, z angl. sarco/endoplasmic reticulum Ca?* ATPase
selektivni moduldtory estrogenovych receptord, z angl. selective estrogen receptor modulators
solubilni guanylatcyklaza

spontdnné hypertenzni potkan, z angl. spontaneously hypertensive rat

maly vapnikem aktivovany draslikovy kanal, z angl. small-conductance calcium-activated potassium
channel

kanal fizeny druhym poslem, z angl. second messenger-operated channel

kanal fizeny zasobou vapniku, z angl. store-operated channel

vstup vapenatych iont fizeny jejich zasobou, z angl. store-operated calcium entry
superoxiddismutaza

sarkoplazmatické retikulum

proteinovy senzor vapniku v sarkoplazmatickém retikulu, z angl. stromal interaction molecule 1
podjednotka kanall Kare vazici derivaty sulfonylmocoviny, z angl. sulphonylurea receptor
kyselina 11(R),12(S),15(S)-trihydroxyeikosatrienova

inhibitor kanall IKc,

kanal TRP, z angl. transient receptor potential channel

tromboxan A,

tromboxanovy analog prostaglandinu H;

inhibitor kanald K¢, a SKca

vaskularni hladky sval

napétoveé Fizeny kanal, z angl. voltage-operated channel

kindza ZIPK, z angl. zipper interacting protein kinase



1. Uvod

Cévni systém slouzi primarné k vedeni krve a v ni obsazenych latek k télnim orgdniim
a tkdnim a vyrazné se podili na celotélové homeostaze. Dokaze se rychle adaptovat na aktudlni
potfeby organismu a tato adaptace je zaloZena na souhfe mnoha faktor( jako jsou vasoaktivni
signalni molekuly, vegetativni inervace, ionty a fyzikalni vlivy. Z tlaku krve na cévni sténu vychazi
vyse arteridlniho krevniho tlaku. Jeho diastolickou hodnotu primarné ovliviiuje cévni rezistence,
kterd je dana zejména odporovymi arteriemi. Obecné cévni rezistence zavisi na primeéru a délce
cévy a viskozité krve. Pro akutni regulaci je klicovd zména priméru cévy vasokonstrikci
nebo vasodilataci nebot jsou jak velmi rychlé, tak vysoce G¢inné. Jde o znamy fyzikalni princip
Poiseuilleva zakona, ktery fika, Ze objem kapaliny, ktera protece trubici je Umérny Ctvrté

mocniné jejiho prameéru.

Arteridlni cévni sténa je tvofena nékolika vrstvami. Tunica intima sloZzena z jedné vrstvy
endotelidlnich bunék je nejblize lumen a pfimo v kontaktu s krvi. Nasleduje tunica media
tvofend zejména vaskularnimi hladkymi svaly (VHS) a vnéjsi tunica externa (adventitia), ktera
obsahuje mimo jiné fibroblasty, adipocyty (PVAT, z angl. perivascular adipose tissue) schopné

produkovat adipokiny a nervova zakonceni. Zakladni strukturu artérie ukazuje obrazek 1.

tunica media

tunica externa tunica intima

L

hladky sval endotel
membrana
elastica externa membrana

elastica interna

Obr.1 Struktura artérie, kde jsou zndzornény endotel a hladky sval. Upraveno podle [1].

Pro vasokonstrikci a vasodilataci jsou nejdulezitéjsi burnky VHS. Primarné jsou
ovliviiovany vasoaktivnimi latkami a membrdnovym potencidlem. D(lezitou roli maji sousedni
bunky endotelu, kde pfimo vznikaji nékteré vasoaktivni latky, a také se podileji na zménach

membranového potencialu. Konec¢nou reakci vyznamné ovliviiuji mezibunééna spojeni (bézné



uzivan angl. nazev gap junctions) tvorena proteiny konexiny, ktera umoZznuji synchronizaci
koncentraci iontl a membranového potencidlu sousednich bunék. Propojuji mezi sebou jak
buriky VHS a endotelu, tak buiiky VHS. Cilem nasledujiciho textu je shrnout hlavni informace
o pribéhu vasokonstrikce a vasodilatace nejprve na urovni hladkého svalu a dale pak

v propojeni s tlohou endotelu.

2. Vaskularni hladky sval ve vasokonstrikci a vasodilataci

Zakladem kontrakce VHS je interakce mezi kontraktilnimi proteiny aktinem a myozinem
za pfitomnosti Ca%". V cytoplazmé se zvysi koncentrace Ca?* dvéma zplisoby: nejprve se Ca%
uvolni ze sarkoplazmatického retikula (SR) a nasledné dojde k vstupu mimobunééného Ca?*. Ca?*
vytvori komplex s kalmodulinem a aktivuje kindzu lehkého myozinového rfetézce MLCK (z angl.
myosin light chain kinase). Dojde k fosforylaci lehkého myozinového fetézce MLC (z angl. myosin
light chain) na podjednotce MLCy (Serl19) a naslednou vazbou aktinu a myozinu zacina svalova
kontrakce. Opacné pUlsobi defosforylace MLC pomoci fosfatdzy MLCP (z angl. myosin light chain
phosphatase) a disociace komplexu Ca?*-kalmodulin. K poklesu hladiny cytoplazmatického Ca?*
(dale [Ca?*].) dojde jak vychytdnim do SR, tak efluxem mimo buriku Ca?* ATPazou PMCA (z angl.

Plasma Membrane Ca®* ATPase) a Na*/Ca®" vyménikem (NCX). Dé&] je dynamicky a zdsadni je

okamZita lokdalni koncentrace Ca?*. Priibéh vasokonstrikce a vasodilatace shrnuje obrazek 2.
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Obr.2 Pribéh kontrakce (A) a dilatace (B) vaskuldrniho hladkého svalu. Zkratky jsou vysvétleny

Vv textu.

Pribéh vasokonstrikce a vasodilatace je provazané regulovan. Mezi hlavni

vasokonstrikéni faktory patfi kromé Ca?* je$té proteinkindza C a systém RhoA/ROCK. Naopak
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vasodilatacné plsobi proteinkindzy A a G. Zcela zdsadnim faktorem je membranovy potencial
svalové burky. Je to rozdil potenciald mezi dvéma stranami plazmatické membrany (PM),
ktery vznika v disledku elektrochemického gradientu iont0. Jeho klidova hodnota u bunék VHS
je -55 az -40 mV [2]. Depolarizace (snizeni rozdilu potenciald) napomaha kontrakci,

hyperpolarizace plsobi opacné.

DaleZitou ulohu hraji parakrinni plsobky ze sousedniho endotelu, které mohou byt
vasokonstrikéni (endothelin 1, tromboxan A, /TxA,/, prostaglandin F,o /PGF2o/) i vasodilatacni
(NO, epoxyeikosatrienové kyseliny, H,0,). Obdobné zfejmé ucinkuji i plisobky z PVAT, které jsou
méné znamy. Kromé toho se v regulaci uplatni latky pochazejici z krve (hormony) jako jsou
angiotenzin I, vasopresin nebo histamin. Systém vyznamné reguluji i fyzikalni podnéty, zejména
napéti cévni stény (intravaskularni tlak) a teplota. Vysledna reakce je dana souhrou vsech
zUcastnénych faktor(. Velka ¢ast z nich zaroven pUsobi na principu zpétné vazby, coZ zplsobuje
prechodny charakter odpovédi. | kdyz se jednd o jeden provazany systém, pro vétsi prehlednost
bude nasledujici text rozdélen na nékolik signalnich cest podle klicovych faktor(: vapenaté ionty,
proteinkindza C, systém RhoA/ROCK a proteinkindzy A a G. Role iontovych kanal( a ATPaz bude
popsana samostatné (viz kapitola 4). V textu bude pouZita fada navzajem si podobnych zkratek.

Pokud se zkratka objevi po delsi dobé, bude jeji vyznam ptipomenut.

2.1. Vapenaté ionty

V burikdch VHS existuje vyrazny koncentraéni gradient pro Ca®*. V klidovém stavu je
koncentrace v cytoplazmé ~100 nM a vné burky ~3 mM, zhruba tficeti tisici ndsobek. Naopak
v sarkoplazmatickém retikulu svalové buriky je Ca?* Fadové vice nei v cytoplazmé, odhad
v klidovém stavu &ini ~300 pM [3]. Zdrojem Ca** béhem svalové kontrakce jsou nejen
nitrobunééné zasoby, ale zejména okolni mimobunéény prostor. Pfesun Ca?* zaruéuje vice typQ

kanald.
Nitrobunééné zdroje Ca?

Hlavni nitrobunécnou zasobdarnou je SR. Nachazi se ve vSech typech VHS, vétsi podil
objemu buriky tvofi ve velkych elastickych tepnéch [4, 5]. Kapacitu SR zvy$uje Ca?* véZici protein
kalsekvestrin. K uvolnéni Ca?* dochazi po aktivaci kanal( na povrchu SR spojenych s receptory
IPsR (endogenni agonista inositol-1,4,5-trifosfat IPs) a sreceptory RyR (agonisté ryanodin
a ve vysokych koncentracich kofein). Ryanodin pfi nanomolarni koncentraci kanal zamyka

v polootevieném stavu (probihd eflux Ca?*) a pfi mikromoldrni koncentraci ho zavira.
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Aktivatorem vydeje je i samotny Ca%*. Malé zvy3eni koncentrace Ca%" v okoli SR (~3uM) vyvola
eflux Ca?* ze SR. Tento dé&j podpofi agonisté na RyR kandlech a pfekvapivé také cAMP, opaéné
plsobi ionty Mg?*. Nérlist Ca?* v okoli SR tak vyvola dal3i a dal$i eflux a signal se amplifikuje, co?

je duleZita soudast kalciové signalizace.

Mimobuné&éné zdroje Ca?*

Ca?* vstupuje do VHS neustdle vramci bazdlniho pfesunu iontll pomoci kanald
pro divalentni kationty. Tento vstup sniZuji ionty H* (tj. pokles pH). ProtoZe zdroven dochazi
k odstrafiovéni Ca®* z cytoplazmy do zésob, zejména do SR a mitochondrii, a k efluxu pfes PM,
bazalni pfesun iont nechava buriky VHS v klidovém stavu. Kontrakci VHS vyvol3, pokud je tato
rovnovaha vychylena vyraznéjsim vstupem mimobunééného Ca*". MuZe jit jak o fyziologicky, tak
o patologicky déj. Mezi jeho hlavni spoustéce patfi vazba vasokonstrikéniho agonisty
na receptory na PM aktivujici nitrobunéénou kaskddu vedouci k otevieni Ca?* kanal(, pokles
nitrobunéénych zdsob Ca?*, vyraznéjsi natazeni cévni stény (~ 20 %) nebo zména koncentraci
iontl, zejména K*. Zasadni je depolarizace PM, ktera aktivuje napétové fizené vapnikové kanaly
Cav. Ve VHS se nachazeji dva zakladni typy téchto kanall: T-typ a L-typ. T-vapnikové kanaly (jiné
oznaceni Cay3.1-3) jsou aktivovany mensi depolarizaci (~ -30 mV) a rychle se inaktivuji. Z toho
vyplyva i jejich ndzev od slova transient (prechodny) [6]. L-vapnikové kanaly (jiné oznaceni
Cavl.2) se aktivuji az silnéjsi depolarizaci (napf. pti vyssim tlaku krve), jsou otevieny po delsi

dobu a proudi jimi vétsi mnoZstvi Ca®*. Jsou proto nazvany L z angl. long-lasting nebo large [7].

Vstup extracelularniho Ca** miZe probihat také pres kanaly oznacované jako TRP (z angl.
transient receptor potential channel) [8]. V minulosti byly oznacovany podle své aktivace jako
ROC (receptor-operated), SOC (store-operated), VOC (voltage-operated), SMOC (second
messenger-operated) a SAC (stretch-activated), od tohoto oznadeni se v poslednich letech
upousti. Rozezndvame 3est typd kandlt TRP (C, V, M, P, A a ML). Vétsina je propustna pro Ca*
a v mensi mife pro Na*. Kandly TRPM4 a TRPMS5 jsou Ca?* aktivované, ale pro Ca?* nepropustné,
oba propoustéji Na* a K* podle polarity membrany [9-12]. Kandly TRP se aktivuji nékolika
zpUsoby: 1) ucinkem vasokonstrikéniho agonisty pres pfislusné membranové receptory
(napf. noradrenalin a jeho a; receptory). Komunikace mezi agonistou a kanalem probiha cestou
Go/PLC/IP3+DAG (viz déle) [13]; 2) poklesem zasob Ca** v burice (SOCE, z angl. store-operated
calcium entry). Za hlavni senzor zédsob Ca* je dnes povaZovan STIM1 [14], ktery interaguje
s kanaly typu TRPC a zejména s proteinem Orail; 3) zvySenim tlaku krve a natazenim cévni stény.
Tyto , stretch-activated” kanaly se nalézaji nejen na VHS, ale i v burikdch endotelu [15]. Radi se

mezi né TRPV4, TRPV2 [16], TRPC6 [17] a TRPP [10]. Nové se uvazuje i o komunikaci mezi SR



a PM pomoci nanojunctions, ktera by rovné? regulovala pfesun Ca?* [18, 19]. Kone¢nou odpovéd

vyrazné ovlivni velikost podnétu, napf. smykové treni dané fyziologickym proudénim krve

plsobi vasodilataéné, podobné mirné natazeni (do ~5-10 %).

OtevFené Ca?* kandly se podileji na své vlastni inaktivaci na principu negativni zpétné

vazby. Jiz Gvodni vstup Ca®* po otevieni kanald Cay3.2 spousti aktivaci draselnych kandl( BKc,

(z angl. big calcium-activated potassium channel, jiné oznaceni Kca1.1) na PM [20], ktera vede

k efluxu K*, hyperpolarizaci a inaktivaci napétové fizenych vapnikovych kanald.

Ucinky Ca?*

Zvysend koncentrace [Ca?']. je zasadnim spoustélem vasokonstrikce, podstatné pFi ni

jsou amplifikace signalu (tj. pfisun daldiho Ca?*) a navozeni depolarizace PM. Ca? plsobi bud’

pfimo nebo vazané na proteiny, zejména kalmodulin. Neobvykly neni ani oboji zplsob regulace

u téhoz déje.

e pfimy vliv jako Ca?*:

O

O

v mensi koncentraci ~1 uM aktivuje receptory RyR na SR [21, 22]

aktivuje kanaly TRPM4 a TRPM5 na PM, influx Na* podpoti depolarizaci a zvysi
aktivitu kanall Ca,1.2 (tj. L-typ) [23, 24]

inaktivuje napétové fizené draslikové kanaly Ky na PM, coZz pomaha udrzet

depolarizaci VHS [25]

e jako Ca?*-kalmodulin:

O

méni konformaci a tim aktivuje kindzu MLCK. Ta fosforylaci MLC spousti
zakladni mechanismus svalové kontrakce [3, 26]

aktivuje fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat-3-kindzu PIsK (z angl.
phosphatidylinositol-3-kinase) [27], ktera nasledné aktivuje systém RhoA/ROCK
(bude zminén dale)

vaze se na kalponin a brani jeho vazbé na aktin. Aktin se tak mulzZe vazat
na myozin

aktivuje kalcineurin (proteinfosfatazu 2B) a ten inhibuje kanal Kare na PM. Tento
kanal prispiva ke klidovému potencialu [28]

aktivuje kalcium-kalmodulin-dependentni protein kinazu CaMK (z angl. calcium-
calmodulin-dependent protein kinase), ktera pak aktivuje receptory IPsR [29]

a RyR na SR (plati pro nM koncentrace Ca?*) [21, 30, 31]

e jako Ca?-S100A1 aktivuje receptory RyR na SR a kanély Cay1.2 na PM [32, 33]



Dualita téinku Ca?*

Zvy$eni koncentrace [Ca®]c primarné pUasobi provasokonstrikéné pomoci vyse

zminénych mechanismu, ale od urcité hodnoty (~jednotky-desitky uM, lisi se u jednotlivych

receptorll a kanall, hodnota neni jednoznaéné uréena) vasokonstrikci tlumi. Hlavni je vliv

na iontové kanaly a ndvrat koncentrace [Ca?*]. ke klidové hodnoté:

pfimo jako Ca?*:

O

aktivuje draslikové kanaly BKca na PM. Jsou to nejdllezitéjsi kanaly pro eflux K*
a navozeni hyperpolarizace PM [34]

touto hyperpolarizaci zprostfedkované inaktivuje kanaly Cay1.2 na PM, ustava
pfisunu extraceluldrniho Ca?

inaktivuje vapnikové kanaly Cay3.3 (tj. T-typ) na PM [35]

aktivuje kindzu CaMK, kterd na SR aktivuje ATPazu SERCA (z angl.
sarco/endoplasmic reticulum Ca®** ATPase) tak, Ze fosforylaci (Thr17) oddéli

od SERCA regulacni protein fosfolamban [36].

jako Ca%*-kalmodulin:

O

pfi vy3si koncentraci [Ca%*]c (¥3-10 uM) inaktivuje kanaly RyR na SR [21, 30].
Podobné ucinkuje jiny protein vazici vapnik, sorcin [18]

aktivuje ATPazu PMCA na PM [37]. Na odsunu Ca? se podili i sodno-vapenaty
vyménik NCX. Jeho Cinnost je dana transmembranovym gradientem pro oba
ionty a membranovym potencidlem, za urcitych okolnosti mizZe dokonce
probihat i influx Ca?*. Vyménik NCX se vice uplatni v burikdch s ndhlym
avyraznym zvySenim koncentrace [Ca*]. typicky v neuronech po akénim
potencidlu. Ve VHS ma mensi roli, ale jeho vyznam by mohl byt vétsi

za patologické situace, napf. hypertenze [38]

Cést cytoplazmatického Ca®* se presouvd do mitochondrii. Tato regulace koncentrace

[Ca?*]c je méné jasnd. Jeji vyznam ziejmé stoupd, pokud je abnormdélné vysokd, véetné

patologickych stavi (aterosklerdza) [39].

Roli Ca?* shrnuje obrazek 3.
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Obr.3 Role ionti Ca?* ve vasokonstrikci. Zelend jsou zndzornény hlavni déje spojené
s vasokonstrikci, Cervené déje spusténé vyssi koncentraci Ca®, které piisobi proti vasokonstrikci.
Zkratky jsou vysvétleny v textu.

2.2. Proteinkinaza C

Proteinkindza C (PKC) je Siroce rozSifena cytoplazmatickd serin/threoninova kinaza
s fadou isoforem, ve VHS ma nejvétsi vyznam PKCg [40]. PKC aktivuji pfedevsim extraceluldrni
vasokonstrikéni 1atky prostfednictvim pfislusného receptoru Gq na PM (napf. endothelin 1,
angiotenzin I, vasopresin, noradrenalin, 5-HT). Aktivaci PKC vyvolaji také forbolové estery, které
se pfimo vazii na PKC [41], nebo mechanickd stimulace - pres ,stretch-sensitive” receptory,
hlavnimi kandidaty jsou receptory AT; pro angiotenzin Il typu Gq/aktivace PKC,/TRPM4, TRPC
(42, 43].

Aktivace PKC

Po vazbé agonisty na receptor G, dojde k oddéleni alfa podjednotky G-proteinu, v PM
se aktivuje fosfolipdza C (PLC) a ta hydrolyzuje membranovy fosfolipid
fosfatidylinositol- 4,5- bisfosfat (PIP,) na diacylglycerol (DAG) a inositol-1,4,5-trifosfat (IPs).
Obdobné se aktivuje fosfolipaza D a hydrolyzuje fosfatidylcholin na DAG a na cholin. PIP; se také
muze fosforylovat fosfatidylinositol-3-kindzou (PIsK) za vzniku dalSiho druhého posla,

fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatu (PIPs). Kinaza PIsK jiZ byla zminéna - je aktivovana komplexem
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Ca?*-kalmodulin a pfispiva k aktivaci RhoA. PLC je naopak inaktivovdna proteinkindzami A a G

(viz kapitoly 2.4 a 2.5) [44].

DAG je lipofilni, zGstdva v PM, kde za Uc&asti fosfatidylserinu a Ca?* aktivuje PKC [45].
Soucasti aktivace je fosforylace PKC kinazou a autofosforylaci a translokace PKC k PM, na které
se podileji annexiny [46] a dalsi proteiny [47]. Trochu podcerfiovanou cestou aktivace PKC jsou
jeji post-translacni modifikace oxidaci, acetylaci nebo nitraci [48]. Zde se uplatiuji vasodilatacni
plsobky z endotelu, tento Ucinek je prokazan u H,0; [49] a v pFipadé PKCa [50] a PKC. [51] také
u NO. PKC je aktivovana i PIP3[52].

DAG ma dalsi ucinky spojené s vasokonstrikci. Aktivuje kandly TRPC6 na PM, cozZ vede
k influxu Ca%* [53]. DAG se pomoci DAG-lipdzy méni na kyselinu arachidonovou, ktera inaktivuje
fosfatazu MLCP pfimo i prostfednictvim aktivace kindzy ROCK [54]. Kyselina arachidonova

kromé toho vznika i po aktivaci fosfolipazy A, (PLA;) hydrolyzou fosfatidyletanolaminu [55].

Spolu s DAG vznikd IPs. Je ve vodé rozpustny, difunduje cytosolem, aktivuje receptor
IPsR na povrchu SR a eflux Ca% [56]. ECs je odhadovana na 1 puM, co? jiz stadi na vyvoldni
pfechodné svalové kontrakce [57]. Uloha koncentrace [Ca?*]. a amplifikace signalu byly popsany
vySe. Kromé toho IP; aktivuje vapnikovy kanal TRPC3 na PM [58]. IPs je rychle inaktivovan

specifickymi fosfatdzami na inositol 1,4-bisfosfat IP, [59].
Ucinky aktivni PKC

Plsobeni PKC ve VHS je velmi rozmanité [60]. Obecné se poji s depolarizaci PM,

nardstem koncentrace [Ca?*]. a vasokonstrikci.

e vliv naiontové kanaly v PM
o aktivuje vapnikové kanaly Ca,1.2 pfimo fosforylaci i nepfimo prostfednictvim
aktivované tyrosinkinazy SRC. Je zajimavé, Ze kandly Ca,1.2 dokdaze aktivovat
i pfimo PIsK, kterd aktivuje PKC [61]
o inhibuje K* kandly, zejména BKc. [62-64] a K, [65, 66], ale i Karr [28, 67, 68]. To
podporuje depolarizaci a sekundarné také aktivitu napétové fizenych kanald
v PM, zejména Ca,1.2
o pulsobina kanaly TRP. Tento vliv neni dobfe znam a mize byt i inhibic¢ni (viz dale
mozny vliv na TRPC6 a TRPC7)
e inhibici fosfatdzy MLCP brani defosforylaci MLCy [69, 70]. MLCP fosforyluje pfimo

na podjednotce MYPT1 (z angl. myosin phosphatase target subunit) a mimo to



fosforylaci (Thr38) aktivuje fosfopeptid CPI- 17 (z angl. C-kinase potentiated protein
phosphatase-1 inhibitor), ktery také inhibuje MLCP. Podobné ucinkuje kindza ROCK
fosforyluje proteiny, které v nefosforylované formé vazi aktin, jako jsou kalponin
a kaldesmon[71]. Uvolnény aktin se mGze vazat na myozin.

o na fosforylaci kalponinu se mohou podilet dalsi kindzy [72]. Zaroven
autofosforylace PKC je kalponin-dependentni [73]. Kalponin dokonce dokaze in
vitro aktivovat PKC a knock-down genu pro kalponin inhiboval PKC-dependentni
kontrakci. Fosforylace kalponinu je zavisld na komplexu Ca?*-kalmodulin [60, 71,
74,75]

inhibuje Na*/K* ATPazu [76] a aktivuje vyménik Na*/H* na PM [77, 78]. Vstup Na*
podporuje depolarizaci, alkalizace cytoplazmatického pH obecné vede ke kontrakci [79].
MozZna aktivuje i vymeénik NCX, ale ptrimy vliv PKC byl dosud prokazan jen v nevaskularni
tkani [80]

inhibuje solubilni guanylatcyklazu (tj. vznik cGMP) a tim vasodilataci navozenou NO [81]

Dualita ucinku PKC

Aktivaci PKC chapeme jako provasokonstrikéni, ale plsobi i opaéné, coZ pfrispiva

k prechodnému charakteru kontrakce:

aktivuje ATPazy PMCA na PM a SERCA na SR, obé sniZuji koncentraci [Ca®*]. [5, 69]
inaktivuje kinazu MLCK a fosforylaci MLCy brani interakci s aktinem [82, 83]
usnadnuje disociaci G4i-GTP od adenylatcyklazy a tim ukondi jeji inhibici [84]

stimuluje eNOS a produkci vasodilatacniho NO v endotelu (bude vysvétleno déle) [85]
stimuluje sekreci natriuretického peptidu C (CNP) [86]

inhibuje kanaly TRPC6 a TRPC7 na PM, které se ucastni SOCE (z angl. store-operated
calcium entry) - zjisténo na bunkach HEK293 [87], dikaz pro VHS chybi

moznd zvySuje syntézu GAP, ktery se podili na inaktivaci provasokonstrikéniho

RhoA- GTP [88] (viz kapitola 2.3)
Roli PKC shrnuje obrdzek 4.

Farmakologicky zajimava by do budoucna mohla byt inhibice PKC. Starsi latky, jako je

staurosporin, ucinkuji nespecificky na vsechny izsoformy. Perspektivnéjsi by mohly byt

specifické inhibitory jako ruboxistaurin, ktery inhibuje PKCg a je zkousen pfi Iécbé diabetické

retinopatie [89], nebo midostaurin pfi lécbé akutni myeloidni leukemie [90]. Potencidlné



zajimava je inhibice PKC pomoci nékterych antioxidantl (vitamin E, sloudeniny selenu,

kurkumin) [91-93], glutationu (neredoxni mechanismus) [94] ¢i analogl tamoxifenu [95].
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Obr.4 Role proteinkindzy C ve vasokonstrikci. Zelené jsou zndzornény hlavni déje spojené
s vasokonstrikci, ¢ervené déje, které plisobi proti vasokonstrikci. Je zndzornén i vliv na solubilni
guanyldtcykldzu a kindzu ROCK. Zkratky jsou vysvétleny v textu.

2.3. Systém RhoA/ROCK

RhoA (Ras homolog family member A) je mala GTPaza z Ras nadrodiny. Vyvojové je
velmi stara a ma vice funkci véetné regulace transkripce a bunécného déleni. Ve VHS je hojné
zastoupend a vyznamné se UcCastni vasokonstrikce. RhoA funguje na stejném principu jako
ostatni malé GTPazy. V neaktivnim stavu RhoA-GDP se nachazi v cytoplazmé vazana na inhibitor
GDI (z angl. guanine nucleotide dissociation inhibitor). K aktivaci dochdazi dvéma hlavnimi
zpUsoby: vlivem extracelularnich vasokonstrikénich latek, kdy neni nutné zvySend koncentrace

[Ca?*],, a prostFednictvim zvy$ené koncentrace [Ca**]. s aktivaci kindzy PIsK [96].
Aktivace RhoA

Extraceluldrni vasokonstrikéni latky (napf. endothelin 1, angiotenzin 1) se vaZou
na prislusné membranové receptory typu G113 a dojde k oddéleni alfa podjednotky. RhoA-GDP
disociuje od GDI a presune se k PM [27, 97]. Aktivaci faktoru GEF (z angl. guanine nucleotide-

exchange factor) se vyméni GDP za GTP, ¢imz vznika aktivni RhoA-GTP. RhoA-GDP je aktivovan
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také zvy3enou koncentraci [Ca?*]. prostfednictvim drahy komplex Ca%*-kalmodulin/ kindza PIzK.
MnoZstvi RhoA-GTP je regulovano GAP (z angl. GTPase-accelerating protein), ktery stimuluje
GTPazovou aktivitu G-proteinu (a podjednotka je schopna katalyzovat vlastni inaktivaci). DalSim
zpUsobem regulace je fosforylace GDI provasodilatacnimi proteinkindzami A a G, ktera inaktivni

komplex Rho-GDP-GDI stabilizuje [98].

Aktivni RhoA-GTP se vazZe na své efektory. NejduleZitéjsi je cytoplazmaticka kindza ROCK
(z angl. Rho-associated protein kinase), ktera se timto aktivuje. ROCK muzZe byt aktivovana

i jinak, zejména kyselinou arachidonovou [99].

we

Kinaza ROCK a jeji uc€inky

Kindza ROCK je Siroce rozsitena serin/threoninova kinaza, kterda ma dvé formy (ROCK1
a ROCK2). Jeji aktivace mZe probéhnout i bez vyrazného zvy$eni koncentrace [Ca®]. [100].
Po aktivaci se ROCK castecné presouva k PM. Fosforyluje mnoho substratl a obecné plsobi

vasokonstrikcné:

e fosforylaci podjednotky MYPT1 (Thr695 a Thr853) inaktivuje fosfatazu MLCP a tim brani
defosforylaci MLCy0[97, 101]. Je to nejdulezitéjsi ucinek kinazy ROCK ve VHS a hlavni roli
ma ROCK2 [102]. Probiha i nepfimo prostrednictvim aktivace kinazy ZIPK (z angl. zipper
interacting protein kinase), ktera fosforyluje MYPT1 (Thr696 a Thrl8/Ser19),
a prostifednictvim inhibitoru CPI-17, ktery se aktivuje fosforylaci na Thr38 [103]. CPI-17
je aktivovan také PKC

e piimo fosforyluje MLC;o, coZ zahajuje svalovou kontrakci [97, 101]

e na PM inaktivuje kanaly Ky, tim brani efluxu K* a hyperpolarizaci [104]

e ma i dalSi méné dobfe popsané mechanismy, které jsou spojeny s vasokonstrikci, jako
jsou fosforylace kalponinu [105], kindz LIM 1 a 2[106, 107], ERM protein( (ezrin-radixin-
moesin) [108] a proteint mDia (1 a 2) [109]

Systém RhoA/ROCK plsobi na cévni systém také mimo VHS. Jeho inhibice zvySuje
sekreci vasodilatacniho NO v burnkach endotelu [110]. Uplatni se i pfi narlstu cévni tuhosti
vramci hypertenze a to prostfednictvim zvySené exprese provasokonstrikénich protein(
a zvyseni periferni rezistence [111, 112]. V souladu s tim byl popsdn vétsi vyznam systému
RhoA/ROCK u hypertenznich SHR potkanl nez u normotenznich zvirat [113, 114]. Inhibice RhoA
v tubularnim epitelu ledvin snad snizZuje reabsorpci Na*, coz by také mohlo zprostfedkované

ovlivnit tlak krve a VHS [115].



Dualita u¢inku RhoA/ROCK

Aktivni kinaza ROCK tlumi svou vlastni aktivaci tim, Ze sniZuje expresi GEF [116]. Inhibice
ROCK naopak sniZzuje sekreci vasodilatatniho acetylcholinu [117] a zvySuje sekreci
vasokonstrikéniho dopaminu [118]. Tyto Ucinky byly ale popsany mimo cévni systém, dikazy

pro VHS zatim chybi. Roli RhoA/ROCK shrnuje obrazek 5.
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Obr.5 Role systému RhoA/ROCK ve vasokonstrikci. Zelené jsou zndzornény hlavni déje spojené
s vasokonstrikci, Cervené ty déje, které plisobi proti vasokonstrikci. Je zndzornéno také propojeni
s proteinkindzami A, G a C a s kyselinou arachidonovou. Zkratky jsou vysvétleny v textu.

Inhibitory systému RhoA/ROCK jsou farmakologicky zajimavé a v nékterych zemich jiz
klinicky vyuzivané, napf. inhibitor kinazy ROCK fasudil v terapii plicni hypertenze [119]. Zvazuji
se i dalsi indikace: Raynaud(v syndrom nebo zhorseni paméti ve stéfi. Inhibi¢ni icinky na systém

RhoA/ROCK maiji prekvapiveé statiny, které brani translokaci ROCK k PM [120].



2.4. Proteinkinaza A

Proteinkindza A (PKA, syn. cAMP-dependentni proteinkindza) je dlleZita
serin/threoninova kinaza. Je to tetramer sloZeny z dvou regulacnich (Rl nebo RIll) a dvou
katalytickych (Cq nebo Cg) podjednotek, podle R se rozlisuji podtypy PKA I a Il. PKA je hlavni
intracelularni receptor pro cAMP, ktery jejim prostfednictvim reguluje fadu dileZitych déja.
Na ucinku se podileji AKAPs (z angl. A-kinase anchoring proteins), které vazou R (vice R Il nezZ
R 1), tim kotvi PKA v PM a zaroven vazi dalsi komponenty této drahy, zejména adenylatcyklazu
a fosfodiesterdzu [121]. Stoji za zminku, Ze AKAPs dokdZzou vazat i dalsi faktory spojené
s vasokonstrikci nebo vasodilataci véetné PKC [122] a v endotelu se podileji na aktivaci kanal{

TRPV4 [123].
Aktivace PKA

PKA je aktivovana pomoci cAMP, ktery vznikd ucinkem adenylatcyklazy. K aktivaci
tohoto enzymu v PM dochazi zejména vlivem extracelularnich vasodilatacnich latek, které se
na PM vazi na pfislusny receptor typu Gs (napf. isoprenalin, adenosin, prostacyklin). Dojde
k oddéleni alfa podjednotky ve formé G.-GTP, stimulaci adenylatcyklazy vznikda cAMP (dale
uvadéno jako AC/cAMP). Aktivita Gs-GTP je ukoncéena hydrolyzou GTP na GDP vnitfni GTPazovou
aktivitou Gs, tento proces je regulovan GAP. Mnozstvi cAMP je regulovano fosfodiesterazou.

Adenylatcyklaza mlzZe byt aktivovana i pfimo, napr. forskolinem.

cAMP zpusobi disociaci katalytickych C podjednotek z PKA, které nasledné fosforyluji
dalsi molekuly. Tento Ucinek je regulovdn mnoZstvim regulacnich R podjednotek. Cim vy3si je
pomér R:C, tim rychleji budou C podjednotky zpét navazany do komplexu R-C [121]. Tvorbu
komplexu R-C podporuje pfitomnost ATP [124], tim snizuje aktivaci PKA a plsobi proti
vasodilataci. ATP také inaktivuje kandly Karp, které se podileji na klidovém potencialu [28].
Disociaci R-C brani ionty Ca?*, opaéné Gcinkuji ionty Mg?* [125]. V této souvislosti je zajimavé,
Ze AKAPs a PKA se nachazeji se v blizkosti kanalG Ca, [125]. Pfekvapivé cAMP podporuje vydej

Ca?* ze SR za pfitomnosti vy$siho mnoZstvi Ca?* (~ 3uM) v okoli SR.

cAMP pusobi i jinak nez prostiednictvi PKA. EPAC (z angl. exchange factor directly
activated by cAMP) je intraceluldrni senzor cAMP. Jedna se o Ras-like GTPazu, kterd snad
reguluje aktivitu RhoA, kandl( Karr a nepfimo pres kanély RyR a mnoZstvi Ca* i aktivitu kanal(
Kea. Ucinek se lisi podle typu cévy — v mikrovaskuldrnim VHS stimuluje RhoA a kontrakci,
ve vétsich arteriich je tomu naopak. Je moziné, Ze ovliviiuje i eNOS v endotelidlnich burikach

[126, 127].



Ucinky aktivni PKA

Aktivni PKA fosforyluje fadu cild a obecné se poji s hyperpolarizaci PM, poklesem

koncentrace [Ca%']., defosforylaci MLC a vasodilataci:

e na PM aktivuje kanaly BKc, (jsou aktivovany také cAMP/EPAC) a Ky, dochazi k efluxu K*.
Kandly Karp se pravdépodobné oteviraji az pti zvySeni polarity PM [128]

e na SR inhibuje receptory IP3R a aktivuje ATPazu SERCA fosforylaci regulac¢niho proteinu
fosfolambanu, ktery se v této formé od SERCA oddéli [36]

e snizuje afinitu kindzy MLCK ke komplexu Ca%*-kalmodulin a tim i schopnost fosforylovat
MLC [129]

e urychlihydrolyzu aktivni RhoA-GTP na RhoA-GDP, tim inhibuje systém RhoA/ROCK [130]

e fosforylaci GDI stabilizuje komplex GDI-RhoA a brani tak aktivaci systému RhoA/ROCK
[98]

e inhibici PLCg sniZuje produkci DAG a IP3 tento ucinek byl prokazan na hladkém svalu GIT

[45], ale moZna se uplatni i ve VHS

Nabizi se otazka, zda plsobeni zahrnuje také fosfatazu MLCP. Dosud byl prokazan pouze

nepfimy ucinek prostfednictvim inhibice RhoA/ROCK v korondarnich arteriich [131].
Dualita ucinku PKA
Aktivni PKA ma i provasokonstrikéni vliv, kterym omezuje vySe popsané ucinky:

e na PM aktivuje kanaly Cay a zvy$uje tak koncentraci [Ca%].

e na SR aktivuje kandly RyR (tyto kanaly jsou ovliviiovany také cAMP/EPAC, ucinek se lisi
podle typu cévy)

e slabé aktivuje MLCy a stimuluje Mg?*-ATPazovou aktivitu myozinu nezévisle
na koncentraci [Ca?*].. Toto pUsobeni potencuje pfitomnost uM mnoiZstvi kyseliny
arachidonové, kterd inaktivuje fosfatdzu MLCP ptimo [54] i prostiednictvim kinazy
ROCK. Kyselina arachidonova ale neovliviiuje kindzu MLCK [132]. Na vysledném ucinku

by se mohly podilet i metabolity kyseliny arachidonové.

Roli PKA shrnuje obrazek 6.
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Obr.6 Role proteinkindzy A ve vasodilataci. Modrie jsou zndzornény hlavni déje spojené
s vasodilataci, cervené déje, které plsobi proti vasodilataci. Je zndzornén také viiv na dalsi
systémy: stabilizace RhoA, aktivace EPAC a aktivace proteinkindzy G, kterd probihd pfi vysoké
koncentraci cAMP, a konecné predpoklddany vliv na fosfolipdzu C. Zkratky jsou vysvétleny
v textu.

2.5. Proteinkinaza G

Proteinkinaza G (PKG, syn. cGMP-dependentni proteinkinaza) je serin/threoninova
kindza. Je sloZena ze dvou podjednotek. Existuji dva typy PKG-l a PKG-II, typ PKG-I se dale
rozliSuje na isoformy o a B (PKG-Ig je aktivovana asi 10-krat vyssi koncentraci cGMP, neZ PKG-lg).
PKG-I se naléza v cytoplazmé, PKG-II je diky myristylaci na N-konci zakotvena v PM. V relaxaci
VHS ma vétsi vyznam PKG-I [133], PKG-Il md vyznam v jinych tkanich, napf. ve stfevé, mozku

a v ledvinach [134].
Aktivace PKG

Hlavnim aktivatorem PKG je cGMP, ktery vznika ucinkem dvou typl guanylatcyklazy
(GC). Prvnim je membranové vazana pGC aktivovana natriuretickymi peptidy [135]. Znaméjsi je
intracelularni, tzv. solubilni sGC, kterou typicky aktivuje NO z bunék endotelu. sGC proto byva
nazyvana senzorem NO [136]. MnoZstvi cGMP je regulovano pomoci fosfodiesterazy. PKG mize

byt aktivovana i pomoci cAMP, ktery tcinkuje jako parcialni agonista. Potfebna koncentrace je
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asi 100-krat vyssi nez je tomu u cGMP. Fyziologicky vyznam neni jasny, snad souvisi s faktem,

Ze s rostouci cytoplazmatickou koncentraci cAMP roste i mnoZstvi cGMP potifebné k aktivaci

PKG [134, 137].

Ucinky aktivni PKG

Aktivni PKG fosforyluje fadu cili a podobné jako PKA se poji s hyperpolarizaci PM,

poklesem koncentrace [Ca?*]., defosforylaci MLC a vasodilataci:

aktivuje kandly BKc, a Ky na PM, dochazi k efluxu K*. Aktivuje i kandly Karp

inhibuje kanaly Cay1.2 a TRPC6 na PM [138]

aktivuje ATPazu SERCA na SR fosforylaci fosfolambanu [36]

fosforylaci inhibuje aktivaci RhoA a tim signalni dréhu RhoA/ROCK [139]

neprimo inhibuje IP3R na SR pres IRAG (z angl. inositol trisphosphate receptor-associated
cGMP-kinase substrate) [140, 141]

fosforyluje GAP, tim stimuluje GTP4zovou aktivitu G-proteinu a sniZuje mnoZstvi
aktivniho RhoA-GTP [142]

inhibuje PLCg a tim sniZuje produkci DAG a IP3. Tento Ucinek byl prokdzan zatim jen
na hladkém svalu GIT [44], dikaz pro VHS chybi

snad aktivuje fosfatazu MLCP fosforylaci MYPT 1 [143]. Tento Uc¢inek byl prokdzan
v Zzalude¢nim hladkém svalu, kde PKG fosforyluje protein M-RIP spojeny s MYPTL1. Je

mozné, Zze podobny mechanismus funguje i ve VHS [144]

Dualita ucinku PKG

O provasokonstrikénim plUsobeni PKG vime zatim malo. Bazalni produkce NO a draha

NO/sGC/PKG je pravdépodobné nutna pro expresi RhoA, a proto i pro drahu RhoA/ROCK [145].

Roli PKG shrnuje obrazek 7.
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Obr.7 Role proteinkindzy G ve vasodilataci. Modre jsou zndzornény hlavni déje spojené
s vasodilataci, ¢ervené mozny vliv NO na expresi RhoA. Je zndzornéna také stabilizace RhoA
a pfedpokladand inhibice fosfolipdzy C. Zkratky jsou vysvétleny v textu.

3. Endotel ve vasodilataci a vasokonstrikci

VHS je silné ovlivnén sousednim endotelem. Monovrstva endotelidlnich bunék
zprostfedkovdava komunikaci mezi krvi a bunkami VHS. Signdly mohou byt chemické
i mechanické (smykové treni pfi toku krve, natazeni cévni stény, teplota). Jejich Géinek obvykle
zprostiedkovavaji lumindini endotelidlni receptory. Na VHS plsobi i latky vzniklé pfimo
v endotelu. Mohou Ucinkovat vasodilatacné (NO, prostacyklin, H.0,) i vasokonstrikcéné
(endothelin 1, PGF,, TxA,, 20-HETE). Dalsim ddlezitym zplUsobem pUsobeni je zména
membranového potencialu endotelidlni buriky. Sifi se pomoci gap junctions, které usnadriuji
komunikaci jak mezi endotelem a VHS, tak mezi sousednimi endotelidlnimi bufkami.
Myoendotelidlni gap junctions (MEGJ) hraji roli zejména v rezistentnich arteriich. MnoZstvi
MEGJ i komunikace mezi VHS a endotelem klesaji s vékem. Pfi vysledné reakci je zajimava role
Ca?. Zatimco v burikdch VHS nardst koncentrace [Ca%]. plsobi provasokonstrikéné, naopak

pfi narastu v bunkach endotelu dochazi k relaxaci VHS.



3.1. Vasodilatace zavisla na endotelu

Hlavni vyznam maji produkce relaxujicich faktorl EDRF (z angl. endothelium-derived
relaxing factors) a navozeni hyperpolarizace plazmatické membrany EDH (z angl. endothelium-
dependent hyperpolarization) [146-148]. Mezi EDRF patii zejména NO (nékdy je fazen
samostatné) a dale prostacyklin, H,0,, epoxyeikosatrienové kyseliny, CO, H,S i acetylcholin. NO
byl dlouho povaZovan za hlavni endotelidlni mediator vasodilatace a byla mu vénovana nejvétsi
pozornost. Nyni se zdd, Ze NO je dominantnim EDRF pouze ve velkych artériich, zatimco
v mensich odporovych cévach tuto roli prebira jiny EDRF, hlavnim kandidatem je H,0,. Zakladem
EDH je hyperpolarizace PM endotelidlni buriky, ktera se prenese na sousedni VHS. Nejznaméjsim
spoustééem je narGst endotelidlni koncentrace [Ca%']., ktery aktivuje endotelidlni kanaly Kc,
a eflux K*. Stejné Gcinkuje mirny vzestup extracelularniho K* (~jednotky mM) prostfednictvim
aktivace kanall Kir a Na*/K* vyméniku. Vyrazny vzestup extraceluldrniho K* (od ~10mM) naopak

vyvola kontrakci.
3.1.1. NO

NO je tvoren predevsim konstitutivni endotelidlni NO syntazou (eNOS) z L-argininu.
Provznik NO jsou nutné nékteré kofaktory jako tetrahydrobiopterin (BH4), flavin adenin
dinukleotid, flavin mononukleotid, kalmodulin ¢i hem [149, 150]. Napf. BHs; umozniuje dimerizaci
eNOS, ktera je podminkou produkce NO. Monomery naopak vytvareji superoxidovy anion O3,
ale i H,0, za stavu zvaném ,,eNOS uncoupling” (rozpojeni) [151]. Neaktivni eNOS je vazana na PM
na kaveolin-1. K jeji disociaci a aktivaci dochdzi s naristem endotelidlni koncentrace [Ca?*].

anebo na Ca? nezdvisle. Na vzniku NO se podileji i jiné EDRF (viz kapitola 3.1.2).
Aktivace eNOS zavisla na Ca**

N&rGst koncentrace [Ca?*]. aktivuje eNOS prostfednictvim komplexu Ca?*-kalmodulin.
Vyménou kaveolinu-1 za Ca?*-kalmodulin se zméni konformace eNOS a je umozZnéna produkce
NO. Vyménu usnadnuje HSP90, ktery se pravdépodobné podili na zaé¢lenéni hemu do eNOS a tim
na dozrani enzymu. Prostfednictvim Ca?* Gc&inkuji pFedevsim agonisté receptord Gq
na endotelidlni PM, aktivuje se osa PLC/IP3+DAG. Reakce je dvoufdzova: IP; se rychle vaze
na receptor IPsR na SR, zvysi se endotelidlni koncentrace [Ca?*].. Disledkem toho se aktivuje
vstup externiho Ca?* (SOCE). NejduleZitéj$i a asi i nejrychlejsi je systém STIM1/Orai (bude
zminén dale) [152]. O néco pomaleji se v PM aktivuji kanaly TRPC a TRPV (vazba STIM1) a na této
aktivaci se podili DAG [10]. Dostateénym zvysenim koncentrace [Ca?*]. se na PM endotelidlni

bunky aktivuji kanaly IKc a SKca. Eflux K* vede k hyperpolarizaci a zvyseni koncentrace K*vné



VHS [153, 154]. Timto zpUsobem plsobi napf. bradykinin (receptor B2), substance P (receptor
NK3), histamin (receptor Hi), ADP (receptor P,Y), acetylcholin (receptor Ms) nebo 17B-estradiol

(membranovy receptor GPER —z angl. G protein-coupled estrogen receptor) [147, 148, 155, 156].
Aktivace eNOS nezavisla na Ca**

Aktivace eNOS muze prob&hnout nezdvisle na Ca** pomoci posttranslaéni fosforylace
(Ser1177, u nékterych druh(i Ser1179) za ucasti HSP90 [157-159]. Timto zplsobem ucinkuji
agonisté na endotelidlnich receptorech typu Gs, napf. prostacyklin (IP; receptory),
prostaglandin E; (EP; receptory), adrenalin (B2 receptory) a histamin (H, receptory). D&] probiha
zejména po kaskddé cAMP/AC/aktivace PKA/fosforylace eNOS nebo cAMP/aktivace
EPAC/aktivace PIsK /aktivace PKB/fosforylace eNOS [160]. Jina fosforylace eNOS (Thr495) vede
k inaktivaci kindz PKC a AMPK [148, 161]. Je dokonce moZné, Ze fosforylace Ser1177 a Thr495
osciluje mezi obéma misty. Fosforylace eNOS muzZe probihat i na dalSich mistech a vést jak
k aktivaci (Ser635, Ser617), tak kinhibici (Ser116). Aktivitu eNOS prekvapivé zvysuji také
agonisté receptord typu G; a to zfejmé opét prostfednictvim HSP90. Zaroven ale inaktivuji
adenylatcyklazu a snizZuji mnozstvi aktivni PKA, coZ pUsobi proti vasodilataci [147, 148]. Priklady

takovych latek jsou 5-HT (receptory 5-HT1), a, agonisté nebo endothelin 1 (receptory ETg).

Jiny princip Uc¢inku ma protein kavnoxin. Vazbou na kaveolin-1 brani inaktivaci eNOS
a podporuje tak tvorbu NO. Farmakologicka aktivace eNOS by do budoucna mohla byt

terapeuticky zajimava.
Aktivace eNOS fyzikalnimi podnéty

Enzym eNOS ovliviuji také fyzikalni podnéty. Pfi poklesu rychlosti toku krve
nebo pfi pfechodu lamindrniho proudéni na turbulentni klesa tvorba NO [148, 162]. Naopak
zvySené smykové treni a proudéni krve pti akutni i dlouhodobé fyzické aktivité aktivuje eNOS
avede k EDH [163]. Na tomto zplisobu vasodilatace se podileji AT receptory pro angiotenzin Il
cestou Go/PLCy1/IPs+DAG. Existuji informace zejména ve prospéch AT; [42], ale i AT, [164].
Dojde k aktivaci endotelidlnich kanal( TRPV4 [165], IKc [166] a SKc, [167] a také k autokrinni
produkci bradykininu. Smykové tfeni plsobi i pomoci posttranslaéni fosforylace eNOS, zatim
ne zcela jasnym zplisobem. Jinym fyzikdlnim faktorem je chlad. Mirny chlad (nad 31 °C)
stimuluje TRP kanaly, kandidaty jsou TRPA1, TRPV4 [168] a od ~20 °CTRPMS8 [169]. Tento Ucinek
dokdaze vyrusit atropin, coZ naznacuje lokalni produkci acetylcholinu endotelem a mozny

fyziologicky vyznam Ms receptorl. Vasodilatace za ucasti acetylcholinu nabyva na vyznamu



za patologickych stavl, zejména za hypertenze [168, 170]. Pokles teploty pod 31°C

pravdépodobné zasdhne pfimo hladky sval.
Uvolnéni NO z jeho metabolit

Zatim ne zcela jasnou roli maji produkty metabolismu NO jako jsou S-nitrosothioly,
nitrity a nitraty. Mohly by fungovat jako zdsobdarny a za urcitych podminek zpétné uvolfiovat NO.
Napf. hemoglobin plsobi jako kyslikovy senzor a pfi hypoxii generuje NO z nitritd [171],
podobné Ucinkuje mitochondridlni cytochromoxidaza c [172]. Timto zplsobem by organismus
mohl zlepsovat prokrveni hypoxickych tkani. Na druhou stranu hemoglobin plsobi také jako
scavenger NO a reguluje tak jeho difuzi do VHS. Produkci NO neptimo ovliviiuji NOSTRIN a NOSIP
(z angl. eNOS traffic inducer a eNOS interacting protein), které podporuji translokaci eNOS
z caveolae do intraceluldrni oblasti a produkci NO. O NOSTRINu je zndmo, Ze interaguje pfimo

s membranovymi Ms receptory [173].

Produkci NO naopak snizuji vasokonstrikéni latky a uplatni se zejména aktivace systému

RhoA/ROCK.
Ucinky NO

Vznikly NO difunduje z endotelialni buriky do VHS, kde aktivuje osu NO/sGC/PKG. sGC
obsahuje hemovou ¢ast, kterd dokaze velmi dobfe vazat NO a pravdépodobné deteguje i jeho
pikomoldrni mnozZstvi. Ve VHS se snizi koncentrace [Ca®*]. a dojde k rychlé inaktivaci PKC,
defosforylaci CPI-17, inaktivaci MLCK, defosforylaci MLC a svalové relaxaci [143]. NO pUlsobf
ve VHS i nezavisle na sGG a to prostfednictvim ATP4zy SERCA na SR, kterou aktivuje S-nitrosylaci
[174]. U¢inek NO podporuje hyperpolarizace endotelidlnich bunék, ktera jednak zvy3uje
produkci endotelidalniho NO, a jednak se prendsi pres MEGJ do VHS. Kromé toho NO v endotelu
snizuje uvolnovani vasokonstrikéniho endothelinu 1. Regulace vzniku NO ma presah i do krve.
Agreguijici desticky uvolnuji 5-HT a ADP, které zvysuji produkci NO [148]. NO naopak sniZuje

agregaci desticek a expresi adhesnich molekul na povrchu endotelu.
3.1.2. Dalsi EDRF

V poslednich letech se ukazuje, Ze zejména v mensich artériich ma vyznam EDH
vasodilatace zprostfedkovana dalSimi EDRF. Tyto latky mohou plsobit jak na endotel, tak
na sousedni buriky VHS. Nékteré dokazou aktivovat eNQS, jiné ucinkuji nezavisle na vzniku NO.
Mohou puUsobit prostfednictvim membranovych receptord typu Gs (napf. prostacyklin)

nebo typu Gq (acetylcholin) i mit oba tyto Ucinky (epoxyeikosatrienové kyseliny). Mechanismy



jsou analogické jako ty, popsané u aktivace eNOS. Napf. u agonistl receptorll typu Gq probiha
dvoufazové hyperpolarizace (Gvodni rychlé uvolnéni Ca?* z endotelidlniho SR, ndsleduje o néco
déle trvajici influx extraceluldrniho Ca?*). Nérlst koncentrace [Ca%']. otevfe endotelidlni K*
kanaly a kone¢nym dusledkem je hyperpolarizace PM [175, 176]. Jinym zplsobem pusobeni je
aktivace membranové pGC a vznik cGMP (natriureticky peptid C) a dalSim pfimé intracelularni
plGsobeni ve VHS (H,0,, CO, H,S) [148, 159]. Tyto latky mohou napr. aktivovat sGC (CO)
nebo kandly BKc, (H202, CO) a Ky (H205, H,S).

vewvs

Nejznaméjsi EDRF

H,0; vznikd ze superoxidového anionu O, Ulinkem superoxiddismutdzy SOD, Oy°
vznikaji mimo jiné i jako vedlejsi produkty tvorby dalSich EDRF, epoxyeikosatrienovych kyselin.
Tvorba H,0; je propojena s produkci NO: Oy reaguje s NO za vzniku peroxynitritu ONOO™a tim
sniZzuje dostupny NO. Peroxynitrit je povaZovan za silny oxidant. Oxiduje mj. kofaktor BH,, coZ
zpUsobi monomerizaci eNOS (vySe uvedeny ,,eNOS uncoupling”). Monomerni eNOS vytvari Oy~
a H,0,. Snizena NO vasodilatace je tak ¢aste¢né kompenzovana pravé H,0,. H,0O, zejména
aktivuje K* kanaly VHS (BKca, Ky, Kate) [177] a je moiné, Ze zprostfedkované aktivuje i sGC [178,
179]. Vyznam H,0, tak stoupa pfi poruse tvorby NO pfi endotelidlni dysfunkci. H,02jsou schopny
vytvaret i buriky VHS. Je mozné, ze pravé H,0;je klicovym medidtorem EDH v mikrocirkulaci, coz

by osvétlovalo, proc¢ chronicka antioxidacni terapie nezlepsuje mortalitu pacient( [180].

Derivaty kyseliny arachidonové: Hlavni vyznam pfi vasodilataci maji prostacyklin
a epoxyeikosatrienové kyseliny. Jejich syntéze predchazi uvolnéni kyseliny arachidonové z PM
pomoci fosfolipazy A, (PLA;). Mezi rGznymi isoformami hraje v cévach hlavni roli cPLA;
(cytosolickd), kterd se aktivuje mikromoldrnimi koncentracemi Ca?*. Prostacyklin (PGl,) vznikd
ucinkem COX. Klasicky byla jeho produkce spojovana s endotelidlnim COX-2, ale pfibyvaji
dlikazy, Ze za fyziologického stavu prevlada COX-1. Na VHS stimuluje svij receptor IP; typu Gs
a aktivuje osy AC/cAMP/PKA a AC/cAMP/EPAC. PGI2, stejné jako NO, inhibuje agregaci desti¢ek
[127, 147, 181]. Vasodilatacni ucinek PGl, klesa s vékem [226]. Epoxyeikosatrienové kyseliny
(EETs) jsou produkty kyseliny arachidonové vzniklé prostfednictvim CYP2C9. Jejich tvorbu
spousti agonisté na endotelidlnich G4 (napf. acetylcholin, bradykinin) a také smykové tfeni [182-
184]. V mikromolarnich koncentracich aktivuji kanaly Kc a navozuji hyperpolarizaci. Jsou to
agonisté receptoru GPR40. Pravdépodobné existuje i jiny receptor [185], kandidatem jsou
kanaly TRPV4, které tvofi komplex s BKc, [186]. Aktivace receptorl GPR40 je spojena s Gq i Gs
aktivitou [187]. Prlibéh vasodilatace vlivem EETs neni zcela jasny. MoZzné mechanismy jsou:

1) na endotelidlnich burikach jsou aktivovany receptory Go/PLC/IPs+DAG/PKC a na ucinku se



podileji endotelialni kandly TRPC1, TRPC3 a TRPC6. Prostfednictvim kanall IKc a SKc. je
navozena hyperpolarizace, kterd se prenese na VHS diky MEGJ a aktivaci Na*/K*-ATPazy
a kanall Ki; nebo se 2) na VHS prostfednictvim aktivace Gs/AC/cAMP aktivuji kandly BKc,
a zfejmé i Ky a Karp. Aktivace BKc, moZna probiha zprostfedkované pomoci CO, ktery vznika
po aktivaci hemoxygendzy [188]. Oba mechanismy ucéinku epoxyeikosatrienovych kyselin
pravdépodobné existuji paralelné podle typu cévy a Zivoc¢iSného druhu [159, 189-192]. Kromé
toho je stale vice zfejmé, Ze jednotlivé EETs Ucinkuji odliSné. Napr. 11,12-EET je generovdna
pfi hypoxii a ovlivni endotelialni TRPC6 [193], zatimco puUsobeni 5,6-EET se poji se smykovym

tfenim a s u¢inkem na hladkosvalové TRPV4 [186].

Produkty lipooxygenazy (15-LOX) kyselina 15(S)-hydroxy-11,12-epoxyeikosatrienova
(15-H-11,12-EETA) a kyselina 11(R),12(S),15(S)-trihydroxyeikosatrienova (11,12,15-THETA) jsou
mezi EDRF zatim méné prozkoumany, nicméné u nich se poprvé podatilo prokazat, ze jsou
indukovatelné. Expresi 15-LOX zvySuji napf. hypoxie, hypercholesterolemie, aterosklerdza,

anemie, estrogeny, interleukiny a snad nékteré dalsi hormony [194].

Natriureticky peptid C (CNP) vznikd a je uskladnén vendotelu. Uvoliuje se
napt. smykovym tfenim. Plsobi vasodilatacné aktivaci membranové pGC/cGMP/PKG

a navozenim hyperpolarizace VHS [195].

Na endotel plsobi i dalsi latky, které usnadnuji vasodilataci, jako jsou inzulin [196],
vitamin D [197] a adipokiny z tukové tkdné, zejména adiponektin [198]. Inzulin vyvoldva
vasodilataci klasicky prostfednictvim NO. V pripadé inzulinové rezistence plsobi naopak
vasokonstrikéné a proliferacné, podrobné informace stdle chybi. Na endotelu zavislou
vasodilataci zfejmé podporuje i fada pfirodnich latek, kterym je vénovdano mnoho klinickych
studii, bohuZel se zna¢né nejednotnymi metodikami. Mezi testovanymi produkty vynikaji
flavonoidy a dalsi polyfenoly [199, 200]. Vasodilataci zavislou na endotelu dokdzou akutné

potencovat fytoestrogeny [201] a také SERMs, ale i zde zatim chybi informace [202-204].

Ulohu endotelu p¥i vasodilataci shrnuje obrazek 8.
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Obr.8 Uloha endotelu pri vasodilataci a pfenos ucinku na vaskuldrni hladky sval. Zkratky jsou

vysvétleny v textu.

Vasokonstrikce zavisla na endotelu

V endotelu vznikaji vasokonstrikéni faktory (EDCF), které difunduji k sousednim bunkam

3.2,
VHS i ovliviuji samotny endotel. Pfimérena vasokonstrikce zavisld na endotelu je soucasti
fyziologické autoregulace myogenniho tonu. Pokud zaéne prevazovat, mluvime o endotelidlni
dysfunkci. Hlavnim znakem je narusend tvorba NO a dalSich EDRF. Rizikovymi faktory jsou vék,
obezita a nemoci (pfedevsim hypertenze a DM), podil ma zvyseny oxidacéni stres. Nejznamé;jsim

EDCF je endothelin-1, i kdyZz dnes prevaZuje nazor, Ze vétsi vyznam maji vasokonstrikéni

prostaglandiny. Existuji i dalSi, neprostanoidni vasokonstriktory, nejznamé;jsi je 20-HETE. Proti



endotelidlni vasokonstrikci Ucinkuji napf. estrogeny, které snizuji produkci EDCF a potlacuji

reakci zprostfedkovanou receptory TP pro TxA; [205, 206].

Produkci EDCF prekvapivé spousti i agonisté endotelidlnich Gqreceptord,
napf. acetylcholin (receptory Ms) nebo ATP (purinoceptory P2Y). Primarné sice vyvoldvaji EDH
a vasodilataci, ale mohou mit i opacny vliv. Mechanismus neni zcela jasny. Je mozné, Ze se podili
aktivace fosfolipazy A, (iPLA2) nezavislé na Ca?*. Vzniklé lysofosfolipidy by mohly otvirat kanély
TRP, nasledny influx Ca?* by mohl aktivovat cPLA,, uvolnéni kyseliny arachidonové avznik
vasokonstrikénich PGF,, a TxA; prostfednictvim COX [148]. Vznik jednotlivych prostanoidi
urcuje dostupnost prislusnych enzyma (prostaglandinsyntaz) a jejich aktivita (vliv ROS). Také
nahlé nebo vyrazné nataZeni cévni stény muze spustit kontrakci [207], pravdépodobné vice
zpUsoby. Na zachyceni se podileji nékteré kanaly TRP (dfive oznacované jako SAC), membranové
glykoproteiny integriny a PECAM-1 (z angl. platelet endothelial cell adhesion molecule).
Vysledkem je aktivace signalnich kaskad, napf. aktivace kinazy PIsK a systému RhoA/ROCK [208].
Za nékterych podminek mlze vasokonstrikéné plisobit dokonce NO. Pfi hypoxii dokaze navodit
kontrakci korondrnich artérii, kterd je zavisla na sGC, ale nesouvisi s cGMP. Pravdépodobné
vznika cyklicky inosin monofosfat (cIMP) a tento Ucinek je spojeny s aktivaci kinazy ROCK [209,

210]. Podobné acidifikace endotelidlnich bunék a VHS prekvapivé inhibuje aktivitu eNOS [211].
3.2.1. Endothelin 1

Endothelin 1 (ET-1) je asi nejzndméjSim EDCF. Je to maly peptid (21 AK), ktery vznika
z big-ET-1 G¢inkem ECEs (z angl. endothelin converting enzymes). Uginkuje prostiednictvim
receptorll ETa a ETs. Na PM VHS se nachdzeji oba typy, dominuji ETs, a oba se poji
s vasokonstrikci. Na PM endotelu se nalézaji ETs, zde se ale poji s vasodilataci. ET-1 po uvolnéni
z endotelidlnich bunék vyvola dvoufazovou reakci — nejprve kratkodoby pokles TK aktivaci
endotelidlnich ETg (Gq a Gi), kterd zvysi produkci NO a PGl,. Oba medidtory difunduji k VHS a tam
ucinkuji vasodilataéné pres sGC/PKG a receptor IP1 (Gs)/AC/cAMP. K vasodilataci pfispiva
hyperpolarizace, kterd se na VHS pfendsi pomoci MEGJ. Posléze nasleduje vasokonstrikce dand
zejména aktivaci ETao na VHS [212]. Vznikd nejméné dvéma zplsoby: prostrednictvim
Go/PLC/IP3+DAG a Giy/13/RhoA/ROCK. Na vasokonstrikci se ¢astec¢né podileji i hladkosvalové

receptory ETs.

Diky rychlé eliminaci je ucinek ET-1 zfejmé hlavné lokalni [213]. Za fyziologickych
podminek je mnoZstvi ET-1 pfisné regulovdno. Samotny ET-1 po reakci s ETg zvySuje vznik NO,
ktery inhibuje ECEs [214]. Dalsim reguldtorem je CGRP (z angl. calcitonin gene-related peptide),

ktery podporuje disociaci ET-1 z receptoru ETa. CGRP pravdépodobné vznikd v perivaskularnich
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senzorickych neuronech, a je mozné, Ze uUcinkuje pfes membrdnovy receptor a By podjednotky
G-proteinu [215]. CGRP muzZe byt uvolnén i kapsaicinem prostfednictvim kanall TRPV1 [216].

Kromé toho CGRP aktivuje Ky kanaly, coZ pfispiva k zvySeni polarity PM a vasodilataci.

Za fyziologického stavu se ET-1 Ucastni mistni regulace krevniho tlaku a farmakologicka
blokdda jeho receptori ma jen mirny Ucinek. Jeho vyznam se zvysSuje za hypoxie [217]
a patologickych podminek. Konstitutivni produkce stoupd u diabetikli, roste hladina ET-1
v plazmé a vyviji se hyperreaktivita na jeho Ucinky, vznika endotelidlni dysfunkce [218].
U hypertonik(l ET-1 zvySuje tonus aferentnich i eferentnich glomerularnich arteriol a snizuje
glomerularni filtraci [219], plsobi prozanétlivé a profibroticky a podporuje vaskularni
remodelaci pfi soucasné stoupajici tvorbé ROS [220]. Hladina ET-1 nemusi ale byt u hypertoniki
nutné zvysend, snad diky ucinné eliminaci [221]. Antagonisté ET-1 v klinické praxi zatim narazeji
na nezadouci ucinky (periferni edémy, reprodukéni toxicita u zvifat). Uplatni se pfi terapii plicni
hypertenze (ambrisentan, bosentan, macitentan). ET-1 se také podili na vyvoji aterosklerdzy,
pfi infarktu myokardu a zasahuje i do srde¢niho selhavani. Tato Uloha muize byt dualni [222],

mozny farmakologicky zdsah neni zatim vyreSeny.
3.2.2. Dalsi EDCF
Vasokonstrikéni prostanoidy

Pro vasokonstrikci maji vétsi vyznam prostanoidy vzniklé v endotelu, které difunduji
k VHS, spiSe nez ty vzniklé pfimo ve VHS. Zdrojem je za fyziologickych okolnosti hlavné COX-1,
ale za patologickych (hypertenze, diabetes, obezita) se zvysuje vyznam up-regulované COX-2
[223, 224]. Exprese COX-2 roste i s vékem, podil na tom by mohlo mit zvySené smykové treni
pfi pulzatilnim toku krve [225]. Vasokonstrikéné plsobi zfejmé vice prostanoidl a jejich role se
li&i podle Zivoc¢isného druhu a typu tkané. Ucinky byly dosud prokazany zejména pro PGH,
azného odvozené PGF,, a TxA; [226-228]. Produkce TxA, byla klasicky spojovana pouze
s krevnimi destickami, dnes je ale jasné, Ze muzZe vznikat i v endotelu (prvné popsano u aorty
hypertenznich SHR potkant) [226]. Oba prostanoidy plsobi na VHS prostfednictvim receptort
Gq: FP (PGFy) a TP (TxA;, PGH,) [224, 229]. Konecny vysledek je ddn nastolenou rovnovahou
mezi pusobky, napf. vasokonstrikénim TxA, a vasodilatacnim PGl,. DuleZitost jednotlivych

plsobkl se ziejmé lisi podle ZivocisSného druhu i typu tkané.

Za zminku stoji vasokonstrikéni hydroxyeikosatetraenové kyseliny, zejména 20-HETE.
Jedna se o eikosanoid a metabolit kyseliny arachidonové (enzymy CYP4A a CYP4F). Zakladem

jeho vasokonstrikéniho plsobeni jsou inhibice kanall K¢, a aktivace kinazy ROCK. Je propojen se



systémem renin/angiotensin, kdy angiotenzin Il indukuje syntézu a uvolfiovani 20-HETE
a naopak 20-HETE v endotelidlnich burfikach zvysuje transkripci ACE [230]. Také rusi endotelidlni
Gcinky inzulinu [231]. 20-HETE je rovnéZ agonistou tromboxanovych receptord TP [232], nenf
ale vylouceno, Ze md i své specifické receptory. 20-HETE je dnes povaZovan za faktor podporujici

vznik hypertenze a vaskularni dysfunkce [230].
3.2.3. Faktory podporujici vasokonstrikci zavislou na endotelu

Nejznaméjsimi faktory podporujicimi vasokonstrikci zavislou na endotelu jsou ROS.
Plsobi vice zpUsoby, zejména: 1) brani dimerizaci eNOS a vzniku NO [233]; 2) superoxidové
anionty reaguji s pfitomnym NO za vzniku jiz zminéného peroxynitritu, dochazi k inaktivaci
prostacyklinsyntazy nitraci tyrosinovych zbytkd a zvySené tvorbé PGE; a z ného PGFy, [234],
3) difunduji k VHS, aktivuji zde COX a produkci vasokonstrikénich prostanoidd [235]. Hlavnim
zdrojem endotelidlnich ROS je ziejmé COX [236], ale existuji i dalsi zdroje, véetné monomerni

eNOS. ROS mohou vznikat i v PVAT, kde mimo jiné narusuji pisobeni adiponektinu [237].

Vasokonstrikci vlivem EDCF potencuje obezita. Podili se na tom inzulinova rezistence
s vyssi produkci ROS v PVAT, zvySend produkce ET-1 a up-regulace TP receptor(i [238]. Podobné
ucinky maji diabetes a hypertenze. Expozice endotelu vysokym hladindm glukdézy vede
k oxidacnimu stresu a zvySené expresi COX-1, COX-2 i TP receptorll ve VHS. U hypertenze se
pfidavd vy3$i narGst mnoZstvi Ca®* v burikdch endotelu [236]. Dal3i provasokonstrikénim
faktorem je vék, podileji se upregulace COX a zvySené mnozstvi ROS. Je mozné, Ze vasokonstrikci

vlivem EDCF podporuje i nedostatek vitaminu D [239, 240].

Endotelidlni dysfunkce (tj. prevaha EDCF) je podporena také mnoha nepfimymi faktory.
Mezi né patfi napfiklad zvySena aktivita argindzy pfi kardiovaskuldrnich onemocnénich
zpUsobujici nedostatek L-argininu, nedostatek BH4 nebo S-glutationylace (vyvolda monomerizaci

eNOS).

Ulohu endotelu pfi vasokonstrikci shrnuje obrazek 9.
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4. lontové kanaly a ATPazy

Pro vasokonstrikci a vasodilataci jsou zasadni membranovy potencidl a koncentrace
[Ca?*].. Na jejich regulaci se vyznamné podileji iontové kanaly. Zde bude uveden jejich souhrnny

prehled a popsdna vzajemna soucinnost.
4.1. Pfehled iontovych kanali

Kandly Ky vraci PM ke klidovému membranovému potencidlu. Zprostredkovavaji
funkéni vasodilataci a chapeme je jako negativni zpétnou vazbu pfi regulaci myogenniho tonu
cév [241]. Jsou aktivované predevsim depolarizaci PM, dale vasodilatatory pres drahu
Gs/cAMP/PKA (nékteré Ky jsou aktivovany také podjednotkami Gg,), prostfednictvim drahy
NO/cGMP/PKG, nékterymi EDRF (H,0,, H,S), poji se s hypoxii a acidézou. Otevirat by je mohly
i adipokiny z PVAT. Naopak se inaktivuji pfi zvySeni membranového potencialu (-25 az -45 mV),
aktivaci receptorll Go/IP3+DAG/PKC (napf. angiotenzin I, oy agonisté) a pti zvySovani
koncentrace [Ca%].. Jejich uzavFeni podpofi depolarizaci a vasokonstrikci; inaktivuji se ale také
dlouhodobou depolarizaci. Ve VHS je pokles jejich funkce/exprese spojeny s hypertenzi [242].
V endotelu byl prokazan pokles jejich aktivity v aorté SHR potkant [243]. Experimentalné se jako

blokator kanall Ky pouziva 4-aminopyridin v koncentraci ~1mM.

Kanaly BKca (Kca1.1) jsou ve VHS Siroce zastoupené. Pfi otevieni probiha eflux K,
ktery vede k zvy$eni membranového potencidlu PM. Aktivuji se ndrGstem koncentrace [Ca®'].,
chapeme je jako hlavni kanaly v protireakci na depolarizaci a vasokonstrikci. Experimentalné se
k jejich zablokovani pouziva napft. iberiotoxin ve velmi nizkych koncentracich (< ~10 nM) [241].

Na endotelu obdobné plsobi kanaly SKca (Kca2.3) a 1Kca (Kca3.1).

Kanaly K (Ki2.x) na VHS jsou pocetné zejména v nejmensich arteriich. Za klidového
stavu a pti negativnim membranovém potencidlu oproti rovnovainému potencialu
(tj. za hyperpolarizace) vedou K* do bunky, pti pozitivnim (tj. za depolarizace) dochazi
k nepatrnému efluxu K*. Aktivni K;; tedy posouvaji polaritu negativhim smérem a pfispivaji
k vasodilataci. Jejich funkce neni zcela jasnd, predpokladaji se dvé zakladni mozZnosti:
1) prispivaji ke klidovému membranovému potencialu a klidovému tonu drobnych artérii, jejich
zablokovani navodi vasokonstrikci; 2) aktivuji se pfi vzestupu extracelularniho K* (~jednotky
mM). Amplifikuji tak fyziologicky narQst extraceluldrniho K* navozeny jinymi K* kanaly
do hyperpolarizace VHS a vasodilatace [241]. Spoustéci narlst extracelularniho K* pochazi
zejména z efluxu K* endotelidlnimi kanaly SKc. a IKca [244]. Protoze je zaroven aktivni Na*/K*
ATPaza, kanaly Ki. jsou nékdy chdpany jako zesilovace jejiho ucinku. Také je aktivuji hypoxie
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a vazba agonisty na receptory Gs/cAMP/PAK. Kanaly Ki jsou naopak uzavirany vasokonstrikénimi
agonisty pres Gq/IPs+DAG/PKC a jejich inaktivace prispiva k depolarizaci. V endotelu k jejich
aktivité prispivd smykové tfeni dané tokem krve, které zde ma vyznamnéjsi roli, nez u jinych
kanall [245]. Role kanalu K se zfejmé méni s patologickym stavem. Napf. u hypertenznich zvirat
se neuplatfiuji pfi EDH [246]. Experimentdlné se k jejich inhibici pouZivd Ba?* v koncentracich

<50 uM.

Kanaly Karp jsou tvoreny ze Ctyr kandld Ki6.x a ¢tyf jednotek SUR (z angl. sulphonylurea
receptor), které patfi mezi ABC proteiny (z angl. ATP binding cassette). Jejich aktivace se poji
s klidovym nebo zvySenym membranovym potencidlem a vasodilataci, naopak zablokovani
s vasokonstrikci. Jsou aktivni napt. pfi hypoxii, acidéze nebo endotoxickém Soku [241]. Jejich
aktivita je snizenda pfi hypertenzi [247]. Kandly Kare inhibuje zvySené mnozstvi ATP, jsou proto
nékdy oznacovany jako metabolicky senzor. Experimentdlné se k jejich inhibici pouZiva

glibenklamid (20-200 nM), k aktivaci pak kromakalim (~80 nM).

Kandly Cay jiz byly popsany vyse (viz kapitola 2.1). Za klidového membranového
potencialu a hyperpolarizace jsou uzavieny, oteviraji se depolarizaci. V cévach maji vyznam dva
zakladni typy: Cay3.x (typ T) a Cavl.2 (typ L), ktery je povazovan za hlavni cestu vstupu
extraceluldrniho Ca?* do buriky pro spusténi svalové kontrakce. Kandly Cay jsou Easteéné

(asi 1000x méné) propustné i pro Na*. V experimentech se k jejich aktivaci pouziva BayK 8644.

Ne zcela jasné postaveni maji kanaly TRP. Vét$ina umoziiuje influx Ca?* a podileji se
na vasokonstrikci. Na VHS jsou soucasti SOCE (TRPC1, TRPC4, TRPC5, TRPC6 a TRPC7) a ucastni
se také vasokonstrikce pfi nahlém nebo vyrazném nataZeni cévni stény (TRPC6, TRPV2, TRPV4,
TRPP) [248]. Ddle jsou aktivovany vazbou vasokonstrikéniho agonisty na receptory Gq
prostfednictvim DAG, napf. kanal TRPC3 je takto aktivovan ET-1 a angiotenzinem Il, kanal TRPC6
oz agonisty [249, 250]. Kanaly TRP na VHS se mohou ale podilet i na vasodilataci. Kanaly TRPV4
[251] a TRPC1 [252] se nachéazeji v blizkosti kanald BKc. a vstupem Ca?* je aktivuji, vysledkem je
proto eflux K* a zvySeni membranového potencidlu. Obdobné se na vasodilataci na VHS podileji
i kanaly TRPA1. Vasodilatace se ucastni také TRP kandly v endotelu (TRPC3, TRPC4, TRPV1,
TRPV3 a TRPV4) [10]. Nejvice informaci je zatim o kanalech TRPV4. Jsou aktivovany po kaskadé
agonista Go/DAG/PKC/AKAP/TRPV4 a vyvolaji aktivaci endotelidlnich kanall SKc, a I1Kc, a EDH
[123]. Jsou také kandidatem na senzor smykového tieni [159]. Pfi hypertenzi navozené vysokym
pfijmem soli byla nalezena jejich up-regulace [253], zde by se mohlo jednat o kompenzacni

mechanismus. Endotelidlni kanaly TRPC6 a TRPC7 jsou podobné jako ve VHS soucdsti SOCE.



Kanaly Clc, jsou chloridové kandly aktivované vapnikem. Kanal by mohl tvofit protein
ANO1 (syn. TMEM16). Ve VHS jeho otevieni vede k efluxu CI" z buriky a k depolarizaci [254]. Je
mozné, Ze to samé plati i pro endotelidlni buriky a navozena depolarizace by se pomoci MEGJ
Sifila na VHS, ale dlkaz chybi. K up-regulaci kanall Clc, dochazi pfi hypertenzi, mohlo by se

jednat o kompenzacéni mechanismus.
4.2, Soucinnost iontovych kanali a ATPaz

Za klidového membranového potencialu VHS (-55 aZz -40 mV) probiha bazalni tok iontd.
Napétové fizené kanaly Ky a Cav maji nizkou pravdépodobnost otevieni a propoustéji velmi malé
mnoiZstvi iontl. Pro hyperpolarizaci je zasadni aktivita K* kandld na PM s efluxem K*
a/nebo uzavieni Ca** a Na* kanald (Na* kanaly jsou napétoveé fizené). Pro vasodilataci je kli¢ovy
pokles koncentrace [Ca%].. Depolarizace bunék VHS ma opaény pribéh — uzaviraji se K* kanaly
a ustava eflux K* a/nebo se oteviraji Na* a Ca?* kanaly a probiha influx téchto iontl. Vysledkem
je snizeni rozdilu membranovych potencidlt, ndrtst koncentrace [Ca?*]c a spusténi
vasokonstrikce. Na narGst koncentrace [Ca?*]. reaguji otevfenim Ca?* Fizené kanaly BKc,, coZ

vede k efluxu K* a opétovnému zvyseni rozdilu membranovych potencial(.

V endotelu se podobné uplatni kandly SKc. a IKc.. Aktivace obou vede k EDH, ale jejich
Uloha neni stejnd. Kanaly SKca se nachdazeji v caveolae pobliz MEGJ, pfi hypertenzi jejich
aktivita/exprese klesaji [255, 256]. Kanaly IKc. se nalézaji dale od MEGJ a mimo oblasti bohaté
na kaveolin-1, jejich aktivita/exprese pfi hypertenzi naopak stoupaji [257, 258]. Zd3 se,
Ze aktivace kanall SKc, je dlleZita zejména pro vasodilataci zavislou na NO, zatimco kanaly IKc,
se podili hlavné na vasodilataci na NO nezdvislé [259]. Nabizela se interpretace, Ze pokles
aktivity kanalld SKc. vede k naruseni generace EDH a nasledné k hypertenzi. Pozdéji se
ale ukazalo, Zze funkcni kanaly IKc, dokdZzou tento efekt dostatecné kompenzovat [260].
Dalezitym prvkem autoregulace pratoku krve jsou kanaly Kira Kare pro svou citlivost na smykové
tfeni a napéti cévni stény. Podileji se na klidovém membranovém potenciadlu

a na hyperpolarizaci PM.

Koncentraci [Ca?*]. a membrédnovy potencidl VHS déle reguluji Na*/K*-ATP4za, ATPaza
PMCA a vyméniky NCX a Na*/H* na PM. Pfesun nitrobunéénych zasob Ca? ze SR do cytoplazmy
zajistuji Ca®* kanaly spojené s receptory RyR a IPsR, opaéné plsobi ATPaza SERCA. Ke vstupu
extraceluldrniho Ca?* pfispivaji SOC kandly na PM, které jsou fizeny zdsobou Ca?* v SR. Hlavni roli
ma systém STIM1/Orail. Protein STIM1 v SR funguje jako senzor Ca?*. Pfi poklesu zasob dochazi

k oligomerizaci STIM1 a translokaci k PM, kde dojde k interakci s proteinem Orai. Existuji tfi typy,



hlavni vyznam ma Orail. Ctyfi podjednotky Orail vytvoFi aktivni Ca®* kandl pro vstup Ca®*
z extraceluldrniho prostoru. Podobné ucinkuje protein STIM2, ktery reguluje bazalni hladinu
Ca?* v cytoplazmé a v SR. Jeho &innost je fizena jak zdsobami Ca?', tak také interakci
s kalmodulinem [152]. Komunikace mezi SR a PM by mohla probihat i pomoci nanojunctions [18,

19].
4.3. Vapnikové jiskry a vapnikové viny

DuleZitou soucasti fyziologie VHS jsou vapnikové jiskry a vapnikové viny [261], které jsou
vyrazné propojeny s iontovymi kanaly. Cévy dokazou ménit prasvit podle smykového treni
a tlaku krve, tlak ~60 mmHg vede k myogenni kontrakci [262]. Myogenni tonus je zachycen
,Stretch-sensitive” membranovymi receptory AT; (AT,?) a prostfednictvim drahy
Go/PLC/IP3+DAG/PKC dojde k sniZzeni rozdilu membranovych potencialt [42]. V nékterych
tkanich dochazi k depolarizaci otevienim Cl" kandal(. Aktivuji se kandly Cay a ve VHS se lokalné
zvysi hladina Ca?* (kanaly Cay1.2. ~75 % influxu a kandly Cay3.2 ~25 %). Aktivuji se kanély RyR
a IP3R na SR, coZ umoini pfechod uréitého mnoistvi Ca?* do cytoplazmy (véapnikovou jiskru).
Vznik vapnikové jiskry stimuluje i angiotenzin Il pfes receptor AT: [263]. Kanaly RyR a IPsR se
nachazeji v blizkosti kanal( BKc,, které se takto aktivuji. V disledku této aktivace nasleduji eflux
K* a hyperpolarizace. Ta ma za nasledek inaktivaci zejména kanal(i Cay1.2 na PM. Uvolnény Ca?*
je vychytavan zpét do SR pomoci ATPazy SERCA. Konec¢nym dusledkem vapnikovych jisker je

pokles koncentrace [Ca?*] a vasodilatace.

Jiskra zvysi lokalni koncentraci Ca?* na 50-100 uM, ale celkové koncentrace [Ca?*]. se
zméni jen nepatrné. Pro lokalni plsobeni jiskry je nezbytna kolokalizace vSech ucastnikl. Kanaly
RyR, Cav a BKc, tvofi funkéni jednotku a nejpravdépodobnéjSim umisténim jsou membranové
caveolae [264]. Vapnikova jiskra mlze vyvolat dalsi jiskru (tzv. ,spark-induced spark activation®).
Pak hovofime o vapnikové viné, kterd se Sifi bunkou [265]. Je zfejmé rozdil mezi velkymi
a malymi arteriemi. Ve velkych arteriich vapnikové viny zaviseji na aktivaci kanal( RyR a IPsR,
v malych arteriich se pravdépodobné ucastni jen aktivace IP3R [266]. Exprese kanal(l RyR klesa

s vékem [267].



5. Vasoaktivni latky

Vasoaktivni latky plsobi na VHS pfimo i prostfednictvim endotelu, vazbou
na membranové receptory i intracelularné. Vysledny vliv je dan nejen typem, ale i umisténim
receptoru. Svasodilataci se poji endotelidlni receptory G;, Gs a Gi a hladkosvalové G..
S vasokonstrikci endotelialni receptory Giz/13 a hladkosvalové Gg, Gi a Giz/13. Jedna latka mlze
Ucinkovat vice zplsoby. Napf. 5-HT ma v cévnim systému receptory 5-HT;, 5-HT, a 5-HT.
Ve velmi nizkych koncentracich a za fyziologickych podminek podporuje vasodilataci
pres endotelidlni receptory 5-HT, (Gq), mUZe se podilet i aktivace receptord 5-HT7 (Gs). Ve vyssich
davkach (ex vivo > ~1 nM) a za patologickych stavi naopak ucinkuje vasokonstrikéné pfimym
ucinkem na VHS prostrednictvim receptort 5-HT> (Gg). V CNS se obdobné pfipojuji i receptory
5-HT; (G;) [268]. Jako agonisté receptorli 5-HT; vasokonstrik¢né ucinkuji triptany. Podobné
angiotenzin Il ve VHS aktivuje vasokonstrikéni kaskady Gq/PLC/IP3+DAG/PKC
a Giy13/RhoA/ROCK. V endotelu angiotenzin Il prostfednictvim Giz13/RhoA/ROCK indukuje
syntézu a uvolfiovani vasokonstrikéniho 20-HETE. Na druhou stranu endotelidlni receptory AT
(Gq) zachycuji smykové treni a stoji za aktivaci vasodilataéni eNOS a angiotenzin Il dokaZe spustit

vapnikové jiskry.

Nasledujici tabulky 1-3 uvadéji prehled hlavnich mechanismu Ucéinku vasoaktivnich latek
s priklady. Ne vSechny vasoaktivni [atky maji terapeuticky potencial, ale jsou dlleZité pro vyzkum

vCetné prdace ex vivo s izolovanou cévou.



Tab.1 Priklady vasoaktivnich ldtek ucinkujicich na plazmatické membrdné bunék cévniho

hladkého svalu
Ucinek Mechanismus Agonista Antagonista Receptor Poznamka
agonisté B2 B2
EETs GPR40
histamin H2
Gs PGl IP1
PGE> EP;
vasopresin V2
g 5-HT 5-HT7
k< vznik cGMP CNP, ANP pGC
-§ levkromakalim kanal Kir6.x
S hyperpolarizace K kanal Kir2.x
Na*/K* ATPaza
antagonisté o o
Gq darifenacin M3
sartany AT1 ti:iéGézi/?B
blok kanalu dihydropyridiny | kanal Cav1.2
acetylcholin M3
ADP P2Y také G;?
01 agonisté o1
angiotenzin Il AT, ti:iéGgi/?B
ET, ké
g . PGF2a FP nékde také Gis
2 TxA2
S U46619 TP
% (analog PGH,)
g urotenzin Il uT
vasopresin Via
5-HT 5-HT>
bradykinin B malféa:ftgriioly
o2 agonisté o2
© 5-HT 5-HT v CNS




Tab.2 Priklady vasoaktivnich ldatek ucinkujicich na membrdné bunék cévniho endotelu

Ucinek

Mechanismus Agonista antagonista | Receptor Poznamka
acetylcholin Ms
bradykinin B2 také Gi
velké
elast.cévy
8 & EETs GPR40 také Gs?
S G
Z O q -
3 17-B-estradiol GPER
Q <
® X ET-1 ETs také Gi
=2 .2
23 histamin H1
T N
) substance P NK1
(9]
©
® 5-HT 5-HT:
3 smykové tfeni AT: fyzikalni
é’ podnét
B2agonista B2
histamin Ha
8's . 5-HT 5-HT,
Z o s -
$ c vasopresin Va
o °
g :é PGE2 EP;
£ PGl 1Py
c
Gi o2 agonista (0}
5-HT 5-HT: v CNS
g angiotenzin Il AT:
G vliv na Gq?
'f‘g e lysofosfolipidy EDG ¢
Z
2
2 Ga darifenacin M3
>




Tab.3 Prehled vasoaktivnich ldatek ucinkujicich intraceluldrné

Ucinek Mechanismus Agonista Antagonista Poznamka
PN cAMP, aktivace PKA forskolin aktivace AC
NPS (NO)
M cGMP, aktivace PKG riociguat aktivace sGC
) cinaciguat
8 fasudil
K inhibice kindzy ROCK ripasudil
@
g Y27632
inhibice vydeje Ca?* ze SR dantrolen inh. receptorl RyR
inhibice PKC kalfostin C
{ rozkladu cAMP a cGMP inhibitory PDE
Y uvolnéni Ca?* ze SR MM kofein akt. receptort RyR
'§ blok vychytani Ca?* do SR thapsigargin inh. ATPazy SERCA
_;é J cGMP obDQ inhibice sGC
§ aktivace PKC bryostatin 1 pri delSim pisobeni

down regulace PKC
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Publikace jsou soucasti habilitacni prace jako prilohy.



7. Souhrn vysledk( a komentare k predkladanym publikacim

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou celosvétové hlavni pfi¢inou umrti a odhaduje
se, Ze toto Cislo dale poroste z 16,7 milionl v roce 2010 na 23,3 miliond v roce 2030 [269]. Z toho
vyplyva potfeba ucinné l1éCby a prevence. Prevence je zaloZena na ovlivnéni rizikovych faktord,
mezi které patfi i vysoky arteridlni krevni tlak. Jiz delsi dobu se hovofi o pfijmu polyfenolickych
latek potravou a snizeni rizika nékterych chronickych onemocnéni véetné nékterych KVO a jejich
rizikovych faktor(, napf. hypertenze a diabetes Il.typu [270]. Za jejich hlavni zdroj v potravé jsou
povaziovany ovoce a zelenina, také caj, kdva a cervené vino. U polyfenolickych latek
antimikrobialni nebo antiproliferativni a zkoumaji se i Ucinky na zdravi ve stafi [271]. Jedna se
o rozmanitou skupinu ddle rozdélenou na flavonoidy, fenolické kyseliny, lignany a stilbeny.
Hlavnimi polyfenoly v dieté jsou flavonoidy, které jsou zaroven nej¢astéji spojovany s pfiznivymi
ucinky na KVO [272]. Pfi pfijmu 200 mg/den mohou sniZit riziko celkové mortality az o 18 %.
Stejna studie prokazala jejich pfiznivy vliv i v pfipadé KVO, i kdyz na hrané vyznamnosti [273].

Poznatky o Ucinku polyfenold prindseji rovnéz prace zakladniho vyzkumu [274].

Flavonoidy jsou obvykle v potravé prijimany ve formé glykosid( a aglykon je uvolfiovan
bud'v lumen nebo v epitelu tenkého stfeva. Jiz v epitelu probiha metabolismus, ktery pokracuje
v jatrech. Metabolismus Il. faze jasné prevlada. V kazdém pripadé je biodostupnost flavonoid(
mald. Vstfebané flavonoidy jsou vylucovany zejména moci, ale ¢ast také Zluci, pricemz nékteré
konjugdty mohou podstupovat enterohepatalni obéh. Plazmatické hladiny aglykon( jsou
zanedbatelné, vyssich hladin dosahuji konjugaty, nejcastéji glukuronidy a sulfaty. Informace
o prliniku do tkani nejsou témér k dispozici. Absorpce z GIT je celkové nizka, vétsSina podané
davky dosahne tlustého stfeva, kde je metabolizovdna mikroflérou [275]. Mezi kolonickymi
metabolity flavonoidl obecné prevazuji malé fenolické kyseliny, jsou ale rozdily mezi
podskupinami. U flavonoll (napt. kvercetin) prevazuji derivaty kyseliny hydroxyfenyloctové,
uflavont (napf. luteolin) derivaty kyseliny hydroxyfenylpropionové, uisoflavon(
(napft. daidzein) to jsou ekvol a O-desmetylangolensin atp. [276]. MoZné vstiebavani metabolitl
a jejich dalsi osud ¢i ucinky jsou pfedmétem intenzivniho zkoumani. Vzniklé produkty se podle
soucasnych informaci také v podstatné mife absorbuji a dostavaji se tak do centralniho
kompartmentu ve volné formé nebo jako konjugaty ve vyssich koncentracich, nezli parentni
latky. ProtoZze k metabolizaci a absorpci dochazi postupné béhem priichodu tlustym stfevem,
plazmaticky profil mizZe pfipominat prolongovanou infuzi [275]. Interindividudlni variabilita
ADME je velmi vysoka. Podili se na ni vék, pohlavi, etnikum, genotyp, sloZeni potravy, pripadna

|éCiva a pochopitelné i stfevni mikrobiom [277]. Napfiklad metabolit ekvol nachazime vyrazné
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vice u Asiatli neZ u béloch( [278]. Ekvol je zaroven prikladem metabolitu, ktery je icinnéjsi, nez
jeho parentni latka daidzein [279]. To vSe vede k domnénce, Ze za pfiznivé klinické Ucinky

obvykle pfisuzované flavonoidiim mohou zodpovidat spiSe jejich metabolity.

ve

7.1. Vasodilatacni ic¢inky metabolitti kvercetinu

Prace:

e Najmanovd I, Pourovd J, Voprsalova M, Pilafova V, Semecky V, Novdkovd L, Mladénka
P. The flavonoid metabolite 3-(3-hydroxyphenyl)propionic acid formed by human
microflora decreases arterial blood pressure in rat. Mol Nutr Food Res 2016; 60(5):
981-91

e Pourovd J, Najmanovd I, Voprsalova M, Migkos T, Pilafovd V, Applovad L, Novdkovd L,
Miladénka P. Two flavonoid metabolites, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid and 4-
methylcatechol, relax arteries ex vivo and decrease blood pressure in vivo. Vascul
Pharmacol. 2018; 111:36-43

e Najmanovd I, Pourovd J, Mladénka P. Mixture of phenolic metabolites of quercetin can
decrease elevated blood pressure of spontaneously hypertensive rats even in low
doses. Nutrients. 2020; 12, 213

Vroce 2012 se objevila zajimava experimentdlni prace, ktera srovnavala protektivni
ucinky podani flavonolu kvercetinu i.p. a per os na kardiovaskularni systém u spontanné
hypertenznich potkanl (SHR) [280]. Prekvapivé bylo zjisténo, Ze podani per os navozuje
vyznamné vyssi antihypertenzni Ucéinek a ze pouze toto podani zlepSuje endotelidlni dysfunkci
a oxidacni stres. To vse i presto, Zze namérené hladiny metabolitl se zachovanou flavonoidni
strukturou byly po per os podani dokonce lehce niZsi. Tyto vysledky nas privedly k myslence,
Ze za protektivni Ucinek nezodpovidd ani tak podany kvercetin, ale jeho metabolity
bez flavonoidni struktury. Vzhledem ktomu, co je znamo o farmakokinetice flavonoid(, se
nabizely kolonické metabolity, ale pro porovnani byly otestovdny i metabolity se zachovanym
flavonoidnim skeletem. Zacali jsme proto rozsahly screening vasoaktivnich ucinkd kvercetinu,
jeho glykosidu rutinu, O-metylovanych derivatd tamarixetinu a isorhamnetinu, konjugdtu

kvercetin- 3- O- glukuronidu a malych fenolickych metabolitl kvercerinu (obrazek 10).
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Obr.10 Metabolismus kvercetinu a hlavni metabolity zahrnuté v screeningu vasodilatacniho
ucinku

Screening vasodilatacniho ucinku kvercetinu a jeho metaboliti

Screening probihal ex vivo na izolované aorté potkana po prekontrakci tkané
noradrenalinem (10 pM). Ukazalo se, Ze tfi malé fenolické metabolity (kyseliny
3- (3- hydroxyfenyl)propionova, 3-hydroxyfenyloctova a 3,4-dihydroxyfenyloctova) maji vyssi
vasodilatacni ucinky neZ kvercetin, a jedna latka (4-methylkatechol) ma s nim srovnatelné
ucinky. Nejucinnéjsi 3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina byla zhruba o fad ucinnéjsi nez

parentni kvercetin. Naopak konjugat kvercetin-3-O-glukuronid byl zcela neucinny (obrazek 11).
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Obr.11 Hodnoty ECs vasodilatacni aktivity kvercetinu a vybranych metabolitii ziskané ex vivo
na izolované aorté potkana prekontrahované noradrenalinem (10 uM). Hodnoty jsou vyjadreny
5 95% konfidenénim intervalem. CtyFi nejucinnéjsi Idtky jsou oznaceny. Upraveny obrdzek

z publikace Najmanovd (2016).

Na tfi ztéchto metabolitd,
3,4- dihydroxyfenyloctovou a 4-methylkatechol, jsme se zaméfili a zacali testovat moziny
mechanismus G&inku ex vivo a antihypertenzni Gginky in vivo. Ctvrty G&inny metabolit, kyselina

3-hydroxyfenyloctova, nebyl schopen navodit 100% vasorelaxaci a nebyl tak v téchto Uvodnich

experimentech testovan.
Mechanismus ucinku

Vliv na cévni endotel

PolozZili jsme si otazku, zda je vasodilatacni Ucinek spojeny s vaskularnim endotelem.
Za timto Ucelem cast pokusl probéhla na potkanich aortach zbavenych funkéniho endotelu.
Ukdzaly se rozdily mezi latkami. Ucinky kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové byly jednoznaéné
zavislé na funkénim endotelu, naopak Ucinky 4-methylkatecholu na endotelu nezavisely.
Vasodilatace vlivem kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové byla na endotelu zavisla jen ¢astecné,

kdyz latka dokdzala v nejvyssich koncentracich navodit Uplnou relaxaci i v aortach zbavenych

endotelu (obrazek 12).

kyselinu

3-(3-hydroxyfenyl)propionovou,
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Obr.12 Vasodilatacni aktivity kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové (A), kyseliny 3,4-
dihydroxyfenyloctové (B) a 4-methylkatecholu (C) ziskané ex vivo na izolované aorté potkana
prekontrahované noradrenalinem (10 uM). Aorty byly intaktni nebo zbavené funkcéniho endotelu.
Hodnoty jsou vyjadieny *SEM s 95% konfidencnim intervalem. Obrdzek na zdkladé publikaci
Najmanovd (2016) a Pourova (2018).



Tam, kde byla vasodilatace ovlivnéna pfitomnosti endotelu, se nabizela domnénka,
Ze za Ucinkem stoji tvorba NO, cozZ je hlavni EDRF ve velkych arteriich (viz kapitola 3.1.1). V dalsi
sérii pokusl jsme proto pracovali opét s potkani aortou a pouZili jsme inhibitor NO syntazy
L- NAME  (obrazek  13). N4as  predpoklad se  potvrdil vpfipadé  kyseliny
3- (3- hydroxyfenyl)propionové, kde byla vasodilatace takto zcela zablokovana. U kyseliny
3,4- dihydroxyfenyloctové doslo pouze k ¢astecné blokadé, krivka ale nekopirovala tu
po odstranéni endotelu. Ztoho usuzujeme, Ze tato latka Ucinkuje na drovni endotelu vice
zpUsoby a ¢astecny podil ma uvolnéni NO. Ve vysokych davkach ucinkuje také mimo endotel,

pravdépodobné ptfimo v hladkém cévnim svalu.

A

201

401

60+

relaxace (%)

80

100

0,01 0.1 1 10 100 1000
c (umoll) -e- bez inhibitoru
B - + L-NAME

-e- DMSO
20

40

relaxace (%)

80+

100

DMSO (%) 0,001 0,01 0,1 1 2

Obr.13 Hodnoty ECso vasodilatacni aktivity kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové (A) a kyseliny
3,4-dihydroxyfenyloctové (B) ziskané ex vivo na izolované aorté potkana prekontrahované
noradrenalinem (10 uM) po inkubaci s L-NAME (100 uM). Hodnoty jsou vyjddieny +SEM s 95%
konfidencnim intervalem. Obrdzek na zdkladé publikaci Najmanovd (2016) a Pourovd (2018).



Vramci vasodilatace prostfednictvim endotelu jsme ovérovali i dalSi mozné
mechanismy. Antagonismus na muskarinovych receptorech, zablokovani cyklooxygendazy
a membranovych kandld SKca a IKca byly postupné otestovany za pouZiti atropinu,
indomethacinu, UCL-1684 a TRAM-34. U¢inek kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové nebyl
spojen s zadnym s téchto déju (¢ast vysledkl dosud nepublikovana). Jejim dominantnim
a mozna jedinym mechanismem vasodilatace je pravdépodobné uvolnéni NO endotelem. Neni
zfejmé, jak kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova aktivuje NO syntazu. Diky charakteru
molekuly (pKa=4,21) a fyziologickému pH=7,4 je prinik do bunky spiSe nepravdépodobny.
Do uvahy pfipadaji membranové GPCR. Vzhledem k nelcasti cyklooxygendzy a endotelidlnich
kandlll SKc, a IKca neni pravdépodobny predchazejici narlist hladiny Ca?* v cytoplazmé
endotelidlni buriky a tim padem pUsobeni na receptor typu G, anebo na TRP kanaly. Latka by
mohla plsobit prostfednictvim receptorl typu Gs, po jejichZ aktivaci dochazi k posttranslaéni
fosforylaci eNOS na Ser1177 za ucasti HSP90 a zvyseni produkce NO. Vliv na receptory typu G;
nelze vyloucit, nicméné agonisté plsobi dvojim zplsobem podle davky. Nap¥. 5-HT plsobi
v nizsich koncentracich na endotelu vasodilatacné, ve vyssich vyvolava vasokonstrikci pfimym
ucinkem na hladky sval [268]. Vzhledem k tomu, Ze kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova byla
podavana v Sirokém rozmezi koncentraci (100 nM — 1 mM) a ucinek byl stale vasodilatacni, je

vliv na receptory Gi méné pravdépodobny.

Podobné jsme postupovali u kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové. Tam byla Ucast
endotelialnich M receptort, cyklooxygenazy a membranovych kanalll SKc a IKca naopak
prokazdna (obrazek 14). Cyklooxygendza umoziuje vznik vasodilatacnich prostaglanding,
zejména PGl,, ktery nasledné pUsobi prostfednictvim receptorl IP; (typ Gs) na svalové burnce.
Kanaly SKc, se vyznamné podileji na vzniku hyperpolarizace PM endotelialni buriky. Nachazeji se
v blizkosti MEGJ a to usnadriuje zvyseni rozdili membranovych potenciald i v svalové bunce.
O kanalech SKc, je také znamo, Ze pokud se Ucastni vasodilatace, je aktivni i NO syntaza [259],
coz je vsouladu snasimi vysledky. Zpokusd sL-NAME wvyplyva, Ze kyselina
3,4- dihydroxyfenyloctova v endotelu vyvolava i na NO nezavislou vasodilataci; to by odpovidalo
aktivité kandld IKc, [259]. Aktivni kanaly SKc, a IKca by také mohly prostfednictvim vzestupu
extraceluldrniho K* aktivovat membranové kandly Ki a Na*/K* ATPazu na hladkém svalu,
zvySovat rozdil membranovych potencidld a plsobit vasodilatacné [281]. ProtoZe jsme pracovali
s aortou, tak toto plsobeni povaZujeme za mozné, i kdyz méné vyznamné. Jeho vyznam by
ale mohl zasadné vzrist v nejmensich odporovych arteriich a stat se dokonce zasadnim [282].
Tyto studie jsme zatim neprovedli. Muskarinové receptory Ms fyziologicky aktivuje acetylcholin,

ktery je dnes fazen mezi EDRF, a predpoklada se jeho lokalni produkce endotelem a autokrinni



plsobeni [170]. U kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové povazujeme jeji vliv na M receptory
za méné vyznamny: 1) ze vSech testovanych mechanismi méla blokada atropinem nejmensi
vliv; 2) acetylcholin jako EDRF je zejména spojovan s patologickymi stavy (viz kapitola 3.1),
predevSim hypertenzi, a také s hypotermii [170]. V naSem pokusu jsme pracovali s tkani
zdravych zvifat za teploty 37 °C. Kromé toho na rozdil od perifernich cév, aorta nebyva vystavena
teplotnim vykyvim a je otazkou, do jaké miry se tento mechanismus realné uplatriuje.
Z vysledkl vyplyva jesté jedna skutecnost: relaxace zprostifedkovana NO zacala od koncentrace
kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové vyssi nez 10 uM, zatimco ostatni déje v endotelu navodila aZ
koncentrace vyssi neZ 50 uM. To naznaduje, Ze koncentrace Ca®* pro aktivaci eNOS by mohla byt
0 néco nizsi, nez napt. pro aktivaci cPLA; [283]. Vliv mimo endotel, pravdépodobné pfimo

na hladky sval, se projevil az od koncentrace 0,5 mM a je tak otdzkou, zda je relevantni v in vivo

podminkach.
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Obr.14 Hodnoty ECso vasodilatacni aktivity kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové ziskané ex vivo
na izolované aorté potkana prekontrahované noradrenalinem (10 uM) po inkubaci s atropinem
(50 uM) nebo s indomethacinem (10 uM) (A) a s TRAM-34 (10 uM) a UCL-1684 (1uM) (B).
Hodnoty jsou vyjddreny +SEM s 95% konfidencnim intervalem. Obrdzek na zdkladé publikace
Pourovad (2018).



Pfi vasodilataci kyselinou 3,4-dihydroxyfenyloctovou se tedy na urovni endotelu
zapojuje vice déjli. ProtoZe doslo k soucasné aktivaci tvorby NO, aktivaci cyklooxygenazy
a kanall SKc. a IKc,, tak je pravdépodobny pfedchozi nardst hladiny Ca?* v cytosolu. Jedna se
totiz o spoleény spoustéc¢ viech tfi déji. Ca?* miZe pochézet ze sarkoplazmatického retikula
a z extracelularniho prostoru. Pravdépodobna je kombinace obou zdrojd, protoZe nékteré
membranové kalciové kandly se fidi stavem vnitinich zdsob Ca?*. Z prezentovanych vysledk(
nelze presné urcit, jak by kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctovd mohla primarné spoustét narUst
Ca?". Hodnota pKa=3,61 fadi latku mezi siln&j$i kyseliny a za fyziologického pH bude vyznamné
ionizovana. Moznym mechanismem by mohla byt aktivace membranového receptoru G, kterd
spousti eflux Ca?* ze sarkoplazmatického retikula prostfednictvim IPs, spousti vstup externiho
Ca?* pomoci SOCE a také za G¢asti DAG dochadzi k aktivaci nékterych TRP kanal(l. Zvy$ena hladina
Ca?" aktivuje cytoplazmatickou PLA,, co? spousti tvorbu kyseliny arachidonové a vznik PGl,,
i zvySuje aktivitu NO syntdzy. Alternativné by za primarnim narGstem Ca* mohla stat pfima
aktivace nékterych TRP kanal( na endotelidlni membrané, Géast na vasodilataci byla dosud

popsana u TRPC3, TRPC4, TRPV1, TRPV3, TRPV 4 a TRPA1 [10].

Pro uplnost jsme provedli blokddu NO syntazy, M receptorl, cykloxygenazy
a endotelidlnich SKca a IKca kandld i v pokusech s 4-metylkatecholem. Tyto blokady nemély

zadny vliv a potvrdilo se, Ze vasodilatace navozend 4-metylkatecholem na endotelu nezavisi.
Vliv na hladky sval

Vasodilatace mlze byt navozena rovnéz pfimym ucinkem na buriky hladkého svalu cév.
Ze tfi nami testovanych latek pfipadaji do Uvahy kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova se svym
Castecné na  endotelu-nezavislym  Gcinkem, a  4-metylkatechol. U  kyseliny
3,4- dihydroxyfenyloctové je vzhledem kchemickému charakteru pravdépodobnéjsi
membranové plsobeni. Mohlo by se jednat o agonismus na membranovych receptorech typu
Gs, ktery by prostrednictvim proteinkinazy A inaktivoval kindzu lehkého myozinového retézce
a aktivoval membranové kanaly pro K*, zejména BKc.. Dals$i moznosti by bylo ovlivnéni TRP
kanald. U¢ast na vasodilataci byla na hladkém svalu zatim potvrzena pro TRPV4 a TRPA1 [10],
mezi aktivatory téchto kanal( patti napf. EETs. Kdyby kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova
opravdu ucinkovala timto zpUsobem, bylo by to v souladu i s plisobenim na endotel, kde se

rovnéz nachazeji kanaly TRPV4 a TRPA1 a poji se také s vasodilataci. Dalsi moznosti by byla pfima

blokada kanall Cay.

4-metylkatechol pravdépodobné vasodilatuje pouze pfimym plsobenim na hladky sval.

Pokud jsou jeho ucinky membranové, tak mozné mechanismy jsou stejné pro kyselinu
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3,4- dihydroxyfenyloctovou. Tento fenol ma pKa=9,9 a za fyziologického pH by tak mohl pronikat
do bunky hladkého svalu. Tim padem by mohl zasdhnout do nitrobunécné vasodilatacni
kaskady. Do Uvahy pfipadaji napriklad vliv na aktivitu proteinkindz A a G anebo na ATP4azu SERCA
na sarkoplazmatickém retikulu. Tuto moZnost podporuje fakt, Ze 4-metylkatechol zasahuje
do intracelularniho pohybu vapniku v krevnich desti¢kach, a je proto mozné, Ze obdobné plsobi

i v hladkém cévnim svalu [284]. K ovéreni téchto mozZnosti jsou potfeba dalsi pokusy.

Vliv na arteriolu ex vivo

Metabolity jsme nasledné testovali ex vivo na prekontrahovanych a.renalis
a a.mesenterica, jako prikladech rezistentnich arteriol, pomoci myografu. Vsechny tti latky byly
schopné navodit vasodilataci (obrdzek 15). Na izolované aorté byla ucinnost v poradi kyselina
3- (3-hydroxyfenyl)propionova > kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctovd > 4-methylkatechol,
nejucinnéjsi kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova byla o fad ucinnéjsi nez parentni kvercetin.
V pokusech s malou cévou byla tato ldtka prekvapivé o rfdd méné ucinnda nez kyselina
3,4- dihydroxyfenyloctova a 4-methylkatechol. Tento vysledek je dllezity,
protoze pro kardiovaskularni systém a tlak krve maji daleko vétsi vyznam malé odporové arterie
nei velké elastické. Uloha endotelu byla u viech tii latek stejnad jako na aorté, tedy kyseliny
3- (3- hydroxyfenyl)propionovéd a 3,4-dihydroxyfenyloctova dilatovaly malé cévy za ucasti

endotelu, 4- metylkatechol pUsobil na endotelu nezavisle.
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Obr.15 Hodnoty ECso vasodilatacni aktivity kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové (3HPPA),
kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové (3,4-DHPA) a 4-methylkatecholu (4-MC) ziskané ex vivo
na izolované arteria mesenterica potkana prekontrahované noradrenalinem (10 uM). Hodnoty
jsou vyjadreny *SEM s 95% konfidencnim intervalem. Obrdzek na zdkladé publikaci Najmanovd
(2016) a Pourova (2018).



Souhrn predpokladanych mechanismui viech testovanych metabolitl ukazuje obrazek 16.
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Obr.16 MoZnd mista vasodilatacniho ucinku kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové, kyseliny
3,4- dihydroxyfenyloctové a 4-methylkatecholu podle vysledki pokust ex vivo na izolované aorté
potkana. Kyselina  3-(3-hydroxyfenyl)propionovd pusobi  prostrednictvim  endotelu,
4- methylkatechol pfimo na hladky sval a kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctové kombinuje oba
zpusoby. Zkratky jsou vysvétleny v kapitoldch 2-4.

Antihypertenzni ucinky in vivo

Uginky viech tFi testovanych metabolit(i jsme ovéFili in vivo. K pokusu jsme poufili
normotenzni potkany kmene Wistar a hypertenzni kmen SHR. Latky jsme podali nejprve i.v. jako
bolus. Vsechny snizovaly krevni tlak, tento Ucinek byl davkové zavisly a relativné kratkodoby

(obrazek 17).
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Obr.17 Zmény systolického a diastolického krevniho tlaku po bolusové i.v. aplikaci kyseliny
3- (3- hydroxyfenyl)propionové (A), kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové (B) a 4-metylkatecholu (C)
normotenznimu potkanovi (vZdy n=5). Hodnoty jsou vyjddreny + SD. Vlyznamnost je zndzornéna
jen pro systolicky krevni tlak: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs fyziologicky roztok. Obrdzek
na zdkladé publikaci Najmanovd (2016) a Pourovd (2018).

Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova vyvolala signifikantni pokles o pll fadu v nizsi davce
(0,5 mg.kg?) nez zbylé dvé latky (2,5 mg.kg?). Nejhlubsi pokles krevniho tlaku navodil

4- metylkatechol (54 %). Zadna z latek neménila srdeéni frekvenci. P¥imy vliv na srdce je proto



nepravdépodobny (byl také vylouéen pfi hlubsi analyze-viz publikace Pourova (2018)) a bylo tak
potvrzeno, Ze latky snizuji krevni tlak primarné periferni vasodilataci a tedy v souladu s nasimi
ex vivo vysledky. U kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové a 4-metylkatecholu tomu odpovida
také o trochu vyraznéjsi pokles diastolického nez systolického tlaku. U kyseliny
3,4- dihydroxyfenyloctové byl rozsah poklest zhruba stejny. V Casti pokusd in vivo jsme
po podani testované latky aplikovali i.v. noradrenalin. Rozsah reakce na noradrenalin (narUst
tlaku krve a srdecni frekvence) nebyl ovlivnén, z ¢ehoZ usuzujeme, Ze zkoumané metabolity

nemaji vliv na vaskularni a; receptory.

Malé fenolické metabolity flavonoidl vznikajici v tlustém strevé se nasledné vstrebavaiji.
Abychom tuto situaci napodobili, pouzili jsme podani pomalou i.v. infuzi. VSechny tfi latky opét
vyvolaly davkoveé zavisly pokles krevniho tlaku (obrazek 18). Stejné jako u bolusového podani
nejhlubsi pokles krevniho tlaku navodil 4-metylkatechol (maximalni pokles asi 0 25 %). U¢inek

byl kratkodoby a zaddna z latek neméla vliv na srde¢ni frekvenci.

Protoze v realné situaci kolonické metabolity nevznikaji izolované, ale ve smési, rozhodli
jsme se nasledné podavat testované metabolity v dvojkombinaci ve stejné celkové ddvce. Opét
jsme poutzili hypertenzni SHR potkany a i.v. infuzi. V souladu s pfedchozimi vysledky, kombinace
navodily davkové zavisly pokles krevniho tlaku (obrazek 19). DuleZité bylo, Ze ucdinek smési

kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové a 4-metylkatecholu byl dlouhodoby.
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Obr.18 Zmény systolického a diastolického krevniho tlaku po i.v. infuzni aplikaci kyseliny
3- (3- hydroxyfenyl)propionové (A), kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové (B) a 4-methylkatecholu
(C) normotenznimu potkanovi v ddvce 5 mg.kg™.min™ (vidy n=6). Hodnoty jsou vyjddfeny + SD.
Vyznamnost vs fyziologicky roztok zndzornéna pro systolicky krevni tlak. Obrdzek
na zdkladé publikaci Najmanovd (2016) a Pourova (2018).
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Obr.19 Zmény systolického a diastolického krevniho tlaku po i.v. infuzni aplikaci dvojkombinaci
kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové a 4-methylkatecholu (A); kyselin
3- (3- hydroxyfenyl)propionové a 3,4-dihydroxyfenyloctové (B); a kyselin
3- (3- hydroxyfenyl)propionové a 4-methylkatecholu (C) normotenznimu potkanovi (vZdy n=6)
v celkové ddvce 1 mg.kgt.min? (A) nebo 5 mg.kgt.min (B, C). Hodnoty jsou vyjddfeny * SD.
Vyznamnost vs fyziologicky roztok zndzornéna pro systolicky krevni tlak. Obrdzek
na zdkladé publikace Najmanovd (2020).



7.2. Vasodilatacni ucinky isoflavonti

Prace:

e Migkos T, Pourovd J, Voprsalova M, Auger C, Schini-Kerth V, Mladénka P. Biochanin A,
the most potent of 16 isoflavones, induces relaxation of coronary artery through the
calcium channel and cGMP-dependent pathway. Planta Medica. Planta Med 2020
Jul;86(10):708-716

Vysledky vyse popsanych pokusl s kvercetinem a jeho metabolity nas povzbudily
k testovani dalsi podskupiny polyfenoll, isoflavon( (obrazek 20). Jedna se o fytoestrogeny,
které se v tradicni ¢inské mediciné uzivaji k 1é¢bé kardiovaskuldarnich chorob. Tento ucinek je
spojovan se strukturni podobnosti s 17-B-estradiolem a slabymi estrogennimi ucinky [285]
prostfednictvi receptord GPER typu Gq v cévnim endotelu [155, 156]. Rada praci naznadila,

Zze mohou snizovat arterialni krevni tlak [286, 287], ale chybéla studie, ktera by porovnala ucinky
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Obr.20 Isoflavony zahrnuté v screeningu vasodilatacniho ucinku
Screening vasodilatacniho ucinku

Nejprve jsme provedli screening vasodilatacniho Ucinku Sesti pfirodnich glykosidi
a deseti aglykonl ex vivo na potkani aorté. Bakteridlni metabolity isoflavon(, jako ekvol
nebo O- desmethylangolensin, nebyly v téchto pokusech testovany. Glykosidy byly neucinné

nebo vyrazné méné ucinné nez odpovidajici aglykony. Zaglykonl vykazovaly nejvétsi



vasodilataéni ucinek biochanin A a glycitein (ECso=25 uM a 27 uM), oba byly ddvkové zavislé.

Tento vliv jsme nasledné potvrdilii na prasecich koronarnich cévach, kde hodnoty ECso byly jesté

Nnizsi (ECs0=5 UM a 16 uM). Vysledky shrnuje obrazek 21.
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Obr.21 Hodnoty ECso vasodilatacni aktivity isoflavonovych aglykont ziskané ex vivo na izolované
aorté potkana nebo praseci korondrni arterii prekontrahované noradrenalinem (10uM)

Hodnoty jsou vyjadreny s 95% konfidencnim intervalem. Dvé nejucinnéjsi Idtky jsou oznaceny
Obrdzek na zdkladé publikace Migkos (2020).

Mechanismus vasodilatacniho Gcinku na koronarni cévy

V dalSim testovani jsme se zaméfili na nejucinnéjsi latky biochanin A a glycitein. Obé

latky vykazovaly vasodilatacni Ucinek nezdvisly na endotelu vobou pouzitych modelech
(obrazek 22).
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Obr.22 Vasodilatacni ucinek biochaninu A (A) a glyciteinu (B) ex vivo na izolované aorté potkana
(1) a prasecli korondrni cévé (2). Cévy byly intaktni nebo zbavené funkéniho endotelu. Hodnoty
jsou vyjddreny + SEM a s 95% konfidencnim intervalem. Obrdzek na zdkladé publikace Migkos
(2020).

V dal$i mechanistickych pokusech jsme proto vidy pouZivali praseci koronarni cévy
zbavené endotelu. Nejprve jsme testovali vliv na kontrakci navozenou ctyimi rlznymi
vasokonstrikénimi podnéty (KCI, CaCl,, 5-HT a tromboxanovy analog PGH; U46619). Zvolené
podnéty plsobi odliSnymi mechanismy. Extracelularni KCI ve vyssi koncentraci snizuje rozdil
membranovych potencidll, co? vede k otevieni napétové fizenych kanald Cay a vstupu Ca?'.
Vstup Ca®* podporuje i extracelularni CaCl,. Naproti tomu 5-HT a U46619 vyvoldvaji
vasokonstrikci prostfednictvim membranovych receptord spojenych s Gq proteinem. Biochanin
A byl schopny signifikantné omezit kontrakci koronarnich cév jiz v ddvce 3 uM, zatimco glycitein
i v nejvyssi testované koncentraci (30 uM) ucinkoval pouze parcidlné (obrazek 23). Z tohoto

dlvodu jsme se v dalSich pokusech zaméfili jen na biochanin A.
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Hodnoty jsou vyjadieny + SEM.
na zdkladé publikace Migkos (2020).
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Obr.23 Kontrakce praseci korondrni cévy navozend ¢tyfmi riiznymi podnéty: KCl (1), CaCl, (2),
5- HT (3) a U46619 (4) blokovand riznymi koncentracemi biochaninu A (A) nebo glyciteinu (B).

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs kontrola. Obrdzek

Biochanin A dokazal Gc¢inné inhibovat vasokonstrikci ve viech pfipadech. Domnivame se

proto, Ze jeho Ucinek spociva v zasahu do vasokonstrikéni kaskady uvnitr svalové bunky. Protoze
spolenym mechanismem konstrikce hladkého cévniho svalu je narlst intracelularni
koncentrace Ca%, rozhodli jsme se nejprve ovéfit vliv biochaninu A na membranové kanély

Cay1.2. Inhibice se potvrdila v koncentraci vyssi nez 10 uM a byla davkové zavisla (obrazek 24).
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Obr.24 Kontrakce praseli korondrni cévy navozend BayK 8644 a blokovand riznymi
koncentracemi biochaninu A. Hodnoty jsou vyjadieny + SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs
kontrola. Obrdzek na zdkladé publikace Migkos (2020).

Na koronarni cévé byl biochanin A ale vasodilatacné ucinny v nizsi koncentraci
(ECs0=5 uM), coZ naznacCuje pritomnost jesté dalsiho mechanismu. Hodnota pKa=6,55
nevylucuje za fyziologického pH pranik do buriky. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli testovat vliv
na nitrobunéénou vasodilataéni kaskadu. Ukazalo se, Ze biochanin A dokaze potencovat
vasodilataci navozenou aktivatorem sGC, nitroprusidem sodnym, a naopak ucinek biochaninu A
inhibuje blokator sGC, ODQ (obrazky 25 a 26). Biochanin A by proto v koronarnich cévach mohl
v nizsich koncentracich (vyznamny vliv jiz od 0,3 uM) podporovat tvorbu cGMP a aktivaci
vasodilatacni PKG. Od koncentrace biochaninu A 3 uM byl vliv této blokady nesignifikantni
apfil0 pM zcela neznatelny, coz by odpovidalo nastupu uclinku na kanalech Cayl.2.
Na vasodilataci navozenou biochaninem A nemél Zadny vliv inhibitor cyclooxygenazy,
indomethacin. Obdobné biochanin A neovlivnil vasodilataci navozenou aktivatorem
adenylatcyklazy, forskolinem (obrazky 25 a 26). Vyznamné vasodilatacni plsobeni biochaninu A
pfes prostacyklin nebo PKA je proto nepravdépodobné. MoZna mista Ucinku biochaninu A

shrnuje obrazek 27.

o

DG eens e BT
209 .
40
60
80

100 O

120

0,001 0,01 0.1 1 0,001 0,01 01 1
nitroprusid sodny [umal/] forskolin [pmol/]

2%}
[=}

-e- biochanin A

N
o

-o- DMSO

(o]
o

relaxace (%)
[¢2]
=)
relaxace (%)

e
o
o

—y
n
o

OCH;,

Obr.25 Vliv preinkubace s biochaninem A na relaxaci noradrenalinem (10 uM) prekontrahované
praseci korondrni cévy navozené nitroprusidem sodnym (A) nebo forskolinem (B). Hodnoty jsou
vyjadieny +SEM a s95% konfidencnim intervalem. *p<0,05 vs kontrola. Obrdzek
na zdkladé publikace Migkos (2020).
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Obr.26 Vliv inhibice sGC (A) a cyklooxygendzy (B) na relaxaci noradrenalinem (10 uM)
prekontrahované praseci korondrni cévy navozené biochaninem A. Cévy byly preinkubovdny
s0ODQ (1 uM) nebo sindomethacinem (10 uM). Hodnoty jsou vyjadieny +SEM a s 95%
konfidencnim intervalem. *p<0,05 vs cévy bez inkubace. Obrdzek na zdkladé publikace Migkos

(2020).
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Obr.27 MozZnd mista vasodilatacniho ucinku biochaninu A podle vysledk( pokus( ex vivo
na izolované praseci korondrni cévé. Biochanin A plsobi pfimo na hladky sval. Zkratky jsou
vysvétleny v kapitoldch 2-4.
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7.3. Vasodilatacni ucinky flavonolignani silymarinu

Prace
e Pourovd J, Applovd L, Macdkovd K, Voprsalova M, Migkos T, Bentanachs R, Biedermann
D, Petrdskovd L, Tvrdy V, Hrubsa M, Karlickovad J, Kfen V, Valentovd K, Mladénka P. The
effect of silymarin flavonolignans and their sulfated conjugates on platelet aggregation
and blood vessels ex vivo. Nutrients. 2019; 11, 2286

V rdmci zkoumani Ucinkd prirodnich polyfenolll jsme testovali také silymarin. Jedna se
o smés latek, kde dominuji flavonolignany (70-80 %). Jde o latky odvozené o flavonoidd.
Silymarin je pouzivan zejména pro své hepatoprotektivni ucinky, ale farmakologické plsobeni
je sSirsi véetné dokumentovaného pozitivniho vlivu na metabolicky syndrom [288]. Na potkani
aorté ex vivo jsme provedli screening vasodilatacniho Ucinku osmi hlavnich flavonolignand
(obrazek 28). ProtozZe konjugace je hlavni cestou metabolizace, testovali jsme zaroven sedm

konjugat(, a to Sest sulfatld a jeden disulfat.

Obr.28 Flavonolignany silymarinu a jejich sulfatové konjugdty zahrnuté v screeningu
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Hlavni obsahova latka silymarinu (~30 %), silybin A, byl zaroven nejucinnéjsi
vasodilatator (ECso=26 uM) a jeho ucinek byl zavisly na pfitomnosti endotelu (obrazky 29 a 30).
Sulfaty byly vétSinou svym vasodilataénim uc¢inkem srovnatelné odpovidajicim parentnim
latkdm. Tato informace je duleZitd, protoZe v plazmé se silymarinové flavonoignany nachazeji
prevazné ve formé konjugatli. Vasodilata¢ni ucinek jednoznacné zavisel na stereochemii
molekuly. Diastereomery B byly obecné ucinnéjsi, nezli diastereomery A. V ramci screeningu

jsme zkouseli i moZnou potenciaci Ucinkd mezi stereoizomery, ta se ale neprokazala.
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Obr.29 Hodnoty ECse vasodilatacni aktivity flavonolignant silymarinu a jejich sulfdtovych
konjugdti ziskané ex vivo na izolované aorté potkana prekontrahované fenylefrinem (1 uM).
Hodnoty jsou vyjdadreny s 95% konfidencnim intervalem. Obrdzek na zdkladé publikace Pourovd
(2019).
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Obr.30 Hodnoty ECso vasodilatacni aktivity silybinu A ziskané ex vivo na izolované aorté potkana
prekontrahované fenylefrinem (1 uM). Aorty byly intaktni nebo zbavené funkéniho endotelu.
Hodnoty jsou vyjadieny + SEM a s 95% konfidenénim intervalem. Obrdzek na zdkladé publikace
Pourovd (2019).
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7.4. Vasodilatacni ucinky parentniho kvercetinu

Prace
e Porcu EP, Cossu M, Rassu G, Giunchedi P, Cerrib G, Pourovd J, Najmanovd I, Migkos T,
Pilafova V, Novdkovd L, Mladénka P, Gavini E. Aqueous injection of quercetin: An
approach for confirmation of its direct in vivo cardiovascular effects. Int J Pharm 2018;
Feb 21,;541(1-2).224-233

| kdyZ se v nasi praci vénujeme hlavné vasoaktivité metabolitli, nevylu¢ujeme ani vliv
pavodnich polyfenolickych latek. Jak jiz bylo zminéno, pfirodni polyfenoly maji obecné malou
biodostupnost, kterd souvisi s velmi malou rozpustnosti ve vodé. To se tykd i jednoho
z nejrozsitenéjsiho flavonoid( v potravé, kvercetinu. Jeho rozpustnost ve vodé je vyrazné
limitovana a ¢&ini 2,15 mg.L™ pfi 25 °C. Jednou z moZnosti, jak zvysit jeho rozpustnost ve vodé, je
tvorba disperze s vhodnym polymerem. Ve spoluprdci s kolegy z Univerzity v Sassari, byla
pfipravena disperze s polyvinylpyrrolidonem D12L, kterd umoZiiuje rozpustit priblizné 45 mg
kvercetinu na mililitr volného roztoku. K ovéteni vlivu kvercetinu na krevni tlak jsme pouzili i.v.
podani, které obchazi absorpci a tvorbu metabolitdl mikroflérou. U normotenznich
anestezovanych potkand doslo po bolusové aplikaci k poklesu systolického a zejména

diastolického krevniho tlaku, coZ naznaduje vasodilatacni ucinek (obrazek 31). Variabilita mezi



zvifaty vSak byla znaénd, G¢inna ddvka se pohybovala mezi 0,1-2,5 mg.kg*. Pokles krevniho tlaku

navozeny v paralelnich kontrolnich pokusech samotnym PVP byl znatelné nizsi.
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Obr.31 Maximdlni zména systolického a diastolického krevniho tlaku po bolusové i.v. aplikaci
disperze kvercetinu s polyvinylpyrrolidonem (D12L) a samotného polyvinylpyrrolidonu (PVP) (n=4
a 2). Hodnoty jsou vyjadreny + SD. Obrdzek na zdkladé publikace Porcu (2018).

Nasledné jsme u spontanné hypertenznich potkand zkoumali dlouhodoby ucinek
po jednordzovém i.v. poddni 5 mg.kg! pomoci opakovaného neinvazivniho méfeni krevniho
tlaku manzetou na ocase. Vtomto pfipadé byl zjiSstén prolongovany pokles, ktery vrcholil
5 hodin od aplikace a dosahl snizeni asi o 30 % plvodni hodnoty (obrdzek 32). Samotny PVP
rovnéz snizoval krevni tlak, ale znatelné méné. Soubézné probihajici farmakokineticka studie
ukazala velmi rychly pokles plazmatické hladiny kvercetinu béhem prvnich 15 minut a hlavnimi
identifikovanymi metabolity byly isorhamnetin a kvercetin-3-O-glukuronid. Tyto latky se proto
mohly podilet na pozorovaném ucinku. Maximalni plazmatické koncentrace dosahly

u kvercetinu hodnotu mezi 15-20 uM, u metabolitl jednotky pM.
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Obr.32 Ucinky disperze kvercetinu s polyvinylpyrrolidonem (D12L) na krevni tlak bdélého
spontdnné hypertenzniho potkana v ddvce 65 mg.kg™ (odpovidd 5 mg.kg™ kvercetinu). Hodnoty
jsou vyjadreny #SD. *p<0,05, **p<0,01 vs samotny polyvinylpyrrolidon. Obrdzek
na zdkladé publikace Porcu (2018).

7.5. Zhodnoceni dosazenych vysledku

Prirodni polyfenolické latky jsou spojovany s rlznymi terapeutickymi ucinky véetné
Ucinkd na kardiovaskuldrni systém a KVO [270, 289]. Klinické studie se typicky zaméruji na ptijem
potravy bohaté na pfirodni polyfenoly a na kardiometabolické biomarkery [290]. Pozitivni vliv
je v klinickych studiich sice vSeobecné akceptovan, nicméné presvédcivy diikaz komplikuje fada
skutecnosti. Zejména: (1) dostupné studie nejsou metodicky jednotné, coz prispiva k variabilité
vysledkd, (2) pfijem dietou se obecné nespolehlivé méfi (Casté je pouZiti dotaznikd), (3) vysledky
ovliviuji dalsi dalezité faktory jako jsou regiondlni odliSnosti v Zivotnim stylu nebo velké
interindividualni rozdily napf. v pfitomné gastrointestindlni mikroflére, a konecné (4) samotna
skupina polyfenoll je velmi rozmanitd, ucinky jednotlivych zastupcl nebo rlznych smési se
od sebe mohou lisit. Stanoveni konkrétnich dietnich doporuceni je proto obtizné. V optimalnim
pfipadé by mélo byt pripraveno na miru pro konkrétniho jedince nebo populaci, coz narazi
na realizovatelnost v praxi. Za hranici prokazatelného priznivého vliv na kardiovaskularni
onemocnéni a kardiovaskularni mortalitu je nékdy povazovan pfijem celkovych polyfenoll
nad ~500 mg/den [270]. Pozitivni Ucinky pfirodnich polyfenolt by mohl presvédcivéji prokazat
zakladni vyzkum, ale i zde nardZime na nejednotnou metodiku a Siroké spektrum testovanych

latek nebo smési [291-293], coz ztéZuje interpretaci vysledkd. Dalsim podstatnym problémem
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je, Ze ne vSechny klinické a zakladni studie zohledriuji dva dllezZité farmakologické rysy

pfirodnich polyfenoll: obecné malou biodostupnost a vyssi miru metabolizace [294].

Zde predkladdané prace patfi do zakladniho vyzkumu. Sleduji vliv pfirodnich
polyfenolickych latek nebo jejich metabolitll na kardiovaskularni systém, zejména vasodilatacni
ucinky. Vzhledem k nizké biodostupnosti jsme pracovali s hypotézou, Ze testované latky mohou
mit G¢inné metabolity, které se vyznamné podileji na farmakologickém ucinku. Z tohoto dlivodu
byly postupné testovany parentni glykosidy, aglykony a vybrané metabolity. Protoze
neexistovaly presvédcivé informace ve prospéch metabolitl prvni nebo druhé faze, testovali
jsme zastupce obou skupin. Prace probihala na tfech urovnich: 1) Gvodni screening ex vivo;
2) ovéreni Gcink( in vivo UCink( u nejucinnéjsich latek; a 3) hledani moZzného mechanismu
vasodilata¢niho Ucinku téchto latek ex vivo. V predklddané habilitacni praci jsou zahrnuty tfi

typy latek strukturalné blizkych latek: flavonoly, isoflavony a flavonolignany.
Screening vasodilatacniho Géinku

Prvni a zatim nejrozsahleji testovanou skupinou byly flavonoly, konkrétné kvercetin,
jeho glykosid rutin a vybrané metabolity. Kvercetin byl zvolen z nékolika divod(: 1) je jednim
z nejcastéjSich flavonoidl v potravé; 2) ma jiz prokazané urcité Gcinky (slaby inhibitor PKC)
[320]; a zejména 3) existovaly informace o jeho rozdilnych tcincich po per os a i.p. podani [280],
coz odpovidalo nasi hypotéze o vlivu kolonickych metabolit(i. Dale byly testovany isoflavony —
zatim dokonceny glykosidy a pfislusné aglykony, a silymarinové flavonolignany — parentni latky
a jejich sulfatované konjugdty. Vzhledem ktomu, Ze latky jedné podskupiny jsou mnohdy
metabolizovany obdobnym zplsobem za vzniku fady spolec¢nych metabolitl, prace pokryva

metabolity Sirsi skupiny patentnich latek.

Vasoaktivita testovanych glykosidii ex vivo na aorté potkana byla jen velmi mala
nebo zadnd, proto jsme v jejich dalSim zkoumani nepokracovali. Aglykony byly Gcinnéjsi.
Na potkani aorté se hodnota ECso pohybovala v nizSich desitkdch uM (flavonoly kvercetin,
tamarixetin, isorhamnetin; isoflavony biochanin A, glycitein a genistein, flavonolignany silybin A
a silychristin). Screning ex vivo jsme neddavno rozsitili o metodu izolované praseci koronarni
cévy. Vzhledem k podobnosti mezi lidskym a prasecim srdcem [295] predpokladame, Ze tyto
vysledky maiji solidni vypovédni hodnotu. Ukazalo se, Ze vasoaktivita na tomto modelu mlze
v nékterych ptipadech prekonat tu na potkani aorté. Zatim jsme stihli otestovat skupinu
parentnich isoflavond a hodnota ECso napf. pro biochanin A zde byla 5,5 uM oproti 25,4 uM

na potkani aorté.



Metabolity Il. faze (konjugaty) jsme dosud testovali pro kvercetin a pro flavonolignany
silymarinu. Jejich aktivita byla bud zanedbatelnd (kvercetin-3-O-glukuronid a ¢ast sulfatd
flavonolignant) nebo nejvyse srovnatelna s parentni latkou (ostatni konjugaty flavonolignant).
Vyjimkou byl silychristin-19-O-sulfat s ECso=19 uM. Jediny ndmi testovany dikonjugat byl zcela
neucinny. Konjugdaty v nasich pokusech sice nebyly ex vivo u¢innymi vasodilatatory, ale nebylo
by vhodné je z nasich dalSich uvah vylucovat. Nékteré jsou povazovany za nosice, které in vivo
hydrolyzou uvoliuji vasoaktivné ucéinnou latku. Konkrétné je vtéto souvislosti zmifovan
kvercetin-3-O-glukuronid [280, 296]. V nasich pokusech ex vivo to byla ale latka neucinnd
a ani v pokusech in vivo se nam vasodilatacni uUcinek nepodafilo prokazat (nepublikované
vysledky). Biologicky ucinek by podle literatury snad mohly mit i konjugaty metabolitd,
konkrétné pro 4-methylkatechol sulfat bylo zjisténo, Ze dokazal u potkand invivo zvratit

hypertrofii kardiomyocyt(i navozenou fenylefrinem [297].

Nejvice biologicky redlné ucinky jsme pozorovali u nékterych malych kolonickych
metabolitd. V souladu s utvodni hypotézou nékolik z nich navodilo vasodilataci ex vivo
a ucinnosti prekonalo parentni latky i jejich konjugdty. Vasoaktivita byla nasledné potvrzena
invivo. Poradi v uclinnosti se prekvapivé liSilo. Ex vivo byla nejucinnéjsi kyselina
3- (3- hydroxyfenyl)propionovd, in vivo kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctovd. Tento zdanlivy
rozpor se podafilo vysvétlit pti nasledujicich pokusech ex vivo s malymi rezistentnimi arteriemi,
které jsou pro krevni tlak rozhodujici. Latky s vySSim ucinkem na malé cévy ex vivo mély i vyssi
ucinek na krevni tlak in vivo. Je znamo, Ze u dilatace malych rezistentnich cév roste role
membranovych kandll K a vasodilatace nezavisla na NO za Ucasti kanal( IKc. Pravé tyto
mechanismy jsou na zakladé mechanistickych studii mozné u in vivo nejucinnéjsi latky, kyseliny

3,4- dihydroxyfenyloctové.
Doba trvani antihypertenzniho Gcinku

Prekvapenim, které odporovalo nasi hypotéze, bylo kratké trvani antihypertenzniho
ucinku jednotlivych kolonickych metabolitd jak po bolusovém, tak po infusnim in vivo podani.
To nicméné nemusi odpovidat skutecnosti, protoze tyto latky v realné situaci nepUsobi
samostatné. Abychom napodobili kontinudlni vstfebavani smési metabolitl z traviciho traktu,
vyzkouseli jsme infuzni podani nékolika rliznych dvojkombinaci zkoumanych latek. ProtoZe
pfiindividudlnim in vivo podani kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionovd v ucinku trochu
zaostdvala za dalSimi dvéma metabolity, logicky jsme ddvali vétsi nadéji do spole¢ného podani
kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové a 4-metylkatecholu. Prekvapivé to byla dvojkombinace

kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové a 4-metylkatecholu, ktera jako jedind vedla



k prodlouzeni uc¢inku na celou dobu infuze a pokles krevniho tlaku pfetrvaval i po jejim ukonceni.
Vysvétlenim by mohl byt rozdilny mechanismus Gc¢inku, kdy se zkombinovalo plsobeni
na endotelu zcela zavislé a zcela nezavislé. Je mozné, Zze mezi Ucinky dalSich dvou kombinaci
latek je urcity prekryv, a proto jsme vtéchto pripadech nenalezli synergistické plsobeni.
Z daného se da tedy predpokladat, Zze pro vasoaktivitu polyfenolu je dulezita pravé tato souhra
ucinkl vice latek vcetné kolonickych metabolitl. Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova byla
v dvojkombinacich o néco méné ucinna, nicméné je nutné si uvédomit, ze (1) je casto
povazovana za dominantni humanni metabolit rGznych kvercetinovych glykosid [272, 298-
300], a (2) vykazuje Sirsi spektrum pfiznivych biologickych ucinkd — napf. inhibuje sekreci
prozanétlivych cytokin( v mononukledrech [301], in vitro vychytava volné radikaly a snizuje
toxicitu navozenou H,0, [302]. Svym redlnym vyznamem tak mze predcit jiné metabolity. V jeji
prospéch mluviito, Ze je soucasti fyziologického metabolismu. Pfetrvavajici ucinek po ukoncéeni
infuze nastolil také otazku moziného presunu latek do vaskularni tkdané. U kyseliny
3,4- dihydroxyfenyloctové a u 4-metylkatecholu dvojkompartmentova analyza skutecné
prokazala rychlou distribuci [303]. Nyni obdobnym zplsobem zkousime in vivo trojkombinace

latek (dosud nepublikovano).
Koncentrace v plazmé

Pro vyuziti zakladniho vyzkumu je dulezity nejen farmakologicky Ucinek latky, ale také
redlnd dosaZitelnost potiebné koncentrace v plazmé. Glykosidy i aglykony polyfenold maiji
obecné malou biodostupnost, napf. biodostupnost glykosidu rutinu a jeho aglykonu kvercetinu
je odhadovana na pouze 0,3-1,4 %. Podobné parentni silymarinové flavonolignany se dostavaji
do centralniho kompartmentu méné nez z 1 % [304]. Pfi bézné dieté plazmatické koncentrace
parentnich latek vétSinou nepresahuji 1 uM [305-307]. Vyssich koncentraci je moZzné dosahnout
zvySenim pFijmu nebo pouzitim novych lékovych forem [308], zejména nanocastic. U silybinu
byla takto navozena plazmatickd koncentrace v desitkdch UM [309]. S vy$Sim pfijmem nasledné
stoupa i tvorba metabolitd, mezi pfijmem polyfenolll a hladinou metabolitl v plazmé je linearni
vztah [310]. Zdostupnych farmakokinetickych uGdajd dale vyplyva, Ze vétsSina polyfenoll
z potravy dosahuje maximalni plazmatické koncentrace béhem 1-2 hodin po poziti. Vyjimkou je
napf. rutin, kdy cmax pro jeho aglykon kvercetin je navozena asi po 9 hodinach [306]. Koncentrace
v plazmé rychle klesaji (T2 ~ 1-2 hodiny), Cili udrzeni plazmatické hladiny vyZaduje opakovany
pfisun polyfenoll z traviciho traktu. Plazmatické hladiny konjugatt aglykont se vétsinou méni
podobné jako u parentnich latek. Kolonické metabolity vznikaji béhem prichodu glykosid

a aglykonl tlustym stfevem a postupné se vstfebdvaji [275]. Maximalni plazmaticka
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koncentrace je navozena se zpoZzdénim, napf. po poZiti smési polyfenold Cinila u kyseliny
3,4- dihydroxyfenyloctové asi 8 hodin [311]. Podobné hladina kyseliny
3- (3- hydroxyfenyl)propionové v plazmé stdle stoupala i za 6 hodin po konzumaci napoje
bohatého na polyfenoly [312]. Za vstfebanim fenolickych kyselin pravdépodobné stoji

transportéry pro monokarboxylové kyseliny MCT [313].

V nasich pokusech ex vivo spotkani aortou byla u nejicinnéjsiho kolonického
metabolitu, kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové, hodnota ECso pro vasodilataci v jednotkach
KM. V pokusech in vivo byla nejmensi ddvka navozujici signifikantni pokles krevniho tlaku
0,5 mg.kg? kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové. Odhad timto navozené koncentrace v plazmé
neni snadny. Vzhledem k tomu, Ze ve farmakokinetické studii jsme u potkana po podani davky
10 mg.kg? kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové nalezli plazmatickou cmax=19 pg.ml?t [314],
po aplikaci davky 0,5 mg.kg™ mohla byt dosazena cmex do 1 pg.ml?, coz by odpovidalo nizdim
jednotkam pM. Obdobné mizZeme ucinnou koncentraci u potkana zhruba odhadnout u kyseliny
3,4-dihydroxyfenyloctové a 4-methylkatecholu rovnéz na jednotky uM. Aproximace nasich
vysledk(l u potkana na ucinnou davku u ¢lovéka je velmi obtiznd, ale predpokladame, Ze muze
byt fadové podobna. Z dostupnych humanni studii vyplyva, Ze dosaZitelné hladiny nami
studovanych tfi metabolitd jsou stovky nM ai nizsi jednotky pM pro kyselinu
3- (3- hydroxyfenyl)propionovou  [312, 315-317] a stovky nM pro kyselinu
3,4- dihydroxyfenyloctovou [311, 315, 317]. Pro 4-metylkatechol bohuzel chybi informace,
jedinym dostupnym Udajem je hladina konjugdtu 4-metylkatechol sulfatu, coz byly nizsi
jednotky uM [310]. Ohledné koncentrace v humanni plazmé vyplyva ze stejnych zdrojl jesté
jeden zajimavy fakt a to, Ze nékteré kolonické metabolity maji v plazmé bazalni hladinu navzdory
svému kratkému polocasu [303, 314]. U kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové to je pfiblizné
100 nM [311], u kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové desitky nM [318]. To je v souladu
s hypotézou kontinualniho pfisunu metabolitl polyfenoll z potravy diky pozvolné metabolizaci.
V pfipadé kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové ale plati, ze vtéle vznika i fyziologicky jako
metabolit dopaminu [272], coZ zaroven implikuje existenci pfirozeného zplUsobu metabolizace

a nizkou toxicitu. Bazalni hladinu ma i konjugdat 4-metylkatechol sulfat [319].

Nizkou biodostupnost kvercetinu jsme v jednom obdobi zkusili obejit pouZitim jeho
disperze s polyvinylpyrrolidonem. Rozpustnost kvercetinu se tak zvysila asi dvacet tisickrat
a po i.v. aplikaci skute¢né dokazal prolongované snizit krevni tlak. Zaroven se ukdzalo, Ze i.v.
podany kvercetin se velmi rychle metabolizuje. Ve stejné dobé jsme také prokazali, Ze

za Ucinkem polyfenol( stoji alespon castecné metabolity. Ve snaze o zvyseni biodostupnosti



jsme proto jiz nepokracovali. V dalSich pokusech jsme se vénovali metabolitiim, coZ spojuje dvé

velké vyhody — Ucinnost a obvykle dobrou rozpustnost ve vodé.
Interindividudlni variabilita v tvorbé metabolit

V plsobeni polyfenolickych latek na kardiovaskularni systém a KVO hraje roli velka
interindividualni variabilita. Ta se tyka i tvorby Ucinnych metabolitd mikrobiomem. Kolonicky
mikrobiom predstavuje komplex aZ tficeti Sesti tisic druh( baktérii [320], schopnost
metabolizace polyfenold maji jen nékteré z nich. Mezi jedinci jsou velké rozdily a rozdilné je
i spektrum vzniklych metabolitll. Nicméné za hlavni metabolity kvercetinu a jeho glykosidu jsou
u ¢lovéka iu potkana povazovany kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctova a 3-hydroxyfenyloctova
[272], coZ byly latky Uéinné v nasich experimentech. U isoflavonli je vtomto ohledu situace
metabolit, equol, jiz jen 30-50 % [272, 276, 321]. O interindividudlni variabilité v metabolismu
silymarintli je malo informaci, ale zda se, Zze bude znaéna [322]. V souvislosti s mikrobiomem je
tfeba brat také v potaz, ze vliv je vzajemny a dochazi napf. k ovlivnéni membranovych
transportérl pro karboxylové kyseliny [323]. Vyznam vlivu pfirodnich polyfenol( na mikrobiom
stoupd s dlouhodobym opakovanym pfijmem. V nasich pokusech in vivo jsme obesli vliv
metabolizace a absorpce tim, Ze jsme testované latky véetné metabolitl podavali intravendzné.
Bylo by zajimavé rozsifit nasi praci o dlouhodobéjsi pokusy s per os poddnim ptirodnich

polyfenold.

8. Shrnuti, probihajici prace a mozné sméry do budoucna

v e

pfirodnich polyfenoll, zejména se snazi poodhalit zodpovédné latky a jejich mechanismy
ucinku. Pokud je ndm zndamo, tak v roce 2016 jsme jako prvni prokdazali, Zze malé kolonické
metabolity vzniklé vlivem stfevni mikrofléry mohou mit hemodynamické Gcinky [314] a Ze tyto
ucinky mohou nastat v klinicky dosaZitelnych koncentracich. Ty se sice nemohou méfit
s ucinnymi koncentracemi zavedenych léciv (hodnoty ECso ex vivo nejucinnéjsich latek jsou
v jednotkach az nizsich desitkach uM, zatimco napf. u kalciového blokatoru nifedipinu to je
4,47 nM [324]), nicméné je tfeba mit na paméti, Ze se nejedna o léciva, nybrz o latky pfijimané

v ramci diety anebo jako doplnky stravy.

| pfes tyto namitky o atraktivnosti ptirodnich polyfenol( svédci:
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e rostouci vyzkum jejich biologickych ucink( a hledani potencidlnich indikaci. PGvodni
vnimani polyfenol( jako antioxidantl se posunulo a dnes jsou chapany jako latky
s komplexnim plsobenim na lidsky organismus [270]

¢ vyvoj novych lékovych forem vcetné nanocastic s cilem zvysit biodostupnost [308, 325]

e zkoumani mechanismu ucinku, kde je stile vétsi ddraz kladen na metabolity.
U mikrobidlnich metabolitd flavonoidl jiZz byly prokazany napr. ucinky antioxidaéni,
protizanétlivé, antidiabetické, neuroprotektivni, proti rakoviné tlustého stfeva [276]
a v pfimém vztahu ke kardiovaskuldrnimu systému inhibice angiotenzin konvertujiciho
enzymu [326] a antitrombotické ucinky [284]. Podobné byly kardiovaskularni ucinky
popsany u metabolitd isoflavon(, napf. protidestickové [327] anebo vliv na hladinu LDL
cholesterolu a poruchu vaskuldrni poddajnosti u equolu [328]

e ovérovani interakci se znamymi léCivy jak v zdkladnim vyzkumu (kvercetin u potkant
zesilil protektivni Ucinky losartanu pfi kardiotoxicité [329]), tak v humannich studiich
(silymarin v kombinaci s  atenololem a furosemidem prohloubil pokles tlaku krve,

zlepsil lipidovy profil a redukoval mikroalbuminurii [330])

ve

Nase vysledky potvrzuji pfiznivé kardiovaskuldrni ucinky ptirodnich polyfenolickych
latek. Antihypertenzni pUsobeni je pravdépodobné zprostfedkované vasodilataci ve velkych
odporovych i vmalych rezistentnich arteriich. Parentni glykosidy jsou témér neucinné
a nepresvédcivé vyznéla i vétdina testovanych konjugattl. Ucinek jsme naopak prokazali
u nékterych aglykonu, napt. kvercetinu, silybinu A, biochaninu A, a zejména u nékterych malych
kolonickych metabolitd. Mechanismus vasodilata¢niho Gc¢inku byl u rdznych latek jednoznacéné
odlisny. Nasli jsme plisobeni jak vylu¢né na endotel, tak vylucné na hladky cévni sval i jejich
kombinaci. Rozmanitost Uc¢inkl se zda byt vyhodna, protoZze umozriuje zasah na vice mistech
vasodilatacni kaskady, jak se ukdzalo pfi testovani dvojkombinaci latek. Testovani in vivo
probéhlo bolusovym podanim a i.v. infuzi. Ta se nejvice bliZi redlné situaci, protoZe kolonické
metabolity se do centrdlniho kompartmentu dostavaji postupné a jejich farmakokinetika nejvice
pfipomind pravé pomalou iv. infuzi. Za dllezity vysledek pro dalsi praci povaZujeme,
Ze dlouhodoby pokles krevniho tlaku se nam podafilo navodit pouze pomoci infuze kombinaci

latek.

Nyni planujeme pokracovat jak v ex vivo screeningu vasodilatacnich latek na bazi

pfirodnich polyfenold, tak v ovérovani jejich ucinkd in vivo a v mechanistickych studiich:

e vramciex vivo screeningu jsme nedavno dokoncili pokusy s metabolity isoflavond, jako

nejvice ucinné se ukazaly equol a O-desmethylangolensin. V tuto chvili probiha
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zpracovani vysledkl a priprava publikace. Nyni chceme rozsifit skupinu kolonickych
metabolitd kvercetinu o jejich konjugaty. PouZijeme jak model potkani aorty, tak praseci
korondrni cévy. Prvnim testovanym bude 4-methylkatechol sulfat. Dale do budoucna
jsou obdobné v planu konjugaty isoflavonl a jejich metabolitl. U silymarinu chceme
screening doplnit o dalsi konjugaty, glukuronidy. S testovanim jejich malych metabolitt
zatim nepocitdme, protoze neni zndmo, ze by silymariny mély malé kolonické
metabolity. Z dostupnych informaci také vyplyva, Ze jejich metabolismus I.faze je
margindlni a ani v in vitro podminkdach neprekracuje 1-2 % substratu [331].

V in vivo pokusech jiZ zacalo testovani ucinnych metabolitl isoflavond. U prvniho z nich,
O-desmethylangolensinu, podaného jako bolus jsme nasli antihypertenzni ucinek
v ddvce 2,5 mg.kg. V dohledné dobé rozsifime préci o dalsi uginny metabolit, equol,
ataké o kyselinu 3-hydroxyfenyloctovou ze skupiny metabolitl flavonoll. Vidy
vyzkousime podani bolusové, pomalou i.v. infuzi a rzné kombinace s jinymi Géinnymi
metabolity. Pokud ve screeningu nalezneme dalsi Ucinny vasodilatator, i ten bude
nasledné testovan in vivo.

V mechanistickych studiich nyni vyhodnocujeme vysledky pro O-desmethylangolensin
pro chystanou publikaci. Testujeme mechanismus vasodilatace kyselinou
3- hydroxyfenyloctovou zatim na aorté potkana, ndsledné probéhnou obdobné pokusy
na praseci korondrni cévé. Dalsi latky budou testovany na mechanismus podle
Uspésnosti ve screeningu a in vivo testech. Pro hlubsi pozndni mechanismu
vasodilata¢niho Uc¢inku chceme rozsifit skalu testd. Na modelu praseci koronarni cévy
jsme nedavno zavedli nové mechanistické pokusy s inhibici adenylatcyklazy a solubilni
guanylatcyklazy, které nyni planujeme zavést i na potkani aorté. Zcela nové chceme
na obou modelech vyzkouset pokusy s aktivatorem proteinkindzy C, bryostatinem.

Je zfejmé, Ze priznivé Ucinky pFirodnich polyfenoll a jejich metabolitl na KVO vychazeji
spiSe z dlouhodobého plsobeni nez z akutniho. Zde prezentované prace sledovaly
akutni ucinky na hemodynamiku. Pfinosné by bylo rozsifeni nasi prace o dlouhodobé;jsi
studie. Ty by lépe odraZzely opakovany prijem polyfenoll potravou anebo formou
potravinovych doplikd. Zaroven by mohl probéhnout reciprocni vliv polyfenold
na mikrobiom, ktery v redlné situaci nepochybné existuje [277]. K témto pokusim by
bylo mozné vyuZit napf. neinvazivniho méreni krevniho tlaku, které mame k dispozici.
Asi nejpresvédcivéjsi vysledky by prinesly telemetrické pokusy, o nakup prislusného

vybaveni nyni usilujeme.
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