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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceutick4 fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie
Studentka: Mgr. Veronika Hodinova
Skolitel: PharmDr. Jana Pourova, Ph.D.

Nazev  rigorézni  prace:  Studium  mechanismu  vasodilatatniho  ucinku

3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny a 4-methylkatecholu ex vivo

Cilem této prace bylo ovéfit, metodou izolované aorty potkana ex vivo, nékolik
mechanismu vasodilata¢niho uc¢inku dvou kolonickych metabolitii flavonoidi, kyseliny
3,4-dihydroxyfenyloctové a 4-methylkatecholu. Potvrdili jsme, Ze oba testované
metabolity vykazuji vasorelaxacni uCinky. Mechanismy vasodilatacniho u¢inku jsme
zjistovali pomoci experimentl s inhibitorem cyklooxygenazy a dale praci s inhibitory
draslikovych kandalt aktivovanych véapnikem. Zjistili jsme, Ze na vasodilataénim
pusobeni  kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové se pravdépodobné podileji jak
cyklooxygenaza, tak nékteré podtypy draslikovych kandla aktivovanych véapnikem.
Mechanismus vasodilata¢niho G¢inku 4-methylkatecholu se nepodafilo zjistit, vysledky

byly nejednoznacéné. Ucast cyklooxygenazy je viak nepravdépodobna.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacology & Toxicology
Student: Mgr. Veronika Hodinova
Supervisor: PharmDr. Jana Pourovéa, Ph.D.

Title of rigorous thesis: The ex vivo study of mechanism of vasodilatation effect

of 3,4-dihydroxyphenylacetic acid and 4-methylcatechol

The aim of this thesis was to prove some mechanisms of vasorelaxation effects
caused by two colonic metabolites of flavonoids, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid and
4-methylcatechol, by the ex vivo method of isolated rat’s aorta. We confirmed the
vasorelaxation effects in both of the metabolites. We found out the mechanisms
of vasorelaxation effect by experiments with the inhibitor of cyclooxygenase and also
by experiments with inhibitors of calcium-activated potassium channels. We found out
that the cyclooxygenase as well as some subtypes of calcium-activated potassium
channels have both participated in the vasodilatation effect
of 3,4-dihydroxyphenylacetic acid. We were not able to confirm the mechanism
of vasodilatation effect of 4-methylcatechol, the results were ambiguous.

The participation of the inhibition of cyclooxygenase is unlikely.
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1 SEZNAM ZKRATEK
ACE = angiotenzinogen konvertujici enzym

ADP = adenosindifosfat

ANP = atridlni natriureticky peptid

ATP = adenosintrifosfat

BDNF = mozkovy neurotroficky faktor

Ca?" = véapenaté kationty

cAMP = cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP = cyklicky guanosinmonofosfat

CO = oxid uhelnaty

CO; = oxid uhlicity

COX = cyklooxygenaza

CYP = cytochrom P450

DAG = diacylglycerol

3,4-DHPA = kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova
EDHF = hyperpolarizujici faktor odvozeny z endotelia
EDREF = endotelidlni relaxacni faktor

3-HPPA = kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova
IKca = vapenatymi kationty aktivované draslikové kanaly, stfedn€ vodivé
IP; = inositoltrifosfat

KVO = kardiovaskularni onemocnéni

LPC = lysofosfatidylcholin

4-MC = 4-methylkatechol

NGF = nervovy ristovy faktor

NO = oxid dusnaty

NOS = syntaza oxidu dusnatého

O2 = kyslik

PDGEF = destickovy rustovy faktor

SKca = vapenatymi kationty aktivované draslikové kanaly s nizkou vodivosti



VEGF = vaskularni endotelialni riistovy faktor



2 UvoD

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) predstavuji nejcastéjsi pfi¢inu Gmrti
na celém svété. Mezi kardiovaskularni onemocnéni fadime arteridlni hypertenzi,
hyperlipidémii, ateroskler6zu, tromboembolickou nemoc, ischemickou chorobu dolnich
koncetin, ischemickou chorobu srde¢ni, srde¢ni arytmie a srde¢ni selhdvani. Pokud
je kardiovaskularni onemocnéni diagnostikovano v pocatku a nejedna se o zivot
ohrozujici stav, je mozné jej zvratit nefarmakologickou l1écbou. Takova 1écba vSak
mnohdy nestaci a je potieba pfipojit 1écbu farmakologickou. Existuje mnozstvi 1éCiv,
kterd zlepSuji kvalitu Zivota lidi s onemocnénim kardiovaskularni soustavy. Je vSak
nutné vyvijet stdle nova 1é¢iva, pficemz vhodnym zdrojem mohou byt piirodni latky.
Jako priklad lze uvést flavonoidy, kdy existuje jiZz cela fada studii zabyvajicich
se pozitivnim vlivem téchto latek na Zivy organismus. Je vSak dilezité zohlednit
metabolizaci flavonoidd v organismu a uvédomit si, Ze nositelem urcitého pozitivniho
ucinku neni flavonoid samotny, nybrz jeho metabolit. (Lopez a Jan 2019, Vicek et al.

2010, WHO 2017)

Rigorézni prace se zabyva vlivem metabolitd kvercetinu, 4-methylkatecholu
a kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové, na aortu potkana ex vivo. Ukazuje se, Ze obé
slouceniny maji vasorelaxacni ucinek. Mohly by se proto podilet na kardioprotektivnim
pusobeni kvercetinu a do budoucna byt potencialné vyuzitelné napt. v ramci hledani
novych moznosti 1é€by vysokého krevniho tlaku. Prace zkouma dva mozZné

mechanismy vasorelaxa¢niho i¢inku obou latek.
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3 TEORETICKA CAST
3.1 Cévy

Obéhovy systém je tvofeny riznymi typy cév. Zjednodusené Ize cévy rozdélit
na tepny a tepénky, které vedou krev ze srdce do tkani; tenkosténné kapilary,
umoziujici vyménu plynii a metabolitti; Zily a zilky, kterymi se krev navraci z téla zpét
do srdce. Podle funkce mizeme vSak cévy rozdélit do Sesti kategorii, které budou

zminény dale. (Trojan et al. 1994, Ward et al. 2005)

Stavba cévni stény je znacné pfizpisobena funkci cévy, cévni sténa se lisi
zastoupenim jednotlivych slozek. Obecné Ize sténu cévy popsat tfemi zakladnimi

vrstvami. (Trojan et al. 1994)

3.1.1 Stavba cévni stény tepny

Vnitini vrstva cévni stény tepny je tunica intima. Tvofti ji endotelové buiiky,
pod nimiz se nachazi seskupeni elastickych, kolagennich vlédken a elastickych blanek.
Endotel m& mnoho funkci. Vytvaifi nesmacivy povrch mezi krvi a cévou, tvofi
vasodilatacni (oxid dusnaty, prostacyklin) a vasokonstrikéni (napf. endotelin-I,
tromboxan Aj) pulsobky, ovlivitujici prasvit cévy. Dilezitou vlastnosti endotelu

je i antitrombotické ptisobeni. (Cihak 1997, Trojan et al. 1994, Ward et al. 2005)

Nejsiln€jsi vrstvou tepenné stény je tunica media — stfedni vrstva. Sklada
se z bun€k hladké svaloviny optadanych elastickymi a kolagennimi vlakny. Velké tepny
jsou elastického typu, pfevlada u nich elasticka slozka. Stfedné velké tepny maji
elastickou a svalovou slozku v rovnovaze, u malych tepen prevazuje svalovina (obrazek

1). (Cihak 1997, Kopecky a Cicha 2005)

Povrch tepny tvofi tunica externa, kterd se skladd zvazivové vrstvy
s elastickymi a kolagennimi vldkny. Vldkna ptechdzeji do vaziva v bezprostfedni

blizkosti tepny, ¢imz cévu fixuji v jejim okoli. (Cihdk 1997, Trojan et al. 1994)
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elastickd slozka 50 % elastickd sloZka 30%, elasticka sloZka 20%

svalovi 20% svalovina 0%
velke tepny stiedné velke tepny tepénky
@25 mm @ 4 mm @ 0,03 mm

Obr. 1 Schéma prisvitu velkych, stfednich a malych tepen

Modifikovano z: Trojan et al. (1994)

3.1.2 Stavba cévni stény Zily

Zilni stény maji také tfi vrstvy jako tepny. Jsou zde uréité odlignosti, vrstvy
cévni stény maji mensi tloustku a rozdil je také v poméru zastoupeni jednotlivych
slozek cévni stény. Ve vnitini vrstvé se elasticka vldkna a elastické blanky vyskytuji
az u stiedné velkych a velkych zil. Tunica media je ten¢i a obsahuje méné hladké
svaloviny, nez je tomu u tepen. Na n¢kterych zilach svalovina dokonce chybi. Pro zily
jsou charakteristické chlopné. Jednd se o vazivem vyztuzené vybézky vnitini stény
cévy, které jsou kryté endotelem. Zilni chlopné umoziiuji pritok krve pouze jednim

smérem — k srdci. (Cihak 1997)

3.1.3 Typy cév
3.1.3.1 Pruznik

Velké a stfedné velké tepny miizeme oznacit slovem pruznik. Krev protéka
tepnami rychle, proto tyto cévy piedstavuji rychly transport krve do periferie. Jsou
velice elastické, tunica media se sklada predevsim z elastickych vladken a pouze malého
mnozstvi bun¢k hladké svaloviny. Vysoka elasticita stén je patrnd a velice dulezita
zejména v aorté, kam pii systole proudi krev ze srdce pod tlakem, ktery zndme
pod pojmem systolicky krevni tlak. Sténa aorty se vlivem tohoto tlaku znacné€ roztahne.
Pii diastole se stény cévy navraci do plvodniho stavu a udévaji krvi tlak, ktery

oznaéujeme pojmem diastolicky. (Cihdk 1997, Mourek 2005, Trojan et al. 1994)
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3.1.3.2 Rezistenéni cévy

DalSim typem jsou rezistencni cévy, mezi néz patii tepénky, jsou to nejtenci
arterie. Maji relativné silnou sténu a maly prasvit. Obsahuji znacny podil hladké
svaloviny, diky ¢emuz rychle dokdzou meénit svlij prisvit, a tim regulovat periferni
odpor. Pokud dojde k vasokonstrikei, tedy pokud je mensi prisvit, periferni odpor je
vétsi a nartistd hodnota krevniho tlaku. Tepénky reguluji ptitok krve do jednotlivych
tkani. (Cihak 1997, Mourek 2005, Trojan et al. 1994)

3.1.3.3 Prekapilarni sfinktery

Pojmem prekapilarni sfinktery oznacujeme konecné tseky tepének. Mnozstvi
hladké svaloviny jim umoznuje vasokonstrikci ¢i vasodilataci, ¢imz ovliviuji pritok
krve kapilarni siti. Jejich vyznam tkvi také v tvorbé tkanového moku. Hodnota krevniho
tlaku ptesahuje na arteridlnim konci vlase¢nic hodnotu onkotického tlaku, nasledkem je
filtrace ¢asti krevni plazmy do tkani. Za den je tak ptefiltrovano az dvacet litrt tekutiny,
vétSina je vSak vstiebana zpét na vendznim konci kapilar, kde je naopak hodnota

onkotického tlaku vyssi nez krevni tlak. (Mourek 2005, Rokyta et al. 2016)

3.1.3.4 Kapildry

Kapilary neboli vlaseénice jsou velice izké cévy o priméru kolem 7 um. Sitka
kapilar je riizna, nejtenci kapilary najdeme v oc¢ni sitnici ¢i ve svalech (5 — 7 um), Siroké
kapilary (12 — 15 um) se nachazeji napf. v jatrech ¢i kostni dieni a nazyvaji se
sinusoidy. Vlasecnice tvoii velmi hustou sit’, jeZ predstavuje prostfedi pro vlastni
vymeénu plyntl, Zivin a odpadnich latek mezi krvi a tkdnémi. Sténa vlase¢nic je velmi
tenka, sklada se zjedné vrstvy endotelovych bun€k, mezi nimiz jsou Casto mezery
- pory. Krev proudi vlasecnicemi pomalu, pro pratok krve je dulezity tlakovy spad.
Vlasecnice postradaji schopnost kontrakce, jejich prisvit se méni v zavislosti na praci
rezistencnich cév a prekapilarnich sfinkterti. Prisvit kapilar se méni i vlivem nékterych
plsobkil, histamin zplsobuje rozsifeni kapilar, adrenalin je naopak zodpovédny

za jejich ziizeni. (Cihdk 1997, Rokyta et al. 2016, Trojan et al. 1994)
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3.1.3.5 ArteriovenOzni zkraty

Arteriovendzni zkraty (anastomodzy) ptedstavuji anatomicko-funkéni systém,
ktery obchdzi kapilarni sit. V téchto mistech tepénky neptechdzeji do kapilar, ale maji
piimé spojeni do zil, dochézi tak k rychlému piesunu krve ztepenného systému
do Zilniho. Pokud jsou tyto cévy otevieny, prutok krve kapilarami se v pfisluSnych
tkanich snizuje, ptipadné zcela zastavuje. Na nékterych mistech jsou zkraty jednoduché,
jinde maji podobu klubiéek. Vyskytuji se pouze v nékterych tkanich. Casté jsou v kizi
biisSek prsti a dlan¢, déale se nachdzi napf. v plicich, ledvinach ¢i ve S§titné zlaze.
Nejveétsi arteriovenozni zkrat je glomus coccygeum, nachéazejici se na slabé kiizové

tepné pred hrotem kostrée. (Cihdk 1997, Mourek 2005, Trojan et al. 1994)

3.1.3.6 Kapacitni cévy

Mezi kapacitni cévy fadime piedevSim Zzily. Maji schopnost se znaéné
roztdhnout, mohou tak pojmout velké mnozstvi krve a plni funkci rezervodru. Tento
sbéry systém je velice dulezity vzhledem ke stile se ménicimu transportu krve
v jednotlivych organech, v piipadé potieby je krev rychle dodana do ob&hu. Zily
zabezpeduji navrat krve zpét do srdce. (Cihak 1997, Trojan et al. 1994)

3.1.4 Anatomie aorty
Aorta je neparova céva, je nejmohutnéjsi tepnou celého téla. Rozvodem krve

po celém organismu zajisStuje okysli¢eni vSech organt. Aorta vystupuje z levé srde¢ni
komory kranidln¢ jako vzestupnd aorta (aorta ascendens). Pokracuje jako asi 6 cm
dlouhy oblouk aorty (arcus aortae). Od levého boku tfetiho hrudniho obratle nésleduje
sestupnd aorta (aorta descendens), kterou branice rozdéluje na hrudni aortu (aorta
thoracica) a btisni aortu (aorta abdominalis). Hrudni aorta sestupuje po levém boku
hrudnich obratli a postupné se dostava pfed né. BfiSni aorta sestupuje aZ pied Ctvrty
hrudni obratel, kde se rozd€luje na dvé kycelni tepny — arteriae iliacae communes.
Misto vétveni nazyvame bifurkaci aorty (bifurcatio aortae). Vlastnim pokraCovanim
aorty je tenkd aorta (arteria sacralis mediana), kterd sestupuje z bifurkace, ptipadné

z levé ky&elni tepny, az na kostré. (Cihak 1997, Cizek 2012, Sabol et al. 2015)
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3.1.4.1 Vzestupna aorta

Vzestupnd aorta (aorta ascendens) ma délku kolem péti centimetrq, Sitka Cini
2,2 — 3 cm. Aorta za¢ind uvniti perikardu a vede paralelné¢ po pravé strané plicni tepny,
spolu s ni je kryta perikardidlnim vakem. Nad aortalni chlopni se vyskytuji tfi vyklenky
(sinusy), rozsifené misto vyklenkii se nazyva aortalni bulbus. Ascendentni aorta ma
pouze dvé vétve, a to pravou a levou koronarni tepnu. Prava koronarni tepna vystupuje
z pravého vyklenku, leva koronarni tepna vystupuje z levého vyklenku. Koronarni tepny
se staraji o zasobeni myokardu krvi. Konec vzestupné aorty byva rozsifeny, je to
pravdépodobné zptisobené narazy krve proudici ze srdce. (Cihak 1997, Sabol et al.

2015)

3.1.4.2 Oblouk aorty

Aortalni oblouk (arcus aortae) navazuje na vzestupnou aortu v Urovni druhé
zeberni chrupavky. Smeétfuje vzhiiru a nalevo pfed pridusnici, pokracuje pies levou
pradusku, za priduskou piekiizuje levou c¢ast jicnu a prikladad se k levé strané téla
ttettho hrudniho obratle. Od tfetiho hrudniho obratle nasleduje sestupna aorta.
Ke spodni c¢asti vrcholu oblouku aorty se pfipojuje ligamentum arteriosum, coz je

vazivova spojka mezi obloukem aorty a plicni tepnou. (Cihak 1997, Sabol et al. 2015)

Z aortalniho oblouku vystupuji tfi hlavni vétve, které distribuuji krev do hornich
koncetin, krku, hlavy a mozku. Prvni odstupujici vétvi je hlavopazni kmen (truncus
brachiocephalicus), jedna se o spole¢ny kmen pravé krkavice a pravé podklickové
tepny. DalSi odstupujici vétvi aortalniho oblouku je leva krkavice, posledni odstupuje
leva podklickova tepna. Podklickové tepny transportuji krev do hornich koncetin,
krkavice se staraji o distribuci krve do krku, hlavy a mozku. Pokud tyto tii hlavni vétve
odstupuji v popsaném potadi, jednd se o fyziologicky stav, ktery se vyskytuje asi
u 70 % populace (obrazek 2). Mohou vSak existovat i rizné variace, kdy vétve
aortalniho oblouku odstupuji v jiném potadi, pfipadné¢ maji vSechny tfi vétve jeden
spolecny kmen. Nékteré variace nemusi zpisobovat zdravotni problémy a doty¢ny se
o nich zpravidla dozvida az pti ndhodném vySetieni. Jiné abnormality zptisobuji potize,

které pacienta piivadi k 1ékaii. (Certik et al. 2005, Cihak 1997, Sabol et al. 2015)
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leva krkavice

= levd podklitkova
1 tepna

Obr. 2 Fyziologické vétveni oblouku aorty

Modifikovdno z: Cihak (1997)

3.1.4.3 Hrudni aorta

Sestupna (descendentni) aorta navazuje na aortalni oblouk ve vysce tfetiho
hrudniho obratle a pokracuje az po bifurkaci. Pfi prichodu branici, v mist¢ zvaném
hiatus aorticus, se sestupnd aorta rozdéluje na dvé ¢asti. Hrudni ¢ast aorty nazyvadme

hrudni aortou a bfini dutinou probiha b¥i$ni aorta. (Cihdk 1997)

Hrudni aorta (aorta thoracica) lezi v zadnim mediastinu, saha od tietiho
hrudniho obratle po dvanécty hrudni obratel. Zacatek hrudni aorty bézi podél levé
strany patefe, ale postupné se aorta dostava pied patet. Vé&tve hrudni aorty se rozdéluji
na visceralni, zasobujici organy, a parietalni — distribuuji krev do stén hrudniku, bficha

a branice. (Cihdk 1997, Sabol et al. 2015)

Visceralni vétve odstupuji z hrudni aorty neparové, fadime sem vétev
bronchidlni, jicnovou, perikardidlni a mediastinalni. Bronchialni vétev je tvofena dvéma
az tfemi tepnami, které vystupuji nad sebou, zasobuji pradusky, ¢ast trachey a vétvi se
do plic, kde tvofi tzv. nutritivni obé&h plic. Jicnova vétev je tvofena menSimi tepnami
sméfujicimi k jicnu. Perikardialni vétev je seskupeni malych cév, které ptivadéji krev
do zadni cCasti perikardu. Mediastinalni vétev zasobuje krvi mizni uzliny a vazivo

v mediastinu. (Cihdk 1997, Sabol et al. 2015)

Parietalni vétve vystupuji z hrudni aorty paroveé. Horni brani¢ni tepna (arteria
phrenica superior) je mala parova tepna odstupujici z aorty tésn€ nad hiatus aorticus.
Tuto tepnu mizeme vidét zejména u novorozencl. U dosp€lého Cloveka byva casto

zakrnéld nebo preménénd ve vazivo. Daéle zhrudni aorty vystupuje devét para
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mezizebernich tepen (arteriae intercostales) zasobujicich tieti az jedenacté mezizebii.
Mezizeberni tepny dolniho tiseku hrudni aorty vyzivuji prostfednictvim svych vétvi
michu. Pod dvanactym Zebrem probihd podzeberni tepna (arteria subcostalis). (Cihak

1997, Sabol et al. 2015)

3.1.4.4 BfiSni aorta

Bfisni aorta je ulozena retroperitonedlné. Zacind v hiatus aorticus branice
a sestupuje az pied Ctvrty bederni obratel, kde dochazi k vidlicovitému rozdéleni aorty
na dvé kycelni tepny. Na pravé stran¢ od aorty probihé dolni duté zila, na obou stranach
podél aorty jsou uloZzeny mizni uzliny a ganglia autonomnich nervovych vlaken. Bfisni
aorta distribuuje krev do branice, bfisni stény, bederni patefe, michy a miSnich obald,
nadledvin, ledvin, nadvarlat, varlat ¢i ovarii a v§ech neparovych organt bfisni dutiny.
Vétve brisni aorty mizeme rozdé€lit na parové vétve parietdlni, visceralni a neparové

visceralni vétve. (Cihak 1997, Sabol et al. 2015)

Mezi parové parietdlni vétve biiSni aorty patii dolni brani¢ni tepna (arteria
phrenica inferior), kterd za¢ina tésné pod branici. Vétve dolni brani¢ni tepny zasobuji
krvi nadledviny. Ddle z bfi$ni aorty vystupuji Ctyfi pary bedernich tepen, které probihaji
za velkym bedernim svalem, vyzivuji tedy zadni svalstvo a také patefni kanal. (Cihak

1997, Sramek et al. 2015)

Péaroveé visceralni vétve odstupuji smérem do stran a tvoii je sttedni nadledvinna
tepna (arteria suprarenalis media), ledvinnd tepna (arteria renalis), tepna varlete
(arteria testicularis), respektive tepna vajecniku (arteria ovarica). Rendlni tepny
odstupuji od biisni aorty ve vysi ploténky mezi prvnim a druhym bedernim obratlem.
U piiblizné tfetiny populace mizeme najit zdvojenou renalni tepnu, vyjimeéné muiize
byt tepna i ztrojena. (Cihak 1997, Cholt 2013)

Visceralni neparové vétve biiSni aorty odstupuji smérem doptedu. Tésné
pod branici odstupuje tlusty tepenny kmen (truncus coeliacus), je dlouhy 1 — 2 cm.
Rozd€luje se na tii vétveé — levou zaludecni tepnu (arteria gastrica sinistra), slezinnou
tepnu (arteria lienalis) a jaterni tepnu (arteria hepatica communis). Vétve kmenu
rozvadi krev do jicnu, zaludku, jater, slinivky a sleziny. Asi dva centimetry
pod tepennym kmenem kaudalné odstupuje horni mesenterickd tepna (arteria

mesenterica superior). Tato céva zasobuje krvi slinivku, celé tenké stfevo a Cést
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tlustého stfeva. V urovni tietiho bederniho obratle odstupuje z bfisni aorty spodni
mesenterickd tepna (arteria mesenterica inferior), sméfuje také kaudalné a cévné

zasobuje tlusté stfevo aZ po rektum. (Cihak 1997, Saveljev 2014)

Bfisni aorta konc¢i bifurkaci (obrazek 3) ve vysi Ctvrtého bederniho obratle.
Aorta se zde vidlicovité rozdvojuje na levou kycelni tepnu (arteria iliaca communis
sinistra) a pravou kySelni tepnu (arteria iliaca communis dextra). (Cihak 1997,

Kopecky a Cicha 2005)

3.1.4.5 Stfedova kiizova tepna

Vlastnim pokracovanim sestupné aorty je stiedova kiizova tepna (arteria
sacralis mediana). Jedna se o tenkou tepnu, ktera vystupuje z mista bifurkace. Jeji
zakonceni najdeme pied hrotem kostrée v klubicku arteriovendznich zkratli zvaném

glomus coccygeum. (Cihak 1997)

arteria thaca l

commumnis dextra

arteria ihaca
COIMIMUMS simstra

-

arteria sacralis
mediana

Obr. 3 Bifurkace aorty

Modifikovano z: Anonym (2017)
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3.2 KONTRAKCE HLADKEHO SVALU

Bunky hladkého svalu obsahuji, stejné jako kosterni svalstvo, kontraktilni vlakna
- aktin a myozin. Od kosterniho svalu se vSak zdejsi isoformy aktinu a myozinu lisi
svym usporddanim a vlastnostmi. Mnozstvi aktinu je piiblizn¢ dvakrat vyssi nez
u kosterni svaloviny, myozinu je naopak tfikrat méné. Vldkna aktinu vystupuji
z tzv. denznich télisek, denzni téliska sousednich buné¢k mohou byt vzajemné spojena,
¢imz je pak zajistény prenos kontrakce. Vldkna myozinu jsou umisténa mezi vlakny

aktinu. (Kittnar 2011, Liillmann et al. 2004, Trojan et al. 1994)

Funkeci troponinu C, na néjz se v pticné pruhovaném svalu vazou véapenaté ionty,
nahrazuje v hladkém svalu kalmodulin. Kalmodulin je protein obsahujici ¢tyfi vazebna

mista pro navazani vapenatych kationtt. (Liilllmann et al. 2004, Trojan et al. 1994)

3.2.1 Mechanismus kontrakce

Ke kontrakci hladké svaloviny je potfeba zvySend koncentrace vapenatych
kationti (Ca*") v cytosolu. Koncentrace Ca®" v cytosolu roste diky vstupu Ca*'
do buiiky zextracelularniho prostfedi, piipadné uvolnénim =zisob Ca*
ze sarkoplazmatického retikula. Vstup Ca?" do bunék je nejcastéji zprostfedkovan
pusobenim néjaké vasokonstrikéni latky. Latka se vaze na receptor, vazba zplsobi
aktivaci fosfolipazy C, kterd vytvari z membranovych fosfolipidi druhé posly
— 1inositoltrifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG). IP3 se spoji s receptory ptfitomnymi
v sarkoplazmatickém retikulu, coz vede k otevieni vapnikovych kanali a vapenaté
kationty vstupuji do cytoplazmy. DAG je zodpovédny za vstup Ca** do bunék tim,
ze aktivuje receptory fizené kandly. DalSi moznosti vstupu vépenatych kationt
do bunék je cestou depolarizace bunééné membrany vasokonstrikéni latkou, kterd ma
za nasledek otevieni nap&tové fizenych Ca** kandld. (Trojan et al. 1994, Ward et al.

2005)

Vipenaté kationty se spojuji s kalmodulinem a tento komplex pak plsobi na
kindzu myozinu. Kinéaza katalyzuje za vyuziti cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP)
reakci, pfi niz dochazi k pfenosu fosfatovych skupin na fetézce myozinu. Fosforylace
umozni reakci myozinu s aktinem a vysledkem je kontrakce hladkého svalu (obrazek 4).

(Lillmann et al. 2004, Trojan et al. 1994)
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Obr. 4 Schématické znazornéni procesu kontrakce hladkého svalu

Modifikovano z: Lilllmann et al. (2004)

3.2.2 Mechanismus relaxace
Relaxace hladkého svalu je zahdjena poklesem koncentrace Ca®" v cytosolu.

Dochézi k uvolnéni Ca** zvazby na kalmodulin. Vépenaté kationty jsou bud'to
pumpovany zp&t do zasobnich mist v bufice pomoci Ca®** ATPazy hladkého
endoplazmatického retikula, nebo se véapenaté kationty transportuji skrz bunécnou
membranu mimo buniku. V procesu relaxace se uplatituje cytoplazmatickd fosfataza,
jejimz ukolem je odstépit fosfatovou skupinu z fetézce myozinu. Odstépeni fosfatové
skupiny vede k ukonceni interakce aktinu s myozinem a dochézi k relaxaci hladkého

svalu. (Kittnar 2011, Liillmann et al. 2004, Trojan et al. 1994, Ward et al. 2005)

3.2.3 Ridici mechanismy krevniho obé&hu
Jednotlivé organy v té€le maji rozdilné pozadavky na krevni zasobeni a dodavku

kysliku. Zaroveint musi krevni obéh fungovat jako celek. Z tohoto divodu se vytvotily
ruzné regulacni mechanismy. Nekteré se specializuji na mistni pozadavky pritoku krve,
mluvime o mistnim fizeni cirkulace krve. Jiné mechanismy se zamé&fuji na funkci
krevniho ob&hu jako celku. Jedna se proto o celkové regulacni mechanismy, do této

skupiny spadé nervova a hormonalni regulace. (Trojan et al. 1994)
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Mistni regula¢ni mechanismy zajist'uji pritok takového mnozstvi krve tkanémi,
které odpovida metabolické aktivité jednotlivych tkani. V piipad¢ zmény krevniho tlaku
je ukolem mistnich regula¢nich mechanismu zajistit konstantni pratok krve, zaroven by

nemélo dochézet ani k vyraznym zméndm rychlosti proudéni krve. (Trojan et al. 1994)

3.2.3.1 Myogenni regula¢ni mechanismy

Zvyseni tlaku krve ma za nasledek roztazeni cévni svaloviny. Hladka svalovina
cévy na tento jev zareaguje zmenSenim prusvitu, tedy kontrakci cévy. Na zakladé tohoto
obranného mechanismu se pratok krve ptislusnou cévou nezméni. Myogenni regulacni
mechanismus mizeme pozorovat zejména v ledvinach, kde je dulezité, aby
glomerularni filtrace byla nezavisla na zménéch krevniho tlaku a zstala tak konstantni.
Podobné se myogenni regulace uplatiiuje v mozku. Ve vzpiimené poloze se vlivem
gravitace snizuje tlak v cévach mozku. Hladka svalovina mozkovych cév dilatuje, ¢imz

zustava zachovan konstantni prutok krve timto orgdnem. (Trojan et al. 1994)

3.2.3.2 Endotelova regulace

Cévni endotel obsahuje neaktivni formu syntdzy oxidu dusnaté¢ho (NOS). Pii
nariistu koncentrace vapenatych kationtd v endotelu dochazi k vazbé vapenatych
kationtli na kalmodulin, nastdva proces vasokonstrikce, ktery je popsan vyse. Cévni
endotel musi na dany jev zareagovat obrannym mechanismem, aktivuje enzym NOS.
Enzym pak zesencidlni aminokyseliny L-argininu syntetizuje oxid dusnaty (NO),
endotelialni relaxacni faktor (EDRF), velice dileZitou latku pro zajiSténi konstantniho
krevniho pritoku a tlaku. Mechanismus dilatace se vysvétluje vazbou NO
s guanylatcyklazou v hladkych svalovych bunikach. Dochazi ke zvySeni koncentrace
cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP), ktery aktivuje proteinkindzu G.
Proteinkinaza G inhibuje myozin kindzu, snizuje se tvorba aktino-myozinovych mustkt
a svalovina cévy dilatuje. Relaxace cévy prostrednictvim EDRF je mohutnéjsi v tepnach

nez v zilach. (Rokyta et al. 2016, Svihovec et al. 2018, Trojan et al. 1994)

3.2.3.3 Metabolicka regulace

V kazdé tkani je krevni pritok regulovany na zaklad¢ aktudlni potteby dodavky

kysliku a zivin, ptipadné na zéklad¢ potieby odvést zplodiny metabolismu. Pfi zvySeni
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metabolickych procest ur€itého organu se zvysi spotfeba kysliku, dochazi ke snizeni
parcialniho tlaku kysliku a naopak ke zvySeni koncentrace oxidu uhli¢ité¢ho a dalSich
zplodin metabolismu. Kyslik ¢i vznikajici metabolity ptisobi na hladky sval cévy bud'to
pifimo, nebo prostiednictvim endotelidlnich receptori, coZz mé& za nasledek vyse
zminénou produkci NO a relaxaci cévy. Zajisti se tak zvySeny prutok krve danou

oblasti. (Trojan et al. 1994)

K metabolickym regulacim lze zatadit i enzymatickou regulaci, kterou mizeme
pozorovat zejména v nékterych zlazach. Bunky zlaz traviciho traktu produkuji enzym
kallikrein. Enzym spusti fetézec reakci, na jehoz konci je vysoce U¢inny vasodilatator
- bradykinin. Diky tomuto mechanismu dochazi pii aktivaci traviciho traktu

ke zvySenému prokrveni. (Trojan et al. 1994)

3.2.3.4 Nervové regulaéni mechanismy

Nervové regulacni mechanismy maji za kol predev§im udrzeni stalého tlaku
krve. Radime sem &innost vegetativniho nervového systému - piedev§im sympatiku.
Jeho hlavnim mediatorem je noradrenalin, ktery vykazuje vasokonstrikéni plsobeni,
vyvolava kontrakci hladké svaloviny cév. Klidovd vzruchova frekvence, kterou
sympatikus pfivadi do arteriol, zajiStuje klidovy tonus cévy. Pfi zvySeni frekvence
dochazi ke kontrakci cévy, pfi sniZeni frekvence céva naopak dilatuje. Velké mnoZstvi
pritomnych receptorti provadi neustalou kontrolu proudéni krve a podava o aktudlnim
stavu informaci do vasomotorickych center v prodlouZené mise. Tato centra pak fidi
¢innost srdce a hladkych svali cév. NejzndméjSimi receptory jsou baroreceptory,
nejvice se jich nachazi v oblouku aorty a karotickém sinu, kde monitoruji napéti
prislusnych cév a hlidaji tak krevni tlak. Pti zjisténi zvySené aktivity baroreceptort
odchdzi informace do vasomotorickych oblasti mozkového kmene, zde dojde
k utlumeni €innosti sympatiku a aktivuje se €innost parasympatiku. Minutovy srde¢ni
vydej se snizuje, klesé periférni cévni odpor, vysledkem je normalizace krevniho tlaku.

(Langmeier et al. 2009, Trojan et al. 1994)

Ditlezit¢ jsou 1 chemoreceptory. Periférni chemoreceptory mizeme najit
v oblouku aorty a v misté rozvétveni karotid. Pti poklesu parcialniho tlaku O; a zvySeni
parcidlniho tlaku CO; dochazi kjejich stimulaci. Centrdlni chemoreceptory

v prodlouzené misSe reaguji ptredev§im na parcialni tlak CO, a zmény pH. ZvySeni
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parcialniho tlaku CO; a acid6za navodi vasokonstrikci, naopak snizeni parcialniho tlaku

CO; a alkaldza zptsobi dilataci cév. (Trojan et al. 1994)

3.2.3.5 Hormonalni regulaéni mechanismy

vvvvvv

na hladkou svalovinu cév. Mezi katecholaminy fadime adrenalin a noradrenalin.
Katecholaminy ptsobi na hladky sval cévy prostiednictvim receptort, v cévach jsou
pritomny piedevsim ai a B2 receptory, B1 receptory se vyskytuji hlavné v srdci. Aktivace
a; receptort v cévach vede ke kontrakci hladké svaloviny, naopak aktivace B, receptorti
vede k jeji dilataci. Pficemz noradrenalin plisobi pouze na alfa-receptory, jeho ptsobeni
vede proto k vasokonstrikci. Adrenalin ovliviiuje alfa i1 beta receptory. Zalezi tedy na
tom, zda je v hladké svaloviné cév ptevaha a; ¢i B2 receptori. Podle toho pak probehne

vasokonstrikce ¢i vasodilatace (obrazek 5). (Langmeier et al. 2009, Trojan et al. 1994)

Bunky endotelu v hladké svalovin€ cévy produkuji latku zvanou endotelin, jez
pusobi vasokonstrikéné. Endotelin zptisobuje vzestup krevniho tlaku. (Trojan et al.

1994)

Dutlezitou ulohu hraje i renin-angiotensinovy systém. Renin je hormon
produkovany builkkami juxtaglomerularniho aparatu ledvin. Jeho ukolem je Stépit
plazmatickou bilkovinu angiotenzinogen na angiotenzin I, ktery je vSak neaktivni.
Angiotenzinogen konvertujici enzym (ACE) pfeméiuje angiotenzin I na aktivni formu
— angiotenzin II. Tato aktivni forma vykazuje silné vasokonstrikéni ptisobeni. (Rokyta
et al. 2016, Trojan et al. 1994)

K hormondlnim regulaénim mechanismim musime zafadit 1 atridlni
natriureticky peptid (ANP). Pokud dojde ke zvySeni Zilniho navratu, srde¢ni predsiné
zareaguji vylou¢enim natriuretického peptidu. ANP sniZuje tlak krve, antagonizuje

vasokonstrikéni ptisobeni jinych latek. (Trojan et al. 1994)
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Obr. 5 Znazornéni pisobeni adrenalinu a noradrenalinu na cévu

Modifikovano z: Trojan et al. (1994)

3.2.4 Vasodilatancia

Vasodilatancia jsou léCiva, kterd se pouzivaji k navozeni relaxace hladké
svaloviny cév. Jedna se o heterogenni skupinu 1é¢iv s riznymi mechanismy uc¢inku
i cilovymi misty ptisobeni. (Svihovec et al. 2018)

Nejvyznamnéj$im mechanismem uc¢inku je pfimé ovlivnéni iontovych kanalt
s naslednym poklesem Ca®" v cytosolu. Timto mechanismem ucinkuji blokatory
vapnikovych kanall ¢i aktivatory draslikovych kanali. Blokatory vapnikovych kanalt
snizuji aktivitu vapnikovych kandlii typu L ve st€n€ cév, nckteré latky z této skupiny
1é¢iv vSak vykazuji i uc¢inek na myokard, ptipadné na dalsi typy vapnikovych kanalt
v ruznych castech téla. Aktivatory draslikového kandlu zapfic¢ini zvySeny piisun
drasliku do sarkoplazmy, nastdvd hyperpolarizace bunééné membrany a nasledné

se snizuje citlivost k aktivaci vapnikového kanalu typu L. (Svihovec et al. 2018)

Dal8im mechanismem uc¢inku vasodilatancii je zvySeni nabidky cAMP ¢i cGMP.
Vysledku se docili bud’'to stimulaci tvorby téchto cyklickych nukleotidii nebo inhibici
jejich degradace. Léciva stimulujici tvorbu cAMP / ¢cGMP nejprve aktivuji ptisluSnou
cyklazu, cestou adenylatcyklazy se podnécuje syntéza cAMP, aktivaci guanylatcyklazy
dochdzi k syntéze cGMP. Léciva inhibujici degradaci cAMP / c¢cGMP blokuji

fosfodiesterazu, enzym, ktery zminéné nukleotidy odbourava. (Svihovec et al. 2018)

Néktera vasodilatancia vykazuji sviij t¢inek snizenim aktivity vasokonstrikénich

receptorii — zejména receptortl pro endotelin. (Svihovec et al. 2018)
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3.3 UCL-1684

Soucasti provadénych experimentii byla prace s latkou UCL-1684. Jedna se
o slouceninu typu cyklofanu s dvéma chinolinovymi a dvéma benzenovymi jadry
(obrazek 6). Latka je silnym inhibitorem nizkovodivostnich draslikovych kanala
aktivovanych vapnikem (typ SKca). Do této skupiny draslikovych kanalt patii tii
subtypy, znac¢ime je SKi, SK» a SK3. Né¢kdy se miizeme setkat jesté s dalSim subtypem
- SK4. Jedna se o kandl s podobnymi vlastnostmi, je vSak stfedné¢ vodivy a ovlivnime
ho jinymi substraty, odlisSime ho oznaCenim IKca (viz dale). Pro aktivaci SKca kanala
neni ddlezitd hodnota membranového potencidlu, nybrz koncentrace Ca’'. Kanaly
obsahuji Ca®" vézajici protein kalmodulin, diky ¢emuz jsou citlivé k vy$si koncentraci
vapenatych kationtd a dojde k jejich aktivaci. SK; - SK3 kandly jsou vysoce senzitivni
ke vcelimu jedu apaminu, UCL-1684 je na rozdil od apaminu nepeptidovy blokétor
SKca kanalii. Aktivace SKca ¢i IKca je jedna z cest, kterda miiZze vést k vasodilataci.
Vasodilatace touto cestou uzce souvisi s endotelovymi ptisobky EDHF (z endotelia
odvozeny hyperpolarizujici faktor), EDRF a metabolity kyseliny arachidonové
(napf. prostaglandiny). Aktivace SKca €i IKca kanalu ma za nésledek zvySeny proud
draselnych kationtli, nastavd hyperpolarizace a zvySuje se koncentrace vapenatych
kationt v cytoplazmé. D¢ vyvola spusténi obranného mechanismu, dochazi
k vyplaveni NO ¢i metaboliti kyseliny arachidonové a nastdva vasodilatace. (Dunn

1999, Ledoux et al. 2006, Stejfa et al. 2007)

Jedna z provedenych studii ukdzala, Ze blokdda SKca kanalli prostfednictvim
UCL-1684 miize hrat dileZitou roli pii 1écbé rakoviny prsu. Uziti UCL-1684 totiz
zpusobilo apoptéozu nadorovych bunék. Naopak bez blokatoru SKca kanali byl aktivni
antiapoptoticky protein, k bunécné smrti proto nedoslo a nadorové bunky dale rostly.

(Abdulkareem et al. 2015)
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Obr. 6 UCL-1684
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3.4 TRAM-34

Dalsi latka, s niz jsme pracovali, je TRAM-34. Jedna se o pevnou krystalickou
latku, rozpustnou v organickych rozpoustédlech. Systematicky nazev latky
je  1-[(2-chlorofenyl)difenylmethyl]-1H-pyrazol, chemicky je latka podobna
klotrimazolu (obrazek 7). Klotrimazol vykazuje svlij antimykoticky uc¢inek inhibici
enzymu P450-Ergl 1P, snizuje se tak mnozstvi ergosterolu, ktery je dalezity pro rast
fungélni bunky. Ukdzalo se vSak, ze klotrimazol plisobi i na savéi enzymy cytochromu
P450, toto ptisobeni je pficinou jeho nezadoucich ucinkl. Klotrimazol také blokuje
vapenatymi kationty aktivované draslikové kanaly (konkrétné se jedna o IKca typ téchto
kanalt). Jak je popsano v kapitole UCL-1684, i tento kanal obsahuje kalmodulin, proto
je jeho aktivace podminéna zvySenou koncentraci Ca?’. Hodnota membranového
potencidlu aktivaci IKca kanalu neovliviiuje. IKc. kandly se nachazeji v riznych
buiikkdch po téle. MuzZeme je najit v T-lymfocytech, stfevnim epitelu, lidskych
erytrocytech, v builkdch hladké svaloviny cév. Efekt klotrimazolu na zminéné
draslikové kandly se zkousel napt. u 1é¢by srpkovité anémie, aby se zabranilo ztratdm
drasliku a vody u Cervenych krvinek. Nezadouci u€inky klotrimazolu jsou vS§ak znacné.

(Dohnal et al. 2008, Ledoux et al. 2006, Wulff et al. 2000)

Cl
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TRAM-34 KLOTRIMAZOL

Obr. 7 Znazornéni slou¢eniny TRAM-34 (vlevo) a klotrimazolu (vpravo)
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terapeutickym profilem. Piedstava byla, aby takové sloucenina selektivné inhibovala
Ca?" aktivované K' kandly a pfitom by nevykazovala zadny G¢inek na lidsky cytochrom
P450. Bylo zjisténo, Ze klotrimazol je silny blokator IKca kandlt diky své struktufe.

Imidazolové jadro a trifenylmethylova kostra slouceniny umoznuji inhibovat IKca
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kanaly. Zarovenl védci pfisli na to, Ze klotrimazol inhibuje cytochrom P450 prave diky
pfitomnosti imidazolového kruhu. Diky témto poznatkim a velkému mnozstvi pokust
se védciim nakonec podatilo najit slou¢eninu s pozadovanymi vlastnostmi. Zachovanim
trifenylmethylové kostry a nahradou imidazolového kruhu za pyrazolovy kruh byla
objevena slou¢enina TRAM-34. Védci néasledné zkousSeli pouzit kombinaci slouceniny
TRAM-34 spolu s cyklosporinem A k vyvolani imunosuprese. Zjistilo se, ze potlaceni
aktivovanych T-lymfocytli je v této kombinaci efektivnéjsi. Uziti latky TRAM-34
se proto jevilo jako vhodnd moznost pro pouziti v kombinacni terapii autoimunitnich

chorob. (Wulff et al. 2000)

Sloucenina TRAM-34 se stala predmétem vyzkumu i dalSich védct. Jedna
ze studii sledovala ucinek latky na mikroglie, vnichz védci podanim
lysofosfatidylcholinu (LPC) vyvolali zvySeni koncentrace intracelularnich Ca*".
Pfi soucasném podani latek LPC a TRAM-34 nebyl narlst intraceluldrni koncentrace
vapenatych kationtl pfiili§ vyrazny. Védci provedli pokus i1 sjinym inhibitorem
Ca?" aktivovanych K" kanald, ten v§ak LPC indukovany nartist Ca** neovlivnil. Studie
je prikladem toho, ze TRAM-34 pravdépodobné ovlivituje buniky imunitniho systému

1 jinym mechanismem, neZ jen pies popsané IKca kanaly. (Schilling a Eder 2007)

V dal§i studii védci pozorovali vliv slouceniny TRAM-34 na enzymy
cytochromu P450. Studie doktorky Wulff se zaméfila predevsim na isoformu CYP3A4,
v této studii se védci zaméfili 1 na jiné isoformy cytochromu P450. Studie provadéli
na Ctyfech potkanich a péti lidskych isoforméch enzymt. U potkani TRAM-34
inhiboval tfi isoformy CYP ze Ctyf zkouSenych. Konkrétné latka inhibovala CYP2BI,
CYP2C6 a CYP2CI11, na potkani CYPI1A2 latka inhibi¢ni efekt neméla. U lidskych
isoforem TRAM-34 siln€ inhiboval CYP2B6 a CYP2C19. Inhibi¢ni efekt nemél
u isoformy CYP1A2 a CYP19A1. Zajimavy vliv mél TRAM-34 na lidskou isoformu
CYP3A4. V zavislosti na substratu vykazoval totiZ bud’to inhibi¢ni, nebo stimula¢ni
efekt. Vysledky studie ukazuji, Ze slou¢enina TRAM-34 také ovliviiuje cytochrom P450

a musi se dat proto pozor na potencialni 1ékové interakce. (Agarwal et al. 2013)

V dalsi studii byl zkouman vliv . TRAM-34 na leukemické buiky HL-60.
Dle zavéru studie mize TRAM-34 inhibovat proliferaci leukemickych bunék HL-60
a je schopny navodit jejich bunécnou smrt. Roli hréla koncentrace TRAM-34 a doba

jeho pasobeni. (Jiang a Huang 2017)
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3.5 INDOMETHACIN

Pti pokusech jsme pouzivali i derivat kyseliny octové — indomethacin. Chemicky
nazev latky je 2-{1-[(4-chlorfenyl)karbonyl]-5-methoxy-2-methyl-1H-indol-3-yl} octova
kyselina (obrazek 8). Indomethacin je 1é¢ivo ze skupiny nesteroidnich antiflogistik,
pouziva se pro své antiflogistické, analgetické a antipyretické ucCinky. LéCivo vSak
vykazuje 1 fadu nezddoucich 1ucinkd, proto se musi k terapii indomethacinem

pfistupovat velice obezietné. (Dolezal et al. 2013, Liillmann et al. 2004)
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Obr. 8 Indomethacin

Mechanismus G¢inku indomethacinu spociva v inhibici enzymu cyklooxygenazy
(COX), o jehoz vazebné¢ misto indomethacin soutézi s kyselinou arachidonovou.
Kyselina arachidonovd se vyskytuje v malém mnoZstvi spolu s dal§imi mastnymi
kyselinami v biologickych membranach. Pisobenim COX na kyselinu arachidonovou
vznikaji cyklické endopeptidy — prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany.
RozliSujeme dvé€ hlavni isoformy cyklooxygenazy — COX-1 a COX-2. Psobeni COX-1
na kyselinu arachidonovou probihd za fyziologickych podminek, vznikaji tak
prostaglandiny s ochrannou funkci v tad¢ tkani. Naproti tomu COX-2 se uplatiiuje
pii rozvoji zanétlivé reakce, touto cestou vznikajici prostaglandiny vyvolavaji
vasodilataci, zvySuji permeabilitu cév s naslednym vystupem tekutin. Indomethacin
je neselektivni inhibitor cyklooxygenazy, to znamend, Ze inhibuje obé& isoformy
cyklooxygendzy. Inhibice COX-2 indomethacinem vede ke snizeni tvorby mediatort
zablokuje tvorbu ochrannych prostaglandinti, projevi se to nezddoucimi ucinky léciva,

napf. v gastrointestinalnim traktu. (Dolezal et al. 2013, Liillmann et al. 2004)
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3.6 FLAVONOIDY

Flavonoidy patii k nejrozsifenéjSim sekundarnim metabolitim rostlin. Jedna
se o derivaty flavanu (2-fenylchromanu) — obrazek 9. V né¢které literatute je také mozné
nalézt pojem flavanoidy — uziva se v piipad¢, pokud je pyranovy kruh maximalné
nasyceny. V nékterych studiich se k flavonoidim ftadi i isoflavonoidy, to jsou vSak
derivaty 3-fenylchromanu. Flavonoidy se d¢li do nékolika skupin na zékladé stupné
oxidace pyranového kruhu. V literarnich pramenech se flavonoidy nejcastéji rozdéluji
na flavanony, flavony, flavonoly, flavan-3-oly a proanthocyanidiny. Jednotlivi zastupci
flavonoidii se vzdjemné liSi polohou a po¢tem substituent na fenylchromanové kostte.
V rostlinach se vétSinou vyskytuji s glykosidickou vazbou, nachazeji se rozpusténé
v bunééné staveé ve vakuolach. Flavonoidy tvoii obvykle velké molekuly. Z hlediska
aplikace je proto vhodné je podavat v mikronizované podob¢, snaze se pak vstiebavaji.
Vstiebani lze také podpofit soubéznym podénim kyseliny askorbové (vitaminu C).
Flavonoidy navic zesiluji G¢inek vitaminu C, proto lze tuto kombinaci s vyhodou podat

pii 1é¢be infekénich onemocnéni. (Opletal 2016, Rutar 2018, Spilkova et al. 2016)

Obr. 9 flavan = 2-fenylchroman

vvvvvv

Flavanony jsou prekurzorem ostatnich flavonoidi. NejdualezitéjSimi zastupci
této skupiny jsou hesperidin a naringenin. Vyskytuji se pfedevSim v citrusovych
plodech a rajcatech. Flavony se v ovoci a zeleniné nachazeji v niz§ich koncentracich
nez ostatni flavonoidy. Muzeme je najit napt. v tfeSnich, bortivkach, celeru ¢i petrzeli.
flavonolli jsou kvercetin, kempferol a rutin. Flavonoly se vyskytuji napt. v cibuli,
brokolici, jablkdch, hroznovém ving, citrusovych plodech a v zeleném caji.
Flavan-3-oly tvofi katechinové slouceniny. Jednd se o ptfedstupen proanthocyanidind,

ptirodnich bezbarvych flavanoli. Na rozdil od jinych tfid flavonoidi se v potrave
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nenachazi s glykosidickou vazbou. Flavanoly lze najit v kakau, ¢aji, viné. Jednotlivé
typy vyjmenovanych flavonoidl jsou na obrazku 10. (Millar et al. 2017, Opletal 2016,
Viskupicova et al. 2008)
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Obr. 10 Typy flavonoidt

Modifikovano z: Opletal (2016)

Flavonoidy maji fadu biologickych ucinki, jejich terapeutické vyuziti je velice
siroké. Vyznamnou vlastnosti flavonoidd je jejich antioxidacni ptisobeni na zakladé
vychytavani volnych radikald. Pro volné radikaly je typicka pfitomnost alesponl jednoho
neparového elektronu, jsou proto vysoce reaktivni. V ptipadé velkého mnozstvi volnych
radikalt v organismu jsou flavonoidy schopné inhibovat jejich reaktivitu. Flavonoidy
dokonce inhibuji v téle rizné enzymy, které se ucCastni reakci, pfi nichz dochazi
ke vzniku volnych radikalii. Vede to ke sniZzeni oxida¢niho stresu. K oxida¢nimu stresu
v organismu typicky dochézi pfi nadorovém ¢i kardiovaskularnim onemocnéni, dale

v procesu starnuti. Oxidacni stres mlize vést k vaznému poskozeni jater. Flavonoidy
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proto mohou byt, diky svému antioxida¢nimu plisobeni, pro organismus obrovskym
ptinosem. (Douglas et al. 2017, Mahmoud et al. 2019, Opletal 2016, Slonkova 2017,
Spilkova et al. 2016)

Se snizenim oxidacniho stresu souvisi dal$i pozitivni ucinek flavonoidd, a to je
ovlivnéni hladiny cholesterolu. Oxidace cholesterolu méa zéasadni roli v procesu vzniku
aterosklerdzy, kterd je pticinou fady kardiovaskularnich chorob. Flavonoidy zabraiuji
oxidaci rizikového LDL-cholesterolu, pfipadn¢ blokuji enzym, ktery fidi syntézu
cholesterolu. Zjistilo se, Ze v procesu aterosklerdzy je velice dilezita 1 hladina
,dobrého*“ HDL-cholesterolu. Pro lécbu aterosklerdzy je dulezité snizit hladinu
LDL-cholesterolu, stejn¢ dulezité je vSak zvysit hladinu HDL castic. Studie ukézaly,
ze flavonoidy maji schopnost plazmatické hladiny HDL-cholesterolu zvySovat. Dale
zesiluji aktivitu paraoxondzy 1, coz je enzym, ktery chrdni LDL i HDL d¢astice
pfed oxidaci. BohuZel flavonoidy téchto U¢inkl dosahuji az v ddvkdch mnohem
vyssich, nez jaké piijimdme v potravé. Reenim by proto bylo pfijimat flavonoidy
ve vyssich davkach jako nutraceutika. (Millar et al. 2017, Potuzak 2010)

Pro sviij pozitivni ucinek na cévni systém se flavonoidy pouzivaji v terapii
chronické zilni insuficience. V terapii jsou efektivni zejména pro své protizanétlivé
pusobeni, zvySeni zilniho tonu a sniZeni permeability kapilar. Zjistilo se, Ze dilezitou
roli v kontrole permeability kapilar hraje vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF),
pficemz uzivani mikronizované purifikované flavonoidni frakce vyrazné snizuje hladiny
VEGF v plazmé. Nékteré flavonoidy maji pozitivni vliv na tok lymfy a sniZeni
viskozity krve. U pacientll s chronickou Zilni chorobou vedou vSechny tyto Ucinky
k poklesu tvorby otokd a zmirfiuje se bolest. Flavonoidy také vykazuji mirny
vasodilatacni ucinek, ktery mizeme vysvétlit zvySenim produkce prostaglandinii a NO
a zaroven poklesem vtoku Ca®" do bun&k hladkého svalstva. S vasodilataci je tizce
spojeny 1 antihypertenzni ucinek flavonoidd. Flavonoidy dale oslabuji ucinky
aldosteronu, zvySuji dostupnost bradykininu a plisobi antagonisticky na adenozinové
receptory, coz také vede ke snizeni krevniho tlaku. Dal§i vyznamnou vlastnosti
flavonoidii ovliviiujici cévni systém je jejich antitrombotické plisobeni — znemoziuji

agregaci krevnich desticek. (Nagy et al. 2017, Slonkova 2017)

31



3.6.1 Metabolismus flavonoidu
Mnoho studii se zabyva ucinky samotnych flavonoidt. Existuje daleko méné

studii, které zohlediiuji metabolismus flavonoidl, piicemz ucinky vyslednych
metabolitd se mohou znacné liSit od ucinkii ptvodnich flavonoidii. Také je potieba
zohlednit cestu flavonoidu organismem po jeho metabolizaci. Buiiky zivého organismu
musi byt schopné dany metabolit dale zpracovat, aby mohl byt zajistény jeho ucinek.

(Spencer et al. 2003)

Flavonoidy se v potravé vyskytuji nejcastéji s glykosidickou vazbou, ptficemz
dany sacharid a poloha jednotlivych substituenti jsou dilezitymi faktory pro stfevni
absorpci. Pred absorpci flavonoidu musi nejprve dojit k jeho deglykosylaci. Hydrolyza
sacharidové  kostry je  zprostiedkovdana  cytoplazmatickou B-glukozidazou.
Deglykosylaci dochazi ke zvySeni hydrofobicity flavonoidniho aglykonu. Slouc¢enina
tak maze piejit pres epitelidlni buniky stieva pasivni difuzi. Ukéazalo se vSak, ze nékteré
flavonoidy prochazeji ptes stfevni epitel aktivnim transportem. Proto neni u téchto
flavonoidd nutna deglykosylace, pritomnost glykosidické vazby jim pro piestup
sttevnim epitelem nevadi. Takovym zdstupcem je napt. kvercetin-4-glukosid.

(Viskupicova et al. 2008)

Absorbované flavonoidy se vazou na albumin a portdlni zilou jsou
transportovany do jater. Jatra jsou sice stézejni organ pro metabolizaci, transformacni
reakce flavonoidi je konjugace se sulfatem ¢i kyselinou glukuronovou. Déale mohou
podléhat oxida¢né-redukénim reakcim nebo hydrolyze. VSechny tyto reakce maji
zasadni dopad na ucinky flavonoidd. Disledkem metabolizace je snizeni poctu volnych
hydroxylovych skupin, jejichz vyznamnou vlastnosti je interakce s dulezitymi
receptory, enzymy. (Viskupicova et al. 2008)

Konjugaty se z ¢asti vylucuji moci a z ¢asti se vraci prostiednictvim Zluci zpét
do stfev, kde mohou byt bakterialni mikroflérou rozstépeny na mensi molekuly
(napf. na derivaty kyseliny octové, propionové ¢i benzoové). Piikladem miize byt
metabolit kvercetinu — kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova. (Nagy et al. 2017, Spencer
a Crozier 2012, Viskupicova et al. 2008)

Flavan-3-oly jsou jedinou podtiidou flavonoidi, kterd se v potravé nevyskytuje

glykosidicky vazana. V lidské potravé jsou zastoupeny nejhojnéji, o jejich metabolismu
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a absorpci se vi v§ak malo. Katechin, epikatechin a epigallokatechin jsou absorbovany

predevsim v tenkém stfeveé — v jejunu a ileu. (Viskupicova et al. 2008)

3.6.2 Metabolismus kvercetinu

Kvercetin je jeden znejvice zkoumanych flavonoidt. Uvadi se, ze ma
cytotoxicky efekt, kterého dosahuje indukci apoptdzy. Déale ma protizanétlivé ucinky,
antioxida¢ni ucinky a s tim spojenou ochranu proti oxidacnimu stresu. Nékteré studie

uvadéji 1 protinddorovou aktivitu kvercetinu. (Skrbek et al. 2009, Spencer et al. 2003)

Metabolizace kvercetinu v Zivém organismu je velice intenzivni, tento flavonoid
ma velké mnozstvi metabolitd. V cirkulaci ho mizeme najit predevSim ve formé
glukuronida,  sulfatt, dale v  podobé  ortho-methylovaného  kvercetinu
(napf. 3-o-methylkvercetin, 4-o-methylkvercetin) ¢i ortho-methylovaného glukuronidu
(napf. kvercetin 7-o0-B-D-glukuronid). VSechny vyjmenované slouceniny vznikaji
po metabolizaci daného flavonoidu v tenkém stievé a nasledné¢ v jatrech.
Na metabolismu kvercetinu se vSak podili i mikroflora v tlustém stievé. Pak dochazi
k tvorbé hydroxyfenylacetatu (napt. kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctovd). (Spencer
et al. 2003)

Jedna ze studii hodnotila metabolismus kvercetinu u prezvykavcl. Opét doslo
k potvrzeni, ze je tento flavonoid siln¢ metabolizovan. Zajimavosti zde bylo,
ze po pfeméné samotného kvercetinu byly v organismu piezvykavce ptritomny dva
hlavni metabolity — 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina (3,4-DHPA) a 4-methylkatechol
(4-MC). Dale se zjistilo, Ze vzristajici mnozstvi 4-MC doprovazel pokles 3,4-DHPA.
Predpokldda se proto, Ze 4-MC nejpravdépodobnéji  vznikd  z kyseliny
3,4-dihydroxyfenyloctové. (Berger et al. 2015, Scheline 1967)

3.6.3 Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova
Jak prace uvadi jiz vySe, 3,4-DHPA vznik4 degradaci kvercetinu bakteridlni

mikroflorou v tlustém stievé. Nejprve dochazi k redukci dvojné vazby kvercetinu
na pozici 2,3, vznikly meziprodukt je taxifolin. Pak pravdépodobné probiha oxidaéni
dekarboxylace za vzniku dvou metaboliti kvercetinu — floroglucinolu a 3,4-DHPA
(viz obrazek 11). Po konzumaci stravy bohaté na flavonoidy je mozné nalézt kyselinu
3,4-dihydroxyfenyloctovou v krevni plazmé a moci. (Carrasco-Pozo et al. 2015, Skrbek

et al. 2009)
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Obr. 11 Degradace kvercetinu stfevni mikroflorou za vzniku dvou metabolitti

Jedna ze studii zkoumala vliv kvercetinu a uvedenych metabolitii na nddorové
bunky tlustého stfeva, konkrétné se jednalo o bunky HT29. Protinadorové ucinky
kvercetinu byly znamy jiz dfive, i zde se potvrdila inhibice riistu nddorovych bunék
kvercetinem. Floroglucinol piisobil na nadorové buitky pouze minimalng. Uginek
3,4-DHPA na nadorové buiiky byl vSak obrovsky. Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova
znatelné inhibovala rist nadorovych bunék tlustého stfeva. Vzhledem k rychlé
metabolizaci kvercetinu se vkladd nad€je pro 1écbu onemocnéni pravé do jeho

metabolitu 3,4-DHPA. (Skrbek et al. 2009)

Dalsi studie se zaméfila na antioxidaCni vlastnosti 3,4-DHPA. V in vitro
podminkach bylo testovano né€kolik metaboliti raznych flavonoidi a ukézalo se,

ze 3,4-DHPA je nejvyznamngj$i slouceninou mezi ,,vychytavaci“ volnych radikald.
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Zjistilo se také, ze vin vivo podminkich 3,4-DHPA vyrazné¢ redukuje peroxidaci
plazmatickych lipidi. Déle byly provadény pokusy spolu s cholesterolem. Vyssi hladina
cholesterolu muaze vést k poSkozeni B-bun¢k pankreatu, coz ma za nasledek rozvoj
diabetu a s nim spojené ptridruzené choroby. Ve studii se ukazalo, ze 3,4-DHPA chréani
pankreatické buiiky pied poSkozenim cholesterolem. Vysledky vSak zdvisely na davce
3,4-DHPA a na mnozstvi cholesterolu. Pfi vysSich hladindch cholesterolu samotna
kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova jiz nedokazala poSkozeni bun¢k zabranit. Ackoliv
je dilezit¢ provedeni dalSich studii, zda se, Ze kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova

by mohla byt uzivana k zabranéni rozvoji diabetu z prediabetu. (Carrasco-Pozo 2015)

3.6.4 4-Methylkatechol
4-Methylkatechol (obrézek 12) je metabolit kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové,

vznika jeji dekarboxylaci. (Berger et al. 2015, Scheline 1967)

HO

OH

Obr. 12 4-Methylkatechol

4-Methylkatechol je znamy jako potencialni inhibitor riistu nadorovych bunék.
Jedna ze studii zjistila, Ze by tato latka mohla byt uZivana pro lécbu inzulinomu.
Inzulinom je nddor beta bun¢k pankreatu, vétSinou byva benigni. Je pro néj typicka
zvySend sekrece inzulinu a charakterizuje jej hypoglygémie nalacno. Studie pfisla
s vysledkem, ze 4-MC zpisobuje apoptozu bunck inzulinomu. (Karatug Kacar

et al. 2018, Zamrazil 2007)

4-MC je vyznamnou slouceninou pro nervovy systém. Ukazalo se, Ze je
induktorem dulezitych neurotrofickych faktorti — nervového rtistového faktoru (NGF
= nerve growth factor) a mozkového neurotrofického faktoru (BDNF = brain-derived

neurothrophic factor). Tyto faktory jsou podstatné pro vznik a regeneraci neuront,
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pro pieziti neurond. Pfitomnost téchto latek v organismu muize snizit vyskyt
neurologickych obtizi. Vyuziti NGF a BDNF v terapii je vSak limitované — jedna
se o velké molekuly, které by po aplikaci nedokézaly projit mozkovou bariérou. Hledaji
se proto jiné moznosti 1écby a jednou znich je vyuziti 4-MC. 4-Methylkatechol
podporuje syntézu NGF a BDNF. Jedna ze studii prokézala, ze aplikace 4-MC pomaha,
po vyvolaném poranéni nervového systému, regenerovat zejména malé neurony

—napft. v kuzi. (Kaiser et al. 2016, Li et al. 2017, Yu-Lin et al. 2009)

Oba neurotrofiny byly objeveny i1 ve varlatech, jsou dilezité pro reprodukci.
NGF ve varlatech podporuje proliferaci Leydigovych bun€k a zvySuje produkci
steroidii. Vzhledem k tomu, Ze je dokazané pozitivni plusobeni 4-MC na zminéné
neurotrofiny v neuronech, védci si pokladali otdzku, zda je 4-MC schopny ovlivnit
syntézu NGF a BDNF v pohlavnim systému. Byla provedena studie zabyvajici se timto
problémem. Ukéazalo se, Ze 4-MC neovlivnil hladinu neurotrofinti ve varlatech.
Z vysledku plyne, Ze stimulace syntézy neurotrofickych faktort 4-methylkatecholem
je pravdépodobné specificka pro nervovou tkan. Studii se vsak zjistilo, ze 4-MC znacné
inhiboval proliferaci Leydigovych buné€k, navic vykazoval apoptotické pisobeni. Také
doslo k vyraznému poklesu sekrece testosteronu. VSe bylo pravdépodobné zplisobené

sniZenim mitochondridlni aktivity vlivem 4-methylkatecholu. (Li et al. 2017)
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4 CILPRACE

Cilem rigorézni prace bylo ovéfeni nékolika moznych mechanismi
vasodilatatniho  uc¢inku dvou vybranych metaboliti  flavonoidd, kyseliny
3,4-dihydroxyfenyloctové a 4-methylkatecholu. K tomu tucelu byla pouzita metoda

izolované aorty potkana ex vivo.
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Material

5.1.1 Pomicky a pristroje

o Laboratorni vahy Kern, analytické vahy Explorer Analytical

o Laboratorni sklo — kadinky, odmé&rny valec, Petriho miska, ty¢inky, zkumavky

o Jiné laboratorni pomicky — buni¢itd vata, 1zicky, mikrozkumavky (typu
Eppendorf), pinzety, pipety + Spicky, stiikacky

o Operac¢ni nastroje — operacni stolek, sterilni jehly, niizky, pean

o Aparatura na izolované organy - Multi chamber tissue bath systém (obrazek 13)

o Pocita¢ a vyhodnocovaci software - S.P.E.L. Advanced Kymograph Software
v. 3.2

o Termostat Ul

o Plynova bomba s pneumoxidem = smés Oz (95%) a CO2 (5%)

Obr. 13 Aparatura na izolované organy

Zdroj: Laboratot Katedry farmakologie a toxikologie na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové

Univerzity Karlovy
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5.1.2 Chemikalie
Rozpoustédla

Destilovana voda
Dimethylsulfoxid byl zakoupen ze spolecnosti Sigma-Aldrich (Némecko).
96% ethanol — dodavatelem byla spole¢nost Penta s.r.o.

Krebs-Henseleitiiv zivny roztok (tabulka 1)

Surovina Vzorec MnoZzstvi latky v Vyrobce
gramech
Chlorid sodny NaCl 3,878 Penta s.r.0.
Chlorid draselny KCl 0,245 LACHEMA as.
Chlorid vapenaty CaCl, 0,196 LACHEMA a.s.
Hydrogenuhlicitan sodny NaHCO3 1,47 Penta s.r.o.
Dihydrogenfosfore¢nan KH,;PO4 0,112 Dr. Kulich
draselny Pharma s.r.o.
Siran hotecnaty heptahydrat MgSOs . 7TH,O 0,203 LACHEMA a.s.
Glukoza CsH 1206 1,47 Penta s.r.o.

Tab. 1 Slozeni Krebs-Henseleitova zivného roztoku — uvedené navazky jsou platné pro piipravu

0,7 litru roztoku

Zdroj: Laboratot Katedry farmakologie a toxikologie na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové

Univerzity Karlovy

Latky ovliviiujici cévu

Indomethacin, noradrenalin, nitroprussid sodny dihydrat a TRAM-34 byly

zakoupeny ze spolecnosti Sigma-Aldrich (Némecko).

UCL-1684 byl zakoupen z Velké Britanie ze spole¢nosti Tocris Bioscience.

Anestetikum

Urethan byl ziskdn z Némecka ze spolecnosti Sigma-Aldrich.
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5.1.3 Testované latky

Latka Vzorec Molarni hmotnost Vyrobce
Kyselina CsH3O4 168,15 g/mol Sigma-Aldrich,
3,4-dihydroxyfenyloctova Neémecko
4-methylkatechol C7Hz0; 124,14 g/mol Sigma-Aldrich,
Némecko

Tab. 2 Testované latky

Modifikovano z: www.sigmaaldrich.com

5.1.4 Testovana zvirata
Testovani probihalo na bilych potkanech rodu Wistar:Han (Charles River,

Diisseldorf, Némecko). Pred experimentem byli potkani umisténi ve vivariu
na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové. Ve vivariu jsou potkani chovéani v nejvyse
péticlennych skupinkdch za standardnich podminek (teplota v rozmezi 23-25°C,
12-hodinovy cyklus svétlo/tma) a maji volny pfistup k standardni potrave a pitné vode¢.

K experimentu byli pouZziti samci o hmotnostech 350 — 550 g.

Vsechny experimenty byly provadény v souladu se Zakonem Ceské narodni
rady na ochranu zvifat proti tyrani (¢. 246/1992 Sb.), se souhlasem Etické komise
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové a se schvalenym projektem

pokusu (reg. No. MSMT-7041/2014-10).

5.2 Metodika

5.2.1 Priprava Krebs-Henseleitova Zivného roztoku
Do odmérného vélce jsme si odlili 0,7 litru destilované vody. Suroviny z tabulky

1 jsme rozvazili do kadinek a spolu s destilovanou vodou jsme vytvofili pfislusné
roztoky. Pfipravené roztoky jsme pak slili do velké kadinky o objemu 2 litry, roztok
chloridu vépenatého jsme pfidali vzdy az naposled, aby nedoslo k vysrazeni slabych

vapenatych soli. Pfipraveny zivny roztok jsme poté nalili do 14zni aparatury.
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5.2.2 Pribéh experimentu
Na zacatku experimentu byla potkanovi poddna anestezie intraperitonealni

cestou. Podavanym anestetikem byl urethan (1,2 g'kg™!), jehoz metabolity jsou toxické,
je tedy zajiSténo, Ze se zvife neprobudi. Anestezie zacala Uc¢inkovat asi po pcti
minutach. Poté byl potkan pfipevnén na operacni stolek. Byla nastfizena kozni fasa

na bfise a potkan byl usmrcen vykrvenim z bfi$ni aorty.

Po vykrveni potkana byl vypreparovan tsek hrudni aorty o délce asi dva
centimetry a opatrn¢  oplachnut od krve v Krebs-Henseleitové zivném roztoku.
Nésledné byl na Petriho misce s Krebs-Henseleitovym Zivnym roztokem Setrné zbaven
zbytku pojivove tkdné¢ a rozdélen na Ctyfi mensi ¢asti (krouzky) o velikosti cca 0,3 cm,

¢
které byly nasledn¢ pouzity k vlastnimu testovani (obrazek 14).

Obr. 14 Cést hrudni aorty potkana na Petriho misce

Zdroj: Laboratot Katedry farmakologie a toxikologie na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové
Univerzity Karlovy
Pted pokusem byla do provozu uvedena plynova bomba, aby do aparatury
s Krebs-Henseleitovym zivnym roztokem mohl proudit pneumoxid a pomoci termostatu
byla udrZovana teplota 37 °C. Zajistilo se tak vhodné prostiedi pro testovanou cévu, jez
pfipominalo fyziologické podminky. Kousky aorty se zavésily na dva protilehlé ocelové
hacky, pomoci chirurgické nit¢ byly spojeny s pfevodnim zafizenim aparatury.
Navozena zatéz je prevedena na zménu napéti a zobrazena na pocitaci pomoci software.

Toto uspotadani umoznuje sledovat kontrakci nebo dilataci tkané.

Stabilizace tkané

Pfed vlastnim pokusem probéhla stabilizace tkané. Postupn€ se na vSech cCtyfech

vzorcich v aparatufe nastavila Uvodni zaté¢Zz 2 gramy. Po nastaveni zatéze se tkan
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nechala volné relaxovat a byly provadény vyplachy zivného roztoku v pravidelnych
desetiminutovych intervalech. Takto byly provedeny 3 vyplachy, 4. vyplach (ve 40.
minuté) byl proveden s jiz presné odméienymi 5 mililitry Krebs-Henseleitova Zivného
roztoku. Piesné mnozstvi bylo podminkou pro nasledné spravné podani pozadovanych

koncentraci vasoaktivnich latek.

Vlastni pokus

Mechanismus vasodilatacniho ucinku kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové
a 4-methylkatecholu byl zkouman pomoci antagonisti. Ve 45. minut¢ pokusu byla
do zivného roztoku ptidéna latka, jejimz ukolem bylo zablokovat ur¢ity mechanismus.
V naSem piipadé byl podan indomethacin (vyslednd koncentrace v lazni 10 uM) nebo
kombinace slouc¢enin TRAM-34 a UCL-1684 (10 uM a 1 pM) nebo samotny TRAM-34
(10 uM). Inkubace vzdy trvala 30 minut.

Nésledné byla navozena prekontrakce noradrenalinem (10 uM). Po stabilizaci
(asi 45 minut) byla do roztoku kumulativné pfidana testovana latka 4-methylkatechol
nebo 3,4-DHPA. Vysledné koncentrace v 1azni byly 100 nM — 1 mM. Dalsi koncentrace
byla pfidéana vzdy az poté, co doslo k ustaleni odpovédi na ptedchozi aplikaci. Hodnoty

byly pozorovany pomoci softwaru (obrazek 15) a zaznamendvany do tabulky.

Obr. 15 Ukazka zaznamenavani hodnot v softwaru

Zdroj: Laboratof Katedry farmakologie a toxikologie na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové

Univerzity Karlovy
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Na zavér kazdého experimentu byl pifiddn nitroprussid sodny (10 pM),
ktery navodil kompletni relaxaci cévy. U ¢asti vzork pokus probéhl bez pifitomnosti

antagonisty.

Vvhodnoceni vysledku

Hodnoty, které byly pii experimentu ziskany, jsme vyhodnotili za pomoci
pocitacovych programti GraphPad Prism 5 a Excel. Sestrojili jsme relaxacni kiivky
CRC s konfidenénimi intervaly 95 %, na nichZ je znazornény vasorelaxaéni Uc¢inek
4-methylkatecholu ¢i 3,4-DHPA na aortu potkana, vyjadifeny v procentech. Kitivky
znazornuji zavislost relaxace aorty na koncentraci testované latky. Je vytvofena
jak kiivka s testovanym metabolitem kvercetinu, tak kiivka se souCasnym pouzitim
antagonisty. Spocitali jsme hodnoty maximalni relaxace a ECso, které jsme spolu
s odchylkami SEM zanesli do tabulky. ECso pfedstavuje koncentraci latky, kterd vyvola

50 % relaxaci cévy.
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6 VYSLEDKY
Inhibice cyklooxygenazy pomoci indomethacinu i inhibice Ca*" aktivovanych

K" kanali pomoci TRAM-34 nebo kombinaci TRAM-34 s UCL-1684 posunuly
vasorelaxacni kiivku 3,4-DHPA signifikantné smérem doprava (obr. 16, 17, 18).
V ptipad¢ 4-methylkatecholu po inkubaci indomethacinem k zadnému posunu nedoslo.
Pti pouziti TRAM-34 byly zmény nejednoznacné a kiivka se v jednom piipad¢ dokonce
posunula smérem doleva (viz obr. 19, 20, 21). Hodnoty ECso a maximalni relaxace

shrnuji tabulky 3 a 4.

1007w 3 4-DHPA JE— =

-& 3 4-DHPA + indomethacin J7 417 e—

901-o- kontrola
80+
704
60

50+

relaxace (%)

40+

30+

20+

Obr. 16 Vasorelaxac¢ni ucinek kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové (3,4-DHPA) na aortu potkana
ex vivo prekontrahovanou noradrenalinem za pfitomnosti indomethacinu. Data jsou
vyjadfena jako primér + SEM, pocet vzorki n=5 (bez inhibitoru), n=6

(s indomethacinem), n=6 (kontrola).

Koncentrace DMSO je znazornéna pod osou x.
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Obr. 17 Vasorelaxaéni uc¢inek kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové (3,4-DHPA) na aortu potkana
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ex vivo prekontrahovanou noradrenalinem za pritomnosti TRAM-34. Data jsou
vyjadiena jako pramér + SEM, pocet vzorkd n=5 (bez inhibitoru), n=6 (s TRAM-34),
n=6 (kontrola).

Koncentrace DMSO je zndzornéna pod osou X.
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Obr. 18 Vasorelaxac¢ni uc¢inek kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové (3,4-DHPA) na aortu potkana
ex vivo prekontrahovanou noradrenalinem za pifitomnosti TRAM-34 a UCL-1684. Data
jsou vyjadrena jako pramér + SEM, pocet vzorkd n=5 (bez inhibitoru), n=5 (TRAM-34
+ UCL-1684), n=6 (kontrola).

Koncentrace DMSO je znazornéna pod osou x.
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19 Vasorelaxacni ucinek 4-methylkatecholu (4-MC) na aortu potkana ex vivo
prekontrahovanou noradrenalinem za pfitomnosti indomethacinu. Data jsou
vyjadifena jako primér + SEM, pocet vzorki n=5 (bez inhibitoru), n=6

(s indomethacinem), n=7 (kontrola).

Koncentrace DMSO je znadzornéna pod osou x.
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Vasorelaxacni ucinek 4-methylkatecholu (4-MC) na aortu potkana ex vivo
prekontrahovanou noradrenalinem za pfitomnosti TRAM-34. Data jsou vyjadiena
jako prumér + SEM, pocet vzorkli n=5 (bez inhibitoru), n=4 (s TRAM-34), n=7
(kontrola).

Koncentrace DMSO je znazornéna pod osou x.
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21 Vasorelaxacni ucinek 4-methylkatecholu (4-MC) na aortu potkana ex vivo
prekontrahovanou noradrenalinem za pfitomnosti TRAM-34 a UCL-1684. Data jsou
vyjadfena jako pramér + SEM, pocet vzorkl n=5 (bez inhibitoru), n=4 (s TRAM-34
+ UCL-1684), n=7 (kontrola).

Koncentrace DMSO je znazornéna pod osou x.



Maximalni relaxace

ECso

[7e] [uM]
3,4-DHPA 96,5+ 1,2 22,4+1,3
3,4-DHPA + indomethacin 98,2 +3,7 82,3 +5,5%
3,4-DHPA + TRAM-34 99.4 +33 58,2 + 5,8*
3,4-DHPA + TRAM-34 99,4 £ 5,5 92,5+ 8,1*

+ UCL-1684

Tab. 3 Vasodilata¢ni ucinek kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové (3,4-DHPA) na aortu potkana

ex vivo po prekontrakci noradrenalinem vyjadfeny jako maximalni relaxace a ECso.

* Signifikantni rozdil proti 3,4-DHPA

Maximalni relaxace ECso
[70] [M]
4-methylkatechol 96,8 + 5,1 49,1 £33
4-methylkatechol + indomethacin 99,8 £ 4,2 54,2+ 4,6
4-methylkatechol + TRAM-34 98,6 + 1,0 233+ 1,9*
4-methylkatechol + TRAM-34 + UCL-1684 98,0 + 1,1 69,3 +3,1%

Tab. 4 Vasodilata¢ni uCinek 4-methylkatecholu na aortu potkana ex vivo po prekontrakci

noradrenalinem vyjadieny jako maximalni relaxace a ECs.

* Signifikantni rozdil proti 4-methylkatecholu.
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7 DISKUSE

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou celosvétové nejcastéjsSi pri¢inou
umrti. Pfi¢iny vzniku KVO jsou rizné, nejvétsi problém vsak predstavuje aterosklerdza
a nasledny rozvoj metabolického syndromu. Rizikovymi faktory pro vznik KVO jsou
Spatné stravovaci navyky (konzumace potravin s vysokym obsahem tukd a cukri,
koufeni, nadmérny piijem alkoholu) a nedostatecnd fyzick4 aktivita. Pfi v€asném
nefarmakologicka 1écba. Pokud pacient kouii, mél by se zlozvykem pfestat, to samé se
tykd nadmérného pozivani alkoholu. Pacient by mé&l méné solit, mél by si hlidat nutri¢ni
pfijem, konzumovat velké mnozstvi ovoce, zeleniny. Pacient by m¢l do svého Zivota
zatadit vice pohybovych aktivit. Pokud nefarmakologicka 1é¢ba jiz nestaci, dopliiujeme
ji farmakologickou lé¢bou. Na trhu je velké mnozstvi 1é¢ivych piipravki, u nichz je
prokazéano, ze zna¢n¢ zlepSuji kvalitu zivota pacientti s KVO. Medicina by se vSak m¢la
posouvat déle doptedu a vzhledem k obrovskému rozsifeni KVO je tfeba vyvijet také
nova léciva. Idedlné¢ by mélo jit o 1écivé piipravky s lepSimi lécebnymi uc€inky
a s niz§im vyskytem nezadoucich ucinkt. (Lopez a Jan 2019, WHO 2017)

Jak je jiz zminéno, pro zdravi je velice prospé$nd konzumace velkého mnoZzstvi
ovoce a zeleniny. Tyto potraviny obsahuji fadu prospé$nych latek jako jsou vitaminy,
mineraly, vlaknina ¢i flavonoidy. Je proto opodstatnéné uvazovat nad tim, zda by zdroji
novych 1é¢iv nemohly byt pravé tyto pfirodni latky. Existuje velké mnozstvi odbornych
studii, které presvédcivé dokazuji, Ze flavonoidy maji mnoho pozitivnich uc€inki
na lidsky organismus, napf. dlouho znamé jsou antioxidacni a antiflogistické ucinky.
prozkoumano a vime, Ze je zprostiedkovano rliznymi cestami. Jeden zplsob je inhibice
aktivity ¢i syntézy prozanétlivych enzymi, jako jsou cyklooxygenaza ¢i lipoxygendza.
Kromé& toho flavonoidy mohou zvySovat aktivitu antioxida¢nich enzymd,
napt. katalazy. Antioxidacni ucinek je klasicky zaloZen na vychytavani volnych
radikalii. Tyto mechanismy se mohou podilet na dalsich pozitivnich Gcincich flavonoidt
— snizovani krevniho tlaku, snizovani hladiny cholesterolu ¢i ovlivnéni permeability

kapilar. (Marunaka et al. 2017, Opletal 2016, Potuzak 2010, Slonkova 2017)

ProtoZe k dosazeni vyznamného efektu je obvykle potieba vét§tho mnoZstvi
daného flavonoidu, nez jaké pfijimame béZnou stravou, v terapii nékterych onemocnéni

se jiz ptistoupilo k podavani flavonoidii ve formé potravinovych doplitki ¢i dokonce
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registrovanych 1éCiv. Vysledky takové terapie jsou pfedmétem fady klinickych zprav
a studii. Nazornym piikladem v oblasti potravinovych dopliku je flavonoid kvercetin,
kdy se odhaduje, ze béznym stravovanim denné pfijimame 3 - 40 mg kvercetinu. Denni
davka kvercetinu v doplicich stravy se vSak vétSinou pohybuje kolem 500 mg.
Piikladem registrovaného 1éCivého piipravku muize byt zndmé venofarmakum
- Detralex (v n¢kterych zemich je registrovan jako Daflon). Obsahuje kombinaci péti
ruznych flavonoidii. Obsazené flavonoidy se vzajemné potencuji a piipravek ma diky
této skuteCnosti vysSi ucinnost. Ke zvySeni biologické dostupnosti flavonoidi
v pfipravku pfispiva jejich zpracovani pii vyrobé¢, jednd se o proces mikronizace.
(Andres et al. 2018, Carrasco-Pozo et al. 2015, Cernohorska 2018, Millar et al. 2017,
Rutar 2018)

Omezenim tady studii a tim 1 dalSiho vyuziti v terapii, je fakt, Ze se mnohdy
zabyvaji pouze pusobenim samotnych flavonoidii. Dnes je jiz jasné, Ze flavonoidy jsou
v téle intenzivné metabolizovany a plvodni parentni latka s pfedpokladanymi ucinky
muze mit paradoxné¢ i1 velmi nizkou biodostupnost. Je proto potieba zohlednit
metabolismus téchto latek, a to ze dvou hlavnich divodd. (1) Kone¢ny ucinek
je pravdépodobné siln€¢ ovlivnén (ne-li pfimo urcen) pisobenim vzniklych metaboliti,
které se mohou farmakologicky 1 vyrazn¢ odliSovat od plivodni slouceniny. (2) Mezi
jednotlivymi pacienty mohou byt velké rozdily, pokud se tykd kvality i kvantity
produkovanych metabolitd. U clov€ka bylo dosud identifikovano pftiblizné¢ 200
proteintl, které maji vliv na metabolizaci flavonoidl. Aktivitu téchto proteinii ovliviuji
mimo jiné ve€k, pohlavi, genotyp a ptipadnd pfidruZena onemocnéni dané osoby, jsou jiZ
prokazany 1 etnické rozdily. (Cassidy a Minihane 2017, Spencer et al. 2003)

Jednim z nejprobadanéjsich flavonoida je kvercetin. Jak je popsano vyse, ma
protizanétlivé a antioxidacni U€inky. Ve velké mife se nyni zkouma jeho vliv na krevni
tlak. Ve studiich provadénych na lidech bylo zjiSténo, Ze ke sniZeni systolického
1 diastolického krevniho tlaku je potfeba pfijmout 500 mg kvercetinu za den. Mezi
pacienty vSak byly rozdily jak v navozeném ucinku, tak v pottebné davce. Ukazalo se,
ze sniZeni krevniho tlaku je zna¢né predev§im u pacientl s jiz projevenou hypertenzi,
ale neni pfili§ patrné u pacientl s tzv. prehypertenzi. U lidi trpicich metabolickym
syndromem se snizil systolicky tlak jiz pfi pfijmu 150 mg kvercetinu za den. Zatimco
ucinek na krevni tlak je jiz z ¢asti zdokumentovany, mnohem méné vime o jeho

mechanismu. Ze studii provadénych na zvifecich modelech je patrné, Ze latka zpiisobuje
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relaxaci aorty. Podrobné vysvétleni mechanismu vasorelaxace vSak stdle chybi.

(Marunaka et al. 2017, Spencer et al. 2003)

Ukazalo se, Ze pro ovlivnéni krevniho tlaku kvercetinem je velice dilezity jeho
zpusob podani. Pfi peroralnim podavani doSlo necekané k vyrazn€jSimu snizeni
krevniho tlaku nez pfi intraperitonealnim podavani. Je proto pravdépodobné, ze
pro ucinek kvercetinu je dulezitd jeho metabolizace v gastrointestindlnim traktu
a na vasorelaxaci a nasledném snizeni krevniho tlaku by se mohly podilet n¢které

metabolity. (Galindo et al. 2012)

Pii ziskdvani vysledkG pro rigorézni praci jsme sledovali mechanismus
vasodilata¢niho ptisobeni dvou metabolitii kvercetinu na hrudni aortu potkana ex vivo.
Jednalo se o kyselinu 3,4-dihydroxyfenyloctovou a 4-methylkatechol. U obou
sledovanych metabolitii byl nejprve potvrzen relaxacni u¢inek na sténu hrudni aorty.
Mechanismus vasorelaxa¢niho ptisobeni byl testovan pomoci inhibitord. Provadéli jsme
pokusy s inhibitorem cyklooxygendzy — indomethacinem a dale s inhibitory
draslikovych kanalt aktivovanych vapnikem — TRAM-34 (inhibitor IKca.) a UCL-1684
(inhibitor SKca).

U 3,4-DHPA byly vysledky jednoznac¢né. Pouziti indomethacinu, TRAM-34
¢i kombinace TRAM-34 + UCL-1684 vyrazn¢ snizilo vasorelaxaéni ucinek 3,4-DHPA.
Mizeme proto pfedpokladat, Ze na vasorelaxaci navozené 3,4-DHPA se podileji jak
cyklooxygendza, tak n&které podtypy draslikového kanalu aktivovaného vapnikem.
Inhibice navozend kombinaci TRAM-34 + UCL-1684 byla U¢innéjsi, nez samotny
TRAM-34, ale rozdil nebyl vyznamny. Nicméné¢ i1 tak by se na vasodilataci mohly

podilet oba zminiované typy draslikového kanalu.

Ptfi experimentu s 4-methylkatecholem nebyla pfitomnosti indomethacinu
vasorelaxacni aktivita téméf ovlivnéna, inhibice cyklooxygendzy je proto
nepravdépodobna. Pokud se tyka ucasti draslikovych kanalt aktivovanych véapnikem,
neziskali jsme jednoznacné vysledky. Pii testovani kombinace latek TRAM-34
s UCL-1684 doslo sice k nevyznamnému snizeni vasorelaxacni aktivity 4-MC, ale
pfi pouziti TRAM-34 se vasorelaxacni ucinek 4-methylkatecholu paradoxné mirné
zvysil. Interpretace vysledkti ohledné 4-methylkatecholu je proto obtizna. Préci by proto
bylo vhodné doplnit dal§imi pokusy, zejména témi, které by sledovaly vliv inhibice

pouze pomoci UCL-1684. (Pourova et al. 2018)
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Tato rigordzni prace je soucasti SirStho vyzkumu kardiovaskularnich ucinka
flavonoidi. U dostupnych kolonickych metaboliti flavonoiddi byla nejprve jako
screening testovana schopnost vasorelaxace ex vivo na aort¢ potkana. Z testovanych
metabolith vykazovaly zajimavé vasorelaxatni uCinky 4-MC, 3,4-DHPA a také
3-(3-hydroxyfenyl)propionova kyselina (3-HPPA). U téchto tii metaboliti byly
sledovany i mozné mechanismy uc¢inku — ¢ast pokusi byla naplni moji prace. Dale byl
u téchto latek ex vivo zkouman i1 vasorelaxa¢ni uCinek na mezenterickou artérii (tyto
pokusy zohlediiuji nesmirny vyznam drobnych cév pro krevni tlak). Ziskané pozitivni
vysledky byly nésledné potvrzeny i v experimentech in vivo. VSechny sledované latky
(4-MC, 3,4-DHPA a 3-HPPA) byly schopny snizit krevni tlak u hypertenznich potkanti

a tento ucinek byl davkove zavisly. (Najmanova et al. 2016, Pourova et al. 2018)
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8 ZAVER
Rigorézni prace sledovala mechanismy vasorelaxa¢niho ucinku vybranych

metabolitl kvercetinu na sténu hrudni aorty potkana ex vivo. Zjistili jsme, Ze:

e Oba testovan¢ metabolity, 4-MC 1 3,4-DHPA, skute¢né¢ vykazuji
vasorelaxacni ucinek.

e Pii uziti inhibitoru cyklooxygenazy (indomethacinu) byla potlacena
vasorelaxacni aktivita 3,4-DHPA, vasorelaxa¢ni 0¢inek 4-MC se témer
nezménil.

e Pii vziti inhibitoru IKca (TRAM-34) doslo k potladeni vasorelaxacni
aktivity 3,4-DHPA, vasorelaxa¢ni tc¢inek 4-MC byl naopak paradoxné
vyrazngjsi.

e Pfi soucasném uziti inhibitord IKca (TRAM-34) a SKca (UCL-1684)
doslo k vyznamnému potlaceni vasorelaxacni aktivity 3,4-DHPA,
u 4-MC byl pokles tohoto u¢inku nevyznamny.

e 7 vysledki vyplyva, Ze na vasorelaxaci navozené 3,4-DHPA se podileji
jak cyklooxygenaza, tak i draslikové kanaly aktivované vapnikem.

e Mechanismus vasodilataéniho ucinku 4-MC nelze z vysledkii odvodit,

ucast cyklooxygenazy je nepravdépodobna.
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