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Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Student: Nela Kuchaiova
Skolitel: PharmDr. Jana Pourova, Ph.D.

Nazev diplomové prace:  Vasodilatacni u¢inky bisfenolu AF ex vivo

Bisfenoly jsou organické slouceniny vyuZzivané k vyrobé plastl, pryskyfic, obald,
lakti a dalSi fadé¢ produktd. Nicméné jejich plsobeni v organismu je spojovano

s mnozstvim nevhodnych uc¢inkd, které je tfeba detailnéji zkoumat.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda bisfenol AF vykazuje vasodilata¢ni
ucinky metodou ex vivo a ovéfit mechanismus relaxa¢niho U¢inku. Experimenty byly
provadény na izolované hrudni aorté potkana kmene Wistar. K prekontrahované aorté byl
kumulativné ptidavan bisfenol AF ve vzrustajici koncentraci a sledovali jsme, zda doslo
k navozeni vasodilatace. Pfi testovani mechanismu u¢inku jsme béhem pokusu pouzili
inhibitory jednotlivych zkousenych mechanismil. Ziskané vysledky byly vyhodnoceny

pomoci programu GraphPad Prism.

Z vysledki vyplyva, Ze bisfenol AF ma vasodilata¢ni G¢inek ex vivo, ktery je
zavisly na podané davce (ECso= 57,16 uM). Mechanismem tohoto G¢inku je zablokovani
napétové fizenych vapenatych kanélii na buiice hladkého cévniho svalu. Ugast ostatnich

testovanych mechanismu G¢inku nebyla prokazana.

Klicova slova: bisfenol AF, potkan, aorta, vasodilatace, ex vivo



Abstract

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology & Toxicology

Student: Nela Kucharova
Supervisor: PharmDr. Jana Pourova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Vasodilatory effects of bisphenol AF ex vivo

Bisphenols are organic compounds used in the manufacture of plastics, resins,
varnishes and lot of other products. However, their effects on human body are associated

with a number of adverse effect that need to be investigated in more detail.

The aim of this diploma thesis was to determine whether bisphenol AF has
vasodilating effects ex vivo and to verify the mechanism of the relaxing effect. The
experiments were performed on an isolated thoracic aorta of a Wistar rat. Bisphenol AF
was added cumulatively to the precontracted aorta at increasing concentrations and we
monitored whether vasodilation was induced. In testing the mechanism of action, we used
inhibitors of the mechanisms tested during the experiment. The obtained results were

evaluated using the GraphPad Prism program.

The results show that bisphenol AF has a dose-dependent ex vivo vasodilatory
effect (ECso = 57.16 uM). The mechanism of this effect is the blockage of voltagegated
calcium channels on the vascular smooth muscle cell. The participation of other tested

mechanisms has not been confirmed.

Key words: bisphenol AF, rat, aorta, vasodilation, ex vivo
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1. Seznam zKkratek

5-HT

5-LO

A

AA

AC

ACE

ACH

ACHE

ACTH

ADH

ADP

AMK

ANP

ATn

ATP

ATPaza

BH4

BNP

BPA

BPAF

cAMP

CAT

cGMP

Serotonin = 5-hydroxytryptamin
5-lipoxygenaza

Adrenalin

Arachidonova kyselina
Adenylatcyklaza
Angiotenzin-konvertujici enzym
Acetylcholin
Acetylcholinesteraza
Adrenokortikotropni hormon
Antidiureticky hormon = vasopresin
Adenosindifosfat
Aminokyselina

Atrialni natriureticky peptid
Angiotenzin I
Adenosintrifosfat
Adenosintrifosfataza
Tetrahydrobiopterin

Mozkovy natriureticky peptid
Bisfenol A

Bisfenol AF

Cyklicky adenosinmonofosfat
Cholinacetyltransferaza

Cyklicky guanosinmonofosfat



CNP

CNS

COX

CO,

COMT

DAG

ECE

EDRF

ECHA

eNOS

ET-1

FAD

GC

GTP

IP;

MAO

MLCK

MLCP

NA

NADPH

NHANES

NO

NP

C natriureticky peptid

Centralni nervova soustava
Cyklooxygenaza

Oxid uhli¢ity
Katechol-O-methyltransferaza
Diacylglycerol

Endotelin konvertujici enzym
Endotel dependentni relaxa¢ni faktor
Evropska chemické agentura
Endotelialni oxid dusnaty syntaza
Endotelin-1
Flavinadenindinukleotid
Guanylatcyklaza
Guanosintrifosfat

Inositoltrifosfat
Monoaminooxidéza
Lehkoftetézcova myosin kindza
Lehkofetézcova myosin fosfatdza
Noradrenalin
Nikotinamidadenindinukleotid fosfat
Nérodni prizkum zdravi a vyzivy
Oxid dusnaty

Natriureticky peptid

Kyslik



PIP

PLA, /PLC

PGG,/PGH2/PGE2/PGI,

PKA/PKC/PKG

RAAS

RHO-A

ROCK

ROS

SR

TxA»

UIPAC

VCAM-1

Fosfoinositoldifosfat

Fosfolipaza A,/ C

Prostaglandin G2/H2/Eo/I>

Proteinkinaza A/C/G
Renin-angiotenzin-aldosteron systém

Mala GTPaza RhoA

Rho-asociovana protein kinaza

Reaktivni forma kysliku

Sarkoplazmatické retikulum

Tromboxan A»

International Union of Pure and Applied Chemistry
Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii
Vaskularni bunécny adhezni protein 1

Vegetativni nervovy systém
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2. Uvod

Kardiovaskularni soustava je diilezity transportni systém zabezpecujici zédkladni
zivotni funkce. Skldda se ze srdce a cév. Jako celek se podili na okysliCovani tkéni,
zajiSténi zivin a transportu exogennich i endogennich latek, ale také na odvodu odpadnich
produkti metabolismu. Regulace kardiovaskuldrniho systému probihd na dvou trovnich
— lokalni a centralni. Hlavnim organem regulace je hladkéd svalovina. Ta je pfitomna
v cévach a dutych orgdnech. K vasodilataci nebo vasokonstrikei dochazi plisobenim latek

typu hormonii, neuromedidtort nebo endotelidlnich piisobki na bunky hladké svaloviny.

V Ceské republice se kardiovaskularni onemocnéni na celkové mortalité podile;ji
z vice nez 54 % (Klener et al. 2012: 175). Mezi nej€astéjsi choroby patii hypertenze.
V roce 2012 trpélo hypertenzi 40 % obyvatelstva, pti¢emz prevalence onemocnéni stale
stoupa (Widimsky 2017). Dale sem patii ischemicka choroba srde¢ni, arytmie, srde¢ni
selhani, cévni mozkové ptihoda a jiné. Neovlivnitelnym faktorem pro jejich rozvoj je vék,
pohlavi ¢i genetickd anamnéza. Mezi ovlivnitelné faktory patfi obezita, koufeni, porucha
lipidového spektra, diabetes mellitus a dal§i skutecnosti pramenici z nezdravého

zivotniho stylu.

Na cloveéka vyznamné pisobi prostfedi, ve kterém se nachazi. Proto expozice
latkam z okoli miiZze s sebou nést akutni i dlouhodobé diisledky. Mezi tyto latky se fadi
1 bisfenoly. Bisfenoly jsou spojovany s negativnimi ucinky na organismus, ale podrobné
informace mnohdy chybi, a to v€etné mozného piisobeni na kardiovaskularni systém.
Cilem této diplomové prace je rozsifit nase poznatky o kardiovaskuldrnich ucincich
bisfenoll. Prace je ¢lenéna do dvou hlavnich casti. Prvni ¢ast prace se pokousi shrnout
aobjasnit teoretick¢ poznatky fungovani kardiovaskuldrniho systému, pfiCemz
se zaméfuje zejména na regulacni mechanismy. Jejich pochopeni je dullezité
pro naslednou experimentalni ¢ast. Jejim cilem je otestovat vasodilata¢ni aktivitu
bisfenolu AF a ovéfit mechanismus jeho UCinku. Experimenty byly realizovany
v laboratofi katedry farmakologie a toxikologie na Farmaceutické fakulté¢ UK v Hradci

Kralové za pouziti metody ex vivo na izolované hrudni aorté potkana.

11



3. Teoreticka cast

3.1. Kardiovaskularni systém

Kardiovaskularni systém je slozeny ze srdce a cév, které tvoii dva celky —
systémové a plicni fecisté. Plicni obéh zajistuje potiebou oxygenaci krve. Systémové
feCisté zabezpeCuje okysliceni a pfisun potfebnych zivin do tkané a soucasné odvod
zplodin metabolismu v¢etné oxidu uhli¢itého (CO2). Oba systémy jsou pohanény jednou
pumpou, srdcem. Diky nému celym organismem neustale proudi krev. Ta po vypuzeni
ze srdce koluje tepnami do kapilar, coz jsou jediné cévy zajistujici latkovou vymeénu mezi

krvi a tkdni. Z nich krev proudi zilami zpét do srdce (Rokyta 2015: 123).

3.1.1. Srdce

Srdce je duty organ umistény za hrudni kosti, vétsi casti vlevo od stfedové cary.
Jeho tvar Ize popsat jako obraceny kuzel, jehoz hrot je nasmérovan doptedu a doleva,
se zakladnou pfivracenou dozadu do dutiny hrudni. Prostor, ve kterém je srdce uloZeno,
se nazyvd mediastinum. Kryto je obalem zvanym perikard neboli osrde¢nik. Srdce
je organ svalovy, piesnéji je tvofen pficné pruhovanou srde¢ni svalovinou zvanou
myokard. Tato svalovina je z vné&jsi strany kryta epikardem. Z vnitini strany, tedy uvnitt
srdce, je pokryta blanou nazyvanou endokard (Cihak 1997: 8-25). Srde¢ni pumpu tvoii
prava aleva ¢ast, kazda je sloZzend ze sin€ a komory. Sin€ jsou od komor odd€leny
cipatymi chlopnémi. Vpravo se nachazi chlopen trojcipa, vlevo dvojcipa, t€Z zndma jako
mitralni. Chlopné polomésicité usmérnuji tok krve na vystupu z komory do plicniho
nebo systémového fecisté. Pro zajiSténi krevniho obéhu se srde¢ni komory rytmicky
stahuji (provadi systolu) a ochabuji (provadi diastolu). Pravd i leva cast srdce precerpava
krev z Zil jednoho recisté do tepen recisté druhého (Rokyta 2015: 123—124). Presnéji tedy
se komory béhem diastoly naplni krvi. Ta se do komor dostava ze sini, kam ptitéka z horni
a dolni duté Zily v pfipad€¢ pravého srdce a zplicnich zil v pfipad€ levého srdce.
V momenté¢ systoly prava komora vypudi krev do plicnice, leva do aorty (Langmeier

2009: 56).

3.1.2. Cévni systém
Cévni systém je uzaviena soustava trubic a trubicek, které se v riiznych usecich
lidského téla odliSuji svou stavbou. S tim uzce souvisi propustnost cévnich stén a celkové

vlastnosti cévy (Dylevsky 2009: 394). Cévni tecisté tvoii tepny (artérie) a zily (vény).
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Z vétSich tepen a zil se rozebihaji a vétvi arterioly a venuly. Propojeni mezi nimi zajist'uji
kapilary. Kromé transportni funkce se cévni soustava vyznacuje regulacni a ochrannou
funkci a podili se na stalosti vnitfniho prostiedi — homeostaze (Trojan et al. 2003: 56,

179-189).

3.1.3. Histologie cév

Samotna cévni sténa se sklada ze tfech vrstev: tunica intima, tunica media, tunica
externa. Zastoupeni vrstev ve stén¢ se lisi dle konkrétniho typu cévy. Toto usporadani
zavisi na okolnich faktorech, kterym jsou cévy vystaveny (Trojan et al. 2003: 184—186).

Jednotlivé vrstvy na prifezu cévni sténou znazoriuje obr. 1.

tunica media

tunica externa tunica intima

.

hladky sval

membrana

elastica externa membrana

elastica interna

Obr. 1: Stavba cévni stény. Pfevzato z: en.wikipedia.org, Blausen.com staff 2014

3.1.3.1. Tunica intima

Tunica intima je tvofena dvéma vrstvami. Endotelova vrstva vystyla cely vnitini
povrch cévy. Bunka endotelu je plochd, zpravidla protazena ve sméru krevniho ob&hu.
Jadro se nachazi v centralni oblasti buniky. Uvnitf se nachazi také mikrofilamenta
a filamenta, jejichz pfitomnost umoZziuje mirnou kontrakci. Je to dlouho-Zijici element
s malou mitotickou aktivitou (Vajner et al. 2015: 6-7). Tvoii polopropustnou membranu
mezi krvi a tkdnovou tekutinou. Zakladni vlastnosti endotelu je tvorba rliznych ptsobku
jako reakce na mechanickou zatéz, natahovéani ¢i jakékoliv napéti v cévé. Dokéze
tak regulovat pritok krve. Vykazuje tedy rozsahlou metabolickou aktivitu. Mimo to ma
také antitrombogenni efekt ¢i produkuje ristové faktory. Endotel je velmi komplikovany

organ a jeho hmotnost v celém téle je asi 1,5 kg. Jakékoliv jeho naruSeni a poSkozeni vede

ke vzniku trombu, kardiovaskularnim komplikacim a chorobam. Subendotelovou vrstvu
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tvoii fidké kolagenni vazivo a v malé mife i jednotlivé buiiky hladkého svalu (Dylevsky

2009: 394, Mescher 2018: 221-223).

3.1.3.2. Tunica media

Tunica media je nejobjemnéjsi vrstvou cévni stény, respektive hlavné tepen.
Je tvofena spiralovité usporddanymi bunikami hladkého svalu. V mezibunééné hmote,
kterou produkuji, se nachazi glykosaminoglykan, chondroitin sulfat a proteoglykan. Dale
obsahuje elasticka a retikularni vlakna. Elasticka vlakna tvoii sit¢ a blanky s otvory,
a tim umoznuji prostupu zivin do dalSich casti cévni stény. Témto otvorim se fika
membranae fenestrae. N&ékdy se tyto elastické utvary nachdzi na rozhrani s tunica intima
a tunica externa, ¢imz dochazi ke vzniku membran (Vajner et al. 2015: 6—7). Pfitomnost
hladké svaloviny umoziuje regulaci prisvitu cév, a tedy usmériiuje pratok krve a krevni
tlak (Dylevsky 2009: 394). Dle velikosti tepny je ovlivnhén pomér mezi svalovou
a elastickou ¢asti tunica media. U vétSich tepen pievlada elasticka slozka. Stiedné velké
tepny maji slozky vyvazené. U malych tepen jiZ pfibyva svalové €asti, pficemZ nejmensi
tepénky byvaji az Gisté svalového charakteru. Zilni tunica media je svalovinou tvofena

méng, v nékterych Zilach zcela chybi (Cihdk 1997: 69-76).

3.1.3.3. Tunica externa

Vnéj$i vrstvu tvoii adventicie a elasticki membrana oddélujici tuto vrstvu
od tunica media. Adventicie je vazivo tvorené siti proplétajicich se elastickych
a kolagennich vlédken, coZz je vyhodné pro mechanické vlastnosti cévy. Tato vlakna
prechézeji az do vnéjsiho okoli. Zajist'uji tak pruznou fixaci cévy v prostoru (Trojan et al.

2003: 184).

3.1.4. Rozdéleni cév

Cévy se rozdé€luji na lymfatické a krevni. Jak jiZ bylo vySe zminéno, krevni cévy
se d¢li na artérie, vény a kapilary. V systémovém fecisti artérie odvadi okyslicenou krev
ze srdce. Postupné se v feciSti vétvi a zmenSuji. Prechazeji v kapilary, kde dochazi
ve vény, které se staraji o dopraveni odkysli¢ené krve zpét do srdce. V plicnim fecisti

je tomu pak obraceng, tj. artérie nesou neokyslicenou a vény okysli¢enou krev (Mescher

2018: 218, Narika a ElisSkova 2015: 85-87).
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3.1.4.1. Artérie elastického typu

Tepnou elastického typu se rozumi takova tepna, jejiz sténu tvoii z velké Casti
elastické vazivo navrstvené do n¢kolika membran. Primér tepny byva zpravidla vice
nez 10 mm. Tunica media je mohutna, protkana svalovymi bunkami. Dobfe vyvinuta
je také tunica intima. Zde se tadi velké tepny vcetné téch nejvétSich — aorty, plicnice
ajejich vétvi. Elastickd artérie se sklada az z 50 vrstev elastickych membran. Vysoka
pruznost a roztaznost zabezpecCuje rychly a neustaly tok krve ze srdce do perifernich
oblasti. Béhem kontrakce srdce se tepna miize dostatecné napnout diky elastinu.
V moment¢ diastoly se elastin opét vrati do ptivodniho stavu a tim udrzi arteridlni tlak.
Rychlost proudéni a arteridlni tlak klesd v zavislosti na vzdéalenosti cévy od srdce

(Mescher 2018: 223-226, Naiika a Eliskova 2015: 85-87).

3.1.4.2. Artérie svalového typu

Sténa této cévy je tvorena hlavné svalovou hmotou. Tunica media obsahuje az 40
vrstev svaloviny, které jsou protkdny elastickymi blankami, a to v zavislosti na velikosti
tepny. Jedna se o tepny orgadnii véetné korondrnich artérii. Pomoci kontrakce a relaxace
maji tepny schopnost regulovat piisun krve do organii. Cim vice se vzdaluji srdci a vedou
do periferie, zuzuje se jejich pramér. Obecné plati, Ze primér svalové arterie zacina
na 10 mm a zuzuje se az do priméru 10 pm. Pro tak malé tepny, sloZzené ze 3—4 vrstev
svaloviny, se dale uzivd nazev arterioly. V ptfipadé, Ze se jednd o piechod artérie
v kapilaru, uzivé se nazev termindlni arterioly. V ramci jednoho orgénu ¢i sousednich
organt muze dojit k ptfiénému nebo Sikmému propojeni — anastomdze. Na konci arterioly
se nachazi svalové buniky s povahou svérace (prekapilarni sfinkter), a tim dojde k regulaci
krevniho zasobeni kapilar. Dochazi k odolavani vii¢i toku krve, a proto jsou tyto cévy
dilezitym faktorem udévajici krevni tlak. Nékdy dochazi také k anastomoéze mezi artérii
a vénou, pfiCemz krev zcela obejde kapilarni fecisté (Mescher 2018: 226229, Nanka

a Eliskova 2015: 85-87).

3.1.4.3. Vény

Zily v porovnani s tepnami vykazuji zna¢né odlignosti ve stavbé stény. Nejsilngjsi
vrstvou Zzil je tunica adventicia, ¢imz se 1i8i od tepen, kde je nejvice zastoupena tunica
media. Mimo to na vnitini strané stén se vyskytuji duplikatury intimy — chlopné (Martinek
a Vacek 2009: 12). Ty usnadnuji hladsi tok krve zpét do srdce, a to proti gravitaci.
Vyskytuji se predev§im v menSich a stfednich vénach. Nicméné tok krve je usmérnovan

také kontrakci kosterni svaloviny v okoli vény. Postkapilarni venuly maji prasvit 15-20
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um a tvoii je fenestrovany endotel, na ktery adheruji bilé krvinky. Témito otvory opousti
cirkulaci do mista infekce nebo poSkozeni. RozSifovanim priméru vznikaji venuly
a vény. Ty uz maji zastoupeni vSech tiech vrstev cévni stény. Malé a stfedni vény maji
a vazivo. Adventicie je tvofena mimo longitudindlni vldkna kolagenu také bunikami
hladké svaloviny. Velké vény, tvofici kmeny pobliz srdce, maji vrstvy stén nejsilnéjsi.
Adventicie je jiz prostoupena svazky hladké svaloviny. Ta zabezpecuje zpevnéni stény
a brani jeji distenzi (Mescher 2018: 232-234, Nanka a Eliskova 2015: 85-87, Vajner
etal. 2015: 11-12).

3.1.4.4. Kapilary

Kapilary neboli vlasecnice jsou velmi uzké cévy o prumeéru kolem 7 um, jejichz
stenu tvori jenom jedna vrstva endotelovych bunék, k nimz zvenci priléha sit retikularnich
vidken (Cihak 1997: 71). V sitnici oka a ve svalech jsou kapilary nejtenéi (5-7 pm).
15 um). Jejich uspotadani se lisi dle jednotlivych organti, naptiklad seskupeni klubicka
v ledvinach. Tenkou sténou endotelu probiha celkova latkova vymeéna vcetné vymény O»
a COz. Tok krve kapilarou je velmi pomaly proces. To je dano prusvitem kapilary, ktery
je tmérny velikosti erytrocytu. Prisvit se dokdze ménit riznymi plsobky, jako je
konstrikéni adrenalin a dilatacni histamin. Podél kapilar se vyskytuji jednotlivé buiiky,
které¢ obklopuji endotel. Tyto buiiky se nazyvaji pericyty a vytvaii pomyslnou bazalni
laminu. Pfitomnost proteinti aktinu, myosinu a tropomyosinu zajistuje lehkou kontrakci
pericytl. Kromé pericytl se v okoli dale nachézeji kolagenni vldkna. Podle struktury
endotelové buiiky se vydeluji 4 skupiny: kapilary se souvislou endotelovou vystelkou,
fenestrované, sinusoidni a kapilary s pory (Cihak 1997: 69—76, Naiika a Eliskova 2015:
85-87, Vajner et al. 2015: 8-10).

3.1.4.5. Mizni systém

Vedle krevniho tecisté se v té€le nachazi lymfaticky systém sloZeny z lymfatickych
kapilar, cév, kmeni a uzlin. Miza (lymfa) se podobéa krevni plazm¢. Obsahuje bilé krvinky
a proteiny. Jeji zékladni funkci je transport bilkovin, tuk a nadmérného mnozstvi tekutin.
Tento systém je tedy dalezity pro udrzovani vyvazeného pomeéru tekutin v tkanich a krvi
(Dylevsky 2009: 413—416). Lymfatické kapilary jsou slep€ zacinajici cévy, jejichz sténu
tvoti endotel s mezerami, jimiZ prostupuje tkanova tekutina. Upevnény jsou pfiléhajicimi

kolagennimi vlakny. Spojovanim kapilar vznikaji mizni cévy, jejichz stavba odpovida
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stavbé zilni stény, a to v¢etné chlopni. Pomoci nich a hladké svaloviny dochdzi k posunu
lymfy pfes mizni kmeny do zilniho fecisté. SouCasné je zabranéno zpétnému toku.
Lymfatické uzliny jsou koordinované rozeseté utvary, kterymi je filtrovana protékajici
lymfa. Na rozdil od krevniho ob€hu je tedy lymfaticky ob&h otevieny (Mescher 2018:
235-237, Fontana et al. 2014).

3.1.5. Vaskularizace a inervace cév

V ptipad¢ vétSich tepen jsou stény silnéjsi a nedostava se jim dostatek kysliku
a zivin z protékajici krve. Proto je jejich sténa prostoupena tepénkami a zilkami vyzivujici
také adventicii a vn€j$i polovinu tunica media. Oznacuji se jako vasa vasorum. Vznikaji
rozvétvenim artérie, kterou soucasné i vyzivuji nebo rozvétvenim vedlejsi cévy. V zilnich
sténach prostupuji az do tunica intima a objevuji se diky vétsSimu deficitu kysliku cCastéji

(Cihak 1997: 70-71).

Sténami cév prostupuji autonomni nemyelinizovana nervova vlakna pro inervaci
hladkého svalstva a vytvati hustou sit. Hlavnim neuromediitorem je noradrenalin,
jehoz uvolnéni navozuje vasokonstrikci (Vajner et al. 2015: 7-8). Plsobenim
acetylcholinu na muskarinové receptory dojde k uvolnéni endotelidlniho oxidu dusnatého

(NO), jehoz vysledkem je vasodilatace (Fontana et al. 2014).

3.1.6. Endotel

Vsechny cévy jsou zvnitini strany vystldny timto endokrinnim organem.
Dle jednotlivych télesnych organti vykazuje endotel jedine¢né vlastnosti, které umoziuji
jejich spravnou funkci. S tim souvisi 1 zesileni ¢i zeslabeni jeho funkce v urcitych
oblastech. Syntézou latek reguluje hemokoagulaci, krevni tok, riist bunék ¢i tvorbu
extracelularni matrix. Dokaze usmérnovat vstup leukocytti do tkani pomoci adhezivnich
molekul, napt. vaskularni bunéény adhezni protein 1 (VCAM-1). Svym metabolismem
udrzuje rovnovéahu kyslikovych radikalt a podporuje oxidaci plazmatického LDL (low
density lipoprotein) cholesterolu. Permeabilita endotelu je ovlivnéna kontrakci
prostfednictvim aktinu a myozinu. Bunka endotelu tvofi cil pro mnohé regulacni
mechanismy. KdyZ je takova buiika aktivovana, dojde k akutni situaci a vykyvu béZzné
rovnovahy. Tu endotel dokaze opét obnovit, pokud vyvolévaci impulz odezni. Pokud je
vSak akce dlouhodoba, mlze dojit az k endotelidlni dysfunkci a chronické poruse cév

(Rokyta 2015: 158-160).
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3.1.7. Hladka svalovina

Hladka svalovina tvori stény utrob a s vyjimkou kapilar i vsech cév (Trojan et al.
2003: 104). Ptitomna je tedy v dutych orgénech jako je déloha, zaludek, moc¢ovy méchyrt,
stteva a vtepnach a zilach. Vyskytuje se taktéz v ocich, kde pracuje s duhovkou.
Ptitomnosti v pokozce dokéze reagovat napt. na zménu teploty ¢i emoce. Stavba hladké
svaloviny je v porovnani s pficn¢ pruhovanou svalovinou pomérné jednoducha a jeji
50-500 um), Casto jednojadernd, protdhla a vietenovita. Struktura bunky je podrobnéji
znézornéna na obr. 2. Povrchovd membrana s mnozstvim receptort tvoii vychlipeniny,
v jejichz blizkosti se nachéazi sarkoplazmatické retikulum (SR). Uvnitf bunky,
v cytoplazmé, jsou myofibrily. Ty se skladaji z kontraktilnich bilkovin — aktinu
amyozinu. Na rozdil od pficného pruhovani kosterniho svalu nevytvaii uhledné
sarkomery. Filamenta jsou voln¢ rozmisténa a vytvaii neusporadanou sit’ (mfizku).
Myofibrily jsou ulozeny v paralelni rovin€ s delsi, protazenou stranou butiky, coz také
odliSuje hladky sval od kosterniho svalu. Lisi se i1 celkova molekuldrni stavba, a také
mechanismus kontrakce. Probiha sice na stejném principu interakce aktinu a myozinu,
avSak hladky sval kontrakci vykonava pomaleji a ma také delsi trvani. Hladké svalstvo
je ovladano lokalnimi ptsobky, latkami typu tkaniovych hormont a autonomnimi nervy,
zejména sympatikem, ale nepfimo i parasympatikem. Kontrakce je navozena taktéz
po mechanickém podnétu a prostfednictvim tzv. pacemakerovym bunkdm se dokaze
kontrahovat izolované, jen v urcitych oblastech svaloviny (Dylevsky 2009: 61, Trojan

et al. 2003: 104-109, Webb 2003).

Existujyi dva zakladni typy hladkého svalu, které maji v téle odliSna umisténi
1 vlastnosti. Jednotkovy hladky sval ma svd vlakna spojena tzv. gap junctions,
kdy pomoci depolarizace dochédzi k pfenosu signalu zbuilky na bunku. Dochazi
tak ke vzniku funkéniho soubuni — syncitia. Jednotkovy hladky sval se nachazi
ve vnitinich sténach vSech organt (bez srdce). Diky jeho roztaZnosti a organizaéni
variabilit¢ dokaze reagovat na stresovou situaci. Sval takového orgidnu se napne,
napiiklad pfi jeho naplnéni, a kontrahuje. Aby nedoslo k vyprazdnéni organu, ptechazi
sval do relaxace. Kolem téchto orgédnil zajiStuje hladky sval stale urcitou miru napéti,
aby naopak nedoslo k pfiliSnému ochabnuti. Tento utrobni sval tedy vykazuje urcitou
autonomii a jeho reakce nemusi nutné zaviset na nervovém/humoralnim stimulu (Betts

et al. 2013: 432-436, Trojan et al. 2003: 104—109).
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Vicejednotkovy hladky sval nema propojené¢ bunky, a proto se kontrakce
na vedlejsi bunky nesiii a je omezena jen na pivodné stimulovanou bunku. Vyskytuje
se hlavné v oblastech, kde je tieba jemného a cileného pohybu, jako naptiklad v musculus
ciliaris, v dychacich cestach a velkych cévach. Nékteré jeho vlastnosti jsou podobné svalu
kosternimu, neni vSak ovlivnitelny vili a je velmi citlivy na urcité hormony a medidtory

(Betts et al. 2013: 435, Trojan et al. 2003: 105).

silna filamenta
(myozin)
tenka filamenta

denzni intermediamni (aktin)

téliska filamenta

vchlipeniny mitechondrie
membrany

Obr. 2: Bunka hladké svaloviny. Pfevzato z: Trojan et al. 2003: 105

3.1.7.1. Kontrakce hladkého svalu

Zakladem kontrakce je uspofadani mezi bilkovinami aktin (tvofici lehka
filamenta) a myozin (tvotici t€Zka filamenta). Lehka filamenta neobsahuji troponin. Aktin
je uchycen v denznich téliskach, ktera jsou umisténa zcela nepravidelné v cytoplazmé
a plazmatické membrané (sarkolem¢). Na denzni téliska se upinaji 1 intermedidrni
filamenta (desmin a vimentin) a tvoii sit' v cytoskeletu. Spojeni nékterych denznich
télisek jedné bunky s télisky druhé buiky zplisobi pfenos sily a umozni kontrahovat
jako celek. Buiky jsou spojeny také pomoci gap junctions. Za spusténi kontrakce
je zodpovédny vapnik. Dovnitt svalové buiiky se dostava z extracelularni tekutiny
pomoci napétoveé a chemicky fizenych iontovych kanall, zejména L typu vapnikovych
kanalt. Mala ¢ast vapniku se uvolni také ze sarkoplazmatického retikula. Uvnitt buiiky
se navaze na kalmodulin. Vytvoii tak komplex, ktery je schopen aktivovat kalmodulin-
dependentni kinazu (lehkofetézcovd myosinkinaza — MLCK). Ta je potrebna
pro fosforylaci hlavy lehkého fetézce myozinu. Takto aktivovand myozinova

adenosintrifosfatdza (ATPaza) dovoli myozinu pfitahovat si vlakna aktinu, a tim navodit
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svalovou kontrakci. Reakce probiha za cyklické tvorby mistkii mezi myozinem
a aktinem. Zdrojem energie je adenosintrifosfat (ATP), ktery se §t€pi na adenosindifosfat
(ADP) a fosfat. Vlivem interfilament se reakce pfenasi celym svalovym vlaknem.
V momenté¢, kdy dojde ke sniZzeni koncentrace kalcia v buiice, aktivuje se enzym
lehkotetézcova myozin fosfataza (MLCP). Defosforylaci myozinu dochéazi k ukonceni
kontrakce a zanikd komplex kalmodulin-vépnik. Cely proces vedouci ke kontrakci
znazornuje obr. 3. Hladina vapniku v cytoplazmé se snizuje bud’ aktivnim transportem
(vliv Ca/Mg-ATPazy) zpét do sarkoplazmatického retikula a extracelularni tekutiny
nebo antiportem se sodikem ptes plazmatickou membranu (Langmeier 2009: 299-301,
Fontana et al. 2014, Webb 2003). Pro udrzeni svalového tonu vsak v sarkoplazmé ziistava
nizka koncentrace vapniku. Tento zbyvajici vapnik udrzuje sval mirné staZeny, coz je
dulezité v urcitych systémech a kolem cév (Betts et al. 2013: 434). Na vysledné odpovédi
se v klidovém stavu podileji vapnikové jiskry a vapnikové viny, které naopak pisobi

vasodilata¢n¢ (Cheng a Lederer 2008).

kontrakce

Obr. 3: Kontrakce hladkého svalu. Pievzato z: Mladénka 2018a

Kontrakci vétSinou piedchdzi stimul, naptiklad nervovy, jak jiZ bylo zminéno
v predchozi kapitole. Vladkna nervi, které inervuji hladkou svalovinu, obsahuji varikozity.
Jsou to roz$ifené utvary na axonech. Vypadaji jako koréalky a Casto se vyskytuji v tésné
blizkosti svalové buiiky. V misté varikozit se uvoliuji neuromediatory. Builky inervuje
sympatikus a uvoliiuje sviij hlavni neuromediator noradrenalin. Pfima parasympaticka
inervace zde neni, ale cévy dokaze ovlivnit acetylcholin. Depolarizace plazmatické
membrany svalové buiikky na zékladé piislusného receptoru otevira kalciové kanaly

avede ke kontrakci. Ke kontrakci vedou také hormony obsazené v krevnim fecisti.
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Kromé adrenalinu a noradrenalinu plisobi vasokonstrikéné také angiotenzin, endotelin 1,
antidiureticky hormon, oxytocin a serotonin. Naopak vasodilataci navodi histamin.
Dochazi k tomu v zavislosti na receptorové vybavé prostfednictvim iontovych kanali
a membranovych receptori spojenych s G proteinem za pomoci druhych poslii a navozeni
slozité kaskady. V posledni fad¢ je mozna reakce souvisejici se zménou okoli bunék.
Stava se tak naptiklad u drobnych cév, kdy pfi hypoxii, snizeni pH tkané ¢i hyperkapnii
dojde k vasodilataci. Naopak pfi hyperkalcemii reaguje sval kontrakci. Cévy reaguji také

na fyzikalni podnéty jako je zména teploty a natazeni (Fontana et al. 2014).

3.2. Regulace vasokonstrikce a vasodilatace

Rizeni krevniho ob&hu zajituje pomérné protichtidné pozadavky. Na jednu stranu
je nutné uspokojit zna¢né rozdilné mistni potfeby v jednotlivych tkanich a organech
na prokrveni a na druhou stranu zajistit celkovou funkci ob&hové soustavy, tzn. udrzet
minutovy srde¢ni objem a tlakovy gradient v obéhu. Existuji tedy mnohé regulaéni
mechanismy, které zajistuji fungovani obéhu jako celku. Lokalné jsou regulovany
potfeby urcitych tkani a organt. Dochézi k upraveni prutoku krve tkani, pficemz je mozna
az zména krevniho tlaku. Centralni regulace vychéazi z mozkového kmene. Jeji tlohou je
hlidat a udrzovat staly krevni tlak i pfes proménlivé prokrveni (Trojan et al. 2003: 196—
199).

3.2.1. Endotelova regulace

3.2.1.1. Oxid dusnaty

produkovana endotelem pro regulaci krevniho toku (Cyr et al. 2020). Do poloviny 80. let
byl oznacovan jako endotel dependentni relaxacni faktor (EDRF), nez byl identifikovan
jako NO (Klabunde 2009b). Za jeho produkci je odpovédna endotelidlni NO syntdza
(eNOS). Ta vyuziva aminokyselinu (AMK) L-arginin a molekuldrni kyslik jako substrat
a nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADPH), flavinadenindinukleotid (FAD)
a tetrahydrobiopterin (BH4) jako ko-substrat. Exprese tohoto enzymu je aktivovana
smykovym tfenim nebo agonistou (napi. bradykininem, acetylcholinem). Molekularnim
mechanismem aktivujici eNOS je zejména zvyseni intraceluldrniho Ca**. K tomu dochézi
stimulaci Gq receptorového proteinu. Uvolnény vapnik tvoii komplex s kalmodulinem,
coz aktivuje eNOS (Xia et al. 2014). Aktivita eNOS se v nékterych ptipadech mize zvysit
i nezavisle na Ca?" (Devika a Jaffar Ali 2013).
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Oxid dusnaty ma velmi kratky polocas, a to jen nékolik sekund. V krevnim fecisti
se vaze se na hemovou ¢ast hemoglobinu, a také na enzym solubilni guanylatcyklaza
(GC) v bunkach hladkého svalu. Aktivaci tohoto enzymu dojde k defosforylaci
guanosintrifosfatu (GTP) na cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP). Tato reakce aktivuje
proteinkindzu G (PKG). Ta dava pokyn krelaxaci vice mechanismy. Prvni znich
je inhibice vstupu dalSiho vapniku smérem do buiiky a soucasné sniZzeni koncentrace
intracelularniho kalcia. Druhym mechanismem je aktivace draselnych kanali vedouci
k hyperpolarizaci a nasledné vasodilataci. Dale blokuje plisobeni provasokonstrikénich
Rho-A a kindzy ROCK. Aktivaci myosinfosfatdzy dochéazi k defosforylaci myozinu
a navozeni relaxace (viz obr. 4) (Klabunde 2009b, Mladénka 2018a).
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Obr. 4: Relaxaéni 0¢inek NO na buniku hladkého svalu. Pfevzato z: Mladénka 2018a

Endotelidlni NO relaxuje cévy, a tedy snizuje krevni tlak. Kromé ucinku
na hladkém svalu zabrafiuje agregaci a adhezi trombocytd <¢i vykazuje
antiaterosklerotické a protizadnétlivé ucCinky (Xia et al. 2014). Porucha syntézy NO
je soucasti endotelidlni dysfunkce a vede k patologickym staviim. Tento stav
je pravdépodobné;jsi u starSich osob a u kutdkl. Zaroven je pozorovana nadmérné ¢innost

eNOS prispivajici k hypertenzi, diabetu nebo hypercholesterolémii (Zhao et al. 2015).

3.2.1.2. Prostanoidy

Prostanoidy jsou produkovany mnohymi bunikami téla. Primarn€ se spojuji
se zanétem a hemostdzou, avSak jsou také vasoaktivni a ovliviiuji kardiovaskularni
funkce. U¢inek byva lokalni, pouze v blizkém okoli bunék, jak je u parakrinnich hormonti
obvyklé. Jedna se o derivaty odvozené od fosfolipidi membran. Za ptsobeni fosfolipazy

Az (PLA?) vznika kyselina arachidonova (AA). AA méa dvé€ dilezité metabolizacni cesty
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(obr. 5). Prvni z nich je cesta 5-lipoxygenazy (5-LO) produkujici leukotrieny, jez jsou
pfitomné pii zanétu a poskozeni tkani. Pro vaskularni systém je vyznamnéjsi draha
enzymu cyklooxygenazy (COX), hlavn¢ COX-1 a COX-2 (Klabunde 2009¢). Ob¢ formy
davaji vzniku cykloedoperoxidiim prostaglandinu G (PGG2) a nasledné¢ z n¢j
prostaglandinu H> (PGH2). Jeho transformaci pomoci pfisluSnych syntdz vznikaji
jednotlivé prostaglandiny (PGIlz, PGE,, atd.) a tromboxan A> (TxA») (Narumiya et al.
1999).
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Obr.5: Syntéza prostaglandinil a tromboxanu. Pfevzato z: Narumiya et al. 1999

Prostaglandiny produkované v hladkém svalstvu — PGE> a endotelu — PGI>
(téz nazyvan prostacyklin) pisobi jako vasodilatatory ptes Gs proteinovy receptor. Mimo
to PGI2 vykazuje inhibi¢ni aktivitu vii¢i agregaci trombocytli (Klabunde 2009¢). Napftic
celym télem ovliviuji fadu fyziologickych a patologickych jevi. Plsobi na dychaci
ustroji, travici ustroji, délohu, reguluji funkce ledvin ¢i se Gcastni zanétlivych procest
(Lincova 2002: 297-298). Receptor spojeny s Gs proteinem aktivuje adenylatcyklazu
(AC) zabezpecujici preménu adenosintrifosfatu (ATP) na cyklicky adenosinmonofosfat
(cAMP). Jeho vyssi intracelularni koncentrace aktivuje proteinkindzu A (PKA). Ta ma
v bunice fadu funkci. V cévnim hladkém svalu zejména inaktivaci MLCK brani reakci
aktinu s myozinem vedouci ke kontrakci. Navic zabraiuje effluxu vapniku ze SR.
Souc¢asné také otevira K" kanaly vedouci k hyperpolarizaci buiky, a tedy relaxaci

hladkého svalu (obr. 6) (Mladénka 2018a, Wachter a Gilbert 2012).
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Obr. 6: Vasodilatace pomoci stimulace Gs proteinu. Pfevzato z: Mladénka 2018a

Tromboxan A, (TxAz) se tvoii v destickach, konkrétné¢ pii jejich agregaci

v poskozeném endotelu. Nedavno bylo zjisténo, Ze vznikd i piimo v endotelu.

Jeho vlivem dochdzi k vasokonstrikci, a to pisobenim na receptoru spojeném s Gq

proteinem. Tento proteinovy receptor stimuluje fosfolipazu C (PLC) spoustéjici pfeménu

fosfoinositoldifosfatu (PIP2) na diacylglycerol (DAG) a inositoltrifosfat (IP3). IP3

uvoliiuje vapnik ze SR, zatimco DAG aktivuje proteinkindzu C (PKC). Zvysena hladina

Ca?" stimuluje MLCK zabezpe&ujici kontrakci. Aktivace membranového receptoru Gq

byva spojena s aktivaci jiného membranového receptoru Gizi3 a aktivaci Rho A.

Kontrakei zprostiedkovava fosforylace MLCP pomoci Rho-kinazy ROCK, ktera brani
defosforylaci myozinu (obr. 7) (Stejfa 2006: 50, Mladénka 2018a, Wachter a Gilbert

2012).
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Obr. 7: Vasokonstrikce pomoci stimulace Gq proteinu. Pievzato z: Mladénka 2018a
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3.2.1.3. Endotelin 1

Z vice existyjicich izoforem endotelini je pro kardiovaskularni systém
proteinu preproendotelinu o velkém mnozstvi aminokyselin. Pisobenim endopeptidaz
vznikd proendotelin (big endotelin), z néhoz pomoci endotelin konvertujiciho enzymu
(ECE) dochazi k preméné na endotelin-1 o 21 AMK. Sekrece probiha pirevazné
parakrinn¢, spiSe smérem ke svalové buinice nez do lumen. Jeho tvorba je podpoiena
ve stresové situaci, pfi tlakovém a objemovém pfietizeni, pii hypoxii nebo pomoci
adrenalinu, antidiuretického hormonu (ADH) ¢i angiotenzinu II (ATr). Naopak endotel
dependentni relaxacni faktor (EDRF), atridlni natriureticky peptid (ANP) a prostaglandin
I (PGL,) tvorbé zabraiiuji (Stejfa 2006: 50).

Po uvolnéni ET-1 z endotelové bunky se navaze na sviij receptor v cilové oblasti
(hladky sval). Oba zakladni receptory — ETa, ETg jsou spfazeny s Gq proteinem, coz vede
k tvorbé IP3. Jeho navySena hladina zapti¢ini uvolnéni vapniku ze sarkoplazmatického
retikula a dojde ke kontrakci hladkého svalstva (podrobnéj$i mechanismus viz predesla
podkapitola o prostanoidech). ETa receptor je v krevnich cévach dominantni,
avsak receptor ETg je pritomen mimo hladky sval také na endotelu. Cela reakce tedy
probiha prvotnim navozenim piechodné dilatace (prostiednictvim receptorti v endotelu
apodpofe uvolnéni NO a prostacyklinu) a naslednou vasokonstrikci (receptory
na hladkém svalu). Mimo jiné ET-1 podporuje sekreci aldosteronu, uvolnéni atridlniho

natriuretického peptidu a zpomaluje glomerulérni filtraci (Klabunde 2009a).

ET-1 ma prozanétlivé, hypertrofické a profibrotické vlastnosti na srdce,
v ledvindch a cévach. Antagonisté receptoru pro endotelin mohou mit schopnost zabranit
komplikacim hypertenze, aterosklerdzy, cukrovky a dal§im patofyziologickym stavim.
Slouzit by vSak mély pouze pii rychlé pomoci a 1écbé primarni hypertenze (Schiffrin
2005). Antagonisté ET-1 se v klinické praxi uplatni pii terapii plicni hypertenze
(ambrisentan, bosentan, macitentan). Siri pouziti komplikuji nezadouci uéinky: periferni
edémy, reproduk¢ni toxicita u zvitat (Hutyra a Pfe¢ek 2017). Endotelin 2 se tvoti hlavné

v ledvinach a stievu, endotelin 3 dosahuje vy$sich koncentraci v mozku (Stejfa 2006: 50).
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3.2.2. Hormonalné-neurogenni regulace
Krevni ob¢h je centrdlné regulovan vegetativnim nervovym systémem

¢i nekterymi hormony. Rychlost reakce zptisobena témito mediatory byva v ramci sekund

(Stejfa 2006: 42).

3.2.2.1. Vegetativni nervovy systém

Vegetativni nervovy systém (VNS) zajiStuje inervaci vétSiny organd a systémi
v organismu. Ridici centrum se nachazi v mi$e, mozkovém kmeni a hypotalamu. Signély
jsou do centra vedeny aferentni drahou. Vyhodnocena odpovéd’ je zpét zaslana eferentni
drahou. Podle odstfedivych vlaken se VNS déli na sympatikus a parasympatikus. Pienos
nervového stimulu je zprostiedkovan neurotransmitery. Prvnim  hlavnim
neuromediatorem je noradrenalin (NA). Vldkna, kterd ho uvoliuji, se nazyvaji
adrenergni. Druhym dualezitym neuromediatorem je acetylcholin (ACH) uvolilovany
z vlaken cholinergnich. Ob¢ vlakna se skladaji ze dvou neuronti — pregangliového
a postgangliového. Vsechna pregangliova vlakna jsou cholinergni, vlakno postgangliové
pak definuje konecny nervovy systém. Rozdil spociva i v délce jednotlivych neurond.
Pregangliovy neuron sympatiku je kratky. Po vystupu z pateiniho kanalu vstupuje
do sympatického ganglia, odkud vede dlouhy postgangliovy neuron do cilové oblasti.
Parasympatikus se odliSuje dlouhym pregangliovym neuronem sahajicim az do ganglia,
které se nachazi v tésné blizkosti st€ény organu. Postgangliovy neuron je velmi kratky
(Lincova 2002: 59—66, Fontana et al. 2014, Druga et al. 2013: 86-93). Neuromediatory
jsou na nervovém zakonceni uvolilovany do synaptické $térbiny. Nervovym impulzem
dochazi k depolarizaci presynaptické membrany a otevieni kalciovych kanalt. Vnikajici
Ca?" zprostiedkovava uvolnéni mediatoru exocytézou z axonu do synaptické $térbiny,
kde se mediator vaZe na piislusny receptor (Martinkova 2007: 135-136). Synapticky

ptenos je zjednodusené znazornén na obr. 8.
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3.2.2.1.1. Katecholaminy

Mezi katecholaminy fadime dopamin, noradrenalin a adrenalin. Syntéza vSech
ttech mediatord vychazi z jednoho prekurzoru — AMK L-tyrosinu. Nejdiive se pomoci
tyrosinhydroxylazy a dopadekarboxyldzy tvofi dopamin. Z né& hydroxylaci vznika
noradrenalin a poslednim krokem syntézy je methylace za vzniku adrenalinu viz obr. 9.
V néekterych ¢astech mozku je kone¢nym produktem dopamin, zatimco naptiklad v dieni

nadledvin probihé kaskada az do konce (Matous§ 2010: 215-218).
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Obr. 9: Syntéza katecholamint. Pfevzato z: Fontana et al. 2014

Receptory pro katecholaminy jsou spojeny s G proteiny. D; a Ds receptory
pro dopamin stimuluji reakci adenylatcyklazy (Gs), kdeZto zbylé receptory D2, D3 a D4
ji inhibuji (G1) (Lincova 2002: 137-138). Vyznamnou roli dopamin sehrava v centralni

nervové soustave (CNS) fizenim motoriky a iniciaci vzorct chovani. Hypofunkce
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dopaminergnich nervovych drah vedou k degenerativnim zméndm jako je napiiklad
Parkinsonova choroba. Naopak jejich hyperfunkce zptisobuje poskozeni vzorcii chovani.
Dikazem je schizofrenie nebo rozvoj zavislosti (Fontana et al. 2014). V perifernich
oblastech dopamin podporuje natriurézu a vykazuje ucinky na kardiovaskularni systém.
V nizkych koncentracich plisobi vasodilatacné (stimulace Di), s rostouci koncentraci

zpusobuje vasokonstrikci (B1 a nasledné 1 o) (Martinkova 2007: 121).

Produkce adrenalinu (A) s noradrenalinem (NA) probiha pievazné v dieni
nadledvin. Odtud jsou pienaseny krvi do jednotlivych organti a tkani. Uginkovani
noradrenalinu v nervové soustavé jako neurotransmiteru piisobi pouze parakrinné —
ovliviiuje pouze své okoli, naptiklad hladky cévni sval (Rokyta 2015: 481-489).
Odpoveéd’ hladkého svalstva cév na katecholaminy neni jednotna a je urcovana typem
pritomnych adrenergnich receptoru (Kittnar 2011: 182). V soucasnosti se rozeznavaji
dva typy postsynaptickych receptorti — a a 3, z nichz kazdy m4 jesté dva hlavni podtypy.
V cévach se zejména uplatni dva typy: a1 a B2. Receptor au je spojeny s Gq proteinem
aktivujici preménu PIP> na DAG a IP; pomoci fosfolipazy C. Dochézi k aktivaci PKC
auvolnéni Ca®>" ze sarkoplazmatického retikula. P receptory (Gs) stimulaci
adenylatcyklazy spousti znamou pfeménu ATP na cAMP, ¢imz dojde k aktivaci PKA.
Jejim U¢inkem v hladkosvalové buiice dochazi k sniZeni koncentrace Ca** a naopak
zvySeni koncentrace drasliku v buiice. Tuto kaskddu naopak inhibuji aktivované oo

receptory (Gi) (Wachter a Gilbert 2012).

Vasokonstrikce hladkého svalu je spojena s aktivaci o receptorti. Ovlivnéno
je podkozi, splanchnicka oblast, sliznice i velké cévy. Reakci na svalovy stah je zvySeni
krevniho tlaku. Receptory a» jsou duilezité v centrdlni nervové soustave, kde potlacuji
aktivitu sympatiku. Na periferii jsou umistény jak v hladkém cévnim svalu,
tak v endotelu. Stimulaci B> receptori dochdzi k vasodilataci zavislé na endotelidlnim
uvolnéni NO. Aktivaci tohoto receptoru dilatuji hladké svaly broncht ¢i se zvySuje
prokrveni kosterni svaloviny, coZ navozuje jeji tfes (Lincova 2002: 78—79). Obecné plati,
ze noradrenalin v cévach aktivuje pouze a receptory (na B2 neplisobi), kdezto adrenalin
aktivuje oba receptory. Zalezi tedy na jejich pievaze v cilové tkani a dle toho se fidi

vysledna reakce (Trojan et al. 2003: 208-209).

Na postsynaptické receptory nasedaji a k naslednému uc¢inku se spotfebovava

pouze malé mnozstvi katecholaminli. Stimulace presynaptickych receptori —
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autoreceptorti ovliviiuje dalSi vylu¢ovani NA dle koncentrace v synaptické Stérbiné.
Presynapticky se vyskytuji o2 receptory a jejich stimulace zabranuje dal§imu uvolnéni
NA do stérbiny. Opacny efekt vykazuji presynaptické P» receptory, kdy dochazi
k dalsimu uvoliiovani NA (Matous 2010: 403—415, Stejfa 2006: 44—46). Ze synaptické
Stérbiny mize byt NA reabsorbovan kotransportem s Na® a CI, vychytdvan zpét
do vezikul a recyklovan nebo §tépen monoaminooxidazou (MAO). Na degradaci se podili
1 enzym katechol-O-methyltransferaza (COMT), jez se nachazi v postsynaptické burice.

Vyslednym produktem je poté kyselina vanilmandlova (Lincova 2002: 72—73).

3.2.2.1.2. Acetylcholin

Syntéza acetylcholinu probiha plisobenim enzymu cholinacetyltransferaza (CAT).
Takto vytvofeny ACH se strukturou kvarterni amoniové slouceniny je ukladan
v nervovych zakoncenich do vezikul. Po uvolnéni do synaptické $térbiny se vaze na dva

typy svych receptori: nikotinové a muskarinové (Rokyta 2015: 484).

Muskarinové receptory jsou sptazeny s G proteinem. RozliSuje se az pét podtypt,
pfi¢emz nejvice zastoupeny jsou prvni tfi podtypy. M receptory se vyskytuji zejména
v centralni nervové soustave a na sliznici zaludku. M» receptory plisobi na srdecni tkani.
Hladky sval a zlazy ovlivituje acetylcholin navazanim na receptor Ms. Ten je spojen
s Gq/1 proteinem, jehoZ aktivaci se zvySuje intracelularni hladina vapniku. To obecné
vede ke zvysené sekreci 7laz a kontrakci hladkého svalu organti. Uginek na cévni sval
je v8ak opacny — vasodilatacni. Acetylcholin totiz pfimo neovliviiuje hladky sval cévy,
nybrz v endotelu stimuluje produkci vasodilatatniho PGl a NO. Presynapticky
se vyskytuje receptor Mo, jehoZz stimulace brani dalSimu uvoliovani ACH (Fontana et al.

2014, Lincova 2002: 101-102).

Nikotinové receptory jsou spojeny s iontovym kanalem, ktery je propustny
zejména pro Na', déle také pro K* a n&které typy i pro Ca®*. Nx typ receptoru se vyskytuje
na postsynaptickych gangliich sympatiku i parasympatiku a je zodpovédny za pienos
vzruchu. Ny receptor se nachdzi na nervosvalové ploténce. Jeho aktivace vede
k depolarizaci a ke kontrakci kosterniho svalu (Martinkova 2007: 105—117). Aktivované
presynaptické nikotinové receptory umoziuji dalsi vstup ACH do $térbiny (Lincova

2002: 100).

Degradace acetylcholinu probiha za plisobeni acetylcholinesterazy (ACHE). Ta je

vazédna na postsynaptické membrané, pficemz rozkladna reakce probihd smérem
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do Stérbiny za vzniku cholinu a acetatu. Ve tkdnich potom rozklad probihd za Gc¢inku
butyrylcholiesterazy, téz znamé jako pseudocholinesteraza (Martinkova 2007: 105-117).

Uginky vegetativniho nervového systému na vybrané organy shrnuje tab. 1.

Tab.1: Uginky sympatiku a parasympatiku na cilové organy

VLIV SYMPATIKU VLIV PARASYMPATIKU
SRDCE zrychleni akce zpomaleni akce
KORONARNI TEPNY rozifeni zdzeni
PERIFERNI TEPNY zUZeni (vzestup TK) rozsifeni (pokles TK)
BRONCHY rozsifeni zUzeni
ZALUDEK + STREVA Utlum peristaltiky zvy3eni peristaltiky
ZLAZY GIT Utlum sekrece zvyena sekrece
MOCOVY MECHYR uvolnéni m. detrusor kontrakce m. detrusor
GENITAL kontrakce cév, ejakulace, sekrece relaxace cév, erekce
ZORNICE mydridza midza
POTNI ZLAZY zvydena sekrece
SLINNE ZLAZY hustd slina fidkd slina
METABOLISMUS katabolismus anabolismus
TEPLOTA zvyseni snizeni
NADLEDVINY zvySena ¢innost snizena ¢innost

Ptevzato a upraveno dle: Druga et al. 2013: 87

3.2.2.2. Serotonin

Serotonin neboli 5-hydroxytryptamin (5-HT) je tvofen z aminokyseliny L-
tryptofanu. Ackoliv se vétSinove vyskytuje ve sténach traviciho Ustroji, nachazi se také
v nervovém systému a cévnim okoli. Podili se na regulaci kontrakce hladké svaloviny
gastrointestinalniho traktu zajiStujici peristaltiku. Jako mediator centralni nervoveé
soustavy reguluje stavy bdélosti a spanku, kognitivni funkce, sexualni chovani a indukuje
zvraceni. VyluCovan je po mechanickém nebo nervovém podnétu. V krevnim fecisti
je vychytavan trombocyty a plni tak funkci lokélniho hormonu. Pfipadny volny serotonin
se rychle degraduje prostfednictvim monoaminooxiddzy A (MAO-A) (Martinkova 2007:
266-267).

V soucasné¢ dob¢ je rozpozndvano sedm podtypl serotoninovych receptort,
pficemz podtypy 1 a 2 se jeSté¢ déale déli. VSechny podtypy jsou sprazeny
s G receptorovym proteinem. Vyjimkou je receptor 5-HT3, ktery je spojen s iontovym
kanalem pro Na™-K*-Ca?*. V cévnim hladkém svalu serotonin piimo stimuluje receptor
5-HTza. Dochézi k vyrazné vasokonstrikci velkych cév a agregaci trombocytd,

které na svém povrchu nesou tentyZ receptor. Za ucinkem stoji aktivace fosfolipazy C.
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Mechanismus je tedy zavisly na Gq receptorovém proteinu. V CNS serotonin stimuluje
cévni endotelové bunky nesouci 5-HT; receptor spojeny s Gi proteinem. Tento receptor
pusobi v hladkém svalu opacné viici Gs proteinu, a to inhibici AC a poklesem tvorby
cAMP. V endotelu se ale paradoxné¢ podili na vasodilataci pomoci posttranslacni aktivace
eNOS. V periferii ptisobi na endotel odporovych cév prostfednictvim receptoru 5-HT>
(stimulace Gs) a 5-HT> (stimulace Gq) a dochézi k vasodilatace (Mladénka 2018a,
Lincova 2002: 136-138).

3.2.2.3. Vasopresin

Antidiureticky hormon (ADH) neboli vasopresin je latka ptsobici na distalni
tubulus a sbéraci kandlky v ledvinach. Uvoliiuje se z neurohypofyzy pii nedostatku
mimobunécéné tekutiny v organismu a stim souvisejici hypovolemii a hypotenzi.
Jeho t¢inkem dojde k zadrzovani vody snizenym vylucovanim moci. Vasopresin
podporuje uvoliovani koagula¢nich faktori vaskuldrnim endotelem a zvySuje
agregovatelnost krevnich desticek. ZvysSené uvoliiovani se vyskytuje také pti aktivaci
sympatiku. Negativné je sekrece ovlivnéna chladem, kofeinem nebo alkoholem (Rokyta

2015: 306, 349, Brunton et al. 2011: 701-710).

Vasopresin se vaze na tii typy receptorit (Via, Viv, V2). Nejrozsirenéjsi z nich je
Via receptor. Nachédzi se v hladkém svalstvu cév, mocovém méchyfi, nadledvinach,
na krevnich destickach, epitelu sbérnych kanalki a mnoha dalSich strukturach, zejména
v centralni nervové soustavé. Vi, receptory se vyskytuji pfevazné na hypofyze.
Navazanim na tyto receptory, které jsou spfazené s Gq proteinem, navodi rychlou
vasokonstrikci. Mimo to dochazi k agregaci trombocytl, glykogenolyze, ristu bunck
hladkého svalstva a uvolnovani adrenokortikotropniho hormonu (ACTH). V2 receptory
jsou lokalizovany ptfevazné v ledvinach, avSak pfitomny jsou také na vaskularnim
endotelu. Zminény receptor se poji s Gs proteinem. Po jeho stimulaci a nasledné aktivaci
proteinkindzy A adenylatcyklazou dochazi k zpétné resorpci vody pomoci otevirani
akvaporinil v distalnim tubulu a sbéracim kanalku. Na koncentraci ADH zavisi pocet
otevienych akvaporini. Cely ucinek posiluje zvySené vylu¢ovani mocoviny a sodnych

iontll (Brunton et al. 2011: 701-710, Kittnar 2011).

3.2.2.4. Natriuretické peptidy
Natriuretické peptidy jsou hormony produkované v kardiomyocytech — atridlni

natriureticky peptid (ANP) a mozkovy natriureticky peptid (BNP). ANP je skladovan
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v granulich a jeho uvolnéni nastdva i po men$im stimulu. Naopak BNP v granulich
skladovén neni a je vylucovan narazove. V cévnim endotelu se nachazi tieti natriureticky
peptid (NP) — C natriureticky peptid (CNP) (Daniels a Maisel 2007). K vylucovani ANP
a BNP dochazi jako odpovéd’ na volumovou expanzi a tlakové zatizeni srdce. Neustale
zvySena hladina se tak objevuje u patologickych stavi jako je chronické srde¢ni selhani
(Mélek 2016). Svym ucinkem piisobi proti uvoliiovani endotelinu, vasopresinu a aktivaci
osy renin-angiotenzin-aldosteron. Oba peptidy vedou k vasodilataci, natriuréze, diuréze
a inhibuji proliferaci bunék (Vitovec et al. 2017: 59). CNP piisobi pouze lokalné
k regulaci tonu cév a brani strukturdlni cévni ptestavbé (Malek 2016). Podili se také

na stimulaci rastu dlouhych kosti (Brunton et al. 2011: 64).

Na povrchu cilovych bunék se vyskytuji tfi typy receptorli pro natriuretické
peptidy — NPR-A, NPR-B, NPR-C. Afinita k témto receptorim je v ramci peptidd
odlisnad. ANP se nejvice vaze na NPR-A, CNP je pfednostn¢ vychytdvan receptorem
NPR-B. Prostfednictvim membranového receptoru NPR-C jsou vazany vSechny tfi NP
a je tak zajiSt'ovana jejich rovnovaha v téle. Strukturalné si velmi podobné receptory typu
A a B jsou spojeny s transmembranovou guanylatcyklazou a aktivaci jeji solubilni formy
pomoci NO za tvorby cGMP jako druhého posla. CNP prosttednictvim membranového
receptoru NPR-C aktivuje membranovou guanylatcyklazu pGC a tim i vznik cGMP
(Brunton et al. 2011: 64-65, Malek 2016). Degradace peptidii je zprostfedkovana
neutralnimi endopeptiddzami a vazbou na clearensovy receptor NPR-C (Stejfa 2006: 51—

52).

3.2.3. Enzymaticka regulace

3.2.3.1. Systém renin-angiotenzin-aldosteron

Systém renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS) je zdkladnim mechanismem
pro regulaci a udrZeni homeostazy a krevniho tlaku (Spac 2016). Renin je peptidaza
vznikajici v juxtaglomerularnich bunkdch ledvin. Slouzi jako katalyzator pfemény
angiotenzinogenu na angiotenzin I. Pomoci angiotenzin-konvertujiciho enzymu (ACE)
je dale pfeménén na angiotenzin II (ATn). ACE se nejvice vyskytuje v endotelu plicnich
a renalnich cév (Spinar a Vitovec 2010). ATy byl diive nazyvan jako hypertenzin. Tento
nazev byl odvozen od jeho schopnosti vyvolat vasokonstrikci a zvySit krevni tlak,
a to s mnohem vétsi ucinnosti nez NA. Mimo to ptisobi na kiiru nadledvin, ¢imz dochazi
k vyplaveni aldosteronu a katecholamini. Ddéle stimulaci synaptickych neuronti

podporuje uvolnéni NA a vlivem na renalni tubuly zvySuje zpé&tnou resorpci Na'.
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Pisobenim na mozek snizuje citlivost baroreceptorti a zvySuje piijem vody (Ganong
2005: 459-463). Iniciatorem tohoto systému je pokles krevniho tlaku ve vas afferens.
RAAS je aktivovan jako kompenzacni mechanismus pii piisobeni vasodilatacnich
endotelovych plisobkl, pfi snizeném obsahu chloridu sodného v distalnich tubulech
a stimulaci a1 a B1 receptorti v ledvinach. Béhem 20 minut je systém plné funk¢ni ve snaze

zabezpetit homeostazu (Kittnar 2011: 184—185, Stejfa 2006: 47—49).

Angiotensin II piisobi na 2 receptory — AT a AT». Receptor AT je spfazen s Gq
proteinem (Matous 2010: 450). Piisobeni angiotenzinu Il na AT vede ke zvysSené retenci
sodiku, vasokonstrikci (vcetné preferencniho zuzeni eferentni arterioly ledvin), stimulaci
Zizné a touhy po soli, zvySené aktivite sympatického nervového systéemu a uvolitovani
aldosteronu z nadledvin (Ames et al. 2019). Pasobenim na druhy receptor AT, dochazi
k protiregulacnimu ptsobeni proti ATi. Aktivace receptoru vede k protizanétlivym,
antifibrotickym a vasodilatatnim u¢inkiim. Hlavni roli sehravaji ve fetalni tkani,
v dospélosti jsou exprimovany minimalné. Receptor je spojen s Gs proteinem za snizeni
koncentrace vapniku a navyseni koncentrace drasliku v bufice (Ames et al. 2019, Brunton
et al. 2011: 726-727). Ptiznivy efekt receptoru je také spojovan s antiproliferaénim
ucinkem a aktivaci bradykininu a NO (Kaschina et al. 2017). Shrnuti renin-angiotenzin-

aldosteron systému je znazornéno na obr. 10.
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Obr. 10: Renin-angiotenzin-aldosteron systém. Pfevzato z: Wikiskripta.eu, Renin-
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3.2.3.2. Kininovy systém

Kininy jsou vasodilata¢ni peptidy pro jejichz tvorbu je nutna protedza kalikrein.
Plazmaticky kalikrein koluje feciStém v inaktivni formé. Tvoifi se z kininogenu
pii zanétlivych procesech, krevnim srazeni a poskozeni tkané. Jeho aktivaci vznika
nejznaméjsi nonapeptid bradykinin. U¢inek bradykininu je pfedeviim vasodilatace cévni
svaloviny prostiednictvim NO a prostanoidi. ZvySuje cévni propustnost, snizuje krevni
tlak, zvySuje sekreci katecholamini a stimuluje kontrakci visceralni svaloviny. Stimulaci
nervovych zakonceni dokaze indukovat bolest. Uplatnuje se také u zanéti a edémd.
Receptory pro bradykinin jsou dvojiho typu, oba spojené s G proteinem (Ganong 2005:
600601, Silbernagl a Lang 2012: 294). V endotelu a hladkém svalu se bradykinin vaze
na receptor Bo, ktery je téméf identicky s receptorem pro histamin H». Receptor je spojen
s Gq proteinem, ktery navozuje znamou kaskadu DAG a IPs, pficemz dojde k aktivaci
PKC. ZvySenim hladiny vapniku je stimulovana PLA> a eNOS. Dusledkem je
vasodilatace zpusobend uvolnénim NO a PGl (Moreau et al. 2005). Degradace
bradykininu je rychla. UmoZnéna je prostfednictvim kinindz, znichZ nejvice u¢inna

je kininaza II shodn4 s angiotenzin-konvertujicim enzymem (ACE) (Stejfa 2006: 52).

3.3. Bisfenoly

Bisfenoly jsou rozsahla skupina organickych sloucenin, piesnéji skupina fenola.
Jejich presny nazev dle International Union of Pure and Applied Chemistry (UIPAC)
je 4,4’-dihydroxy-2,2-difenylpropan. Roku 1905 byl poprvé syntetickou reakci pfipraven
bisfenol A (BPA), a to kondenzaci fenolu s acetonem za vyuZiti kyselého prostiedi
jako katalyzatoru (obr. 11). Jako kondenza¢ni Cinidlo se vyuziva kyselina sirova,
chlorovodikova nebo fosfore¢na. Po této reakci je nutno produkt jesteé predestilovat,
jelikoz cCistota by méla dosahovat pies 99,80 %. Velmi dobie se rozpousti v ethanolu,
diethyletheru, kyseliné¢ octové, méné rozpustny je ve vodé (Skledar a Masic 2016,

Mikotajewska et al. 2015, FiSera a Kralik 1997).

H,C CH,

J@ @ -

Obr. 11: Syntéza bisfenolu A. Pievzato z: Cs.wikipedia.org, Bisfenol A 2010
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Skupina bisfenolil je Siroce vyuzivana u polykarbonatovych plastii a epoxidovych
pryskyfic, a to hlavné pro vyrobu potravinovych obalii, kovovych plechovek, lakt, knih,
novin, ale také zdravotnickych prostfedkd, brylovych cocek, spotiebni elektroniky
¢1 hracek. Celkova produkce bisfenolu A v roce 2013 dosahovala téméef 7 miliona tun.
Soucasn¢ se také zvedd produkce ostatnich typd bisfenolli, coz je spojovéano
s nahrazovanim BPA. Z mnozstvi bisfenolll je nejznaméjsi, a taktéz nejvice vyuzivany,
bisfenol A a jeho analogy, napiiklad bisfenol AF (BPAF), kterému se v ramci této prace
budu vénovat. Od BPA se lisi pfitomnosti dvou trifluormethylovych skupin namisto
methylovych. Nejen BPAF, ale i dal$i analoga je mozno vidét v tab. 2 (Macczak et al.
2015, Skledar a Masic 2016).
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Tab. 2: Struktury bisfenolt a jejich funkce

BP Struktura Log kow Vyuziti Zdroj expozice
H H T i h, jidl
© 0 Polykarbonatové plasty, ermo?ap{r, prac. ,idio
BISFENOL A (BPA) 3,43 epoxidové prvskvfice a napoje, textil a
P PrysKy produkty osobni péce
CF3 o - Jidlo a ndpoje, prach,
Epoxidové pryskyfice, _ - .
BISFENOL AF (BPAF) HOOH 4,47 poxi V, ?y vr dentalni materialy, textil
CF natéry .
3 a produkty osobni péce
Epoxidové kyfice, Napoje a jidlo,
BISFENOL AP (BPAP) O 4,36 poxidove pryskyfice apojeajicio,
HO O O OH natéry termonpapir, prach, textil
BISFENOL B (BPB) HO O Q OH 413 Epoxidovté f)rysky?ice, Ndapoje a j|’dl.o, prach,
natéry textil
Polykarbonatové plasty, Plastové produkty,
BISFENOL BP (BPBP HO CH 6,08 N . .
( ) OQD zpomalovace horeni nabytek
HO OH
O O Polykarbonatové plasty, , .
BISFENOL C (BPC) 3,74 . ., Termopapir, textil
| zpomalovace hofeni
clI el
HO OH o
Polykarbonatové plasty, , L. .
BISFENOL E (BPE) 3,19 L. Jidlo, ndpoje, textil
natéry
BISFENOL F (BPF) o o 3,06 Natéry, lak Jidlo, textil, prach,
’ v, 1aky lepidla, laky
"o on Polykarbonatové pl
olykarbondatové plasty, . ”
BISFENOL G (BPG) O O 6,55 yKarbonatove Pasty, b ntaini materialy
epoxidové pryskyrice
Ho oH Polykarbondtové plast Dentalni material
BISFENOL M (BPM) D @ O 6.25 olykarbondatové plasty, entd nllma eridly,
termoplasty plastové produkty
HO, Polykarbonatové plasty,
BISFENOL P (BPP) O O O 6,25 L .. Jidlo, prach
OH epoxidové pryskyfice
Polykarbonatové plasty, , ..
BISFENOL PH (BPPH) HO. OH 7,17 X ) . Jidlo a ndpoje
O O epoxidové pryskyrice
9 N 't" b H Jldl Ve .
atéry, barviva, idlo a ndpoje,
BISFENOLS (BPS) | HO S OH 165 y,baiva, anapole,
ld produkty na c¢inéni kizi termopapir, prach, textil
‘ Polykarbonatové plasty, o "
R , . Dentalni materialy,
BISFENOL TMC (BPTMC) 6,29 epoxidové pryskyrice, rach
O O polyestery P
HO OH
l Natéry, Textil, produkty osobni
BISFENOL Z (BPZ) 5,00 . v . XI p,v u“ Y l
O O polykarbonatové plasty péce, jidlo
HO OH

Ptevzato a upraveno z: Lucarini et al. 2020
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3.3.1. Uéinky v organismu

Pro bisfenoly je k dispozici mnoho literatury, kterd poukazuje na celou tadu
nevhodnych zdravotnich disledkl po jejich expozici. Tyto dikazy byly pfezkoumany
nékolika organizacemi (Lucarini et al. 2020). Diky mnoha studiim, ackoliv jsou vénovany
nejvice BPA, je ziejmé, ze lze méfit dosazené hladiny v séru, moci, plodové vode,
placenté, pupecnikové krvi a folikularni tekutiné (Vandenberg et al. 2007). ZjiSténa byla
schopnost deponovat v lidském séru, moc¢i, mateiském mléce i vlasech. Zejména BPA
je povazovan za latku toxickou v oblasti reprodukce. V roce 2017 dokonce Evropska
chemicka agentura (ECHA) zaradila BPA na seznam latek s nepfiznivymi Uc€inky
na kognici, metabolismus a zminovanou reprodukci vzhledem k schopnosti naruseni
endokrinniho systému. Bylo prok4zéno, ze endokrinni disruptor se vdZe na receptor
pro estrogen, kdy napodobuje jeho pasobeni in vivo. Interaguje také s nékolika dal$imi
endokrinnimi cestami pro hormony §titné zlazy, androgeny a glukokortikoidy. Presné
mechanismy plisobeni jesté nejsou zcela zndmy. Nejvetsim rizikem se jevi expozice BPA
umalych déti v disledku vétsi zranitelnosti vyvijecich se organii. U téchto déti se objevuji
poruchy uceni, paméti, hyperaktivita, ale naptiklad také diabetes mellitus a obezita.
V pozdé¢jsich stadiich zivota je jista souvislost také s karcinomem prostaty ¢i prsu a dalsi
fadou nemoci 1 po expozici nizkym davkdm. Vzhledem k neznamému mechanismu
ucinku je nejlepsim feSenim prevence. Vhodnym se jevi omezeni, nejlépe zdkaz pouziti
této latky pii vyrobé kojeneckych lahvi. Tak tomu je naptiklad v Evropé, Kanadé
¢i Spojenych statech americkych. V neposledni fadé byla zjisténa u vSech bisfenolt
schopnost vyvolat zmény v hemolyze a morfologii krevnich bunék, kdy nejvice
cytotoxicky se jevi BPAF. Vykazuji také oxidaci hemoglobinu v erytrocytech, coz plati
hlavné pro BPA (Lucarini et al. 2020, Macczak et al. 2015, Thoene et al. 2018).

Bisfenoly se do lidského téla mohou dostat poZitim, vdechnutim ¢i dermalni
cestou. Vyskytuji se ve formé polymerti, ve kterych jsou vazany esterovymi vazbami
a tyto vazby mohou byt snadno hydrolyzovany. K této situaci dochazi za zvySené teploty
nebo v zasaditém/kyselém prostiedi. Diky témto skute¢nostem jsou nejcastéji a velmi
ochotné ptijimany oralni cestou. Jelikoz se bisfenoly vyskytuji také ve vzduchu, a hlavné
v prachu, je uvéfitelné, Ze existuji pfipady po expozici ditéte hrajiciho si na zemi,
které si nasledn€¢ dava ruce do tust. Nicméné tlak par bisfenolll je natolik nizky,
ze dllezitost takové expozice je téméf zanedbatelna. Na zakladé mnoha vyzkumi byla

stanovena hranice pro tolerovany denni pfijem této slouceniny pro ¢lovéka na 0,05mg/kg.
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Karolina Mikolajewska et al. (2015) ve svém ¢lanku zmiiuje rizné zdroje, ve kterych
byla zkouména hladina BPA v hovézim mase ¢i v tunidku. Tato hranice vzdy dosahovala

vyrazn¢ nizSich hodnot nez zminovana denni bezpecna hodnota.

3.3.2. Kardiovaskularni acinky

Prvni zminky o kardiovaskularnich chorobach v souvislosti se zvySenou hladinou
BPA v téle se zacCaly objevovat kolem roku 2003 na zéklad¢ udajt Narodniho prazkumu
zdravi a vyzivy (NHANES). U ucastniku Setfeni se vyskytovaly pfipady infarktu
myokardu, anginy pectoris a onemocnéni koronarnich artérii. Expozice populace
bisfenoltim je rizikova nejen pro uvedend onemocnéni srdce, ale i pro periferni obéhovy
systém. Jisté studie naznacuji, ze akutni i chronickd expozice BPA miize ovlivnit
fungovani kardiovaskularniho systému i pii relativné nizké koncentraci. U subjektl
tak dochazi k arytmiim, remodelaci srdce, hypertenzi ¢i ateroskleréze (Gao a Wang

2014).

Bylo zjisténo, ze bisfenoly se vazou na membranové estrogenni receptory (ER)
ajsou tedy spojeny s kaskddou G proteinu. Jeho aktivace vede k Upravé hladiny Ca**
v butice. Krom¢ toho latky skupiny bisfenolti ovliviiuji iontové kanaly a zasahuji
do oxidac¢niho stresu, konkrétn€ ovliviiuji NO. V zavislosti na koncentraci bisfenoli
se zvySuje tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) a antioxida¢nich enzymi jako
je superoxiddismutaza. Studie prokazaly 1 vyznamné snizeni mitochondridlnich funkei,
coz miize vyvolat kardiotoxicitu. ZvySovani kardiotoxicity ovliviiuje i mozna fosforylace
eNOS. Dle studie Shoufei Yanga zvySend aktivita tohoto enzymu podporuje hypertrofii
kardiomyocytl. Nizké koncentrace vSak toxicitu srde¢nich bun¢k nepopisuji (Yang et al.

2020, Feiteiro et al. 2018).

Joana Feiteiro et al. (2018) ve své studii analyzovala ucinky bisfenolu A
na vaskularni hladky sval. Z vysledku studie vyplyva, ze BPA inhibuje vapenaté iontové
kanaly, a tim dochézi k vasorelaxa¢nimu u¢inku, jez je nezavisly na endotelu. Nicméné
ucinky bisfenoll na kardiovaskularni systém jeste nejsou zcela pochopeny a je potieba

je dale zkoumat.
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4. Cil prace

Cilem experimentalni casti této diplomové prace bylo otestovat vasodilatacni
aktivitu bisfenolu AF ex vivo na izolované aort¢ potkana a ovéfit mozny mechanismus

vasodilataéniho uc¢inku.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Pokusna zvirata a materialni vybaveni

5.1.1. Pokusna zvirata

Experiment byl provadén na laboratornich potkanech kmene Wistar. PouZzivani

byli samci o hmotnosti 300400 g. Pied samotnym experimentem byla zvifata minimalné

sedm dni chovéna ve vivariu, které je soucasti Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové. Krmena byla peletizovanou stravou a po celou dobu méla volny piistup

k pitné vodé. Dodavatelem zvifat byla firma Charles River (Némecko).

Veskeré pokusy probihaly v souladu se zdkonem ¢€.246/1992 Sb. O ochrané zvifat

proti tyrani a se souhlasem Etické komise Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové.

5.1.2. Chemikalie a latky
Tab. 3: Chemikalie pouzité na vyrobu Krebsova cyklu

Nazev Vzorec Mr Vyrobce
. Penta Chrudim,
Chlorid sodny p.a. NaCl 58,44 y .
Ceska republika
Lachema Brno,
Chlorid draselny p.a. KCl 74,56 . .
Ceska republika
Chlorid vapenaty bezvody Lachema Brno,
CaCl; 110,99 . .
p.a. Ceska republika
Hydrogenuhli¢itan sodny Penta Chrudim,
NaHCO; 84,01 . .
p.a. Ceska republika
. RNDr. Jan Kulich,
Dihydrogenfosforecnan
KH>PO4 136,09 Hradec Kralové,
draselny p.a. y i
Ceska republika
Siran hotecnaty Lachema Brno,
MgS04.7H,0 246,47 . )
heptahydrat p.a. Ceska republika
D-gluk6za monohydrat Penta Chrudim,
CeH1206.H,O 180,16 . _
p.a. Ceska republika
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Tab. 4: Vasoaktivni latky

Nazev

Vyrobce

Noradrenalin
Acetylcholin
Nitroprusid sodny
Atropin

Nifedipin
L-NAME
TRAM-34
UCL-1684
BayK-8644

Sigma Aldrich, Némecko
Sigma Aldrich, Némecko
Sigma Aldrich, Némecko
Sigma Aldrich, Némecko
Sigma Aldrich, Némecko
Sigma Aldrich, Némecko
Sigma Aldrich, Némecko

Tocris Bioscience, Velka Britanie

Sigma Aldrich, Némecko

Tab. 5: Zkoumana latka

Nazev

Vzorec

Bisfenol AF

CF5
CF3

Pii experimentu byly déle pouzity tyto latky

e Dimethylsulfoxid (DMSO) jako rozpoustédlo (Sigma Aldrich, Némecko)

e Uretan jako anestetikum (Sigma Aldrich, Némecko)

e Heparin jako antikoagulans

e Destilovana voda

Krebsuv roztok

Zivnym médiem byl izotonicky Krebsiiv roztok o pH 7,4. Pro jeho vlastnosti
podobné¢ lidské plazmé napodobuje potieby vnitiniho prostfedi. VSechny latky (tab. 6)
s vyjimkou chloridu véapenatého byly rozpustény v malém mnozstvi destilované vody.
V oddélené kadince s menSim mnoZstvim destilovanou vodou byl rozpustén chlorid
vapenaty, aby nedoslo k vysraZeni vapenatych soli. Tento roztok byl nasledné smichan

s roztokem ostatnich latek. Vysledny roztok jsme dostali doplnénim destilované vody

na pozadovany objem.
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Tab. 6: Slozeni Krebsova roztoku

Nazev latky Koncentrace (g/1)
Chlorid sodny p.a. 5,54

Chlorid draselny p.a. 0,35

Chlorid vapenaty bezvody p.a. 0,28
Hydrogenuhlicitan sodny p.a. 2,1
Dihydrogenfosforecnan draselny p.a. 0,16

Siran hotecnaty heptahydrat p.a. 0,29

D-glukdza monohydrat p.a. 2,1

5.1.3. Pristrojové vybaveni a pomucky

e Aparatura pro izolovanou tkan ex vivo (Experimentia Ltb., Mad’arsko)

e Vyhodnocovaci software, S.P.E.L., Advanced Kymograph Software SOFT-03-
KYMO (Experimentia Ltb., Mad’arsko)

e Termostat Ul (Priifgerite-Werk Medingen GmbH, Némecko)
e Tiepacka IKA Vortex Genius 3 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Némecko)
e Laboratorni vahy (Kern & Sohn GmbH, Némecko)

e Software GraphPad Prism, verze 6

e Plynovéa lahev pneumoxidu — smés 95 % O, a 5 % CO, (Linde gas, Ceska

republika)

e Laboratorni nddobi — kadinky, odmérny valec, ty€inka, Petritho misky,

mikropipety, 1zicky atd.

e Operacni nastroje — pean, pinzety, nizky, jehly, injek¢ni stiikacky

5.2. Metodika prace

5.2.1. Priprava

Potkan byl po dobu 24 hodin pfed experimentem ponechan nala¢no. Nasledné

mu bylo intraperitonealné podano anestetikum uretan o koncentraci 20 g/100ml v davce

1,2 g/kg. Objem anestetika se vypocital dle pfesné hmotnosti zvifete (tab. 7). Nasledné

byl zvifeti intravendzné aplikovan heparin proti sraZlivosti krve.
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Tab. 7: Objem anestetika dle hmotnosti zvitete

vaha
200 225 250 275 300 325 350 375 400
(@
Objem
1,35 1,5 1,65 1,8 1,95 2.1 225 24
(ml)

Smrt nastala vykrvenim. BfiSni dutina se podéIn¢ nastfihla a zvite bylo vykrveno
odbérem jehlou z bfisni aorty. Nasledné mu byla oteviena i hrudni dutina, z niz se opatrné
vyjmula hrudni ¢ast aorty. Pro zajiSténi jeji aktivity byla ihned vloZena do pfipravené
Petriho misky s Krebsovym roztokem. Céva se co nejlépe ocistila od zbylého tkaniva
a nastiihala na kousky o délce asi 4 mm. Dle aktudlné provadéného experimentu byla

ponechana ¢i opatrné odstranéna endotelova vrstva.

Jednotlivé aortdlni krouzky se upevnily na hacek. Ten byl pfivazan na nitce
k prevodniku zachycujici cévni pohyb za pfevodu mechanické energie v elektricky
signal. Prostfednictvim ptfevodniku se signal zobrazoval pomoci vyhodnocovaciho
softwaru S.P.E.L. Advanced Kymograph Software. Hacky se vzorky byly upevnény
na nosici a ponofeny do 1azné Krebsova roztoku (5 ml) slouziciho jako Zivné médium.
Roztok byl neustale temperovan na teplotu 37 °C a okyslicovan pneumoxidem. Krouzky
tkané byly napnuty na uvodni zatéz 2 g a po dobu 45 minut byly ponechany stabilizovat.
Po tuto dobu byl kazdych 10 minut vyménén zivny Krebslv roztok za novy tak, aby byly

krouzky zcela ponoteny.

Pred kazdym zahijenim experimentu bylo tfeba otestovat kontraktilitu cévy
a funk¢énost endotelu. Nejdiive se navodila kontrakce pfiddnim noradrenalinu (findlni
koncentrace v 14zni 1 pM). Po ustéaleni kontrakce se pokracovalo ovéfenim neporusenosti
endotelové vrstvy. Do lazné se piidal acetylcholin (finalni koncentrace 100 uM)
a znamkou neporuSené¢ho endotelu byla vasodilatace cévy. Lazen se nasledné n€kolikrat
promyla Krebsovym roztokem a doplnila na objem 5 ml. Po ustaleni hodnot nésledoval

vlastni experiment.

5.2.2. Vlastni experiment

5.2.2.1. Testovani vasodilata¢niho téinku
Pro zjisténi, zda vzorek vykazuje vasodilatacni ucinky, bylo tfeba cévu opét

prekontrahovat. Do komory s lazni se proto pfidal NA (findlni koncentrace 10 pM).
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Po ustaleni vasokonstrikéni odpovédi byla pfidavana testovana latka. Pfipravené roztoky
BPAF se podavaly kumulativné dle rostouci koncentrace. Nova davka byla vzdy podana
po ustaleni hodnot piedchozi davky. Testovany byly finalni koncentrace v lazni 100 nM
az 100 uM. Po celou dobu pokusu vzdy jeden ze Ctyt testovanych vzorkt slouzil jako
kontrola. Do kontrolni komory byl pfiddvan DMSO o stejném mnozstvi a koncentraci
jako roztok testované latky Zavérem experimentu bylo pfidani nitroprusidu sodného

o findlni koncentraci 10 uM, ktery navodil maximalni relaxaci cévy.

5.2.2.2. Testovani mechanismu uéinku

Vliv endotelu, M receptoru, NO syntdzy, kalciem fizenvych draselnych kanala

Testovani mechanismu uc¢inku probihalo obdobnym zplsobem. V piipadé
testovani vlivu endotelu byl pfed zahijenim experimentu z nckterych cév opatrné
odstranén endotel. V ptfipadé blokovani testovaného mechanismu antagonistou
se postupovalo pro zahajeni vlastniho experimentu nasledovné. Do komory s zivnym
roztokem byl pfidan antagonista a dvacet minut probihala inkubace. V piipad¢ testovani
M receptort byl podan atropin (finalni koncentrace 50 uM). Obdobné pfi testovani vlivu
NO syntazy byl ptidan L-NAME (findlni koncentrace 100 uM). Testovani vlivu kalciem
fizenych draselnych kanali Kca2.3 a Kca3.1 probihalo pfidinim TRAM-34 (finélni
koncentrace 10 pM) anebo UCL-1684 (finalni koncentrace 1 puM). Cast vzorki byla
inkubovéna pouze s rozpoustédlem bez antagonisty jako pozitivni kontrola. Inkubace
byla ukonfena poddnim BPAF v koncentraci navozujici 80% relaxaci (findlni
koncentrace 100 uM). Experiment byl ukon¢en navozenim maximalni relaxace podanim

nitroprusidu sodného o finalni koncentraci 10 uM.

Vliv napétoveé fizenych vapenatych kanala

Na zacatku vlastniho pokusu byl na podporu kontrakce do Krebsova roztoku
pfidan KCI (koncentrace v ldzni 15 mM). Po ustaleni reakce byl do 1azn& pfidan BPAF
v davce vyvolavajici 80% nebo 20% relaxaci v 1% roztoku DMSO. Inkubace trvala
20 minut. Nasledné€ byl pro postupné navozeni kontrakce kumulativné ptidavan BayK-
8644, a to ve finalni koncentraci od 1 nM do 10 puM. Jako pozitivni kontrola byl
u n€kolika vzorkli misto BPAF pouzit nifedipin (150 nM v 1% DMSO). Negativni
kontrolou byl 1% roztok DMSO. Na zavér pokusu byla navozena maximalni kontrakce

pomoci KCI (finalni koncentrace 60 mM).
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5.2.3. Vyhodnoceni
Zaznamenané udaje a vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny pocitacovym

programem Excel a GraphPad Prism.

Vasodilata¢ni t¢inek BPAF

Nejprve byly piepocteny hodnoty navozené relaxace po kazdé davce BPAF
na procenta z maximalni relaxace cévy. Nasledné byly udaje vneseny do grafu zavislosti
relaxace cévy na koncentraci BPAF (obr. 12). Z kiivky byla odectena hodnota ECso
(koncentrace latky navozujici 50% relaxaci z maximalni mozné relaxace) a byl stanoven
konfidenéni interval 95 % (tab. 7). Uéinek jednotlivych davek BPAF byl porovnan
s kontrolou (DMSO) pomoci testu Two-way ANOVA.

Mechanismus u¢inku BPAF

Z experimenttd zkoumajicich mechanismus u¢inku za pouziti antagonisti nebo
odstranéni endotelu jsme dosazenou relaxaci opét prepocetli na procento z maximalni
mozné relaxace a ziskané hodnoty zanesli do grafu (obr. 13). Poté jsme srovnali relaxaci
navozenou pii blokddé daného receptoru / odstranéni endotelu s relaxaci navozenou

bez pouziti antagonisty / za ptitomnosti endotelu. Ke srovnani byl pouzit neparovy t-test.

Hodnoty ziskané z pokusu na vliv napétové fizenych véapenatych kanald byly
nejdiive pfepocteny na procenta maximalni kontrakce cévy a zaneseny do grafu zavislosti
kontrakce cévy na koncentraci BayK-6844 (obr. 14). Ke srovnani proti negativni kontrole

(DMSO) byl pouzit test Two-way ANOVA.
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6. Vysledky
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Obr. 12: Relaxace cévy bisfenolem AF. Vasodilatacni G€inky BPAF byly zkoumany
na intaktnich krouzcich aorty potkana prekontrahovanych noradrenalinem (10 pM)
za kumulativniho pfidavani testované latky v koncentraci od 100 nM do 100 uM.
Z kiivky je ziejmé, Ze bisfenol AF vykazuje vasorelaxaéni ucinek v zavislosti na podané
koncentraci. V nejvyssi podané koncentraci navodil pfes 80 % z maximdlni mozné
relaxace. U¢inek byl porovnan s kontrolou (DMSO). Hodnoty jsou vyjadieny +SEM
a s 95% konfiden¢nim intervalem. * p<0,05 BPAF vs DMSO.

Tab. 8: Hodnoty ECso a konfiden¢niho intervalu bisfenolu AF a DMSO
ECso (uM) Closv
BPAF 57,16 53,01 - 61,64
DMSO 191,90 136,50 - 327,40
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Obr. 13: Mechanismus uc¢inku BPAF. Vasorelaxa¢ni G€inky ex vivo jedné davky BPAF
(100 uM) byly sledované na intaktnich krouZcich aorty potkana prekontrahovanych
noradrenalinem (10 uM) za pfitomnosti antagonisty M-receptorti atropinu (50 puM)
nebo inhibitoru NO-syntdzy L-NAME (100 pM) anebo inhibitorii Ca**-aktivovanych
K" kanali TRAM-34 (10 uM) a UCL-1684 (1 uM). V jedné skupiné pokust byly
sledovany aortalni krouzky bez endotelu. Hodnoty jsou vyjadieny jako procento
z maximalni relaxace navozené nitroprusidem sodnym (10 uM) = SEM. Nebyly zjistény

signifikantni zmény.
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Obr. 14: Utast L-typu kalciovych kanali na u¢inku BPAF. V pokuse ex vivo
na krouzcich aorty potkana zbavené endotelu bylo sledovano zablokovani u¢inku BayK-
8644 a jim navozené aktivace L-typu kalciovych kanali pomoci ptedchozi inkubace
s BPAF ve dvou riznych koncentracich (30 uM or 100 uM). Jako pozitivni a negativni
kontrola byly pouzity nifedipin (150 nM) a 1% DMSO. Podle pouzité koncentrace BPAF
dokazal omezit nebo zcela zabranit vasokonstrikci. Hodnoty jsou vyjadieny jako procento
zmaximalni kontrakce navozené KCl (60 mM) +SEM. *p<0,05 a **p<0,01
pro koncentraci 30 uM BPAF vs DMSO a + p<0,05, ++ p<0,01 a +++ p<0,001
pro koncentraci 100 uM BPAF vs DMSO. Signifikantni rozdily byly nalezeny u obou

pouzitych koncentraci BPAF, koncentrace 100 uM kontrakci zcela zablokovala.
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7. Diskuze

Vyzkumna skupina kardiovaskularni a respiracni farmakologie a toxikologie
se dlouhodob¢ zabyva kardiovaskularnimi u¢inky polyfenolickych latek. Tato diplomova
prace byla vypracovana v ramci testovani pasobeni bisfenolli a je soucasti SirSiho

vyzkumu.

Bisfenoly jsou organické slouCeniny vyuzivané zejména pro vyrobu plastl
a pryskyfic. Do kontaktu s nimi mohou lidé ptichdzet formou potravinovych obali,
plechovek, laki, barev, knih a novin, brylovych ¢ocek, hracek i zdravotnich prostredkt
(Macéczak et al. 2015). Jejich pisobeni na lidsky organismus je spojovano s fadou
nezadoucich ucinkl. Bisfenoly jsou povazovany za endokrinni disruptory. Zasahuji
do piisobeni nékterych hormont, jako jsou hormony stitné zlazy, glukokortikoidy
a pohlavni hormony. V téle se vazou na receptory pro estrogen a napodobuji tak ptisobeni
estrogenu. Nepfiznivé U€inky se projevuji i na Grovni metabolismu (diabetes mellitus)
nebo kognice a u€eni, coZ se jevi jako rizikové zejména pro vyvoj déti. V neposledni fadé
jsou reprotoxické a zptisobuji zmény krevnich slozek (Lucarini et al. 2020, Macczak et
al. 2015, Thoene et al. 2018). Popisovany jsou také nepiiznivé interakce bisfenoli
s kardiovaskuldrnim systémem. Existuje podezieni z kardiotoxicity a z Gcasti na rozvoji
mnohych kardiovaskularnich chorob (Gao a Wang 2014). Nékteré studie uvadeji
pozitivni G¢inek na relaxaci hladkého cévniho svalu (Feiteiro et al. 2018). Na druhou
stranu existuji studie na zvitatech, které popisuji endotelovou dysfunkci a davkové

zavisly narist krevniho tlaku (Saura et al. 2014).

Existuje vice typt bisfenolii. Nejznaméjsim a také nejvice prozkoumanym
bisfenolem je bisfenol A. Poznatky o jeho mozZnych nezadoucich ucincich vedly
k omezeni jeho uzivani a nahrad¢ jinymi latkami vcetné dalSich typi bisfenolt. Bohuzel
u ostatnich bisfenolil existuje velmi malo Gdaji ohledné mozné toxicity a rizikovosti,
udaje o vlivu na kardiovaskularni systém v podstaté chybi. Tato diplomova prace
je vénovana ucinktim bisfenolu AF na cévu. Bisfenol AF byl zvolen na zakladé
pfedchoziho screeningu, ktery nebyl soucasti mé prace, a ve kterém bylo zjisténo,
ze ze vSech testovanych bisfenold mé bisfenol AF nejvyssi vasodilatacni schopnosti.
Cilem moji prace bylo (1) ovéfit ivodni tidaje o vasodilata¢nich schopnostech bisfenolu
AF a (2) zkusit zjistit mozné mechanismy jeho vasodilatacniho ptisobeni. Pokusy byly

provadény metodou ex vivo na izolované hrudni aorté potkana. Jednd se o klasickou
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metodu experimentalni farmakologie, kterd je ve Vyzkumné skupiné kardiovaskularni
a respiracni farmakologie a toxikologie jiz fadu let pouzivana a mohla jsem proto prevzit
zavedené postupy prace. Prvnim ukolem bylo zjistit, zda ma bisfenol AF vasodilata¢ni
ucinky. Skutecné jsme potvrdili davkové zavislou vasodilataci (ECso= 57,16 uM), ktera
byla vyznamn¢ odli$né od kontroly, a v nejvyssi podané davce 100 uM bylo navozeno

80 % z maximalni mozné relaxace.

Protoze se bisfenol AF ukézal jako vasodilatacné UcCinny, nasledné¢ jsme
ptistoupili k ovéfovani mozného mechanismu ucinku. Bylo testovano vice moznosti,
které by za vasodilataci mohly byt zodpovédné. Jako prvni jsme ovéfovali, zda
se na vasodilataci podili cévni endotel, coZ se nepotvrdilo. V souladu s tim jsme nésledné
vyloucili dal§i vasodilataéni mechanismy svdzané s endotelem: vliv na muskarinové
receptory, vliv na NO syntazu a vliv na endotelové kalciem fizené draselné kanaly IKca
a SKca. O vlivu bisfenolii na tyto struktury témér neexistuji informace v literatuie.
Aktivaci kalciem fizenych draselnych kandli po podéani bisfenolu A sice prokazal
Schinichi Asano et al. (2010), ale jednalo se ale o jiny typ kandll — o kanaly BKca
v buiikdch cévniho hladkého svalu. Kromé toho pokusy provadél na lidskych a psich

buikach z koronarnich cév, zatimco my jsme pracovali s potkani aortou.

Poslednim testovanym mechanismem byl mozny vliv bisfenolu AF na L-typ
vapnikovych kanali. Ten se nam podatilo prokézat a potvrdit tento ti¢inek jako davkove
zavisly. To je v souladu s publikaci J. Feiteiro et al. (2018), kde zjistili, Ze bisfenol A
rovnéZ blokuje tento typ iontového kandlu v hladkém svalu hrudni aorty potkana
a navozuje vasorelaxaci. K pokusu pouzili techniku patch-clamp, zatimco my jsme stejny
mechanismus ovérili pomoci agonisty BayK 8644. Vliv na L-typ véapnikovych kanalt
nevylucuje soucasné piisobeni na kanaly BKca, které popsal S. Asano et al. (2010).
Tuto moznost by bylo vhodné ovéfit v dalSich pokusech, napt. s iberiotoxinem, které jiz

ptresahuji rozsah této diplomové prace.

Vépnikové kanaly L-typu predstavuji zasadni zdroj extraceluldrnich vapenatych
iontl pro vasokonstrikci a jejich zablokovani proto pusobi vasodilatacné. 1 kdyz
je vasodilatace obecné chapana jako prospéSna a vasoprotektivni, spravna cinnost
cévniho systému je zaloZena na rovnovaze mezi vasodilatanimi a vasokonstrikénimi
déji. Pfiméfend vasokonstrikce se podili na udrZeni potfebného myogenniho tonu a patii

do normalni vaskularni fyziologie. Dlouhodoba expozice farmakologicky relevantnim
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davkam bisfenoll by tuto normalni fyziologii mohla narusovat a eventudlné ptedstavovat

rizikovy faktor. K ovéfeni této hypotézy by byly potteba dalsi pokusy.

Tato diplomova prace je soucasti SirSiho vyzkumu Vyzkumné skupiny
kardiovaskularni a respira¢ni farmakologie a toxikologie. V pokusech in vivo jiz byly
sledovany akutni kardiovaskuldrni Gi¢inky bisfenoli AF, A, F a S, které ale byly mirné
a projevily se jen jako nevyznamné tendence. V této dob¢ probihaji pokusy na ovéfeni
cytotoxicity. Je tfeba vzit do uvahy, Ze v redlném ZzZivoté je expozice bisfenolim
dlouhodoba. Bylo by proto zajimavé zaméfit se na jejich ucinky po opakovaném

dlouhodobém podani.
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8. Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala vasodilatacnimi Uc¢inky bisfenolu AF a
naslednym zkoumanim mechanismu uc¢inku. Experimenty byly provadény ex vivo na

usecich hrudni aorty potkana kmene Wistar.

Z vysledku experimentt vyplynuly tyto skuteénosti

e Bisfenol AF vykazuje vasorelaxa¢ni ucinky, a to pii podani vysSich davek
(desitky uM). V koncentraci 100 uM navodil 80 % z maximalni mozné relaxace
navozené nitroprusidem sodnym (ECso= 57,16 uM). U¢inek byl vyznamny viéi
kontrole.

e Byl prokazédn davkové zavisly mechanismus Uc¢inku navozujici vasodilataci.
Spociva v blokadé napétoveé fizenych véapenatych kanald (L typ) Cavl.2.
Koncentrace BPAF 30 uM navodila ¢aste¢nou a koncentrace 100 pM tplnou
blokadu téchto kanali. U¢inek byl vyznamny viiéi kontrole.

e Testovany byly i1 dal§i moZzné mechanismy u¢inku: vliv endotelu, vliv NO
syntazy, ucinky na M receptory a na endotelidlni kalciem fizené draselné kanaly.

Ucast na vasodilataci nebyla potvrzena u zadného z nich.
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