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Abstrakt

Epoxyeikosantrienové kyseliny (EETS), metabolity kyseliny arachidonové, se
vyznamnym zpusobem podili na funkci kardiovaskularniho systému za fyziologickych i
patofyziologickych stavii. Souc¢asny vyzkum v oblasti EETs ukazuje, ze tyto molekuly
mohou vyznamnym zpuisobem snizovat miru akutniho ischemicko-reperfuzniho
poskozeni srdce. Mohou se vSak také vyznamné podilet na zotaveni srde¢niho svalu po
infarktu myokardu a omezit tak rozvoj postischemického srde¢niho selhani. Cilem této
prace bylo souhrnné piedstavit kardioprotektivni tlohu EETs v ischemicko-reperfuznim

poskozeni srdce a jejich mozné mechanismy.

Klic¢ova slova: srdce, ischémie-reperfuze, epoxyeikosantrienové kyseliny



Abstract

Epoxyeicosatrienoic acids (EETSs) are arachidonic acids metabolites that importantly
contribute to vascular and cardiac physiology and pathophysiology. Current research in
the field of EETs shows that these molecules can significantly reduce the rate of acute
ischemia-reperfusion injury of the heart. However, they can also contribute significantly
to the recovery of the heart muscle following myocardial infarction and to reduce the
development of post-ischemic heart failure. The project aims to outline the known
cardioprotective effect(-s) of EETs on myocardial ischemia/reperfusion injury and their

mechanisms.
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Seznam pouzitych zkratek

ATP
AUDA

AUDA-BE

c-AUCB

CYP 450
DHETS

EETs
14,15-EEZE
HETEs
NADPH
p42/p44 MAPK
PI3K

SEH

STAT-3

t-AUCB

UA-7
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Adenosintrifosfat

12-(3-adamantan-1-yl-ureido)-dodecanova kyselina

inhibitor sEH

Butyl-ester 12-(3-adamantan-1-yl-ureido)-dodecanové kyseliny
inhibitor sEH
cis-4-[4-(3-adamantan-1-ylureido)cyclohexyl-oxy]benzoova
kyselina — inhibitor sEH

cytochrom P450

dihydroxyeikosantrienové kyseliny

epoxyeikosantrienové kyseliny

14,15-epoxyeikosa-5(Z)-enova kyselina — antagonista 14,15-EET
hydroxyeikosantrienové kyseliny
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

p42/p44 mitogen-aktivovana protein kinaza
fosfatidylinositol-3-kinaza

solubilni epoxid hydrolaza

,»Signal transducer and activator of transcription 3
Transkripcni faktor
trans-4-[4-(3-adamantan-1-ylureido)cyclohexyl-oxy]benzoova
kyselina — inhibitor sEH
13-(2-(butylamino)-2-oxoacetamido)tridec-8(Z)-enova kyselina
analog EETs

13-(3-propylureido)tridec-8-enova kyselina — analog EETs



1. Uvod

Kardiovaskularni choroby jsou hlavni pfi¢inou tmrti ve vyspélych statech
svéta. Toto onemocnéni tvoii piiblizné 50% vsSech, kterym lidé v soucasné dobé
podléhaji. Kardiovaskularni choroby patii k vysoce rozsifené hlavné diky Spatnému
zivotnimu stylu a zhorSujicimu se zivotnimu prostredi.

Z epidemiologickych studii proto vyplyvd, Ze soucasny biomedicinsky
vyzkum se musi specializovat na kardiovaskularni choroby, pfedevSim na
ischemickou poruchu srdecni, ktera je nejcastéjSim onemocnénim v ramci
kardiovaskularnich chorob. Védci hledaji zpusoby, jak tomuto onemocnéni piedejit
nebo zmensit jeho nasledky.

Aktualni vyzkum se specializuje na hledani metod, které ochrani srde¢ni sval
pted vznikem infarktu myokardu nebo se zaméfuje na to, aby omezil dopad
ischemické choroby na funkci srdce. Tyto metody jsou zalozené na studiu
molekularnich mechanisma protekce srdce, nebot’ praveé ty nejsou dosud zcela znamy.

Kardioprotektivni signalizace se ucastni velké mnozstvi molekul a enzymi.
Mezi tyto molekuly také patfi arachidonova kyselina, kterd mize byt dale
metabolizovdna na epoxyeikosantrienové kyseliny, které maji pozitivni G€inky pfi
IéEbeé kardiovaskularnich chorob. Toto téma se proto stalo predmétem mé bakalarské

prace.



2. Arachidonova kyselina

Arachidonova kyselina je nenasycend mastna kyselina, kterd obsahuje 20
uhlikii a ¢tyfi dvojné vazby. Zdrojem pro ziskani arachidonové kyseliny do
organismu je napiiklad konzumace podzemnice olejné, ve které se kyselina
vyskytuje. Kyselina arachidonova je také v téle syntetizovana z linolové kyseliny
elongaci a tvorbou dvojnych vazeb. Neni tedy esencialni, pokud je pfitomna kyselina
linolova, coz neplati u kocek, kde je kyselina arachidonova esenciadlni mastnou
kyselinou. Konverze zlinoleatu na arachidonat je katalyzovana enzymem
desaturazou. Arachidonova kyselina je dilezitou slozkou fosfolipidd, u zivocichu je
kyselina vazana na alkohol esterové. Tvofi 5-15% mastnych kyselin fosfolipida
membran. Obsahuje 4 cis vazby a to umoziuje fadu riznych prostorovych
usporadani. Dalsi vlastnosti jsou vysoka ohebnost a tvorba velkého mnozstvi
prostorovych konformaci. Tyto vlastnosti maji vyznam pro polohu a uspotfadani
mastnych kyselin v molekulach fosfolipidii a ovliviji kvalitu membran (Murray &
Davis 2003).

Uvolnéni arachidonové kyseliny z fosfolipidi probiha nejcastéji pomoci
enzymu fosfolipazy A, (viz. Obr. 1). Jak arachidonova kyselina, tak dal$i nenasycené
mastné kyseliny s vice dvojnymi vazbami, mohou slouzit jako zdroj molekul pro
syntézu eikosanoidi. Jak ukazuje Obr. 1 biologicky aktivni eikosanoidy -
prostaglandiny, prostacykliny, tromboxany a dalsi jsou tvofené cyklizujici drahou
pomoci enzymu cyklooxygenazy, leukotrieny vznikaji linearizujici drahou za pomoci

enzymu lipoxygenazy (Murray & Davis 2003). Témét vSechny savéi bunky tvofi

Q ~___ Membrane phospholipid

Phospholipase A,

— — COOH
m/ Arachidonic acid

Cyclooxygenase Lipoxygenase
pathway pathway
Prostaglandins Leukotrienes
Prostacyclins
Thromboxanes

Obrazek 1 — Metabolicka draha vzniku eikosanoidtl z arachidonové kyseliny, uvolnéni z fosfolipidi az k syntéze
prostaglandind, prostacyklint, tromboxant a leukotrient (Stanfield 2013).



z arachidonové kyseliny eikosanoidy. Eikosanoidy funguji pfi velmi nizkych
koncentracich a maji znacné fyziologické a biologické Gcinky. Pusobi jako lokalni
mediatory, které jsou biologicky nestalé, rychle se degraduji, nejsou tedy pienaseny
krevnim fecistém (Voet & Voet 1995).

Metabolismus arachidonové kyseliny je zavisly na nékolika faktorech — na
typu podnétu, piitomnosti kofaktoru, na typu tkédn¢ a inhibitorech. Volna
arachidonova kyselina mize byt metabolizovana tfemi drahami (viz Obr. 2) Prvni
enzym je cyklooxygenaza, druhy lipoxygenaza a tfeti cytochrom P450 (CYP 450)
monooxygenaza. Enzymy cyklooxygenaza a lipoxygenaza zprostfedkovavaji reakci
kyseliny s kyslikem, usnadnuji odstranéni vodiku, pomahaji pteskupeni dvojné
vazby, inkorporuji kyslik do molekuly a tim vznikaji nestabilni hydroperoxy mastné
kyseliny. Podle mista v molekule arachidonové Kkyseliny, které je enzymem
atakovano, je urcen dalsi osud molekuly — z kyseliny se stavaji prostaglandiny nebo
leukotrieny. Tieti draha CYP 450 monooxygendza je =zavisla na kofaktoru
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH). Tato cesta muze probihat tfemi typy
rekei (1) allylovd oxidace, kterd vede k tvorbé hydroxyeikosantrienovych kyselin
(HETES), (2) olefin epoxidace tvoii EETSs a (3) w-oxidace, ktera vytvoti 20-HETES a
19-HETEs (viz Obr. 3). Enzym CYP 450 existuje v mnoha formach a regulace vyse
uvedenych reakci a pfednostni tvorba cilovych molekul je ovlivnéna typem tkéni,
izoenzymu nebo bunék (Schwartzman et al. 1985).
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Obrazek 2 - Signalni draha arachidonové kyseliny. Vysledkem drahy jsou prostaglandiny, HETEs, DHETs a EETs.
Enzymy ucastnici se této drahy jsou COX, LOX, P450 hydroxylaza a P450 epoxygenaza (Jenkins et al. 2009).
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3. Epoxyeikosantrienové kyseliny

EETs jsou vyznamné molekuly s biologickou aktivitou. Jsou syntetizovany
pomoci CYP 450 epoxygenazy z arachidonové kyseliny. CYP 450 epoxygenaza tvoii
nékolik podskupin. Muze napadat dvojnou vazbu arachidonové kyseliny a vytvaret
funk¢éni epoxydovou skupinu  (Capdevila et al. 1992). CYP 450 epoxygenaza
potiebuje ke svému fungovani pfitomnost koenzymu NADPH (Capdevila et al.
1984). Kazda z enzymovych podskupin je vétSinou selektivni a vytvaii pouze jeden
sterecizomer EET. Piedchozi studie ukazaly, Ze epoxygenaza je multienzymovy

komplex a jeji stereoselektivita je kontrolovana (Capdevila et al. 1992).

Arachidonic Acid
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5,6-EET 5-HETE 19-HETE
8,9-EET 8-HETE (omega-1)
11,12-EET 9-HETE 20.HETE
14,15-EET 11-HETE (omega)
12-HETE
15-HETE

Obrazek 3 — Tii typy reakci CYP 450 monooxygenazy (Schleihauf et al. 1998).

EETs jsou metabolicky aktivni molekuly a pusobi v fad¢ tkani organismu.
Maji celou fadu ptinosnych ucéinkd (Tacconelli & Patrignani 2014). Jsou to
vasoaktivni molekuly, které zptsobuji dilataci cév (Proctor et al. 1987). Jednou
z dalsich positivnich funkci EETs pro organismus je jejich protizanétlivy ucinek.
EETs proto mohou slouzit jako vhodnd terapie pro lécbu ftady zanétlivych
onemocnéni (Node et al. 1999). Dalsi z unikatnich vlastnosti EETs, ktera byla dosud
objevena je, ze slouzi v téle jako proangiogenni molekuly a podileji se na tvorbé
novych cév (Pozzi et al. 2005). Z komplexniho pohledu EETs ptisobi kladné na celé
organy, nejvice se ucinky zkoumaji za patofyziologickych situaci, jakymi jsou

mozkova mrtvice, pii poSkozeni ledvin a v neposledni fad¢ predevsim pfi ischemii
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srdecniho svalu (Imig 2006). Je vsak dulezité zminit, ze EETs nemaji pouze ptiznivy
efekt. Jak bylo také ukazano, EETs pusobi na nékteré signalni drahy, které mohou
vést Kk proliferaci nadorovych bunék (Jiang et al. 2005) a podporuji invazivitu
nadorového bujeni a vznik metastaz (Jiang et al. 2007). Tato skute¢nost muze uzce

souviset s jejich proangiogennim pusobenim.

3.1. Déleni epoxyeikosantrienovych kyselin a jejich degradace

CYP 450 epoxygenaza syntetizuje 4 regioizomery EETs. Tyto regioizomery
jsou 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET a 14,15-EET (Obr. 4). Ruzné izomery jsou
syntetizovany V riznych tkanich a piisobi zde jako aktivni lipidické molekuly. Kazdy
z EETs se pravdépodobné vaze na specificky receptor (Fang et al. 1995), nicméné
dosud se nepodarilo prislusné receptory identifikovat. Pfedpoklada se vsak, ze se
bude jednat o receptory sptazené s G-proteiny (Imig 2006).

Dnes jiz vime, Ze jednotlivé izomery mohou byt insertovany do
intracelularnich lipidd. Ve vétSin¢ piipadi byvaji izomery inkorporovany do
fosfatidylcholinu vice nez do ostatnich fosfolipid. Dalsi typy fosfolipidd, kde byly
EETs identifikovany jsou napiiklad fosfatidylinositol nebo fosfatidylethanolamin
(VanRollins et al. 1993).

EETs jsou dale metabolizovany na dihydroxyeikosantrienovou kyselinu
(DHETS) pomoci enzymu solubilni epoxid hydrolazy (SEH). Tato reakce slouzi
Kk rychlému odstranéni EETs na DHETS. Vzniklé DHETS mohou byt vylouceny do
extracelularniho prostoru. Pfeména EETs na DHETSs je zavisld na typu tkané a jeji
bioaktivité. Jak jiz bylo zminéno, EETS jsou bioaktivni molekuly, pfeménou na
DHETs ztraceji svoji biologickou aktivitu. Pfeména je tedy zavisla na tom, jestli
EETSs jsou v urcité tkani potiebné. Neni vsak zatim vyloucené, ze by DHETs nemohly
mit n&jakou dalsi funkci pro organismus (VanRollins et al. 1993), proto jsou také

Vv zajmu vyzkumnych tymu.
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Obrazek 4 — Metabolicka draha arachidonové kyseliny, pfeména arachidonové kyseliny pies EETs na DHETS pomoci sEH
(Larsen et al. 2016).

Dalsi drahou, kterou jsou EETS metabolizovany je -oxidace. B-oxidace je
proces, kde dochdzi k postupné oxidaci mastnych kyselin, v tomto ptipadé¢ EETs.
Timto procesem buika ziskava energii. Oxidace EETs pievazuje v peroxisomech.
EETs podléhaji metabolismu B-oxidace nebo jsou konvertovany na DHETSs diky sEH.
Rychly metabolicky ptevrat EETs je zpusoben pravé témito dvéma drahami (Fang et
al. 2000).
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4. Ischemie a reperfuze

Ischemie myokardu je srde¢ni choroba, ktera vznika pii uzavieni nékteré
z vétvi koronarnich tepen. Castou pfi¢inou vzniku tohoto onemocnéni je trombus. Pfi
uzavieni nékteré z vétvi koronarnich tepen se prerusi dodavka kysliku do srde¢niho
svalu, vyrazné¢ se snizi dodavka substrati a vyznamné se snizi odplavovani
metabolitl. Diky pieruseni dodavky kysliku se zméni metabolismus srde¢niho svalu
Z ptevazujiciho aerobniho na anaerobni. To vede k velkému sniZeni tvorby ATP.

Metabolismus ischemického myokardu doprovazeji i dal$i zmény. Myocyty
nemaji dostatek energie, hromadi se v nich ionty a méni se jejich membranovy
potencial. Hlavnim iontem hromadicim se uvnitf buniky je véapnik. Pfi¢inou
hromadéni je zvySené vyplavovani vépniku ze sarkoplasmatického retikula, selhani
sarkolemélni véapnikové pumpy zavislé na ATP a dalsi pfiCiny. Diky zvySeni
intracelularni koncentrace vapniku se aktivuji lysozomalni proteazy, zvysuje se
tvorba kyslikovych radikali a jiné, pro buiiku negativni procesy s fatalnimi dasledky.
Draslik se hromadi v extraceluldarnim prostoru bunky a vyznamné meéni velikost
membranového potencialu na plazmatické membrang.

Porucha vapnikové homeostazy, vyCerpani vSech energetickych zdrojt,
hromadéni kyslikovych radikalti a poskozeni bunéénych membran vedou k degradaci
srdeCnich bunck ajejich nésledné smrti. K zdniku dochdzi dvéma zpisoby,
energeticky nezavislym procesem nekontrolovatelného autolytického rozkladu nebo
fizenym rozkladem organel a makromolekul pomoci proteolytickych enzymii (kaspaz
a jinych) tzv. apoptozou.

Funkénim dasledkem ischemie je ztrata kontraktility srde¢niho svalu, poruchy
srdeéniho rytmu a vznik bolesti. V kone¢ném disledku pak odumfeni Casti tkané
myokardu. Ischemie vyvolava fadu patofyziologickych zmén srde¢niho svalu, které
jsou pii v€asném zprichodnéni koronarni tepny reverzibilni. K ireverzibilnimu
posSkozeni dochazi po del§im trvani ischemie, které je pfi¢innou bunécné smrti. Tato
situace vede ke vzniku infarktové jizvy v myokardu.

Obnoveni pritoku po ischemii se fikd reperfuze. Pfi reperfuzi po relativné
kratké dobé plsobeni ischemie se myokard vrati k normalni ¢innosti, pokud vSak
dojde k reperfuzi po delsi dob¢ ischemie (po vycerpani energie, akumulace vapniku a
kyslikovych radikall), mize dojit k poSkozeni i1 téch bunék, které by bylo mozné
zachranit. Za reperfuzni poSkozeni je odpovédné zvySeni produkce kyslikovych
radikali a nekontrolovatelné uvolnéni vapniku po obnoveni koronarniho pratoku

postizenou oblasti (Ost’adal & Vizek 2003).
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5. Kardioprotekce

Choroby srde¢niho svalu jsou nejzavaznéjsim a nejcastéjSim onemocnénim
souc¢asné¢ doby. Prvni misto patii ischemické chorobé srdecni a jeji nasledné
zavaznéjsi formé - infarktu myokardu. Ischemie myokardu je disledkem nedostatku
kysliku. PoSkozeni srdce je zavislé nejen na piitomnosti kysliku, ale také na kondici
srde¢niho svalu pfi kyslikové deprivaci. Odolnost srdce se méni se zvySujicim se
veékem a je také zavisla na pohlavi (Ostadal & Vizek 2003).

Pod pojmem kardioprotekce rozumime procesy, ktera vedou k ochrané
myokardu a zmenSeni nebo prevenci poSkozeni myokardu. Kardioprotekci je tedy
snaha zachranit poskozené kardiomyocyty pied bunéénou smrti, respektive zvysit
jejich odolnost viué¢i akutnimu ischemicko-reperfuznimu poskozeni srdce. EXxistuje
cela fada piirozené se vyskytujicich kardioprotektivnich proteind a sekre¢nich latek,
které jsou uvoliovany jako odpoveéd’ na stres nebo na srdeéni ischemii. Tyto proteiny
a molekuly ptsobi na srde¢ni bunky. Aktivuji bunééné signdlni drahy nutné pro
preziti myokardu, aby zvysili toleranci na stav bez kysliku a zmirnily tak dasledky
akutniho infarktu. Je proto logické, ze farmakologicka 1é¢iva vyvinuta na zakladé
experimentti analyzujicich kardioprotektivni signalni drahy by mohla v budoucnosti
vyznamnym zpusobem omezit kardiovaskularni mortalitu u lidi (Liu et al. 2011).

Jednim z faktort hrajicich roli v kardioprotektivnich u¢incich na srdce mohou
byt pravé EETs. Pochopeni molekuldrnich mechanismi, které mohou za
kardioprotektivni ucinek, jsou zasadni pro vyvoj za ucelem zmenseni infarktu
myokardu nebo disledkti pramenicich z poSkozeni srdce pti akutni ischemii/reperfuzi

(Liu et al. 2011).
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6. MoZnosti 1écby pomoci EETS

Moznosti 1é¢by, které maji za nasledek zvyseni koncentrace EETs Vv téle Ize
rozdélit na dvé — preventivni nebo terapeutické. Lécba preventivni se snazi predejit
onemocnéni ¢i prubéh onemocnéni zmirnit. Terapeutickou lé¢bou rozumime, Ze
provadime opatfeni, kterd ovliviiuji pribé¢h po odeznéni akutniho onemocnéni.
Terapeuticka 1écba se snazi disledky onemocnéni zmirnit a zlepSit funkénost
postizeného organu. V ptipadé terapeutické¢ 1éCby po akutnim infarktu myokardu,

rozumime 1é¢bu rozvoje postischemického srdecniho selhani.

6.1. Preventivni 1é¢ba

Pii preventivni 1é¢bé byla jako moznost zvySeni koncentrace EETs dosud
studovano: 1) exogenni podani EETs, 2) exogenni podani inhibitord sEH, 3)
inaktivace genu sEH, 4) zvySeni exprese genu pro EETs nebo 5) exogenni podani
inhibitora CYP 450 hydroxylazy.

6.1.1. Exogenni podani EETs

Pfi podani exogennich EETs byly testovany vSechny regioizomery EETs na
raznych zvifecich modelech. Po experimentalnim navozeni ischemie a nasledné
reperfuzi bylo zjisténo, ze regioizomer 8,9-EET nemél zadny protektivni vliv na
velikost infarktu u laboratornich potkant na rozdil od izomera 11,12-EET a 14,15-
EET kde, se vyrazné projevilo zmenseni velikosti infarktu po podani pfed okluzi
koronarni arterie (Gross et al. 2007). Pfi akutnim ischemicko-reperfuznim poskozeni
srdce dochéazi k odumirani buné€k srde¢niho svalu. Diky 1écbé pomoci 14,15-EET se
pocet umirajicich bunék mysi snizil ve studii Merkel et al. (2010). Potvrzenim
hypotézy, 7e¢ EETs hraji hlavni Glohu v G¢innosti 1é€by pfed akutnim infarktem
myokardu je i ta skuteCnost, ze pokud pouZijeme kompetitivni antagonisty EETs
14,15-EEZE zabranime vazb& EETS na jejich receptor, coz ma za nasledek inhibici
kardioprotektivniho ptisobeni EETs. Takto bylo potvrzeno, ze EETs jsou metabolicky
aktivni molekuly a mohou hrat vyznamnou ulohu v ischemické toleranci srdce (Gross
et al. 2007).

Jak jiz bylo uvedeno vySe, exogenni podani EETs ptfed ischemii snizuje
velikost infarktu. Pro lepsi vyuziti v klinické praxi je samoziejmé piijatelnéjsi 1éCba,
ktera se provede Vv prub&hu ischemie nebo na zacatku reperfuze, jelikoz se jen tézko

identifikuje, kdy presné k infarktu dojde. Rada experimentalnich studii ukazala, Ze
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podanim EETs pted reperfuzi ma kardioprotektivni u€inek jak u laboratornich mysi

(viz Obrazek 5) (Motoki et al. 2008), tak u psu (Nithipatikom et al. 2006a).
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Obrazek 5 — Redukcee infarktu myokardu pomoci exogennich EETs. Graf ukazuje procento velikosti infarktu po
1éEbé& pied a po ischemii srde¢niho svalu (Motoki et al. 2008).

Akutni podani exogennich EETs nese S sebou jednu hlavni nevyhodu pro
klinické uplatnéni 1é¢by v praxi a to, ze EETs jsou velmi rychle metabolizovany (v
fadu minut), jsou chemicky i metabolicky labilni a jejich fyziologicky ucinek je tedy
Casové omezeny (Voet & Voet 1995). Proto byla v soucasné dobé chemicky
vytvofena fada novych analogt EETS, které maji podobnou strukturu a funkci,
nicméné jejich Zivotnost v krevnim fecisti je vyrazné del$i. V nékterych piipadech
tyto analogy mohou zaroven pusobit jako inhibitory SEH a tak potencovat protektivni
ucinek zvysenim endogennich EETs (Falck et al. 2009).

Jak ukazal Batchu et al. (2011) ptidani nizké davky analogu UA-8 (0,1uM) do
ob¢&hu srdce laboratorni mysi vykazovalo podstatné zlepseni postischemické obnovy
srde¢ni kontraktility. ZlepSeni srde¢nich funkci po ischemii podanim UA-8 bylo
vyrazngjsi nez u 1écby 11,12-EET nebo u transgennich mysi, které mély deletovany
gen pro sEH. Podobny kardioprotektivni efekt byl také pozorovan u analogu UA-7
0 vyssi davce (1uM). Analogy EETs byly také testovany, jak ovlivni ischemickou
odolnost na modelu tkanové kultury kardiomyocytu, které byly podrobeny 6
hodinové simulované ischemii a 16 hodinové reoxygenaci. Jak ukazaly vysledky této
prace, pii 1é¢bé analogem byla mnohem mensi mortalita bunék, nez pii 1é¢bé
exogennimi EETs. Buiiky lé¢ené analogem mély sniZenou aktivaci kaspazy-3, ktera
je odpovédna za zvySenou indukci apoptézy na zacatku reoxygenace. Analog EETSs
také omezil pokles mitochondridlniho membranového potencialu po ischemii.

Vysledky ukazuji, ze 1é¢ba pomoci EETs respektive EETs analogt by mohla alespon
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Caste¢né zachovat funkci mitochondrii a tim snizit mortalitu srde¢nich bunék. Tyto
vysledky jasné ukazaly, ze pouziti analogu EETS muze slouzit jako terapie pro

omezeni poskozeni myokardu a mitochondrii v disledku akutni ischemie/reperfuze.

6.1.2. Exogenni podani inhibitoru sEH

Inhibitorti SEH existuje velké mnozstvi, v této praci se budu vénovat studiim,
které pouzivali latky AUDA, AUDA-BE, c-AUCB a t-AUCB.

Inhibitor sEH blokuje funkci tohoto enzymu a eliminuje tedy degradaci EETs
na biologicky malo u¢inné DHETS. Inhibice SEH ma za nasledek zvyseni koncentrace
endogennich EETs. Jak ukazala studie Gross et al. (2008), akutni podani inhibitoru
AUDA pied okluzi koronarni arterie zmenSilo velikost infarktu u psd. Zvysena
ischemicka tolerance byla zprostfedkovana zvysenim koncentrace endogennich EETs.
Tato skute¢nost byla potvrzena v experimentech, kdy byl pfidan do ob&hu antagonista
14,15-EETs 14,15-EEZE. V duasledku podani 14,15-EEZE byl Kardioprotektivni
ucinek inhibitoru sEH zablokovan. Tento vysledek lze vysvétlit tak, Ze antagonista
selektivné pusobil na specificky receptor pro EETS a zabranil tak aktivaci protekce.
Dale bylo zjisténo, ze ve vyssi davce pusobi AUDA Iépe nez v mensi a dosahuje
ptiblizné stejné velkého efektu jako pii podani vyssi davky EETS.

Dalsi latka podana pied ischemii, ktera byla pouzita pro zvySeni obnovy
postischemické kontraktility srde¢niho svalu byl inhibitor t-AUCB. Tento pokus byl
provadén na laboratornich mysich. | vtomto pfipadé kardioprotektivni strategie,
inhibice sEH, byla potvrzena (Chaudhary et al. 2010). Jak se dale ukazalo, nezalezi,
zda je inhibitor sEH (AUDA-BE) podan pted nebo na konci ischemie, vzdy doslo
k navozeni a zlepSeni ischemické tolerance (Obr. 6) (Motoki et al. 2008).

Exogenni podéni inhibitoru c-AUCB nemélo velky Gc¢inek na sniZeni velikosti
infarktu u laboratornich potkant (Neckaf et al. 2012). Tento negativni vysledek mtize
mit né€kolik divodu, naptiklad nedostacujici zvySeni koncentrace EETs natolik, aby
byl Géinek EETs znatelny. Kardioprotektivni potencial tohoto inhibitoru byl vSak

prokazan na hypertenzi ovlivnéném srdci potkant (viz kapitola 7).
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Obrazek 6 — Snizeni relativni velikosti infarktu pomoci inhibitoru SEH AUDA-BE. Graf ukazuje
procento velikosti infarktu po podani pted (vlevo) a po ischemii (vpravo) (Motoki et al. 2008).

6.1.3. ZvySeni koncentrace EETs pomoci inaktivace genu sEH

Jednou z moznosti, jak dosahnout zvySené hladiny EETs, je inaktivace genu
pro sEH. Jak bylo prokdzano u mysi, jedinci s inaktivnim genem pro sEH nedokazi
konvertovat EETs na DHETSs. Pomér EETs k DHETS je tedy u SEH null transgennich
myS$i vysS§i oproti wild type mySim. Pokud byly tyto mySi podrobeny
ischemii/reperfuzi, ukazalo se, ze u sEH null je velikost infarktu vyrazné mensi nez u
wild type mysi v disledku zvySené koncentrace endogennich EETs. Tento fakt byl
potvrzen Vv experimentech, pii kterych byl mySim podan antagonista EETS a
kardioprotektivni u¢inky transgenniho fenotypu byly tak anulovany (Seubert et al.
2006, Motoki et al. 2008, Chaudhary et al. 2013).

6.1.4. ZvySeni koncentrace EETS pomoci zvySeni exprese CYP 450
epoxygenazy

Zvyseni koncentrace EETs lze také docilit transgennim zvySenim exprese
enzymu, ktery metabolizuje arachidonovou kyselinu na EETs, tj. CYP 450
epoxygenaza. Mysi 1 potkani, které mély zvySenou expresi CYP 450 epoxygenazy
vykazovaly po ischemii a reperfuzi zlepseni zotaveni funkce levé komory srde¢ni
(Seubert et al. 2004, Chaudhary et al. 2013).

6.1.5. Cytochrom P450 hydroxylaza

Cytochrom P450 hydroxylaza hraje také vyznamnou roli v ischemické
toleranci srdce a kardioprotektivnim piasobeni EETs. CYP 450 hydroxylaza

metabolizuje EETs a pfeméiuje je na HETEs. Jak bylo prokdzéno, HETEs, na rozdil
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od EETs, vyznamnym zplsobem zvySuji miru ischemického poskozeni srdce.
Blokaci CYP 450 hydroxylazy lze snizit koncentraci HETEs i velikost infarktu
myokardu. HETEs maji tedy negativni vliv na zotaveni srdce po ischemii/reperfuzi.
Exogennim podanim 20-HETE do koronarniho ob&hu se zietelné zvysila velikost
infarktu u psii. Zda se tedy, ze preference epoxygendzové drahy pred hydroxylazovou
je kli¢ova pro vysledny protektivni G¢inek enzymt CYP 450 (Nithipatikom et al.
2006b).

6.1.6. Mechanismus kardioprotektivniho piisobeni EETS

Kardioprotektivni u¢inky EETs jsou zprostfedkovany nékolika signalnimi
drahami. EETs aktivuji tyto signdlni drahy a tim reguluji velké spektrum bunécnych
procest, které podporuji adaptivni zmény v srdecnim svalu za patofyziologickych
stavu (Imig 2012).

Jednou z dulezitych signalnich drah pfi vzniku ischemie je draha vedouci
k otevieni na ATP zavisly draslikovy kanal (Kartp). Jak mitochondrialni, tak
sarkolemalni Karp kandly hraji roli pfi poskozeni srdce, jak bylo prokazano
VvV pribéhu poslednich nékolika let. Védecké vyzkumy potvrdili, ze EETs maji
pozitivni G¢inek na aktivaci obou forem Katp kanalti. Akutni podani inhibitora Katp
kanalu inhibovalo kardioprotektivni pusobeni EETs (Gross et al. 2007, Seubert et al.
2004).

Kardioprotektivni signalizace EETs je také spojena s fosfatidylinositol-3-
kinazou (PI3K). Jak bylo zjisténo v pfitomnosti EETs se zvysilo mnozstvi
fosforylovanych metabolitd kinazy. Pokud byl pfidan do ob&hu mysi neselektivni
inhibitor PI3K wortmannin, inhiboval zlepSenou postischemickou obnovu
kontraktilnich funkci srdce navozenou EETs (Batchu et al. 2011, Seubert et al. 2006).

ZlepSeni regenerace funkce srdce zahrnuje dalsi signalni draha - p42/p44
MAPK. Potvrzeno to bylo tim, Ze po pfidani inhibitort MAPK drahy byla 1é¢ba EETS
inhibovana (Seubert et al. 2004). Dalsi pokusy také potvrdily, Ze kardioprotekce
EETs je z ¢asti zprostiedkovana STAT-3 signalni drahou (Merkel et al. 2010).
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Obrazek 7 — Signalni drahy EETs kardioprotekce a protekce pied ischemickym poskozenim (Imig 2012).

Vsechny tyto drahy maji jako jednu z funkci zabranit umirani srdec¢nich
bun¢k. Kardioprotekce EETs by mohla byt zprostfedkovana pomoci téchto signalnich
drah. EETs a tyto signalni drahy také vedou ke zméndm v mitochondriich, které
redukuji apoptoézu srde¢nich buné€k, ktera je spojena s ischemicko-reperfuznim
poskozeni (Obr. 7) (Imig 2012).
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6.2. Preventivni lé¢ba u nemocnych srdci

Jednou ze studii, zabyvajici se touto otazkou, analyzovala ischemickou
toleranci srdce u hypertenznich potkanti, kterym byl do jejich genomu vlozen mysi
gen pro renin. Jednalo se tedy o angiotensin II. dependentni formu hypertenze. Pro
1é¢bu pomoci EETs byl pouzit inhibitor SEH c-AUCB. Pétidenni podavani c-AUCB
radikdlné snizil systolicky krevni tlak u hypertenznich jedinci. U Iécenych
transgennich potkand byl rozdil v poméru srde¢nich EETs a DHETs mnohem vétsi.
Potvrzuje to tedy teorii, ze inhibitor SEH zabranil degradaci EETs. U srdci
hypertenzniho potkana 1é¢ba dale snizila levostranny systolicky tlak a maximalni
rychlost srde¢ni kontrakce. Tato 1écba dale ukazala tendenci ke snizeni parametrt
hypertrofie levé komory (Neckar et al. 2012).

Dal$im z ptikladu nemocného srdce muze byt myokard diabetika. V pokusech
Yousif et al. (2009) bylo prokazano, ze inhibitory CYP hydroxylazy a inhibitory sEH
mohou pomoci pii 1é¢bé akutniho infarktu myokardu u diabetickych srdci potkant.
Po inhibici CYP hydroxylazy se zlepsila funkce srde¢niho svalu. Tato skute¢nost
naznacuje, ze zvySena produkce HETES u diabetickych jedincti podporuje a ptispiva
ke zvySenému poskozeni srdce v disledku ischemie.

Ttetim piikladem mize byt starnouci srdce. Ve studii Chaudhary et al. (2013)
bylo srdce starSich mysi ovlivnéno zvysenou expresi CYP 450 epoxygenazy nebo
deleci genu pro sEH. Jak ukazaly vysledky této studie, v reperfuzi se zlepsila
funk¢nost levé komory u sEH null jak u mladych tak starych mysi (viz. Obr. 8).
Zlepsena obnova kontraktility levé komory se u jedincl se zvysenou expresi CYP
450 epoxygenazy neprokazala nicméné po piidani inhibitoru sEH do obéhu
K transgennim starym mys$im funkci levé komory zlepsila. Dalsi pokusy ukazaly, ze
tyto rozdily, kdy u starych transgennich mysi 1écba se zvySenou expresi CYP 450
epoxygenazy nefunguje, nejsou zpusobeny zvysenou expresi SEH u starSich mysi, ale
tento rozdil je zplsobeny tim, ze ¢im star$i mys tim vétsi oxidacni stres, tim vice
dihydro-metabolitii vytvofenych enzymem SEH a snizena funkce protein fosfatazy.

Tyto rozdily se u inaktivace sEH genu eliminuji.
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Obrazek 8 — Obnova postischemické kontraktilni funkce v levé komote po 40 minutach reperfize u mladych
transgennich a netransgennich mysi a starych transgennich a netransgennich mysi, LVDP slouzi jako marker
pro zlep$eni kontraktilni funkce srde¢niho myokardu (Chaudhary et al. 2013).

Diabetes a vysoky krevni tlak jsou jednou z nejcastéj$ich onemocnéni
soucasné doby a rizikovymi faktory ischemické choroby srde¢ni. Jak uvedené studie
potvrzuji, 1é€ba pomoci EETs u nemocnych srdci se zdd velmi perspektivni. Stafim
nas$ organismus slabne a ztraci svoji funkénost, avsak EETs se i vtomto sméru

oveftily jako nadéjné 1é€ivo.

6.3. Terapeuticka lé¢ba

Pro terapeutickou 1écbu postischemického rozvoje srdecniho selhani
zalozenou na EETs byly dosud vyuzivany pouze inhibitory sEH. Jako latky inhibujici
SEH byly testovany AUDA, GSK, TPPU a t-AUCB.

Inhibitor sSEH AUDA byl podavan ve studii Merabet et al. (2012) a analyzoval
rozvoj srdecniho selhani, pokud byla 1é€ba zahijena 42 dni po akutni ischemii
srde¢niho svalu, méteni probe€hlo az 50. den po infarktu. ZvySeni dostupnosti EETs
prokazalo jejich 1écebny ucinek. Zlepsila se celkova funkce srdce, vylepsila
kontraktilita srde¢niho svalu a perfuze srdce.

Dalsi ze studii vyuzivala inhibitor GSK, ktery byl podavan potkantim hned po

akutni ischemické chorobé srdec¢ni po dobu péti tydnti. Inhibice sEH a nésledné
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snizeni degradace EETs prokazala anti-remodelacni ucinek. Po 1écbé inhibitorem se
zlepsila funkce levé komory, v srde¢nich fibroblastech se snizila produkce kolagenu,
nedoslo tedy ke vzniku tak rozsahlé srde¢ni fibrozy. Dal$im efektem zvySené hladiny
EETs v post-ischemickém srdci byla snizena tvorba zanétlivych faktor a exprese
gend stimulujici hypertrofii srde¢niho svalu (Kompa et al. 2013).

Sirish et al. (2013) svym vyzkumem potvrdil pfedeslou studii. Pro tuto studii
byly zvoleny jiné podminky nez pro predeslé. Pokusnymi zvifaty byly mysi a doba
podavani inhibitoru TPPU byla tfi tydny. Po podani lécebné latky se zlepSila
funkénost srdce, kontraktilita srdeéniho svalu a doslo k zamezeni neptiznivé
remodelace srdce po infarktu myokardu. Zmenseni velikosti jizvy po srde¢ni ischemii
bylo jednim z efektt EETs, ktera pfedchozi studie neuvadély (Obr. 9).

Kone¢né v praci Li et al. (2009) byl pouzit inhibitor t-AUCB, ktery byl
podéavan laboratornim mysim po infarktu myokardu po dobu tfi tydnd. Diky inhibici
SEH se u lécené skupiny zvysil pomér EETs k DHETS v porovnani s nelécenou.
V této studii se také potvrdilo, ze inhibice SEH ma za nasledek zlepSeni kontraktility
srdeéniho svalu, doslo ke zmenSeni velikosti infarktu, shizila se produkce zanétlivych
faktorti a predeslo se rozvoji srde¢ni hypertrofie.

Z uvedenych studii mizeme predpokladat, ze 1écba infarktu myokardu pomoci
EETs je vhodnd a ucinna. Diky inhibici enzymu sEH a naslednému zvySeni

koncentrace EETs se da pfedchazet rozvoji srdecniho selhani po infarktu myokardu.
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Obrazek 9 — Znézornéni velikosti infarktové jizvy pted a po 1é€b¢ inhibitorem SEH
TPPU (Sirish et al. 2013).
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8. Zavér

Ve studiich probéhlych v nedavnych letech byly jasné potvrzeny
kardioprotektivni ptusobeni EETs, a to jak u zdravych tak nemocnych jedinct.
Protektivni uCinky byly prokazany po podéani exogennich EETs, po preventivnim i
terapeutickym zvySenim koncentrace EETs pomoci inhibitori sEH nebo zvySenim
endogennich EETs na fadé transgennich modeld.

Kardioprotektivni u¢inky EETs byly testovany pied i po zahdjeni ischemie.
Jelikoz v bézném zivoté nemtizeme predvidat, kdy dojde k preruseni dodavky kysliku
do srdce, jsou vysledky pii podani na zacatku reperfuze dilezité a velmi nadéjné pro
biomedicinsky vyzkum zabyvajici se akutni [é€bou ischemické choroby srdec¢ni.

Utinky EETs byly také zkoumany aZ po prob&hlé ischemii srde¢niho svalu
(terapeutické podani). Inhibitory sEH byly podavéany jako 1écebné latky po rtzné
dlouhou dobu od infarktu myokardu a ukazaly sviij protektivni potencial. Protektivni
efekt EETs by se tedy dal vyuzit jak pro 1é¢bu akutniho infarktu myokardu, tak pro
1é¢bu rozvoje srde¢niho selhani po infarktu myokardu.

Vysledky provedenych vyzkuml naznacuji, Ze EETs jsou nad&€jnou moZznosti
pro 1écbu kardiovaskularnich onemocnéni. Bohuzel zvySeni koncentrace EETs muze
mit i vedlej$i u€inky, napiiklad proliferaci nddorovych buné€k a tvorbu metastazi. Aby
se predeslo témto nezddoucim vedlej$§im U¢inkim, je tieba znat velmi podrobné
molekularni mechanismy plisobeni EETs nejen na srdce, ale i na dalsi organy a tkané.
Po podrobnéj$im prozkoumani téchto mechanismi by se mohly stat EETs a inhibitory

jejich degradac¢nich drah budoucnosti pro 1écbu riznych onemocnéni srdce a cév.
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