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Abstrakt

Cévni hladkosvalové bunky vykazuji jistou miru fenotypové plasticity. Za uréitych podminek
jsou pln¢ diferencované buiky schopné projit procesem dediferenciace a ,restartovat™ tim
program rustu a proliferace. Pro studium dediferenciace bunék hladkého svalu cév je vhodna
metoda organové kultury, ktera umoziuje studovat zmény fenotypu bunék. Cilem prace bylo
objasnit zakladni charakteristiky kontraktility potkanich femoralnich artérii kultivovanych
Vv médiu po riznou dobu (jeden az tii dny). Dale byl studovan ucinek fetalniho hovéziho séra
obsahujictho mnozstvi ristovych faktort a jinych biologicky aktivnich molekul na
kontraktilitu artérii. Vedle toho jsme se snazili oslabit proces dediferenciace omezenim vstupu
extracelularniho vapniku, ktery je dilezitym druhym poslem dé&ji spojenych mimo jiné
sristem a proliferaci bunék. K tomu jsme vyuzili kultivaci s nifedipinem, inhibitorem
napétim ovladanych vapnikovych kanalt. Kultivace v podminkach bez fetalniho hovéziho
séra jen mirn¢ snizuje kontraktilitu artérii, naproti tomu kultivace se sérem kontraktilitu
vyrazné oslabuje. K hlavni zméné kontraktility vyvolané kultivaci se sérem dochazi jiz po 24
hodinach kultivace. Kultivace s nifedipinem zlepSuje kontraktilitu femoralnich artérii.
V pribéhu organové kultury dochazi nejen ke snizeni arterialni kontraktility, ale 1 ke

kvalitativnim zméndm na véapniku zavislych slozek arterialni kontrakce.

Klicova slova: cévni hladkosvalové bunky; fenotypova plasticita, organova kultura



Abstract

Vascular smooth muscle cells display a certain level of phenotype plasticity. Under specific
conditions fully differentiated cells are able to undergo dedifferentiation and to restart growth
and proliferation. An organ culture method is a useful technique for the analysis of
dedifferentiation of vascular smooth muscle cells, because it provides an opportunity for
studying the changes in cell phenotype. The aim of this study was to investigate the basic
contractile characteristics in rat femoral arteries cultured for different time periods (from one
to three days). In addition, the effects of fetal bovine serum (FBS), that contains various
growth factors and other biological active molecules, on contractile function were studied. We
also tried to attenuate cell dedifferentiation by lowering the calcium influx, because calcium is
an important second messenger participating in cell growth and proliferation. To achieve this
goal we used cultivation with nifedipine, a voltage-dependent calcium channel inhibitor. The
cultivation without FBS slightly decreased arterial contractility, whereas the cultivation with
FBS decreased arterial contractility considerably. The major change in contractility of arteries
cultivated with FBS occurred approximately within 24 hours of cultivation. The cultivation
with nifedipine improved the contractility of femoral arteries. Apart from a lower arterial
contractility, there are also important changes in the contribution of different components of

calcium-dependent arterial contraction in the course of the organ culture.

Keywords: vascular smooth muscle cells; phenotype plasticity, organ culture



Obsah

SEZNAM ZKIALEK ...t 2
L VO oo 4
2 SpiraZeni excitace a KONEIaKCE ...........cooiiiiiiiiiiiiiii e 5
2.1 VAPNIKOVA SIZNALIZACE .....eeuveiiiiiiiieiiieie it sttt sttt sttt bbb bbb st e et e seesneeees 5
211 VAPNIKOVE KANALY ... e 6

2.2 VAPNIKOVASENZITIZACE ....vvcveiei ettt sttt be et et sre e e e be e sreanes 8
2.3 Vybrané typy VaZOKONSIIKCE .......civeriiiiieieiisiesie e 10
2.3.1 K™ -induKovana KONEIAKCE ..........ccueveviieieiieieeise ettt 10
2.3.2 Fenylefrinova KONITaKCe ........ccviiiiieiiiece e 10
2.3.3 TromboXanova KONIraKCe ........c.eivieiiiiiiiiiiiiit et 11
234 SErotoNINOVA KONIIAKCE ...vveiviiiiiiiiiiieeiee ettt sttt st sttt st e nree s 12

3 SpraZeni excitace a tranSKIiPCe...........ccoooiiiiiiiiiii i 14
3.1  Faktor odpovidajici na sérum (SREF) ......cccccciiiiiiiiiiiie e 14
3.2 Protein vazajici se na cAMP-odpovidajici element promoteru (CREB)...........ccccoeviiinennee. 15
3.3 Jaderny faktor aktivovanych T-lymfocytlh (NFAT) ....cccccoiiiiiiiiiiiiie e 16

L Voo [0 F=Totc (=T a0 Y o LU SRS SRUURRRSRPN 18
5 Organova KUITUTA ..........oooiiiiiiiie e bbb sib et e sareesneeas 19
Clile dIPIOMOVE PIACE..........ccooviiiiiiiiiiice et r e nenne e 20
IMIBEOTIKE ...ttt 21
VWSIEAKY ...ttt e e b e ettt r e re e e 24
DUHSKUZE ...t 40
Y2 PSP TRTPPP 46



Seznam zkratek

[Ca®*]; — intracelularni koncentrace vapniku (intracellular calcium concentracion)

2-APB - 2-aminoethoxydifenyl borat (2-Aminoethoxydiphenyl borate)

5-HT,aR — serotoninovy receptor (5-hydroxytryptamine receptors ,a)

AR — adrenergni receptor (adrenergic receptor)

BKca — vysokovodivostni na vapniku zavisly draslikovy kanal (big conductance potassium
channel)

CaM — kalmodulin (calmodulin)

CaMK - kalcium/kalmodulin dependentni proteinkinaza (Ca®*/calmodulin-dependent protein
kinase)

CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat (cyclic adenosine monophosphate)

cGMP — cyklicky guanosinmonofosfat (cyclic guanosine monophosphate)

CRE - cAMP-odpovidajici element promoteru (CAMP response element)

CREB - protein vazajici se na cAMP-odpovidajici element promoteru (CAMP response
element-binding protein)

CPI-17 - hladkosvalové-specificky inhibi¢ni protein fosfatdzy lehkého fetézce myosinu
(C-kinase potentiated Protein phosphatase-1 Inhibitor)

DAG - 1,2-diacylglycerol (1,2-diacylglycerol)

DMEM - Dulbeccem modifikované Eagleho minimalni esencidlni médiu (Dulbecco’s
modified Eagle's medium)

FBS — fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum)

GPCR — receptor sprazeny s G-proteinem (G protein—coupled receptors)

IP; — inositol-1,4,5- trisfosfat (inositol-1,4,5- trisphosphate)

IPsR — inositoltrisfosfatovy receptor (inositol trisphosphate receptor)

KPSS — roztok o vysoké koncentraci K* (high potassium physiological salt solution)

L-VDCC - napétové ovladané vapnikové kanaly typu L (L-type voltage-dependent calcium
channels)

MAPK — mitogenem aktivovana proteinkinaza (mitogen-activated protein kinase)

MEF2 — zesilujici faktor myocytd 2 (myocyte-specific enhancer factor 2)

MLCK - kinaza lehkého fetézce myosinu (myosin light-chain kinase)

MLCP - fosfataza lehkého fetézce myosinu (myosin light-chain phosphatase)

MRTF — transkrip¢ni faktory pfibuzné myokardinu (myocardin-related transcription factor)
NFAT — jaderny faktor aktivovanych T-lymfocyta (nuclear factor of activated T-cells)

Orai — por formujici molekula (calcium release-activated calcium channel protein)

PDGF — destickovy rustovy faktor (platelet-derived growth factor)

PKC — proteinkinaza C (protein kinase C)

PLC — fosfolipaza C (phospholipase C)

PSS — fyziologicky roztok (physiological saline solution)

ROC - receptorem aktivované kanaly (receptor-operated channel)

ROK — Rho-kinaza (Rho-associated protein kinase)

RyR — Ryanidonové receptory (ryanodine receptor)



SERCA — vanikova ATPéza sarkoplazmatického retikula

SIRNA — mala interferujici RNA (short interfering RNA)

SOC — kanaly zavislé na depleci vnitinich zasobaren (store-operated channel)

SRF — faktor odpovidajici na sérum (Serum response factor)

STIM — stromalni interagujici molekula (stromal interaction molecule 1)

TRP — neselektivni kationtové kanaly (transient receptor potential channels)

T-VDCC — napétové ovladané vapnikové kanaly typu T (T-type voltage-dependent calcium
channels)

TxA2R — tromboxanovy receptor (thromboxane receptor A,)

VSMC — cévni hladkosvalové bunky (vascular smooth muscle cell)



1 Uvod

Cévni hladkosvalové bunky (VSMC) se vyznamné podileji na kontrakci cév a regulaci
krevniho tlaku. Abnormality v kontraktilnim apardtu VSMC jsou zapojeny do patogeneze
mnoha kardiovaskularnich nemoci. Na rozdil od kardiomyocyti a bun¢k kosternich svali,
které prochéazeji termindlni diferenciaci, VSMC dospélych jedincti si udrzuji plasticitu
aplynule ptrechdzeji  z diferencovaného  (kontraktilntho) do  dediferencovaného
(proliferujiciho) fenotypu a opacné. V piipad¢ potieby jsou VSMC schopné piizpusobit se
novym podminkdm. Mezi takové piipady patii angiogeneze, remodelace cév po poranéni,
cévni nemoci jako napiiklad ateroskleréza a dal$i, jejichz soucasti mohou byt zmény
koncentrace rastovych faktori, cytokini nebo proteinii extracelularni matrix. Soucasti
adaptace VSMC je zména genové exprese a celkova zména fenotypu bunky. V minulosti se
uvazovalo, ze cesty vedouci ke kontrakci nebo k proliferaci, jsou striktné oddéleny, ale nyni
existuji dikazy, Ze tyto cesty jsou velmi izce propojené. Bézn¢ se pouziva termin ,,sprazeni
excitace a kontrakce* a ,,spiazeni excitace a transkripce®, které v jednoduchosti vyjadiuji

spojeni excitace bunky s jeji kontrakei a/nebo s transkripci gent.



2 SpraZeni excitace a kontrakce

Stimulace VSMC vazokonstrikénim agonistou vede k fosforylaci 20 kDa regulacni
podjednotky lehkého fetézce myosinu, kterd zvySuje myosinovou ATPazovou aktivitu
a zesiluje kontrakci (Somlyo a Somlyo, 2003). Na regulaci
fosforylovaného/defosforylovaného stavu lehkého fetézce myosinu se podili dva protichtidné
pracujici proteiny: kinaza lehkého fetézce myosinu (MLCK) a fosfataza lehkého fetézce
myosinu (MLCP). Souhrnné schéma je mozné vidét na obrazku 1 Spiazeni excitace

a kontrakce na strané 9.

2.1 Vapnikova signalizace

Podstatou vapnikové signalizace je zvyseni [Ca®]; a aktivace MLCK kalmodulinem (CaM)
s navazanym vapnikem (Isotani et al., 2004). Nasledna fosforylace lehkého fetézce myosinu
je soucasti kontrakce VSMC. Vstup Ca?* do buriky je asociovan obecné s aktivaci Gyt
podjednotky trimernitho G proteinu. Ggu1 aktivuje fosfolipazu Cp (PLCg), kterd Sstépi
fosfatidylinositoly na druhé posly: inositoltrisfosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG) (Wu et al.,
1992). IP; se vaze na své receptory V sarkoplazmatickém retikulu a uvolfiuje do cytosolu Ca*
z vnitinich zasob (Berridge, 1993). DAG mize aktivovat receptorem aktivované kanaly
(ROQ), které jsou pravdépodobné soucasti rodiny neselektivnich kationtovych kanalt (TRP)
(Albert a Large, 2002) (viz kapitola 2.1.1.2 Neselektivni kationtové kanaly). Tyto dva dé&je
vedou k depolarizaci buiiky, otevieni na napéti zavislych Ca®* kanald typu L (L-VDCC)
a masivnimu vstupu Ca?* do bunky. Ca?* se vaze na CaM a spole¢né aktivuji MLCK (viz
obr. 1 SpfazZeni excitace a kontrakce; strana 9). Uvolnéni Ca** ze sarkoplazmatického retikula
otevira kanaly zavislé na wvnitinich zasobach (SOC), pravdépodobné také TRP, coz
zpusobi pomaly nardst [Ca®];i (Smani et al., 2004). Mezitim dochazi k aktivaci
vysokovodivostniho na Ca** zavislého kanalu pro draslik (BKca), hyperpolarizaci membrany
a zavieni L-VDCC (Nelson et al., 1995). [Ca*]; je dale ovlivnéna Ca®* ATPazami
sarkoplazmatického retikula (SERCA) respektive plazmatické membrany a Ca®* vyméniky
(Na/Ca vymeénik), které ji vyrazné snizuji (Berra-Romani et al., 2008).



2.1.1 Vapnikové kanaly

Ve VSMC existuji dva dilezité typy kanalti umoziiujici vstup Ca®* do buiiky. Kanaly na
napéti zavislé a na napéti nezavislé piinaseji do buiky odlisny Ca* signal, ktery odlisn¢

reguluje expresi genl a syntézu proteind.

2.1.1.1 Vysokovodivostni napét’ové ovladané Ca®" kanaly

Vysokovodivostni naptové ovladané Ca®* kandly (L-VDCC) predstavuji priméarni cestu
vstupu Ca®* do buiiky u diferencovanych VSMC. L-VDCC jsou aktivovany depolarizaci, maji
vysokou vodivost a pomalou inaktivaci (Catterall, 2000). Vstup Ca’* pies L-VDCC je
esencialni pro spfaZzeni excitace a kontrakce a tudiz i pro regulaci krevniho tlaku. Vedle toho
muize L-VDCC ovliviiovat 1 genovou expresi aktivaci na Ca?* zavislych transkripénich
faktorii (spfazeni excitace a transkripce). Béhem dediferenciace se snizuje mnozstvi funkénich
L-VDCC na povrchu buniky (Gollasch et al., 1998). To, ze funkéni L-VDCC tzce souvisi
s diferencovanym stavem VSMC, naznacuji i dalsi studie. U proliferujicich VSMC vedlo
zablokovani mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK) K zvySenému mnozstvi ayc por
formujici podjednotky L-VDCC a funkénich L-VDCC (lhara et al., 2002). MAPK je obecné
spojovana s ristem, migraci a proliferaci VSMC (Pulver-Kaste et al., 2006, Tokunou et al.,
2001, Xi et al.,, 1999). Zablokovani L-VDCC u diferencovanych mesenterickych artérii
pomoci transfekce siRNA vedlo k zvyseni bazalni [Ca?']; a sniZeni exprese markerovych genii
VSMC (Kudryavtseva et al., 2014). U dediferencovanych bunék byl nalezen dalsi typ VDCC,
T-VDCC (Kuga et al., 1996), ktery je aktivovan pfi nizkém napéti, ma malou vodivost a je
rychle inaktivovatelny (Perez-Reyes, 2003). Zda se, Ze se jedna o kompenza¢ni mechanizmus,

ktery vedle TRP hraje u dediferencovanych bun¢k dilezitou roli pii vstupu Ca®* do buiky.

2.1.1.2 Neselektivni kationtové kanaly

TRP (transient receptor potential channels) vytvafeji v membrané VSMC heterotetramerni
kationtové kanaly permeabilni pro Ca?*. Do rodiny TRP se fadi i kanaly v plazmatické
membrang, jejichz aktivace souvisi S vyprazdnénim vnitinich zdsob (SOC) a kanaly
aktivované agonisty prostfednictvim intracelularnich ligandi (ROC). Komponenty SOC jsou
proteiny rodiny TRPC1 (Bergdahl et al., 2005), respektive dalsich TRP (Saleh et al., 2006)
a pravdépodobné Orai a STIM, které slouzi jako zesilovace aktivity SOC (Liao et al., 2007).
Molekularnimi kandidaty pro ROC jsou hlavné TRPC3 a TRPC6 (Berra-Romani et al., 2008).
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K otevieni ROC dochazi cestou nezavislou na intracelularnich zasobach Ca®*. Aktivace
GPCR agonistou vede k vytvoreni DAG (viz kapitola 2.1 Vapnikova signalizace), ktery
stimuluje aktivaci ROC cestou nezavislou na proteinkinaze C (PKC) (Helliwell a Large,
1997) nebo pomoci navazani se na PKC (Albert a Large, 2002). Cesta aktivace SOC je zavisla
na vnitinich zasobach Ca®* a zahrnuje produkci IPs, ktery se vaze na IPsR a uvoliiuje Ca* ze
sarkoplasmatického retikula a nasledné zvyseni [Ca*']; stimuluje CaM k aktivaci SOC (Smani
et al., 2004). Pro studium u¢inku SOC kanalti na kontrakci se Casto pouziva permeabilni
inhibitor IP3R, 2-aminoethoxydifenyl borat (2-APB), ktery blokuje IP3R a tim neptimo i SOC
(inhibuje vyprazdnéné sarkoplazmatického retikula cestou IP3R) (Flemming etal., 2003).
2-APB také ucinn¢ blokuje ptimo SOC, pravdépodobn¢ interakci s kanalem z extracelularni
strany (Bakowski et al., 2001). Béhem kultivace dochazi k zvySeni exprese ur€itych izoforem
TRP a nariistu vstupu Ca** pres SOC (Bergdahl et al., 2005, Yu et al., 2003). Kultivované
cévy vSak reaguji na 2-APB méné nez cévy diferencované (Ren et al., 2010).
Mozné vysvétleni je, ze se zde vyznamné uplatiiuji stromalni interagujici molekuly 1 (STIM1)
a por formujici podjednotky (Orai) (Potier et al., 2009), které se v diferencovanych VSMC
téméf nevyskytuji (Berra-Romani et al., 2008, Potier et al., 2009). STIM1 a Orai navic nemusi
na inhibi¢ni u&inek 2-APB reagovat. STIM1 funguje jako Ca®* senzor sarkoplazmatického
retikula. Po depleci vnitinich zasob dochdzi v sarkoplazmatickém retikulu k relokalizaci
STIMI1 blizko k cytoplazmatické membrané (Wu et al., 2006). Orai je por formujici molekula,
ktera vytvafi kationtovy kanal v plazmatické membrané€. SniZzena exprese téchto molekul vede
k snizené aktivaci SOC (Potier et al., 2009). Kultivace VSMC zvySuje expresi STIMI i Orai
(Berra-Romani et al., 2008, Potier et al., 2009). Béhem kultivace také dochazi k zméné
aktivace SOC. Zatimco diferencované buiiky stimuluji SOC vice ptes ryanodinové receptory
(RyR) sarkoplazmatického retikula, dediferencované bunky snizuji podil RyR a zaroven
zvysuji podil IPsR na aktivaci SOC (Berra-Romani et al., 2008). To je pravdépodobné dano
snizenou expresi RyR u proliferujicich VSMC (Vallot et al., 2000). Pfechod z kontraktilniho
do proliferativniho fenotypu také vyrazng zvysuje aktivitu ROC (mékeno jako vstup Ba®* po
podani permeabilniho analogu DAG) (Berra-Romani et al., 2008). Dediferencovan¢ VSMC
vykazuji snizenou expresi L-VDCC (Gollasch et al., 1998), takze ROC a SOC mohou slouzit

jako kompenza&ni mechanizmus vstupu Ca?* do buiiky.



2.2 Vapnikova senzitizace

Viapnikové senzitizace je do znaéné miry nezavisla na Ca** a vede cestou fosforylace
a inhibice MLCP (viz obr. 1 Sprazeni excitace a kontrakce; strana 9). Existuji dvé zakladni
slozky inhibice MLCP vedouci k vapnikové senzitizaci: fosforylace regula¢ni podjednotky
MLCP (MYPT1) a fosforylace hladkosvalové-specifického MLCP inhibi¢niho proteinu
CPI-17, ktery se ve svém fosforylovaném stavu vaze na MLCP a tim ji inhibuje (Eto et al.,
2004). Rho-kinaza (ROK) je zodpovédna za fosforylaci obou proteini: MYPT1 i CPI-17
(Feng et al., 1999, Kureishi et al., 1997). CPI-17 muze byt fosforylovan i dal$imi kinazami
(Dimopoulos et al., 2007). Proti inhibiénimu u¢inku ROK na MLCP puisobi aktivace MLCP
pomoci ¢cGMP (Bolz et al., 2003). ROK se vedle inhibice MLCP podili na nariistu [Ca?"];
nezavislé na L-VDCC a vnitfnich zasobach, pravdépodobné ovlivnénim kanali aktivovanych
agonisty prostfednictvim intracelularnich ligandia (ROC) (Ghisdal et al., 2003, Kureishi et al.,
1997). Ca®* signalizace VSMC je zpravidla spojena s aktivaci Gg11 o podjednotky
heterotrimerického G-proteinu (Wu et al., 1992), kdezto aktivace malé GTP4azy RhoA a Ca®*
senzitizace je asociovana se stimulaci Giz13 o podjednotky (Suzuki et al., 2003). U nékterych
vazokonstriktorti (napf. angiotenzin, endotelin) byla prokazana stimulace nejen receptorti
spfazenych s Gy, ale také receptorii spfazenych s Gipnsz (Gohla et al., 2000) nebo Gi
(noradrenalin) (Bylund, 1992) napovidajici kooperaci Ca?* signalizace a Ca** senzitizace.
Fosforylace lehkého fetézce myosinu je potiebna také k lokomoci, migraci a cytokinezi
dediferencovanych VSMC (Fukata et al., 2001). Béhem kultivace VSMC z aorty dochazi
k relativnimu sniZeni urovné exprese nékterych proteinti specifickych pro kontraktilni fenotyp
(o-aktin, tézky fetézec myosinu, h-kaldesmon, h1-kalponin), a naopak exprese jinych proteinti
se zvySuje (RhoA, ROK a MYPT1) (Woodsome et al., 2006). U dediferencovanych bunék je

ROK vyuzivana k procestim souvisejicich s proliferaci bun¢k (Yamakawa et al., 2000).
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Obrazek 1 SpiaZeni excitace a kontrakce

Vasokonstriktory (napr. noradrenalin, endotelin, angiotenzin) pisobi pres receptory sprazené
s G-proteiny. Stimulace receptoru vede K aktivaci heterotrimerickych G-proteinii, které ndsledné
predavaji signdl dalsim cleniim kaskady a v konecném diisledku vedou ke kontrakci bunék. Na obrazku
Jjsou vyznaceny tii typy o podjednotek G proteimii: 1) Gqni — zluty krouzek; 2) Gi — oranzovy krouzek;
3) Gizns — zeleny krouzek. Cesta od Gyu1 je obecné povazovana za Ca* signalizaci a cesta vedouci od
Gions je povazovand za Ca®* senzitizaci.

1) Ggu podjednotka aktivuje fosfolipizu Cg ktera stepi fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat na
diacylglycerol a inositol-1,4,5-trisfosfat, ktery se vaize na inositoltrisfosfatové receptory (IP3R) na
sarkoplazmatickém retikulu a zpiisobuje tak zvySeni koncentrace intraceluldrniho Ca®" [Ca®'].
Diacylglycerol aktivuje receptorem aktivované kandly (ROC) a proteinkindzu C, kterd také miize
aktivovat ROC. ROC umozni Na" iontiim vstup do buiiky a tim depolarizuje plasmatickou membrdnu.
Depolarizace otevird napétové zavislé Ca®* kandly. Ca** se vdze na kalmodulin, ktery poté aktivuje
kinazu lehkého retézce myosinu. Fosforylace lehkého vetézce myosinu vede ke kontrakci cévmich
hladkosvalovych bunék. Kalmodulin také aktivuje Ca® kandly zdvislé na vnitinich zdsobdch Ca**
(SOC), které zpetné napliuji  vyprazdnéné  sarkoplazmatické  retikulum. NV membrane
sarkoplazmatického retikula se vedle IP3R nachdzeji také ryanodinové receptory, které jsou
aktivovdny zvySenim [Ca?']; a jejich aktivace vede Kk vyprdzdnéni Ca®* zdsob sarkoplazmatického
retikula a Ca’" ATPdzy sarkoplazmatického retikula, které naopak aktivné precerpivaji Ca®*
Z cytoplazmy dovniti sarkoplazmatického retikula.



2) G; podjednotka vede ke kontrakci bunék pomoci inhibice adenylylcyklizy. cAMP se za normalnich
podminek vaze na proteinkindzu A, ktera desenzitizuje kindzu lehkého retézce myosinu.

3) Gz podjednotka aktivuje protein GEF, ktery disociuje GDP z G-proteinu RhoA a umozni tak
navdzani GTP na misto, kde byl GDP navdzany. RhoA-GTP aktivuje Rho-kindzu, ktera fosforyluje a
inaktivuje fosfatazu lehkého retézce myosinu. Rho-kinaza také fosforyluje CPI-17, ktery se ve svém
fosforylovaném stavu vaze na katalytickou podjednotku fosfatazy lehkého retézce myosinu.

Vysvétlivky: ANM — zména membranového potencialu; CaM — kalmodulin; cAMP — cyklicky
adenosinmonofosfat;, CPI1-17 - hladkosvalové-specificky inhibicni protein fosfatazy lehkeho retézce
myosinu; DAG — diacylglycerol; ex — extraceluldrni prostredi; GAP — protein aktivujici GTPazu
,,GTPase-Activating Protein®; GDP — guanosindifosfat; GEF — , guanine nucleotide exchange
factor“; GPCR — receptory sprazené s G proteiny; GTP — guanosintrifosfat;, Gx — Ga podjednotka
S navdazanym GTP; in — intracelularni prostredi; P - inositol-1,4,5-trisfosfdat; IP3R - inositol-1, 4, 5-
trisfosfiatovy receptor; L-NDCC — vysokovodivostni napétové oviddané Ca®* kandly; MLC — lehky
retezec myosinu; MLCK — kindza lehkého vetézce myosinu; MLCP — fosfatiza lehkého Fetézce
myosinu; P — fosfatova skupina; PKC — proteinkindza C; PLC; — fosfolipaza Cp; RhOA — GTPdza
genové rodiny Ras; ROC — receptorem aktivované kandly; ROK — Rho-asociovana proteinkindza; RyR
— ryanodinové receptory; SERCA - Ca?* ATPdiza sarkoplazmatického retikula; SOC - Ca®* kandly
zdvislé na vnitinich zasobdch Ca®™; SR — sarkoplazmatické retikulum.

2.3 Vybrané typy vazokonstrikce

Ackoli signalni cesty vedouci ke kontrakci VSMC sdili nékteré obecné charakteristiky, napt.
zvyseni [Ca2+]i nebo fosforylace lehkého fetézce myosinu, rizni agonisté maji sva specifika.
Pro jednodussi pochopeni prubéhu mych experimentd je vhodné se podivat na signalni drahy

vybranych typi kontrakce (viz obr. 2 Vybrané typy vazokonstrikce; str. 13).

2.3.1 K'-indukovana kontrakce

Roztok o vysoké koncentraci K* (KPSS) zptisobuje u diferencovanych myocytii depolarizaci
membrany nasledovanou otevienim L-VDCC a vstupem Ca?* do buiiky. Nartst [Ca®'];
aktivuje CaM a ten poté aktivuje MLCK, ktera fosforyluje lehky fetézec myosinu a tim
umoziuje kontrakci. K*'-indukovand kontrakce je u diferencovanych VSMC plné zavisla na
L-VDCC, nebot” blokatory L-VDCC nebo odstranéni extracelularniho ca**, stejn¢ tak jako
inhibitory MLCK zcela inhibuji K*-indukovanou kontrakci (Woodsome et al., 2006).

2.3.2 Fenylefrinova kontrakce

Sympaticky nervovy systém hraje dilezitou roli v regulaci cévni kontraktility a kontroly
krevniho tlaku. Katecholaminy zptsobuji kontrakci VSMC predevSim diky aktivaci
ay adrenergnich receptori (AR) a ¢astecné také AR (pies G; proteiny a inhibici adenylyl
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cyklazy (Bylund, 1992)). Fenylefrin je specificky agonista ay AR, které jsou GPCR spojené
s Gy a podjednotkou. Signalizace jde tudiz cestou PLC, DAG a IP3 (Wu et al., 1992) (viz
kapitola 2.1 Vapnikova signalizace). Mobilizace téchto druhych posli uréuje i zapojeni ROC
a SOC do fenylefrinem indukované kontrakce (viz kapitola 2.1.1.2 Neselektivni kationtové
kanaly). Fenylefrinem indukovana kontrakce je dvoufazova. Prvni ¢ast je indukovana
zvysenim [Ca®'; po navazani IP; na IPsR a uvolnéni Ca’* ze sarkoplazmatického retikula. To
je samo o sob¢ schopné vytvofit vV bezvapnikovém médiu transientni vazokonstrikci. Vedle
toho se v diisledku depolarizace zpisobené vstupem Na® ionti do cytosolu buiiky oteviraji
L-VDCC a Ca*" vstupuje ve velkém méfitku do buiiky. Tato druha slozka zvyseni [Ca®'];
vede k dlouhotrvajici kontrakci a je do velké miry blokovatelna nifedipinem, specifickym
blokatorem L-VDCC. Fenylefrinem indukovana kontrakce je velmi zavisla na ptitomnosti
extracelularniho vapniku (Gisbert et al., 2003). V signalni draze noradrenalinem indukované
kontrakce zastavé vyznamnou roli i Ca®* senzitizace (Ghisdal et al., 2003). Hlavnim subtypem
a1 AR zodpovédnym za o, adrenergni regulaci kontrakce myocyti je a;pAR (Fan et al., 2009).
Mysi s vyfazenym genem pro a;pAR vykazuji snizené presorické odpovéedi na stimulaci 0;AR
a vyrazn€ sniZzené kontraktilni odpovédi aorty a mesenterickych artérii. a;pAR jsou dillezité

Vv piimé regulaci periferniho cévniho odporu a krevniho tlaku (Tanoue et al., 2002).

2.3.3 Tromboxanova kontrakce

Tromboxan A, je nestabilni metabolit kyseliny arachidonové produkovany pievazné
trombocyty. Prostaglandin H; je vreakci na rizné fyziologické a patologické stimuly
isomerizovan tromboxan-A syntazou na tromboxan A, (Wang a Kulmacz, 2002). Stabilni
analog tromboxanu A,, U-46619 (Wilson et al., 2005), indukuje kontrakci a proliferaci
VSMC (Pakala et al., 1997). Tromboxanovy receptor (TxA3R) je soucasti GPCR rodiny
spojené typicky s Ggu1, ktery aktivuje PLCp a dochazi k akumulaci IP3 v cytosolu bunky
a naslednou kaskadou déju ke kontrakci VSMC (Dorn et al., 1992). TxA;R je vedle toho také
spojeny s Giz13 (Coleman et al., 1994), coz naznacuje zapojeni ROK a Ca*" senzitizace do
U-46619 vyvolané kontrakce. Zapojeni Ca®* senzitizace podporuji i vysledky dalsich
laboratoti (Himpens et al., 1990, Tosun et al., 1998), které¢ ukazuji, Ze schopnost zvySené
koncentrace U-46619 indukovat vétsi kontrakci neni doprovazend nardstem [Ca2+]i.
Tromboxanova kontrakce zavisi na vstupu vapniku z extracelularniho prostredi (Wilson et al.,

2005) a to jak ptes L-VDCC (Leung et al., 2010), tak i jin¢ kanaly (Tosun et al., 1998).
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Pravdépodobné se jedna o ROC kanaly, po jejichz aktivaci dojde k depolarizaci membrany
a otevieni L-VDCC (Suzuki et al., 2012). U-46619 zprostiedkovava nékolik riznych cest
regulace kontraktility VSMC v zavislosti na typu artérie (plicni, ocasni, atd.) (Wilson et al.,
2005). Nekteré ztéchto rozdili mohou byt zpisobeny napiiklad odlisnou lokalizaci
tromboxanovych receptori a jejich asociaci s riznymi proteiny v signdlnich komplexech nebo
relativnim zastoupenim tromboxanovych receptorti asociovanych s Ggu1 @ Gions. 2-APB je
permeabilni nizkoafinitni nekompetitivni inhibitor IP3R a SOC (Bilmen a Michelangeli,
2002). 2-APB caste¢né inhibuje rezidualni kontrakci U-46619 po zablokovani L-VDCC
(Suzuki et al., 2012). Z vySe uvedenych studii lze vyvodit zavér, ze U-46619 indukovana
kontrakce je zavisla na nékolika signalizacnich cestdch. Aktivace TxA;R vede k otevieni
ROC, depolarizaci membrany, otevieni L-VDCC, zvyieni [Ca®'];, aktivaci SOC a fosforylaci
lehkého fetézce myosinu. Do tohoto procesu se také z velké Casti zapojuje cesta ca®

senzitizace.

2.3.4 Serotoninova kontrakce

Serotonin je neuropienasec, ktery ma mimo jiné vazokonstrikéni ucinky (Watts et al., 2012).
Odpovéd’ VSMC na serotonin vede hlavné pies serotoninovy receptor 5-HT,aR. 5-HT24R je
GPCR spojeny s Gqu1 aaktivaci PLC a tyrosinkinaz (Florian a Watts, 1998). Klasické
fosforylaéni cesty vedouci od HTaR jsou PKC, ROK (Kandabashi et al., 2002)
a tyrosinkinazy. Src tyrosinkindzova aktivita je pravdépodobné hlavni signaliza¢ni drahou od
HT,aR. Mechanizmus Src regulace [Ca®']; je slozity, ale zda se, Ze vede prevazné cestou
mobilizace vnitnich zasob Ca?*, a to at’ uz cestou mobilizace IPs, nebo pfimym ovlivnénim

IPsR (Jayaraman et al., 1996).
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Obrdazek 2 Vybrané typy vazokonstrikce

Na schématu jsou zndazornény tri rizné signdlni drahy vedouci od odlisnych receptorii sprazenych
s G-proteiny ke kontrakci cévnich hladkosvalovych bunék (VSMC). A) Fenylefrin je specifickym
agonistou oy adrenergnich receptorii (a1AR) V. membrané VSMC. ay1AR je spojeny s aktivaci Ggn,
a podjednoty, kterd vede cestou Ca®* signalizace. Zvyseni [Ca®*]; ndsledované kontrakci VSMC je
ddno hlavné otevienim napétové zavislych Ca®** kanali (L-VDCC); B) U-46619 zpiisobuje u VSMC
kontrakci hlavné cestou vedouci od tromboxanového receptoru typu A, ktery je spojeny s aktivaci
Ggu1 a podjednotky, ale také Ginz a podjednoty trimerniho G-proteinu. Diky zapojeni Gipns
a podjednoty se do procesu fosforylace lehkého Fetézce myosinu zapojuje do znacné miry i Ca**
senzitizace; C) Odpoved’ VSMC na serotonin vede hlavné pres serotoninovy receptor 5-HToaR, ktery je
spojeny s aktivaci Ggqr1 @ Gions a podjednoty trimerniho G-proteinu. Ucast L-VDCC na kontrakci je
v tomto typu kontrakce vyrazné mensi nez u fenylefrinem nebo U-46619 indukované kontrakce. Ve
velké mire se zde uplatiuje Ca®* senzitizace a mobilizace vnitinich zdsob vipniku ze
sarkoplazmatického retikula, kterd je zesilena uicasti nereceptorovyCh tyrosinkindz.

Vysvétlivky: AVm — zména membranového potencialu; 5-HT xR — serotoninovy receptor; o1AR - oy
adrenergni receptor; DAG — diacylglycerol; Gx — Ga podjednotka s navazanym GTP; IPs - inositol-
1,4,5-trisfosfat; L-VDCC — vysokovodivostni napétové ovilddané Ca®* kandly; nRTK — nereceptorové
tyrosinkinazy; PLCy — fosfolipaza Cg; ROC — receptorem aktivované kanaly; ROK — Rho-asociovand
proteinkindza; SR — sarkoplazmatické retikulum,; TxA;R — tromboxanovy receptor
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3 Sprazeni excitace a transkripce

Sprazeni excitace a transkripce je proces vysoce zavisly na [Ca2+]i. Specifické excitacni
signaly mohou aktivovat rGzné transkripéni faktory V zavislosti na extraceluldrnich
a intracelularnich podminkach, ve kterych se buiikky nachézeji. Jeden agonista muze za
riznych podminek vyvolat riizné transkripéni odpovédi, stejné¢ tak mohou odlisni agonisté
vyvolat stejnou odpoveéd (divergence a konvergence spfazeni excitace a transkripce).

Souhrnné schéma je na obrazku 3 SpraZzeni excitace a transkripce na stran¢ 17.

3.1 Faktor odpovidajici na sérum (SRF)

Transkripce vétsiny markerovych geni diferencovaného fenotypu (hladkosvalovy a-aktin,
tézky fetézec myosinu, SM22a, telokin, desmin a hl-calponin) je zavisla minimaln¢ na
jednom CArG elementu lokalizovaném v promoteru geni. CArG element znamena 10-bp
element o sekvenci CC(A/T)sGG, na ktery se vaze faktor odpovidajici na sérum (Serum
response factor, SRF) (Miano, 2003). Zakladni odpovéd’ diferencovanych bunék na stimulaci
fetalnim bovinim sérem (FBS) je aktivace c-Fos (aktivace ¢asnych gentl). Proximalni segment
c-Fos promoteru je velmi senzitivni k stimulaci sérem. Tento element ma stejny motiv jako
CArG a také vaze protein SRF (Treisman, 1992). SRF tedy stimuluje dva protichiudné dgje:
diferenciaci a proliferaci VSMC. Existuje n€kolik moznych vysvétleni tohoto paradoxu.
Markerové geny diferencovanych VSMC typicky obsahuji dva CArG boxy, zatimco c-Fos
pouze jeden (Spencer a Misra, 1996). U né&kterych markerovych gentt VSMC byly objeveny
C/G substituce v A/T bohaté oblasti, které snizuji vazebnou afinitu SRF (Hendrix etal.,
2005). Zajimavou roli zde muze hrat myokardin, vysoce potentni SRF koaktivator, jehoz
exprese se zvySuje po navozeni depolarizace a vstupu Ca?* do cytosolu, tedy stavu buiiky,
ktery odpovida stavu diferencovanych VSMC (Wambhoff et al., 2004). Myokardin stimuluje
CArG zavislou expresi markerovych gent diferencovaného fenotypu, ale nikoli expresi c-Fos.
Hladina mRNA pro myokardin se béhem kultivace postupné sniZzuje a stejné tak se snizuje
exprese markerovych gent diferencovaného fenotypu. Hladina SRF naopak zlstava
nezménéna (Chen et al., 2002). Po poskozeni cév (Hendrix et al., 2005) nebo po aplikaci
rastového faktoru (PDGF) (Yoshida et al., 2007) dochazi ke sniZzeni exprese myokardinu
a soucasn¢ ke snizeni exprese genti diferencovaného fenotypu. Dal§im zajimavym clenem se
zda byt ROK. Zvysena exprese aktivni formy RhoA stimuluje transkripci hladkosvalového

a-aktinu, SM22a a téZkého fetézce myosinu (Wamhoff et al., 2004). To se pravdépodobné
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dé&je pomoci stimulace translokace myokardinu piibuznych transkripénich faktort (MRTF) do
jadra (Miralles et al., 2003). MRTF a myokardin jsou asociovany s MADS-boxem SRF
apodileji se na zesileni transkripce cilovych gent (Pipes etal., 2006). Transkripce
myokardinu je kontrolovana transkripénim faktorem MEF2 (myocyte-specific enhancer factor
2) (Creemers et al., 2006). Exprese MEF2 a markerovych geni VSMC je zavisla na aktivaci
ROK souvisejici s otevienim L-VDCC (Ren et al., 2010). ROK fosforyluje CPI-17, ktery se
vaze na katalytickou podjednotku MLCP a tim ukoncuje jeji represivni psobeni na aktivitu
proteinu MEF2 (Pagiatakis et al., 2012). ROK cesta je spojena i s indukci proliferace, ale
nikoli pfes stimulaci myokardinu a MRTF (Yamakawa et al., 2000).

3.2 Protein vazajici se na cAMP-odpovidajici element promoteru (CREB)

Ca®*-CaM dependentni enzymy jsou spojeny s obéma procesy probihajicimi ve VSMC:
kontrakci (viz kapitola 2.1 Vapnikova signalizace) a aktivaci transkripénich faktort.
Fosforylace proteinu vazajiciho se na cAMP-odpovidajici element promoteru (CREB) je
zavisla na [Ca®']; (Pulver et al., 2004). Ca®*-CaM reguluje Ca?*-CaM dependentni
proteinkinazu IV (CaMKIV), ktera fosforylaci aktivuje transkripéni faktor CREB.
Fosforylovany CREB se vaze na CRE element v oblasti promoteru regulujici transkripci gentd
diferencovanych VSMC (Najwer a Lilly, 2005) i proliferujiciho fenotypu (Cartin et al., 2000).
CREB muze byt fosforylovan nékolika kindzami na riznych mistech aumoznuje tak
konvergenci fady signald. K fosforylaci CREB dochdzi na serinu 133 nebo 142. CaMKIV
fosforyluje CREB na serinu 133, kdezto CaMKII fosforyluje serin 133 a 142. Fosforylace
serinu 142 pozitivné koreluje s exportem CREB z jadra (Liu et al., 2013) a funguje tak jako
negativni regulace aktivace CREB. Aktivita CaMK je zavisla na [Ca2+]i a jeji zmény mohou
vést jak k posileni, tak i k zeslabeni schopnosti cAMP stimulovat transkripci v zavislosti na
specifické form¢ CaMK (Sun et al., 1994). Fosforylace serinu 133 muze byt nadale
zprostiedkovana MAPK (Xing et al., 1996), cCAMP-dependentni proteinkinazou (PKA) (Dash
et al., 1991) a dalsimi kinazami. Fosforylace prostfednictvim MAPK vede v cerebralnich
arteriich k expresi c-Fos (Pulver-Kaste et al., 2006) a zvySuje proliferaci a rust aortalnich
VSMC (Tokunou et al., 2001). Cely proces je inhibovatelny blokatorem L-VDCC. Naopak
otevieni RyR v membrang sarkoplazmatického retikula snizuje fosforylaci CREB. Ca*" jiskry
vyvolané otevienim RyR vedou k aktivaci BKc, a nasledné hyperpolarizaci membrany

a inaktivaci L-VDCC (Cartin et al., 2000). Aplikace CaMK inhibitoru KN-62 vede k snizeni
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exprese c-Jun, ktery tvoii spolecné s c-Fos komplex fungujici jako transkripcni faktor ¢asnych
genu (Pagiatakis et al., 2012). Aktivace CREB pomoci PKA vede K snizeni proliferace
amigrace plicnich VSMC (Klemm et al.,, 2001). Stimulace PKA vede Kk vytvofeni
represivniho komplexu proteinti zahrnujici histon deacetylazy v jadie a snizeni exprese c-Jun
(Gordon et al., 2009). Cévy zhypertenznich potkani maji zvySenou bazalni [Ca®'];,
aktivovany CREB a vyssi expresi c-Fos (Wellman et al., 2001). Zvy3ena [Ca”"]; mize vést
také k inaktivaci CREB pomoci kalcineurinu (Ca2+-CaM zéavisla serin/treonin specificka
fosfataza 2B) (Alberts et al., 1994). Existuje odliSny popis signaliza¢nich cest vedoucich
k expresi genli U VSMC diferencovaného i proliferativniho fenotypu. Pravdépodobné zélezi
na konkrétni charakteristice zmény [Ca*']; a na ni zavislé aktivaci riiznych intracelularnich

kinaz a fosfataz.

3.3 Jaderny faktor aktivovanych T-lymfocyta (NFAT)

Jaderny faktor aktivovanych T-lymfocytu (nuclear factor of activated T-cells NFAT) je na
ca?t zavisly transkripéni faktor, ktery je nepfetrzité exprimovan v VSMC. V cytosolu bunck
se vyskytuje jako transkripéné neaktivni fosfoprotein. NFAT je aktivovan kalcineurinem,
k jehoz aktivaci dochazi po excitaci bunék a zvyseni [Ca®*];. Defosforylace zméni konformaci
NFAT a ,,0dkryje jaderny lokaliza¢ni signal (Okamura et al., 2000). Aktivaci NFAT
negativné reguluji jaderné (Beals et al., 1997) a cytosolické kinazy (Chow a Davis, 2000, Zhu
et al., 1998). Ve VSMC je hlavni izoformou NFAT4. Gy o podjednotka trimerniho
G-proteinu aktivuje NFAT4 pomoci zvyseni [Ca?']; pfes IPsR a L-VDCC (viz kapitola
2.1 Vapnikova signalizace). Aktivace BKc, naopak snizuje defosforylaci cytosolického
NFAT4 v dasledku hyperpolarizace membrany, zavieni L-VDCC a sniZeni [Ca2+]i (Stevenson
et al., 2001). NFAT4 kontroluje i excitabilitu VSMC pomoci regulace genové exprese.
Konkrétné¢ se jednd o snizeni exprese napétoveé ovladaného draslikového kanalu K,2.1
v disledku aktivace NFAT4 (Amberg et al., 2004). Chronicky ucinek fenylefrinu (aplikace do
kultivacniho média) ma pozitivni vliv na proliferace VSMC. Tohoto procesu se Ucastni
aktivace NFAT2 kalcineurinem v disledku zvysené [Ca®']; (Pang a Sun, 2009). Nepietrzita
aktivita SERCA2a vede k snizeni [Ca®']; a k inhibici proliferace VSMC vyvolané NFAT
(Lipskaia et al., 2005). Aktivace NFAT je prevazné spojena s expresi genu proliferativniho
fenotypu (Nilsson et al., 2007).

16



Na*, Ca?* Ca%t

£ | AVm ex

ROC === >
PLCp
Got 7 \ \L N
X’ Caz+
DAG 7

ROK
\ \\\ Eg/{?\k})j CaM
\ \

/ \\\ myokardin

ncl.
MRTF myokardin
e SRF SRF SRF CREB
—/  CTATTTTIAG [—T - carG [ CaRG [—E) A/TGGAA — carG A CRE [—E)
myokardin markerové geny VSMC  geny proliferativniho c-Fos
fenotypu c-Jun

Obrazek 3 SpiaZeni excitace a transkripce

Vasokonstriktory (rnapr. noradrenalin, endotelin, angiotenzin) pisobi pres receptor sprazeny
s G-proteiny. Stimulace receptoru vede k aktivaci heterotrimerickych G-proteinii, které ndsledné
predavaji  signal dalsim clenum  kaskady a v konecnéem dusledku vedou k transkripci genii.
1) Rho-kindza fosforyluje CPI-17, ktery inhibuje fosfatizu lehkého Fetézce myosinu a ukoncuje tak jeji
represivni pusobeni na transkripcni faktor MEF2. MEF2 mize byt nasledné translokovan do jadra,
kde aktivuje transkripci myokardinu; 2) Myokardin a myokardinu pribuzné transkripcni faktory
(MRTF) jsou v diisledku piisobeni Rho-kindzy translokovany do jadra, kde se vdzi na SRF a potencuji
transkripci gemii diferencovaného fenotypu; 3) Zvyseni [Ca®']; vede k aktivaci kalmodulinu, ktery
aktivuje kalcineurin. Kalcineurin defosforyluje transkripcni faktor NFAT, ktery je poté translokovan
do jadra a aktivuje expresi genii proliferativniho fenotypu; 4) Transkripcni faktor CREB miiZe byt
fosforylovan riznymi kindzami s riiznym ucinkem na aktivitu CREB. Aktivovany CREB se vize na CRE
element promoteru a spolecné s navazanym SRF na CaRG elementu aktivuji transkripci c-Fos a c-Jun
genii.

Vysvétlivky: AVm — zména membranového potencidlu; CaM — kalmodulin; CaMK — Ca**-kalmodulin
dependentni proteinkindza; CN — kalcineurin; CPI-17 - hladkosvalové-specificky inhibicni protein
fosfatdzy lehkého retézce myosinu;, DAG — diacylglycerol; ex — extraceluldrni prostiedi; GPCR —
receptory sprazené s G proteiny; GX — Ga podjednotka s navazanym GTP; in — intracelularni
prostiedi; IPs - inositol-1,4,5-trisfosfat; IPsR - inositol-1, 4, 5-trisfosfatovy receptor; L-VDCC —
vysokovodivostni napétové ovladané Ca®* kandly; MAPK — mitogenem aktivovand proteinkindza;
MEF?2 - zesilujici faktor myocytii, MLCP — fosfataza lehkého retézce myosinu;, MRTF — myokardinu
pribuzné transkripcni faktory, ncl. — jadro; NFAT - jaderny faktor aktivovanych T-lymfocytii;, P —
Sosfatova skupina; PKA — proteinkindza A; PLCy — fosfolipaza Cyz; ROC — receptorem aktivované
kanaly; ROK — Rho-asociovanad proteinkindza, SR — sarkoplazmatické retikulum; SRF — transkripcni
faktor odpovidajici na stimulaci sérem
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4 Modulace fenotypu

Modulace fenotypu VSMC je spojena se zménou exprese iontovych kanali, transportért,
receptori a kontraktilnich proteini. Tyto zmény v expresi geni vedou ke zméné Ca®*
signalizace a zmén¢ kontraktility cév (Vallot et al.,, 2000). Dediferenciace je spojena
s nariistem bazalni [Ca®*]; a koncentrace Ca** ve vnitinich zasobarnach. Proliferace VSMC je
také asociovana s nartstem IP3R (Berra-Romani et al., 2008). Vice IP3R muze vést nejen
k zvyseni [Ca®'];, ale také k vé&tsi aktivaci SOC cestou zavislou na Ca®* (Smani et al., 2004)
a k dalsimu zvyseni [Ca?'];. Navozeni proliferace fetalnim hovézim sérem (FBS) nebo PDGF
vede naopak k snizeni exprese RyR (Vallot et al., 2000), které jsou dualezité pro aktivaci BKc,
a zavieni L-VDCC v duasledku hyperpolarizace (Nelson et al., 1995). Je mozné, ze snizena
exprese RyR souvisi se snizenou expresi L-VDCC u dediferencovanych VSMC (Gollasch
et al., 1998). Béhem dediferenciace obecné dochazi k prechodu od napétoveé zavislého vstupu
Ca®* do buiiky k nap&tové nezavislému vstupu Ca®* do buiiky (Bergdahl et al., 2005, Tai
etal., 2009, Yu et al., 2003). Zmény v [Ca?']; jsou u proliferujicich VSMC pomalého,
dlouhotrvajiciho charakteru na rozdil od diferencovanych VSMC, kde se spiSe uplatiuji
velké, mistng a Casové omezené vykyvy v [Ca®]i. Tyto dva rozdilné typy Ca®" signalizace
mohou vést spolecné s riznymi signaly z extracelularniho prostfedi k aktivaci odliSnych

transkripcnich faktorti a expresi riznych gent potfebnych pro dany stav bunky.
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5 Organova kultura

Metoda organové kultury je vhodna pro studium dlouhodobych ucinkii farmak. Je mozné
pozorovat postupné zmény v kontraktilité¢ cév. Na rozdil od tkanové kultury udrzuji 1épe
diferencovany fenotyp (Morita et al., 2010) a soucasné nedochazi k dal§imu ovliviiovani
ucinkli testované latky napf. humordlnim systémem v in vivo podminkach. V organové
kultufe je Iépe uchovana struktura organu zahrnujici neporuSené bunééné interakce a interakce

bun¢k s extracelularni matrix, které jsou charakteristické pro diferencovany fenotyp.

Organova kultura bez ptidaného fetalniho hovéziho séra (FBS) zachovava kontraktilitu cév po
dobu az jednoho tydne (Yamawaki et al., 2000). FBS je velmi komplexni smés biomolekul
0 rizné molekulové hmotnosti s riznymi fyziologickymi G¢inky. Pfidani FBS do bazalniho
kultivatniho média ma mitogenni efekt, je dulezité pro rust bun€k a stimuluje jejich
proliferaci. Efekt FBS na kontraktilitu cév se 1i§i v zavislosti na agonistovi a ptitomnosti, ¢i
nepfitomnosti endotelu v kultufe. Pfitomnost endotelu v cévach zachovava lepsi kontraktilitu
(Morita et al., 2010). Endotel je vcévach dilezity pro produkci vazokonstrikénich
a vazorelaxacnich latek (Furchgott a Vanhoutte, 1989). Kultivace sFBS neovliviiuje
vazodilataéni odpovéd” VSMC, ale snizuje vazodilataéni G¢inek endotelu na VSMC
(Jimenez-Altayo et al., 2006, Morita etal., 2011). Béhem kultivace tedy pravdépodobné
dochazi k poskozeni endotelu cév nebo ke zméné v jeho funkci. Modulace fenotypu
kultivovanych VSMC je mozné rozdélit na dvé faze. Pocatecni faze zaéina po tfech hodinach
V kultufe a vrcholu dosahuje béhem 12 hodin. Tato fadze neni na rozdil od pozdni faze
signifikantné ovlivnéna FBS nebo mitogeny, ale je ovlivnéna ztratou tlaku pusobiciho
Vv in vivo podminkach na sténu cévy. Jiz velmi brzy po zacatku organové kultury je patrné
snizeni exprese markerovych genti VSMC (Guo et al., 2008). Hemodynamické sily pasobici
Vv in vivo podminkach na sténu cév ovliviyji strukturu stény a také ovliviluji expresi gend pro
cytoskeletalni proteiny a proteiny Ucastnici se kontrakce VSMC. Zachovani fyziologickych
hemodynamickych parametri vin vitro podminkach je dulezité pro zachovani

diferencovaného fenotypu VSMC (Birukov et al., 1998).
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Cile diplomové prace

1) Zjistit zakladni kontraktilni vlastnosti femoralnich artérii potkana drzenych v organové

kultute po rizn¢ dlouhou dobu V porovnani s Cerstveé izolovanymi artériemi.

2) Objasnit G¢inek samotného média a fetalniho hovéziho séra (FBS), které obsahuje

mnozstvi ristovych faktord, na kontraktilitu femoralnich artérii.

3) Objasnit dlouhodoby ucinek zablokovani L-VDCC na kontraktilitu kultivovanych cév,
respektive na fenotyp VSMC.
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Metodika

Izolace femoralnich artérii potkana

Zvitata byla chovana v standardnich laboratornich podminkédch (stfidani svétla a tmy
v pravidelnych intervalech 12 hodin). Dospéli potkani kmene Wistar (stafi 3 az 5 mésicd,
samci) byli anestezovani pomoci inhalace dietyléteru a usmrceni exsanguinaci. Poté byla
provedena disekce femoralnich artérii a odstranéni tuku a tunica adventicia ve vychlazeném
(4 °C) fyziologickém roztoku (PSS). O¢isténé femoralni artérie byly rozstithany na segmenty
0 délce cca 1,4 mm. Tyto segmenty byly pouzity pro méteni sily kontrakce Cerstve
izolovanych artérii nebo pro Kultivaci v organové kultufe. Zachazeni se zvifaty bylo

schvaleno Etickou komisi Fyziologického tistavu Akademie véd Ceské republiky.
Kultivace femoralnich artérii

Pouzili jsme dva typy kultivace cév. Pii standardni kultivaci v inkubatoru o stalé teploté
37 °C, relativni vlhkosti (>80%) a vnitini atmosféte (95% O, a 5% CO, - karbogen) byly cévy
kultivovany v Petriho miskach pro tkanovou kulturu (dale jen Metoda 1). Pfi druhém typu
kultivace byly cévy umistény do uzaviratelné sklenéné nadoby (15 ml) vlozené do suché
lazng, jejiz teplota byla vytemperovana tak, aby teplota média uvniti nadoby byla 37 °C. Do
nadoby byla pies viko zavedena hadicka napojena na karbogenovou bombu tak, aby
optimalné okyslicovala a promichavala médium. Nadoby byly zakryty alobalem, aby se

predeslo kontaktu obsahu nadoby se svétlem (dale jen Metoda 2).

Ocisténé segmenty cév byly navleCeny na dratky a umistény do kultivaénich nadob s 2 ml
nebo 5 ml média vytemperovaného na 37 °C. V Metod¢ 1 byly cévy pouze polozeny do
Petriho misek a v Metodé 2 byly cévy zafixovany dratky tak, aby se nedotykaly kultivaéni
nadoby a aby byly v bezpecné vzdalenosti od hadicky s karbogenem. V Metod¢ 2 dochazelo
po pfidani 10% FBS do média k hustému pénéni. Ackoli ptidani Antifoamu A (0,5 uM) do

média vedlo k snizeni pénéni, nebyli jsme schopni ho zcela odstranit.

Cévy byly inkubovany v Dulbeccem modifikovaném Eagleho minimalnim esencialnim
médiu (DMEM) obohaceném o Gentamicin (50 pg/ml). V experimentalnich skupinach se

sérem byl do média piidan 10% FBS. V experimentalnich skupinich se zablokovanymi
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L-VDCC byl do média ptidan nifedipin (2 uM). Cévy byly kazdych 24 hodin pifemistény do

nové kultivacni nadoby s Cerstvym kultivacnim roztokem.

Bylo vytvofeno 6 ¢asovych usekll podle doby, po kterou byla céva kultivovdna. 0 hodin
(Cerstvé izolovana céva, ktera nebyla vystavena kultivaénimu médiu), 1 hodina, 5 hodin, 24
hodin, 48 hodin a 72 hodin.

Méfeni sily kontrakce a experimentalni protokol

Segmenty cév byly umistény do fyziologického roztoku (PSS), ktery obsahuje (v mM): NaCl
119; KCl 4,7; CaCl, 2,5; MgSO, 1,17, NaHCO3 25; KH,PO4 1,18; EDTA 0,027; glukdza 5,5.
CaCl,, EDTA a glukéza byly do roztoku ptidany az po probubléni roztoku karbogenem.
Roztok byl pfed pouzitim probublavan karbogenem pro ustaleni pH 7,4. Roztok o vysoké
koncentraci K* (KPSS) byl piipraven stejnym zplsobem, ale NaCl bylo nahrazeno

ekvimolarni koncentraci KCI.

Cévy byly vlozeny do vanicek a navdzany na Mulvanyho dratkovy myograf. Vanicky byly
vyhiivany na 37 °C a probublavany karbogenem. Po normalizaci byl jemnym tfenim dratku
odstranén endotel a cévy pak byly 30 minut ponechany v klidu pro ustaleni stavu. Poté byl
dvakrat za sebou aplikovan KPSS a dalsich 30 minut se pockalo do ustaleni stavu
(Mulvany a Halpern, 1977). V dalsim kroku jiz bylo mozné piejit k podani agonisti
ve zvySujicich davkach (serotonin 1 nM — 1 pM; U-46619 1 nM — 1 uM; fenylefrin
10 nM - 30 uM). Po podani posledni davky agonisty byl aplikovan nifedipin (1 uM) a pockalo
se do maximalni nifedipinové relaxace. V nékterych pokusech (viz kapitola Vysledky) byl
v tomto stavu podan jesté 2-APB (100 uM) a opét zjisténa maximalni relaxace. V pokusech,
ve kterych bylo nutné zablokovat L-VDCC pted vyvolanim kontrakce, byl podan nifedipin
(1 uM) tésné pied aplikaci agonistd.

Odstranéni nifedipinu opakovanym vymytim

V kultivaci s nifedipinem bylo vhodné ovéfit, zda je nifedipin vymyvatelny. Pro ovétreni jsme
vytvorili nasledny experimentalni protokol. Po odstranéni endotelu byl nifedipin (2 pM)
pfiddn do roztoku a ponechdan zde 30 minut. Poté dosSlo 4x k vyméné¢ PSS a dvéma
K*-indukovanym kontrakcim. Dohromady se roztok vyménil 12x. Nésledovala fenylefrinova

davkove zavisla kontrakce a v maximu fenylefrinové kontrakce byl podan nifedipin (1 pM).
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Relaxace cév bez nifedipinu podaného na zacatku experimentu byla 56,73 + 4,10 %
z maximalni fenylefrinové kontrakce 10,64 + 0,14 mN.mm™. Relaxace cév s nifedipinem byla
63,62 + 1,70 % z maximalni fenylefrinové kontrakce 12,89 + 2,81 mN.mm™, Nifedipin je
mozné odstranit opakovanym vymyvanim. Pii kultivaci s nifedipinem byl poté pouzit stejny

postup vymyvani nifedipinu.
Chemikalie

Fenylefrin, Serotonin, U-46619, 2-APB, Nifedipin, PSS, KPSS, DMEM, FBS, Gentamicin,
Antifoam A. VsSechny chemikalie byly dodany spole¢nosti Sigma (St. Louis, MO, USA)
krom¢& U-46619, ktery byl dodan spolec¢nosti Enzo Life Sciences. Nifedipin, U-46619
a 2-APB byly fedény v dimethylsulfoxidu (DMSO). Maximalni koncentrace DMSO v roztoku
(0,1%) neméla zadny efekt na kontrakci cév. VSechny ostatni chemikalie byly fedény

V destilované vodé.
Statistika

Vysledky experimentil jsou vyneseny jako primér £ S.E.M. Pro statistické vyhodnoceni dat
byl pouzit t-test pro srovnani dvou skupin nebo ANOVA test nasledovany Bonferroniho
post-hoc testem pro srovnani tii a vice skupin. Pti nesplnéni podminky normality jsem pouzila
Mann-Whithey-Wilcoxontv test pro srovnani dvou skupin nebo Kruskal-Wallistv test pro
srovnani tii a vice skupin. Vysledky vSech testii byly povaZzovany za statisticky vyznamné,
pokud byla hladina vyznamnosti P<0,05. K vypoctu statistiky jsem pouzila program
SigmaPlot 11.0. Koncentrace agonisty potiebna pro vyvolani poloviéni maximalni kontrakce
(ECs0) byla uréena pomoci prolozeni bodl sigmoidalni kiivkou provedenou v softwaru

SigmaPlot 11.0.
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Vysledky
Vliv typu kultivace na kontraktilitu femoralnich artérii

V prvni ¢asti experimentu jsme museli vybrat vhodnou metodu kultivace cév. Na zakladé
dostupné literatury a dosavadnich zkuSenosti jsme se rozhodli pro dva ptistupy (viz kapitola
Metodika). Metoda 1 (kultivace v inkubatoru) Iépe zachovala kontraktilitu cév pii kultivacli
bez fetalniho hovéziho séra (FBS) nez Metoda 2 (promichavani média), rozdil ale nebyl
Z tohoto dtivodu nebyla Metoda 2 vhodna pro testovani vybranych hypotéz, a proto jsme od

kultivace pomoci Metody 2 ustoupili a vénovali se jen Metodé 1.
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Tabulka I Porovndni dvou metod kultivace

Data v fabulce jsou prezentovana jako prumeéry hodnot + S.E.M. N (pocet méreni), MAX (maximalni
kontrakce v mN.mm™), log ECs, (koncentrace agonisty vlog moll™ nutnd k vyvoldni polovicni
maximalni kontrakce). Agonisté: Horni panel: Serotonin, Stredni panel: U-46619, Dolni panel:
Fenylefrin. #: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 vs. odpovidajici M1.

Serotonin N MAX (mN-mm™) | log ECs, (log mol-1™)
FRESH 4  |14,14+3,15 7,44 + 0,20
24H 5 [13,67+1,09 27,23 + 0,09
M1 | 48H 5 |11,31+2,51 -7,12+0,15
72H 2 ]9,52+2,71 -6,70 + 0,28
24H 7 19,74+ 0,77# 27,42 +0,12
M2 | 48H 7 |1011+147 27,34 + 0,05
72H 7 |885+1,58 27,26 + 0,09%
U-46619 N MAX (mN-mm™) | log ECs (log mol-1™%)
FRESH 12 |11,85+0,92 8,33 + 0,37
24H 6 |1511+142 -7,12+0,17
M1 | 48H 6 |13,07+1,82 27,29 +0,21
72H 7 110,57+1,30 27,28 +0,10
24H 5 [10,84+121 -7,25+0,23
M2 | 48H 5 19,70+ 1,23 -8,02 + 0,42
72H 6 |7,61+0,79 27,28 +0,17
Fenylefrin N MAX (mN-mm™) | log ECs, (log mol-1™)
FRESH 9 |11,53+0,86 -6,99 + 0,09
24H 5 [8,56=1,15 5,79 + 0,31
M1 | 48H 6 |622+1,93 -5,92+0,12
72H 3 |452+143 6,19 + 0,28
24H 2 19,85+1,08 -5,92 + 0,05
M2 | 48H 2 4,70+1,93 5,51 + 0,41
72H 2 [2,19+1,18 -5,89 + 0,04
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Vliv kultivace s FBS na kontraktilitu femoralnich artérii

V dalsi c¢asti bylo dulezité zvolit vhodného agonistu, na kterém by bylo mozné studovat
zménu fenotypu indukovanou kultivaci s FBS. Na zaklad¢ odborné literatury jsme vybrali tfi
rizné typy agonista (Viz kapitola 2.3 Vybrané typy vazokonstrikce) a kontrakci indukovanou
roztokem o vysoké koncentraci K* (123,7 mM; viz kapitola Metodika). Dediferenciace je dgj
probihajici ve VSMC, ktery miZze ovliviiovat rGzné receptory a signdlni drdhy odliSnym
zpusobem. Abychom se vyvarovali zavadgjici interpretaci vysledkd, zvolili jsme tfi co mozna
nejvice odlisné agonisty (fenylefrin, serotonin a tromboxanovy analog U-46619). Premisou
nasi prace bylo, ze VSMC budou po ptidani FBS do média dediferencovat rychleji nez VSMC
v médiu bez ristovych faktort. Po kultivaci s FBS by mélo pfi prodluzovani doby kultivace
dochazet k postupnému snizovani kontraktilni odpovédi. Z metodického hlediska i pro
jednoduchost interpretace je pro nas dilezité vidét postupné snizovani odpoveédi na agonistu.
Myografickou metodou jsme schopni méfit pouze vystup (silu kontrakce) v zdvislosti na
vstupu (podana koncentrace agonisty). Nad realnymi vnitinimi procesy tak mizeme pouze

spekulovat.
e K*-indukovani kontrakce u femoralnich artérii

Kontrakce indukovana roztokem o vysoké koncentraci K* se v myografii b&zn& pouziva pro
zjisténi maximalni kontrakce cév na zacatku kazdého méfeni. V pribéhu kultivace doslo
k snizeni maximalni K*-indukované kontrakce (z 9,55 + 0,35 mN.mm™ u Cerstve 1zolovanych
artérif na 3,85 + 0,39 mN.mm™ po 72 hodinach kultivace bez FBS). Kultivace s FBS urychlila
tento proces. Jiz po 24 hodinach kultivace s FBS poklesla maximalni K'-indukovani
kontrakce na 534 + 0,51 mN.mm”, tato hodnota se poté vyrazné neménila

(4,66 + 0,46 mN.mm™ po 72 hodinach kultivace s FBS) (Obr. 4).
e Serotoninem indukovana kontrakce u femoralnich artérii

Serotonin je agonista 5-HT,a receptoru a jim vyvolana kontrakce by méla byt zavisla
pfedevSim na vnitinich zésobach Ca?* v sarkoplazmatickém retikulu. U Cerstvé izolovanych
femoralnich artérii serotonin indukoval koncentra¢né zavislou kontrakci s maximalni silou
14,14 + 3,15 mN.mm™ (Tab. 3 Horni panel). Bshem kultivace s FBS i bez FBS doslo
K mirnému,  statisticky = nevyznamnému  snizovani  maximalni  kontrakce  cév

(13,20 + 1,37 mN.mm™ u cév kultivovanych 72 hodin s FBS respektive 9,52 + 2,71 mN.mm™
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u cév kultivovanych 72 hodin bez FBS). Kultivace s FBS se nelisi od kultivace bez FBS
(Obr. 5). Koncentra¢ni kiivka se pii kultivaci s FBS posouva doprava oproti Cerstveé
izolovanym cévam — Kvyvolani stejné kontrakéni odpovédi je nutné aplikovat vyssi

koncentraci agonisty (Tab. 3 Horni panel).

e U-46619 indukovana kontrakce u femoralnich artérii

U-46619 je agonistou tromboxanového receptoru TXA;R. U-46619 indukoval u cerstvé
izolovanych artérii maximélni kontrakei o sile 11,85 + 0,92 mN.mm™ (Tab. 3 Sttedni panel).
V pribéhu 72 hodinové kultivace bez FBS doslo k vyznamnému posunu kfivky doprava.
Béhem kultivace s FBS doslo k signifikantnimu posunuti kiivky doprava jiz po 24 hodinach
ake snizeni maximalni kontrakce po 72 hodinach (7,31 + 1,11 mN.mm™). Rozdil mezi

kultivaci s FBS a bez FBS nebyl statisticky vyznamny (Obr. 6; Tab. 3 Stfedni panel).
¢ Fenylefrinem indukovana kontrakce u femoralnich artérii

Katecholaminy jsou za fyziologickych podminek typickymi vazokonstriktory VSMC, ackoli
maji také jisté vazodilatacni ti¢inky. Abychom se vyvarovali dilata¢nim ucinkiim stimulace
B-adrenergnich receptort vV membrané VSMC, vybrali jsme si namisto noradrenalinu
specifického agonistu aj-adrenergnich receptort fenylefrin. Fenylefrin vyvolal u cerstvé
izolovanych artérii maximalni kontrakci 11,53 + 0,86 mN.mm™ (Tab. 3 Dolni panel).
V pribéhu kultivace bez FBS doslo k signifikantnimu poklesu maximalni kontrakce (na
4,52+ 1,43 mN.mm™ po 72 hodinach kultivace bez FBS). Nastal také signifikantni posun
kiivky doprava. Kultivace s FBS kompletné potlacila fenylefrinem indukovanou kontrakci uz
po 24 hodinach kultivace (Obr. 7).

e Kratkodoby ucinek FBS na fenylefrinem indukovanou kontrakci

Protoze po 24 hodinach kultivace s FBS nevyvolal fenylefrin zddnou kontraktilni odpoveéd’,
pokusili jsme se zjistit, zda ucinek FBS je, ¢i neni okamzity, zvolili jsme proto kratsi intervaly
kultivace (1 hodinu, 5 hodin). Zkracenim doby, po kterou pusobi FBS na izolovanou
femoralni artérii, jsme docilili postupného, casové zavislého snizovani fenylefrinem

indukované kontrakce a signifikantniho posunu ki#ivky doprava (Obr. 8; Tab. 2).
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Obrdzek 4 K'-indukovand kontrakce

Graf ukazuje viiv kultivace bez séra (FBS-) a se sérem (FBS+) na K'-indukovanou kontrakci.
Vzdy se jednalo o v poradi druhou K -indukovanou kontrakci. Zeleny sloupec (FRESH) oznacuje
kontrakci Cerstvé izolovanych arterii. Sloupce reprezentuji priumer + S.E.M. Pocet méreni: FRESH
(42), 1H (8), 5H (8), 24H (17), 48H (18), 72H FBS- (15), 72H FBS+ (21). *: signifikantni rozdil
na hladiné vyznamnosti P<0,05 vs. FRESH. #: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05
vs. odpovidajici kontrola ve FBS-.
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Obrazek 5 Serotoninem indukovand kontrakce

Graf ukazuje vliv kultivace bez FBS (A) a s FBS (B) na serotoninem indukovanou davkové zavislou
kontrakci. Kontrakce byla vynesena jako absolutni hodnota v mN.mm™. Serotonin byl poddn ve
zvySujicich se koncentracich (1 nM — 1 uM). Vysledky ukazuji primér hodnot + S.E.M. (N= 2 — 6; Viz
tab. 3 Horni panel)
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Obrazek 6 U-46619 indukovana kontrakce

Graf ukazuje vliv kultivace bez FBS (A) a s FBS (B) na U-46619 indukovanou davkové zavislou
kontrakci. Kontrakce byla vynesena jako absolutni hodnota v mN.mm™. U-46619 byl poddn ve
zvySujicich se koncentracich (I nM — I uM). Vysledky ukazuji priimér hodnot + S.E.M. (N= 5 — 12;
viz tab. 3 Stiedni panel)
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Obrazek 7 Fenylefrinem indukovana kontrakce

Graf ukazuje vliv kultivace bez FBS (A) a s FBS (B) na fenylefrinem indukovanou davkoveé zavislou
kontrakci. Kontrakce byla vynesena jako absolutni hodnota v mN.mm™. Fenyefrin byl podin ve
zvySujicich se koncentracich (10 nM — 30 uM). Vysledky ukazuji priimér hodnot + S.EM. (N= 2 -9,
viz tab. 3 Dolni panel)
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Obrazek 8 Krdtkodoby ucinek FBS na fenylefrinem indukovanou kontrakci

Graf ukazuje viiv krdatkodobé kultivace s FBS na fenylefrinem indukovanou davkové zavislou
kontrakci. Kontrakce byla vynesena jako absolutni hodnota v mN.mm™. Fenylefrin byl poddn ve
zvySujicich se koncentracich (10 nM — 30 uM). Vysledky ukazuji prumeér hodnot + S.E.M.
(N=7-09; viztab. 2)

Tabulka 2 Krdtkodoby ucinek FBS na fenylefrinem indukovanou kontrakci

Data Vv tabulce jsou prezentovina jako prumér hodnot = S.EM. N (pocet méreni), MAX
(maximalni kontrakce v mN.mm™), log ECs, (koncentrace agonisty v log mol.I"" nutnd k vyvoldni
polovicni maximalni kontrakce). *: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 vs.
FRESH.

Fenylefrin N | MAX (mN-mm?) | logECs, (log mol-1™)
FRESH 9 [11,53+0,86 -6,99 + 0,09
1H 8 [9,82+1,22 -6,59 £0,16*
FBS+ | 5H 8 [8,21+0,99 -6,13 £ 0,07*
24H 7 10,68+0,18* -5,16 £ 0,05*




Tabulka 3 Vliv kultivace bez FBS a s FBS na kontrakci
Data v tabulce jsou prezentovdny jako primeér hodnot = S.E.M. N (pocet méreni), MAX (maximalni
kontrakce v mN.mm™), log ECs, (koncentrace agonisty v log moll™ nutnd kvyvolani polovicni
maximdlni kontrakce). Agonisté: Horni panel: Serotonin, Stiedni panel: U-46619, Dolni panel:
Fenylefrin. *: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 vs. FRESH. #: signifikantni rozdil

na hladiné vyznamnosti P<0,05 vs. odpovidajici kontrola ve FBS-.

Serotonin N | MAX (mN-mm™) | log ECs; (log mol-l™)
FRESH 4 |1414+3,15 7,44+ 0,20
24H | 5 [13,67+1,09 27,23 0,09
FBS- | 48H | 5 |11,31+251 -7,12+0,15
72H | 2 |9,52£2,71 -6,70 + 0,28
24H | 5 [13,56+1,62 -6,72 + 0,07*#
FBS+ | 48H | 6 |11,33+0,97 -6,66 + 0,11
72H | 2 [1320+1,37 -6,44 + 0,06
U-46619 N | MAX (mN-mm™) | log ECs; (log mol-1™)
FRESH 12 |11,85+0,92 -8,33 + 0,37
24H | 6 [1511+142 7,12+ 0,17%
FBS- | 48H | 6 |13,07+182 -7,29 + 0,21
72H | 8 [10,57+1,30 -7,28 + 0,10%
24H | 5 [8,601,35# -6,11 + 0,10%#
FBS+ | 48H | 7 |8,12+3,64 -6,05 + 0,37*#
72H | 10 |731 £ 1,11* -6,50 + 0,27*#
Fenylefrin N | MAX (mN-mm™) | log ECs; (log mol-1™)
FRESH 9 |11,53+0,86 -6,99 + 0,09
24H | 5 |8,56+1,15 -5,79 + 0,31*
FBS- | 48H | 6 |6,22+1,93% -5,92 4 0,12%
72H | 3 4,52+ 1,43* -6,19 + 0,28
24H | 7 |0,68+0,18*# -
FBS+ | 48H | 6 |0,05+0,03*# -
72H | 2 ]0,02+0,01* -
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Vliv kultivace artérii na dlohu L-VDCC u agonisty vyvolanych kontrakei

Podil L-VDCC na indukované kontrakci jsme zjistovali pomoci pfidani specifického
blokatoru L-VDCC nifedipinu v maximu vyvolané kontrakce a zjisténi absolutni a relativni

nifedipinové relaxace.

e Podil L-VDCC na serotoninem indukované kontrakci

Aplikace nifedipinu pfi maximalni serotoninové kontrakci Cerstvé izolované artérie vyvolala
relaxaci svalu o 16,22 + 4,10 %. V prub¢hu kultivace bez FBS se zastoupeni L-VDCC
v serotoninem indukované kontrakci neménilo (19,55 + 3,42 % po 72 hodinach ve FBS-).
Kultivace s FBS vyznamné ovlivnila podil L-VDCC na serotoninem indukované kontrakci az
po 72 hodinach (26,05 + 11,53 % po 24 hodinach v FBS+; 15,22 + 6,93 % po 48 hodinach
ve FBS+; 47,16 £ 2,33 % po 72 hodinach ve FBS+) (Obr. 9). Béhem kultivace bez FBS
1S FBS doslo k hrani¢nimu snizeni na L-VDCC nezavislé slozky kontrakce (rezidualni
kontrakce 10,89 + 2,62 mN.mm™ u &erstvé izolovana artérie, 5,79 + 1,29 mN.mm™* po 72

hodinové kultivaci bez FBS a 4,77 + 0,11 mN.mm™ po 72 hodinové kultivaci s FBS).
e Podil L-VDCC na U-46619 indukované kontrakci

U Ccerstvé izolovanych artérii vyvolala aplikace nifedipinu pfi maximalni tromboxanové
kontrakci relaxaci 0 42,78 + 2,94 %. V prubéhu kultivace bez FBS se zastoupeni L-VDCC na
kontrakci indukované U-46619 snizovalo (23,14 + 5,29 % po 72 hodinach kultivace FBS-).
Béhem kultivace s FBS se absolutni nifedipinové relaxace signifikantné snizila, ackoli se
relativni zastoupeni L-VDCC na kontrakci neménilo (44,88 + 12,12 % po 72 hodinach
kultivace FBS+). Jak je patrné na Obr. 10 A, maximalni kontrakce se jiz po 24 hodinach
kultivace s FBS signifikantn¢ snizila oproti Cerstvé izolované artérii, i proti kontrole bez FBS.
Nifedipin-rezistentni slozka kontrakce se b&hem kultivace bez FBS nezménila (Cerstveé
izolované artérie 6,47 + 0,55 mN.mm™’ a po 72 hodinové kultivaci bez FBS
7,39 +1,08 mN.mm'l). Béhem kultivace s FBS se nifedipin-rezistentni slozka kontrakce
snizila (po 72 hodinéch kultivace s FBS 3,66 + 0,71 mN.mm™). Signifikantni snizeni nastalo
uz po 24 hodinach kultivace s FBS, poté se vyrazné¢ nemeénilo (po 24 hodinach kultivace

s FBS 3,16 + 0,45 mN.mm™).
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e Podil L-VDCC na fenylefrinem indukované kontrakci

L-VDCC hraje dulezitou roli u fenylefrinem indukované kontrakce cerstvé izolovanych
artérii. Zablokovani L-VDCC vedlo K relaxaci o 58,86 + 4,22 %. Podil L-VDCC se snizuje
v prubéhu kultivace bez FBS (28,83 + 4,96 % po 72 hodinach FBS-). Vyznamn¢ se snizuje
I maximalni kontrakce vyvolana fenylefrinem. Nifedipin-rezistentni slozka kontrakce se
naproti tomu béhem kultivace bez FBS neméni (Cerstvé izolovana artérie
4,84 +0,77 mN.mm™ a kultivace 72 hodin 3,36 + 2,13 mN.mm™). Podil L-VDCC na
fenylefrinem indukované kontrakci v prub&hu kultivace s FBS nebylo mozné zjistit, protoze

aplikace fenylefrinu nevyvolala ani v maximalni davce zaznamenatelnou kontrakcei (Obr. 11).
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Obrazek 9 Podil L-VDCC na serotoninem indukované kontrakci

Viiv kultivace na ucast L-VDCC na serotoninem indukované kontrakci. V grafu je vyjadrena
maximalni serotoninova kontrakce (A) a ndslednd absolutni nifedipinova relaxace. Sloupce
reprezentuji priumer + S.E.M. (N= 2 — 6, viz tab. 3 Horni panel).
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Obrazek 10 Podil L-VVDCC na U-46619 indukované kontrakci

Viiv kultivace na ucast L-NDCC na U-46619 indukované kontrakci. V grafu je vyjadiena maximalni
U-46619 kontrakce (A) a ndslednd absolutni nifedipinovad relaxace. Sloupce reprezentuji priimeér
+ S.E.M. (N=5-12; viz tab 3 Stredni panel). *: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05
vs. FRESH. #: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 vs. odpovidajici kontrola ve FBS-.
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Obrazek 11 Podil L-VDCC na fenylefrinem indukované kontrakci

Viiv kultivace na ucast L-VDCC na fenylefrinem indukované kontrakci. V grafu je vyjadrena
maximalni fenylefrinova kontrakce (A) a nasledna absolutni nifedipinova relaxace. Sloupce
reprezentuji prumeér = S.EM. (N= 2 — 9; viz tab. 3 Dolni panel). *: signifikantni rozdil na hladiné
vyznamnosti P<0,05 vs. FRESH. #: signifikantni rozdil na hladine vyznamnosti P<0,05 vs.
odpovidajici kontrola ve FBS-.
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Vliv kultivace artérii s nifedipinem na kontraktilitu femoralnich artérii

Predpokladali jsme, Zze kultivace s nifedipinem zabrani dediferenciaci VSMC diky snizeni
dostupnosti intracelularniho Ca®* (viz kapitola 3 SpraZeni excitace a transkripce). K pokustim
jsme zvolili dva agonisty: fenylefrin a U-46619, protoze vykazovaly rozdil mezi kultivaci bez
FBS a s FBS (Obr. 6 a 7) a bylo by na nich mozné nejlépe pozorovat chronicky uc¢inek
zablokovani L-VDCC na kontraktilitu, potazmo fenotyp cév kultivovanych v médiu s FBS.

e VIiv kultivace s nifedipinem s FBS na fenylefrinem indukovanou kontrakci

Aplikace nifedipinu ptfed fenylefrinovou kontrakci vyvolala u Cerstvé izolovanych artérii
sniZzeni maximalni kontrakce z 11,53 + 0,86 mN.mm™ na 6,44 + 0,73 mN.mm™* a signifikantni
posun kiivky doprava (log ECsp fenylefrinové kontrakce Cerstvé izolované cévy je
-6,99 £ 0,09 a log ECsy kontrakce se zablokovanymi L-VDCC je -6,11 + 0,05). Ptidani
nifedipinu (2 uM) do kultivaéniho roztoku s FBS (chronicky ucinek) nevyvolalo po 24

hodinach zadnou zménu v maximalni kontrakci vyvolané fenylefrinem (Obr. 12).
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Obrazek 12 Vliv kultivace s nifedipinem na fenylefrinem indukovanou kontrakci

Vliv kultivace 24 hodin s FBS a s nifedipinem na fenylefrinem indukovanou kontrakci. Kontrakce
byla vynesena jako absolutni hodnota vmN.mm™. Fenylefrin byl podin ve zvysujicich se
koncentracich (10 nM — 30 uM). Vysledky ukazuji primeér hodnot + S.E.M. Vysvétlivky a pocet
mereni: FRESH (Cerstvé izolovana arterie; 9), FRESH~+nif (Cerstvé izolovanad arterie, zablokovani
L-VDCC nifedipinem pred kontrakci; 5), 24H (kultivace 24 hodin s FBS; 7), NIF 24H (kultivace 24
hodin s FBS a s nifedipinem; 4). *: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 vs. FRESH.
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e Vliv kultivace s nifedipinem s FBS na U-46619 indukovanou kontrakci

Zablokovani L-VDCC nifedipinem pfed U-46619 indukovanou kontrakci u cCerstvé
izolovanych  artérii  vedlo k  signifikantnimu snizeni ~ maximalni  kontrakce
211,85+ 0,92 mN.mm™ na 9,23 + 0,48 mN.mm™ a posunu k¥ivky doprava (Tab. 4). Pfidani
nifedipinu ptfed kontrakci u artérii vystavenych 72 hodinové kultivaci s FBS neovlivnilo
signifikantng U-46619 indukovanou kontrakci (7,31 + 1,11 mN.mm™ kultivace 72 hodin
sFBS a 5,72 + 0,73 mN.mm™ kultivace 72 hodin s FBS se zablokovanym L-VDCC pied
kontrakci). Béhem kultivace doslo ve vsSech ptipadech k posunuti kifivky doprava oproti
Cerstvé izolovanym cévam (Tab. 4 Horni panel). Kultivace 72 hodin s nifedipinem zvysila
maximalni kontrakci (9,11 + 0,95 mN.mm™) oproti kontrole bez ptidaného nifedipinu
(7,31 + 1,11 mN.mm™). Podobné tomu je 1 u kultivace s nifedipinem, kde byl podan nifedipin
jests pred kontrakei ve srovnani se svou kontrolou (8,43 + 0,49 mN.mm™ 72 hodin kultivace
s FBS, 5,72 + 0,73 mN.mm™ L-VDCC zablokovéno pted kontrakei) (Obr. 13 B).

e VIliv kultivace s nifedipinem bez FBS na U-46619 indukovanou kontrakci

Po 72 hodinové kultivaci bez FBS nevede aplikace nifedipinu pied U-46619 indukovanou
kontrakci K signifikantni zméné¢ maximalni kontrakce (10,58 + 1,30 mN.mm™ maximalni
kontrakce po 72 hodinach kultivace bez FBS a 8,93 + 0,86 mN.mm™ maximalni kontrakce po
72 hodinach se zablokovanym L-VDCC). Kultivace s nifedipinem nepatrné zvysila
maximalni U-46619 indukovanou kontrakci (10,30 + 1,22 mN.mm™ maximalni kontrakce po
kultivaci 72 hodin bez FBS s nifedipinem a zablokovanym L-VDCC pied kontrakci proti
8,93+ 0,86 mN.mm™ maximalni kontrakce po 72 hodinach bez FBS se zablokovanym
L-VDCC) aniz by ovlivnila ECsq (Obr. 13 A).

Slozky U-46619 indukované kontrakce u artérii kultivovanych s FBS s nifedipinem

Kultivace 72 hodin s nifedipinem v roztoku s FBS zvysila maximalni U-46619 indukovanou
kontrakci oproti kontrakci bez nifedipinu (Obr. 14 A). Béhem kultivace 72 hodin s pfidanym
nifedipinem se absolutni podil L-VDCC na U-46619 indukované kontrakci signifikantné
snizil oproti Cerstvé izolovanym artériim (Obr. 14 B). Relativni uloha L-VDCC se

signifikantné nelisila (Tab. 5). 2-APB senzitivni slozka kontrakce se béhem kultivace rovnéz
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snizila (Obr. 14 C), ale signifikantné jen pti kultivaci s nifedipinem (Tab. 5). Béhem kultivace
s nifedipinem signifikantn¢ narostla na nifedipinu a 2-APB nezavisla slozka kontrakce

(2,59 + 0,29 mN.mm™) oproti Cerstvé izolované artérii (0,63 + 0,06 mN.mm™) (Obr. 14 D).
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Obrazek 13 Vliv kultivace s nifedipinem na U-46619 indukovanou kontrakci

Graf ukazuje vliv kultivace bez FBS (A) a s FBS (B) na U-46619 indukovanou davkové zavislou
kontrakci. Kontrakce byla vynesena jako absolutni hodnota v mN.mm™. U-46619 byl poddin ve
zvySujicich se koncentracich (1 nM — 1 uM). Vysledky ukazuji priumeér hodnot + S.E.M. Vysvétlivky:
FRESH (Cerstvé izolovand arterie), FRESH=+nif (Cerstvé izolovand arterie, nifedipin podan pred
kontrakci), 72H (kultivace 72 hodin), NIF 72H+nif (kultivace 72 hodin s nifedipinem, nifedipin podain
pred kontrakci), 72H+nif (kultivace 72 hodin, nifedipin podan pred kontrakci), NIF 72H (kultivace
72 hodin s nifedipinem). (N= 8 — 13; viz tab. 4)
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Tabulka 4 Vliv kultivace s nifedipinem na U-46619 indukovanou kontrakci
Tabulka s maximdlni kontrakci a log ECsq jednotlivych méreni. Data v tabulce jsou prezentovina jako
primér hodnot + S.EM. N (pocet méieni), MAX (maximdlni kontrakce v mN.mm™), log EC50
(koncentrace agonisty v log mol.I"* nutnd kvyvolini polovicéni maximdini kontrakce). Vysvétlivky:
FRESH (Cerstve izolovana arterie), FRESH=nif (Cerstvé izolovana arterie, nifedipin podan pred
kontrakci), 72H (kultivace 72 hodin), NIF 72H+nif (kultivace 72 hodin s nifedipinem, nifedipin podan
pred kontrakci), 72H+nif (kultivace 72 hodin, nifedipin podan pred kontrakci), NIF 72H (kultivace 72

hodin s nifedipinem). *: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 vs. FRESH.

U-46619 N MAX (mN-mm™) | log ECs (log mol-1™)
FRESH 12 11,85+0,92 -8,33 + 0,37
FRESH+nif 10 9,23 +0,48* -7,39 £ 0,10*
72H 8 10,58 + 1,30 -7,28 £0,16
FBS- | 72H+nif 8 8,93 +£0,86 -7,19+ 0,13
NIF 72H+nif 9 10,30 + 1,22 -7,23+£0,22
72H 10 7,31+1,11* -6,89 £0,21*
EBS+ 72H+nif 11 5,72 +0,73 -6,85 + 0,17
NIF 72H 8 9,11+0,95 -6,91 £ 0,10*
NIF 72H+nif 13 8,43 +0,49 -7,03 + 0,11

Tabulka 5 Relativni nifedipinova a 2-APB relaxace na U-46619 indukované kontrakci

Data v tabulce jsou prezentovana jako primér hodnot = S.E.M. N (pocet méreni), MAX (maximalni
kontrakce v mN.mm-1), Relativni relaxace (relativni nifedipinova nebo 2-APB relaxaxe, 100 %

reprezentuje MAX).

U-46619 N MAX (mN-mm™) | Relativni relaxace v %
FRESH 12 11,36 +£ 0,87 -42,78 £ 2,94
Nifedipin | 72H 10 5,79 £ 0,63 -41,04 + 9,05
NIF 72H 8 8,44 + 0,81 -30,04 + 2,83
FRESH 4 5,52+0,81 -87,96 + 1,58
2-APB 72H 6 4,83 £0,46 -72,97 £9,36
NIF 72H 8 5,84 £0,52 -55,83+291
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Obrazek 14 Slozky U-46619 indukované kontrakce
Na obrdzku je mozné pozorovat maximdalni U-46619 indukovanou kontrakci a naslednou relaxaci
vyvolanou nifedipinem a 2-aminoethyl difenylborinatem (2-APB) (A). Na grafu (B) je vynesena
absolutni nifedipinova relaxace vypocitana z maximdalni U-46619 indukované kontrakce. Graf (C)
ukazuje absolutni 2-APB indukovanou relaxaci vypocitanou z rezidualni kontrakce po nifedipinu.

FRESH

72H NIF 72H

Na grafu (D) je vynesena absolutni rezidudlni kontrakce. Slozka kontrakce na nifedipinu a 2-APB
nezavisla. Sloupce reprezentuji primér hodnot + S.E.M. (N= 4 — 12; viz tab. 5). *: signifikantni
rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 vs. FRESH. #: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti

P<0,05 vs. 72H.

39



Diskuze

Organova kultura

Béhem kultivace dochazi k charakteristickym zménam v kontraktilit¢ cév. Kontraktilita se
i bez pfidani FBS do kultiva¢niho roztoku snizuje. Dochazi K snizeni maximalni kontrakce
aposunu koncentra¢ni kiivky doprava, tzn. je nutné podat vyssi koncentraci agonisty
k vyvolani stejné kontrakéni odpovédi. Organova kultura bez FBS zachovava kontraktilitu
cév a nemé¢la by stimulovat proliferaci VSMC. Kultivace bez FBS je asociovana
s pozmé&nénou Ca?* signalizaci, naznaGujici mirny posun ve fenotypu VSMC (Lindqvist et al.,
1999). Uz po 24 hodinach organové kultury bez FBS se mirné zvysila mira apoptézy bunék
(Guo et al., 2008) a snizila exprese SRF a myokardinu a soucasn¢ dramaticky poklesla
exprese markerovych genit VSMC (Zheng et al., 2010). Celkové snizeni kontraktility mize
byt dano snizenou expresi markerovych proteini VSMC béhem kultivace, napt. tézkého
fetézce myosinu (Ishibashi a Bukoski, 1997) nebo katabolismem kontraktilnich proteind.
Diferencované VSMC exprimuji hlavné proteiny dualezité pro kontrakei, oproti tomu
proliferujici VSMC potiebuji ke své funkci vyrazné odlisné proteiny. Ptidani FBS do média
urychluje zmény, které se d&ji v disledku samotné kultivace. Hlavni zmény v kontraktilité cév
spojené s kultivaci ve FBS jsou patrné po jiz 24 hodindch. Disekce cév a kultivace v médiu
znamena pro bunky zménu, na kterou musi néjakym zpisobem reagovat. V disledku zapojeni
odliSnych mechanizmii vedoucich ke kontrakci, které jsou rlstovymi faktory ovlivnény,
pfipadné diky rlzné mife zapojeni jednotlivych cest, se setkdvame s odliSnou schopnosti

jednotlivych agonisti kontrahovat cévy po kultivaci s FBS.
Porovnani vlivu metod kultivace na kontraktilitu cév

V historii bylo navrzeno mnoho typt metod organové kultury. Nejbézné&ji pouzivanym typem
je kultivace v inkubatoru za standardnich podminek 37 °C v atmosféte slozené z 95% O,
a 5% CO; (karbogen) (Dreja et al., 2001, Guo et al., 2008, Morita et al., 2010). Vedle toho je
snaha tuto metodu vylepsit, aby co nejvice odpovidala in vivo podminkam. Jedna se prevazné
o aplikaci intraluminalniho tlaku a proudéni média v inkubované cévé (Bolz et al., 2000).
V nasi metodé Slo pievazné o dostatecné okysliceni a promichani média, které bylo zajisténé
probublavanim roztoku karbogenem. Béhem tfidenni kultivace bez FBS byly vSechny

hodnoty kontrakce snizené, ackoli statistické testovani neprokazalo signifikantni rozdil mezi
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jednotlivymi metodami. V metod¢ s promichavanim média vSak nebylo mozné zajistit
V kultiva¢ni nddobé& dostatecnou relativni vlhkost, a proto dochdzelo k odpafeni urcitého
procenta roztoku a zméné slozeni roztoku. Pfidani FBS do média bylo pii¢inou intenzivniho
pénéni, které bylo mozné ¢aste¢né zeslabit pridanim Antifoamu A do roztoku. Antifoam A ale
mize negativné ovliviiovat bunky v kultufe (Frye a Berg, 1989). Husté pénéni FBS vedlo
k intenzivnéj$imu odpatfovani vody z roztoku. Zadny z uvedenych agonistd nevyvolal ani
minimalni kontrakci jiz po 24 hodinach kultivace s FBS. Tento typ kultivace ma po
ptidani FBS do média vyrazné negativni ucinky na kontraktilitu VSMC, a proto nebyl pro

nase pokusy pouzitelny.
Kontrakce indukovan4 roztokem o vysoké koncentraci K™ (KPSS)

Roztok o vysoké koncentraci K (KPSS) vede u diferencovanych VSMC k depolarizaci
membréany nasledované otevienim L-VDCC a vstupem Ca?* do buiiky. Bé&hem kultivace bez
FBS doslo k postupnému snizovani K'-indukované kontrakce. P¥idani FBS do média tento
proces urychlilo. Jiz po 24 hodindch kultivace s FBS poklesla maximéalni K'-indukovana
kontrakce o 44 % oproti Cerstvé izolované artérii, tato hodnota se poté vyrazné neménila. Po
72 hodinové kultivaci s FBS se maximalni kontrakce snizila 0 51 %. Béhem kultivace bez
FBS dochazelo k postupnému snizovani maximalni K'-indukované kontrakce (24 hodin
0 10 %, 48 hodin 0 40 % a 72 hodin 0 60 %). Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky studie,
ktera byla provedena na kultivovanych mesenterickych artériich (Yamawaki et al., 2000).
V jinych studiich se ale K*-indukovana kontrakce béhem kultivace bez FBS nezménila (Dreja
et al., 2001, Tai etal., 2009), ackoli byl zaznamenan sniZzeny tok Ca?" pies L-VDCC. U
kultivovanych VSMC se vyrazné snizuje zastoupeni L-VDCC na K'-indukované kontrakei.
Napiiklad u kultivovanych aortalnich myocyti nebyla K'-indukovand kontrakce nijak
ovlivnéna blokatory Ca?* kanalii, ani chelatorem Ca?*, ale naprosto vymizela po podani
inhibitoru MLCK (Woodsome et al., 2006). To naznauje, ze depolarizaci indukovana
kontrakce kultivovanych VSMC nezévisi pln€ na vstupu Ca? pfes plasmatickou membranu.
Zatimco u diferencovanych myocytti nema 2-APB (inhibitor membranovych kanala zavislych
na vnitfnich zasobach Ca®* a inhibitor IPsR) vyznamny efekt, u VSMC v kultufe je 2-APB
schopen zabranit K*-indukované kontrakci (Park et al., 2008). U kultivovanych bunék je
K*-indukovana kontrakce nesena nartistem [Ca®]; ¢astecné z vnitinich zasobaren (Woodsome

et al., 2006). Toto sniZeni depolarizaci indukovaného vstupu Ca?* do buiiky z extracelularniho
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prostoru mize byt zptsobeno dvéma faktory: z diivodu zvysené bazalni [Ca®]; je klidovy
membranovy potencial kultivovanych VSMC jiZ v znatng depolarizovaném stavu a Ca®
kanaly se nachazeji v inaktivovaném stavu a nemohou byt depolarizaci oteviené (Platoshyn
et al., 2000) nebo je u kultivovanych VSMC sniZena exprese L-VDCC (Gollasch et al., 1998).
Signifikantni snizeni ucasti L-VDCC na kontrakci kultivovanych artérii oproti Cerstvé
izolované artérii se nam podafilo prokazat pouze ve dvou pripadech: U-46619 a fenylefrinem
indukovana kontrakce po 72 hodinové kultivaci bez FBS (pocitano z relativni nifedipinové

relaxace).
Serotoninova kontrakce

Serotoninova kontrakce je u VSMC zprostiedkovana navdzanim serotoninu na 5-HT2aR
a pfevazné mobilizaci vnitfnich zasob Ca®* (Jayaraman et al., 1996). Je tedy méné zavisla na
L-VDCC nez ostatni pouzité vazokonstriktory. Nase vysledky toto tvrzeni podporuji, jelikoz
podil nifedipin-senzitivni slozky v serotoninem indukované kontrakci u Cerstvé izolovanych
artérii je 16 % z maximalni kontrakce (pro srovnani U-46619 indukovand kontrakce 43 %
a fenylefrinova kontrakce 59 %). Zda se, ze serotonin ma naopak velkou ucast Src kinaz,
které¢ se podileji na mobilizaci vnitinich zasob Ca®, na kontrakci. Inhibi¢ni u&inek na
Src kindzovou aktivitu byl nejvétsi u serotoninové kontrakce a nejmensi u fenylefrinové
kontrakce (Lu et al., 2008). Béhem kultivace bez FBS dochazi k zvyseni exprese 5-HT,aR.
Tohoto procesu se z velké miry ucastni PKC (Luo et al., 2004) a ERK1/2, které byly nalezeny
v brzkych (1-3 hodiny), nikoli vSak pozdnich (24 hodin a vic) fazich kultivace, a proto by
mohly hrat Glohu v poc¢ate¢nich fazich transkripce (Cao et al., 2005). V nasich vysledcich
nedochdzi ani k narGistu maximalni kontrakce a ani k posunuti serotoninem indukované
koncentra¢ni kiivky doleva. Nic tedy nenaznacuje tomu, ze by dochazelo k zvySené expresi
5-HT,aR. Zajimavé je, ze se maximalni serotoninovd kontrakce cévy kultivované ve FBS
nelisi od kontroly (cévy inkubované bez FBS nebo cerstvé izolované cévy) (Obr. 9), protoze
U ostatnich vazokonstriktort vede kultivace s pfidanym FBS k signifikantnimu sniZeni

maximalni kontrakce oproti kontrole (Obr. 10 a 11).
Fenylefrinova kontrakce

Fenylefrinem indukované kontrakce ma u Cerstvé izolovanych artérii nejvétsi ucast L-VDCC

na kontrakci (viz vyse). V prubehu kultivace bez FBS se tento podil snizuje (Cerstve izolovana
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artérie 59 % z maximalni kontrakce a po 72 hodinové kultivaci 29 % z maximalni kontrakce).
Absolutni hodnoty rezidualni kontrakce po zablokovani L-VDCC se neméni. Kultivace bez
FBS snizuje nifedipin-senzitivni slozku kontrakce, ale neovliviiuje nifedipin-rezistentni
slozku fenylefrinové kontrakce. Kultivace s FBS vedla k vymizeni odpovédi na fenylefrin jiz
po 24 hodinach. Pii pouziti noradrenalinu namisto specifického o4 adrenergniho agonisty
fenylefrinu  vySly podobné vysledky. Tydenni kultivace bez FBS vedla K snizeni
noradrenalinem indukované kontrakce a po pfidani 10% FBS do média odpovéd na
noradrenalin téméf vymizela (Yamawaki et al., 2000). U noradrenalinem vyvolané kontrakce
se v prub¢hu kultivace bez FBS zvysuje podil TRP kanali a Src kinaz na indukci kontrakce
(Tai et al., 2009). Béhem kultivace VSMC dochazi k vymizeni odpovédi na fenylefrin, nikoli
vSak na jiné vazokonstriktory. Dochazi k dramatickému snizeni exprese a poctu aipAR
na povrchu bunky, které¢ jsou hlavnim subtypem zodpovédnym za oy adrenergni regulaci
kontrakce myocytu z aorty (Fan et al., 2009). SniZeni exprese a;pAR spole¢né se snizenim
podilu L-VDCC na kontrakci by mohlo byt pfi¢inou radikalniho snizeni fenylefrinem

indukované kontrakce pii kultivaci s FBS.
Tromboxanova kontrakce

Z méteni vyplyva, Ze je U-46619 indukovana kontrakce u Cerstvé izolovanych artérii méné
zavisla na L-VDCC neZ fenylefrinem indukovana kontrakce (viz vySe). Béhem kultivace bez
FBS se snizuje podil L-VDCC na kontrakei (Cerstvé izolované artérie 43 % z maxima a po 72
hodinové kultivaci 23 % zmaxima), ale absolutni hodnoty rezidualni kontrakce po
zablokovani L-VDCC se neméni. Naopak v pribéhu kultivace s FBS se neméni podil
L-VDCC na kontrakci (po 72 hodinové kultivaci s FBS 45 % z maxima), ale jiz po 24
hodinach se vyrazné snizila rezidualni kontrakce, ktera se pak nezmeénila ani po 72 hodinach
kultivace. Kultivace je pii¢inou snizené exprese tromboxanového receptoru na povrchu
VSMC (Zhang et al., 2009). Vyznamnou roli v U-46619 indukované kontrakci hraje
Rho-kinaza (Pang et al., 2005) a velkou ¢asti se podileji i SOC (Suzuki et al., 2012). Exprese
SOC (Bergdahl et al., 2005, Yu et al., 2003) a komponent Rho-kinazové cesty se v pribéhu
kultivace pravdépodobné zvysuji (Woodsome et al., 2006). Udast tdchto zmén vsak

nemuzeme posoudit.
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Kultivace s nifedipinem

Rist VSMC je &asteénd kontrolovan [Ca?']i. L-VDCC hraji dileZitou roli v homeostaze
intracelularniho Ca?* (Short et al., 1993). UvaZuje se, Ze nifedipin a jiné dihydropyridinové
derivaty zpomaluji proliferaci VSMC sniZenim dostupnosti intracelularniho Ca®* (viz kapitola
3 Spiazeni excitace a transkripce). Zablokovani L-VDCC vede K snizeni proliferace a ristu
VSMC (Cartin et al., 2000). Pfidani FBS k &erstvé izolovanym artériim vyvola narist [Ca?*];
a kontrakci cévy (Ishibashi a Bukoski, 1997). Po n¢kolikadenni kultivaci cév s FBS je reakce
na akutni podani FBS zachovéna. Kultivace s FBS konstantng zvysuje [Ca®']; ve VSMC
(Dreja a Hellstrand, 1999). Ptidani verapamilu (blokator L-VDCC) do kultiva¢niho roztoku
s FBS pomaha zachovat kontraktilitu cév (Lindqvist et al., 1999). V in vitro pokusech
S lidskymi aortalnimi VSMC byl prokdzan inhibiéni efekt nifedipinu na dediferenciaci
VSMC. Béhem 72 hodin kultivace s nifedipinem signifikantné narostla relativni exprese
markerovych genl diferencovaného fenotypu a poklesla exprese genli proliferujiciho
fenotypu. Nifedipin snizuje expresi fosforylovaného Akt, jejiz zvySeni souvisi s VSMC
dediferenciaci (Kaimoto et al., 2010). Dalsi L-VDCC blokatory, amlodipin a benidipin,
funguji obdobn¢ (Arakawa a Hasegawa, 2006). Amlodipin signifikantné snizuje syntézu DNA
u VSMC z aorty SHR. OSetfeni amlodipinem snizuje expresi ristovych faktort, které jsou u
SHR v nadprodukci (Lai et al., 2002). Tyto vysledky byly potvrzeny in vivo na modelu
,mechanického poskozeni cévy“ (Kaimoto et al., 2010). Zablokovani L-VDCC
béhem kultivace vede Kk n¢kolika zmé&nam oproti cévam s funkénim L-VDCC: nedochazi
k naristu [Ca®']; v pribéhu kultivace a odlisna [Ca®']; aktivuje odlisné mechanizmy
transkripce, coz ma za nasledek sniZzeni exprese ristovych faktori a gend proliferativniho
fenotypu. Existuji vSak studie, které naopak tvrdi, ze funkéni L-VDCC jsou dilezité
k potlaceni dediferenciace VSMC (Kudryavtseva et al.,, 2014). Kultivace ve FBS
s nifedipinem 24 hodin nijak neovlivnila fenylefrinovou kontrakci (fenylefrin nevyvolal po 24
hodinach s nifedipinem a FBS zadnou kontraktilni odpovéd’ cévy). Jestlize doslo k masivnimu
snizeni oy AR (Fan et al., 2009), pak nezalezi na tom, jestli se zménily mechanizmy kontrakce,
protoZze se fenylefrin nebude mit na co navdzat na povrchu VSMC, a nebude mit tak
prostfedek, pomoci néhoz by signal dovniti buiiky ptedal. V experimentech s tromboxanovym
analogem U-46619 zvysila kultivace s nifedipinem maximalni indukovanou kontrakci.
Zablokovani L-VDCC by mohlo vést v ramci kompenzace Kk zvySené expresi L-VDCC, ktera

by mohla byt vysvétlenim narGstu maximalni U-46619 indukované kontrakce. Vysledky
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nasich experimentii tuto hypotézu nepotvrdily. Z vysledii je ziejmé, ze se zménil podil
jednotlivych slozek kontrakce, protoze ucast 2-APB senzitivni slozky a L-VDCC senzitivni
slozky na kontrakci se béhem kultivace s nifedipinem snizila oproti Cerstvé izolovanym
cévam i oproti kontrolam 72 hodin s FBS. Nifedipin-rezistentni slozka kontrakce se naopak
zvysila na hodnotu, kterd byla naméfend u Cerstvé izolovanych artérii a nifedipin- a 2-APB-
rezistentni slozka U-46619 indukované kontrakce signifikantn¢ narostla oproti Cerstve
izolovanym artériim. ZvySeni maximalni tromboxanové kontrakce v pribéhu kultivace
s nifedipinem je indukovano zvySenim pravé této, na 2-APB a nifedipinu nezavislé slozky.
Mohlo by se jednat o zvysenou Ca®* senzitizaci v diisledku zvy3eni exprese komponent
Rho-kinazové cesty (Woodsome et al., 2006), to vSak nebylo mozné na zakladé naSich pokust
posoudit. Kultivace s nifedipinem vede k zvyseni maximalni U-46619 indukované kontrakce
a potlacuje negativni efekt kultivace s FBS na kontraktilitu cév, a to diky zméné zastoupeni
jednotlivych slozek kontrakce. Zda se jedna o zpomaleni proliferace VSMC pomoci snizeni
dostupnosti intracelularniho Ca®* v diisledku chronického zablokovani L-VDCC nejsme na

zékladé soucasnych vysledkii schopni posoudit.
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Zavér

V diplomové praci se mi podafilo objasnit zakladni charakteristiky kontraktility cév v médiu
bez fetalniho hovéziho séra (FBS) a s pifidanym FBS v riznych ¢asovych tsecich kultivace.
Kultivace s pridanym FBS zvétSuje zmény, které se dé&ji v disledku samotné kultivace,
konkrétné snizeni kontraktility femoralnich artérii. Pfi dlouhodobém zablokovéani L-VDCC se
zvysila maximalni kontrakce kultivovanych cév proti cévam kultivovanym bez
zablokovanych L-VDCC. Jestli se jedna o snizeni dediferenciace VSMC v duasledku

zablokovani L-VDCC bohuzel nelze touto metodou s jistotou urcit. Bylo by potieba ptipojit

I jiné, pfevazné molekularni metody.
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