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Abstrakt
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Nazev diplomové prace:  Uginky vybranych latek in vitro na izolované aorté

potkana

Flavonoidy jsou pocetnou skupinou rostlinnych sekundarnich metabolitl. Flavonoidni
slou€eniny jsou latky Siroce zastoupené v pfirodé a fada z nich mé ptiznivy vliv na organismus,
pfedevs§im pro své vasodilatacni, antioxidacni a protizanétlivé Uc¢inky. Pro tuto diplomovou
praci byly vybrany tii latky: dvé latky ze skupiny isoflavonoidd, genistin a genistein, a koncovy
produkt metabolismu genisteinu, 4-etylfenol. Cilem prace je vyzkum vasorelaxaénich u¢inkd

téchto latek v in vitro podminkach.

Vasorelaxa¢ni potencial zkouSenych latek byl ovéten in vitro na izolovanych aortalnich
krouzcich potkana Wistar. Byl méfen Uc¢inek vzristajicich davek jednotlivych latek na

prekontrahované aortalni krouzky s intaktnim endotelem.

Z namé&fenych hodnot napéti cévy byly sestaveny DRC kiivky a stanoveny hodnoty
ECso. Vysledky byly vyhodnoceny. Z analyzy vysledkti vyplyva, Ze nejvyssi aktivitu mél
genistein (ECso 2,903.10° M). Castecnou vasorelaxaci vyvolal i genistin (ECso 4,045.10% M) a
vysoké davky 4-etylfenolu (ECso 1,509.107 M).



Abstract

Charles University
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Title of diploma thesis: The in vitro effects of selected substances on isolated rat
aorta

Flavonoids are a numerous group of secondary plant metabolites. Flavonoid compounds
are substances widely extended in nature and many of them have a positive influence on human
health, primarily for their vasodilatory, antioxidant and anti-inflammatory effects. Three
substances were selected for this diploma theses: two substances of isoflavonoid group, genistin
and genistein, and the end product of genistein metabolism, 4-ethylphenol. The aim of this work

is examination of vasorelaxant effects of this substances in vitro.

Vasorelaxing potential of tested substances was tested in vitro in isolated aortic rings of
Wistar rat. The effect of increasing doses of individual substances in precontracted aortic rings

with intact endothelium was measured.

From the obtained values of vessel tension, the DRC curves and ECso values were
created. The results were evaluated. The results analysis shows, that genistein (ECso 2,903.10
3> M) had the most significant activity. Also genistin (ECso 4,045.10* M) and high doses of 4-
ethylphenol (ECso 1,509.107* M) caused a partial vasorelaxation.
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1 Seznam zKkratek

cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP — cyklicky guanosinmonofosfat

DMSO - dimetylsulfoxid

DRC — kiivka davka-ucinek

ECso — koncentrace navozujici 50% efekt

EDHF — hyperpolariza¢ni faktor odvozeny od endotelu
NA — noradrenalin

PGI, — prostaglandin I



2 Uvod

Kardiovaskularni systém ptedstavuje diilezitou organovou soustavu lidského téla.
Jeho hlavnim tkolem je zajisténi dodavky kysliku a Zzivin k jednotlivym tkdnim a
organiim, odvod metabolitl a toxickych latek z téchto tkani pry¢ a transport hormonti a

obrannych latek. Zakladnimi slozkami tohoto systému jsou srdce a cévy. (Cihak, 2004)

Hlavnim regulacnim mechanismem cév je hladky cévni sval, jehoz
prostiednictvim muize céva ménit sviij prasvit a regulovat tak pfivod krve k jednotlivym

tkanim a ovliviiovat vySku krevniho tlaku. (Langmeier 2009)

Latky schopné ovlivnit kontrakci a relaxaci hladkého cévniho svalu délime na
vasokonstrikéni a vasodilatacni. Uplatnéni téchto vasoaktivnich latek ve farmakoterapii

je znacné (Katzung 2006), proto se na jejich vyzkum zaméiuje 1 predkladand préce.

Flavonoidy jsou rozsahlou skupinou rostlinnych sekunddrnich metabolitii
polyfenolického typu. Jsou hojné rozsitfeny v rostlinné tisi, bylo popsano vice nez 4000
latek. Mezi hlavni zdroje flavonoidl v lidské stravé patii zelenina, semena, citrusy,

olivovy olej, ¢aj a ¢ervené vino. (Middleton et al. 2000)

Utinky flavonoidti na lidsky organismus jsou 8iroké a zahrnuji schopnost
normalizovat vlastnosti kapilarni stény a puasobit antihemoragicky a antiedemat6zné.
Nékteré snizuji krevni tlak, piisobi antiagregacné. Flavonoidy maji antioxidacni u¢inky,
jsou schopné eliminovat volné kyslikové radikaly a reaktivni formy kysliku pfi jejich
nadprodukci. (Spilkova 2016) Podavani potravy bohaté na flavonoidy mize pozitivné
ovlivnit funkci endotelu a podpofit relaxaci cév. (Tanwar a Mogdil 2012) Pravé na tyto

vasorelaxacni G€inky se zaméfuje predkladana prace.

Pro vyzkum vasoaktivnich u¢inkl vybranych flavonoidi a jejich metabolitti byla

zvolena standardizovana metoda izolované aorty.



3  Teoreticka cast

3.1 Krevni cévy

K zékladnim stavebné charakteristickym usekiim cévniho fecisté patii tepny —
arterie, které se postupné vétvi a tenci az do tepének — arteriol. Ty piechazeji ve vlase¢nice
- kapilary. Odsud pokracuji jako zilky — venuly, které se sbihaji do silngjSich zil — vén.
(Cihak 2004) Arterioly, kapilary a venuly tvoii terminélni fe&i§té neboli mikrocirkulaci a
vzhledem ke svému hojnému zastoupeni predstavuji nejvétsi slozku celkové plochy
prafezu cévniho fecisté. (Liilllmann-Rauch 2012) Funkénim narokim téchto jednotlivych

usekti odpovida struktura cévni stény.

3.2 Obecna stavba cév

vvvvvv

e endotel — Jednoducha vrstva plochych bun¢k. Vystyla cévy a tvoii bariéru mezi
intra- a extravaskularnim prostorem. Tvoii semipermeabilni vrstvu, ktera
propousti ziviny a chemické signalni molekuly z krve do bunék cévni stény.
(Fortier et al 2014)

e hladka svalovina — Zodpovida za napéti cévni stény, regulaci jejiho prasvitu a za
tvorbu mezibunééné matrix.

e mezibunéénd hmota — Je slozena z kolagennich a elastickych vldken a
proteoglykanti, podili se na mechanickych vlastnostech cévy. (Liillmann-Rauch

2012)
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Sténa vétSiny cév je tvofena tfemi vrstvami, které nazyvame tunica intima, tunica
media a tunica adventitia. (Thomas a Sumam 2016) Na rozhrani mezi tunica intima a
tunica media se mohou nachazet elastické blanky zvané membrana elastica interna.
Obdobn¢ mezi tunica media a tunica adventitia nalezneme membrana elastica externa.

(viz Obr. 1) (Cihak 2004)

™~ ADVENTITIA

~ MEDIA
~
External elastic membrane

Smooth muscle

INTIMA:

“Internal elastic membrane

Endathelium

Obr. 1 Jednotlivé vrstvy cévni stény. (Fortier et al. 2014)

Kapilary toto rozdéleni na tfi vrstvy s ostatnimi cévami nesdili, jsou tvofeny pouze

endotelem, bazélni laminou a ojedinélymi pericyty. (Liillmann-Rauch 2012)

3.2.1 Tunica intima

Je tvofena jednou vrstvou endotelovych bunék, které vystylaji vnitini povrch

cévy, a subendotelovou vrstvou. (Huddk a Kachlik 2013)

Bunky endotelu jsou polygonalni, ploché. Spocivaji na bazalni laminé. Obvykle
jsou protazeny ve sméru toku krve. Centralni oblast bunky, ve které je uloZeno ploché
jadro, je vyklenutd do lumina cévy. V okoli jadra se nachazi Golgiho aparat,
mitochondrie, mélo ¢etné ribozomy a ojedinélé cisterny granularniho endoplazmatického
retikula. Endotelové buiky patii mezi dlouhozijici elementy. (Fortier et al 2014,
Konradova et al. 2000) Mezi buiikami endotelu jsou vytvofeny zonulae adherentes, tight
junctions a gap junctions, které brani kontaktu krve s mezibuné¢nou hmotou. (Liillmann-

Rauch 2012)
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Povrch endotelu je pokryt az 500 nm silnou vrstvou glykokalyx, ktera ¢ini endotel
nesmacivym a umoziuje vazbu a lokalni koncentraci fady molekul, jako jsou

protisrazlivé a ristové faktory, cytokiny, chemokiny a enzymy. (Liillmann-Rauch 2012)

Endotelové builkky vykazuji antitrombogenni ucinek. Brani styku krevnich
desticek se subendotelovou vrstvou a jejich shlukovani, ¢imz brani vzniku trombi. Buiiky

endotelu maji téz vlastni metabolickou aktivitu. (Hudék a Kachlik 2013)

Subendotelova vrstva je v détstvi slaba a tvofena témet vyhradné mezibunécnou
hmotou bez bun¢k. Ve vyssim véku se stava silnéjsi a objevuji se buiiky hladké svaloviny,
které do subendotelové vrstvy pravdépodobné migrovaly z tunica media. Jejich hlavni
ulohou je produkce mezibunééné matrix a proliferace, kterd vede ke ztlustovani intimy
se stoupajicim v€kem. Subendotelovd vrstva je lokaci moZného rozvoje

aterosklerotickych zmén. (Liillmann-Rauch 2012)

3.2.2 Tunica media

Tunica media je nejsilngj$i vrstvou cévni stény. Je tvofena kruhovité nebo
spirdlovité uspofadanymi buitkami hladké svaloviny. Buniky hladké svaloviny produkuji
mezibunéénou hmotu. Tvoii ji predev§im glykosaminoglykan, chondroitinsulfat a
proteoglykany. Kolem svalovych bunék jsou uspotadany sité kolagennich a elastickych
vlaken, ptipadné elastickych blanek. Blanky jsou fenestrované, tato fenestrace dovoluje
prinik zivin do hlubSich partii cév. Arterie svalového typu maji oproti arteriim
elastického typu tunica media silné€jsi, coz jim umoziuje regulovat priasvit cévy a krevni

zésobeni ptisluiné oblasti. (Cihak 2004, Vajner et al. 2018)

3.2.3 Tunica adventitia

= tunica externa.

Je povrchovou vrstvou cévy. Je tvofena fibrilarnim vazivem s vlakny kolagenu I
a elastickymi vlakny, ktera se na povrchu cévy kfizi a prechdzeji do okolniho vaziva.

Timto zpiisobem je céva pruzné fixovana ve svém okoli. (Fortier et al. 2014, Cihak 2004)

3.2.4 Vyziva cévni stény
Vyziva drobnych cév je zajiStovana difuzi kysliku a zivin z krve protékajici
v lumen cévy. Cévy s primérem vétSim nez 1 mm maji vlastni systém arteriol a venul,

které slouzi k vyzivé cévy, tzv. vasa vasorum.
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Vasa vasorum mohou vznikat jako vétve arterie, kterou vyzivuji, nebo jako vétve
okolnich arterii. Vasa vasorum se bohaté vétvi v adventicii, v mensi mife také ve vnéjSich
vrstvach medie. Vyskytuji se €astéji v zilach nez v tepnach, coz je dano nizsi koncentraci

kysliku a zivin v zilach. (Konradova et al. 2000)

3.2.5 Inervace cévni stény

Cévni sténa je inervovana autonomnim nervovym systémem. Nejbohatsi je
inervace medie a jejich svalovych vldken. Sympaticka vldkna vyvolavaji vasokonstrikci,
parasympaticka vasodilataci. V cévach jsou na fad¢ mist nervové receptory, predevsim
tlakové. (Cihak 2004) Inervace arterii je bohat$i neZ inervace vén. (Liillmann-Rauch

2012)

3.3 Specificka stavba cév

3.3.1 Arterie

Obecné se rozlisuji dva zakladni typy arterii:
e arterie elastického typu

e arterie svalového typu

3.3.1.1 Arterie elastického typu

Predstavuji je arterie velkého kalibru. (Konradova et al. 2000) Mezi tento typ
arterii patii aorta, zacatky jejich hlavnich vétvi, plicnice (truncus pulmonalis) a jeji vétve.

(Martinek a Vacek 2009)

Nejsiln€jsi vrstvou cévni stény je tunica media, v niz prevazuji fenestrované
elastické membrany, u menSich arterii elastického typu alespon lamelovité uspofadana
elasticka vldkna. Mezi membranami a skrz fenestrace probihaji retikularni a kolagenni
vldkna a kruhovité uspotadané buiiky hladkého svalu cévniho. (Martinek a Vacek 2009)
Elastickych membran byva na prifezu az 50, proto se u elastickych arterii membrana

elastica interna a externa nerozliSuje. (Liillmann-Rauch 2012)

Tunica adventitia je bohat4 na vasa vasorum, které zasahuje az do vnéjsi poloviny

tunica media. (Liillmann-Rauch 2012)

Pti vystupu aorty i plicnice ze srdce se na stavbé médie podileji 1 kardiomyocyty.

(Martinek a Vacek 2009)
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3.3.1.2 Arterie svalového typu

Zahrnuji zbylé arterie. Jsou vystlany endotelem, nasedajicim na bazalni
membranu. Subendotelova vrstva je tvofena kolagennim vazivem s podilem

myofibroblast.

Médii tvoii téméef kompaktni vrstva kruhovité usporddané hladké svaloviny.
Membrana elastica interna je zvinéna, fenestrovana a zietelné odliSitelnd od ostatnich
vrstev cévni stény. Membrana elastica externa nebyva kompaktni, tvoii ji elasticka vlakna

a lamely. (Martinek a Vacek 2009)

Nejmensimi arteriemi svalového typu jsou arterioly. I pro né plati pfitomnost
membrana elastica interna a alespon jedné vrstvy hladkosvalovych bunck v médii.

(Martinek a Vacek 2009)

3.3.2 Vény

Zilni sténa je zpravidla ten¢i nez sténa odpovidajicich tepen a je mén¢ zietelné

¢lenéna na vrstvy.

Tunica intima je podobnd jako u tepen, membrana elastica interna je Casto
nesouvisld. Nékteré zily, predevS§im na koncetinach, obsahuji zilni chlopné. Jedna se o
zdvojeni intimy v podob¢ dvou polomesicitych chlopni ulozenych naproti sobé. Chlopné

umoznuji tok krve smérem k srdci a brani jejimu zpétnému toku. (Liillmann-Rauch 2012)

Stavba medie vykazuje rozdily mezi riznymi typy zil. U koncetinovych zil je
siln€j$i neZ u zil trupu. U bfiSnich a krénich zil je slaba a obsahuje jen malé mnoZstvi
svalovych bun¢k. VétSina Zil obsahuje vice longitudinalné orientované svaloviny nez

cirkularni svaloviny. (Liillmann-Rauch 2012)

Tunica adventitia je silng$i nez u pfisluSnych tepen a mulzZe obsahovat

longitudinalné probihajici snopce hladkého svalstva. (Martinek a Vacek 2009)

3.3.3 Kapilary

Kapilary jsou nejuzsi cévy se sttednim primérem 7 um, coz odpovida velikosti
jedné Cervené krvinky. Jejich sténu tvofi jedna vrstva endotelovych bunék, nasedajicich
na bazalni laminu, k niZ zvenéi p¥iléh4 sit’ retikularnich vlaken. Casto na kapilaru zvenéi
ptiléhaji pericyty, buiiky s dlouhymi vyb&zky, kterymi cévu obklopuji. (Cihak 2004,
Liillmann-Rauch 2012)
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Prasvit kapilar se v riznych organech méni. VétSina kapildr méd primér 7 pm,
nékteré kapilary jsou je$té tenéi, napf. v oku a ve svalech (5 - 7 um). (Cihak 2004) Pfi
prachodu témito kapildrami se musi krvinka docasné zdeformovat. (Liillmann-Rauch

2012)

Siroké kapilary se nazyvaji sinusoidy. V nékterych mistech méii az 30 — 40 pm.
Nachazime je v jatrech, kostni dfeni, zubni dieni a v kiife nadledvin. (Konradova et al.
2000, Cihak 2004) V fadé z nich maji endotelové buiiky schopnost fagocytozy. (Cihak
2004)

3.4 Hladky cévni sval

Hladky sval je jednim ze tfi typl svaloviny, které se vyskytuji v lidském téle.
Nachazi se predevsim ve svalovych vrstvach dutych organd, které mohou za pomoci
téchto svall meénit svij prusvit — v cévach, travicim, dychacim a mocopohlavnim
systému, ale také v o¢ni duhovce. V zavislosti na typu organu vytvari pruhy, vrstvy nebo
protibézné systémy. Hladké svalstvo je neovlivnitelné vili, jeho kontrakci reguluje
autonomni nervovy systém, hormondlni stimuly a lokalni tkanové faktory. (Liillmann-

Rauch 2012)

3.4.1 Stavba hladkého svalu

Hladky sval je slozen z jednotlivych svalovych bunék. Hladkosvalové buniky maji
rozmérit od 20 um (v malych krevnich cévach) do 500 pm v te¢hotné déloze. Buiiky jsou
obklopeny bazalni laminou a siti retikularnich vlaken, které slouZi k rovnomérnému

rozloZenti sil pii kontrakci svalu a umoznuji harmonizaci stahu. (Junquiera et al. 1997)

Plasmatickd membrana hladkosvalové burniky se nazyva sarkolema. Kontraktilni
systém je tvoren svazky myofilament, konkrétn¢ tenkymi filamenty tvofenymi aktinem a
tropomyosinem a tlustymi filamenty tvofenymi myosinem. Myosin se k aktinu vaze
globularnimi hlavickami, které jsou ptitomny po celé délce vldkna a na koncich chybi.
(viz Obr. 2) Myofilamenta se na povrchu buiiky kiiZi a vytvareji miiZovitou strukturu.

(viz Obr. 3) (Junquiera et al. 1997)
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Obr. 2 Usporadani aktinu (zeleny) a myosinu (cerveny) v buiice hladkého svalu.

(Prevzato z: Liillmann-Rauch 2012)

Cytoskelet hladkosvalové bunky tvoii sit’ intermediarnich filament, tvofenych
desminem a v cévnim svalu také vimentinem, a nesvalovy aktin. (Liillmann-Rauch 2012)
Tenké a intermediarni filamenta se upinaji k vnitini stran¢ sarkolemy denznimi télisky.

(viz Obr. 3) (Junquiera et al. 1997)

Obr. 3 Schéma kontraktilniho aparatu hladkosvalové bunky: aktin (zeleny), myosin
(Cerveny) a desmin (hnédy). Aktin a desmin se upinaji k vnitini strané sarkolemy

denznimi telisky (modra). (Prevzato z: Liillmann-Rauch 2012)

Z dalSich organel se v hladkosvalové buiice v blizkosti jadra vyskytuji
mitochondrie, Golgiho aparat, drsné endoplazmatické retikulum a volné ribosomy.

Sarkoplazmatické retikulum je redukované. (Junquiera et al. 1997)

Burnka produkuje kolagen, elastin a proteoglykany. (Junquiera et al. 1997)

3.4.2 Kontrakce hladkého svalu

Stah hladkého svalu je zaloZen na reakci aktinu s myosinem. Je zahdjen vylitim
Ca®" ze sarkoplasmatického retikula. Ca®" piestupuje do buiiky napétové fizenymi
kalciovymi kandaly a uvnitf buiiky tvoti komplex s kalmodulinem. Tento komplex aktivuje
lehkotetézcovou myosinkinazu, kterd je zodpovédnd za fosforylaci lehkého fetézce
myosinu. Fosforylaci je umoznén vznik aktinomyosinového komplexu. (Junquiera et al.

1997)

Hladké svaly muzeme podle jejich inervace a pienosu elektrického signalu

rozdélit na jednotovy a vicejednotkovy hladky sval. Jednotkové svaly se vyznacuji
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pfitomnosti spojii jednotlivych bun€k (gap junction), které umoziuji elektrickou vazbu
bunécnych membran, Sifeni depolarizace mezi builkkami a tim pfenos signalu. (Trojan
1999) Tento typ hladkosvalovych bunck se vyskytuje predevSim v dutych organech.
Vicejednotkova hladka svalovina postrada elektrické synapse a elektricky signal se proto
z jedné bunky na druhou nes$ifi. Vyznacuje se ale vyraznou inervaci, coZz umoziuje

jemnou regulaci kontrakce. Nachazi se napt. v duhovce oka. (Langmeier 2009)

3.5 Regulace vasokonstrikce a vasodilatace

Rizeni krevniho ob&hu musi zajistit dva Gasto protichiidné pozadavky. Na jedné
stran¢ zachovani celkového krevniho obéhu, tedy udrzeni minutového objemu srdecniho
a dostatecného tlakového gradientu v obehu. Na strané druhé uspokojeni rozdilnych
pozadavkl jednotlivych tkani a organi na prokrveni. (Trojan 1999) Proto byly vyvinuty
regulacni mechanismy, které 1ze rozdélit na mistni a celkové:

e mistné je regulovan prutok krve jednotlivymi tkdnémi a organy podle aktudlni
potteby, hladké svalovina arteriol reaguje na mistni podnéty;
e centralné je udrzovan staly tlak krve pti zménach prokrveni jednotlivych organt,

hladka svalovina arteriol reaguje na pokyny z mozkového kmene.

Ve vSech tkanich se uplatiiuji oba vysSe popsané mechanismy, jejich mira projevu
se ale li8i. Centralni fizeni pfevazuje v regulaci pritoku krve kiizi a splanchnikem, mistni
fizeni si udrzelo vysokou autonomii v zivotné dulezitych organech, v srdci a mozku.

(Langmeier 2009)

3.5.1 Mistni regulaéni mechanismy

Mistni regula¢ni mechanismy maji dva hlavni tkoly: udrzet staly prutok krve
tkani 1 pfi zméné tlaku a reagovat na zménénou potfebu prokrveni tkané pii jeji

metabolické aktivité. (Langmeier 2009)

Mistni regulacni mechanismy jsou nezavislé na pusobeni nervii a hormont.
Arterioly tkdni a organii méni svilj periferni odpor, ¢ehoZz vyuZivaji k autoregulaci
pritoku krve. Tato autoregulace je patrna pfi jevech, jako je akutni a reaktivni hyperémie,
autoregulace pritoku krve tkani jako reakce na zménu tlaku krve a lokalni prekrveni pii

zanétu. (Widmaier et al. 2016)
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3.5.1.1 Metabolicka regulace

Metabolicka regulace zajistuje fizeni pratoku krve tkdni nebo organem podle
jejich akutni potfeby piisunu kysliku a Zivin a odvodu metabolita. Jde o fylogeneticky

nejstarsi a nejjednodussi mechanismus regulace krevniho ob¢hu. (Langmeier 2009)

Metabolicka regulace je hlavnim mechanismem jevu, zvaného aktivni hyperémie.
Vétsina tkani a orgdnl reaguje na svou zvySenou aktivitu zvySenim prokrveni, coz je
dasledek dilatace arteriol. Tato dilatace je zplisobend relaxaci hladkého cévniho svalu.
Ten tak reaguje na chemické zmény v extraceluldrni tekutiné obklopujici arterioly.
Nejsignifikantnéjsi zmeénou zplisobenou zvysenym metabolismem tkan€ je snizeni mistni
koncentrace kysliku. Roste naopak koncentrace CO> (jako koncového produktu
oxidativniho metabolismu), H (napf. v podobé kyseliny mlé&né, projevuje se vzestupem
pH), adenosinu (produkt Stépeni ATP), K', eikosanoidi (jako produktu Stépeni
fosfolipidi bunééné membrany, jejich koncentrace stoupé a zplisobuje vasodilataci 1 pfi
zanétu), bradykininu (vlivem nariistu koncentrace kalikreinu, secernované¢ho aktivnimi

zlazami) a oxidu dusnatého. (Widmaier et al. 2009)

Dale se metabolicka regulace uplatnuje pfi reaktivni hyperémii, kdy tkan reaguje
na docasnou zastavu pritoku krve po jeho nahlém obnoveni masivnim prokrvenim. Pfi
zastavé pratoku je v cévé snizend koncentrace O; a hromadi se metabolity. To vede
k vyrazné dilataci cév podle vySe popsaného mechanismu. Po obnoveni priitoku se takto

dilatované cévy naplni krvi a dochdzi k hyperémii. (Widmaier et al. 2009)

3.5.1.2 Myogenni autoregulace

Spolu s metabolickou regulaci se podili na udrzeni pritoku krve tkéani 1 pii zméné

krevniho tlaku.

Princip myogenni autoregulace spocivd v tom, ze zvySeny tlak krve vyvola
zvySen€ napéti cévni stény, které ma za nasledek kontrakci hladké cévni svaloviny a tedy

zmenSeni prusvitu cévy. (Langmeier 2009)

3.5.2 Centralni regula¢ni mechanismy

Hlavnim ukolem celkové regulace obéhu krve je fizeni minutového srde¢niho
vydeje a celkového periferniho odporu tak, aby byl neustéle udrzovan tlakovy gradient

nezbytny pro udrZeni toku krve v cévach. (Trojan 1999)
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3.5.2.1 Nervové mechanismy

Nervové mechanismy fizeni periferniho odporu jsou fylogeneticky mladsi a
redistribuce minutového srde¢niho objemu. (Langmeier 2009, Trojan 1999) Nervové
mechanismy jsou fizeny centraln€, jednotlivé orgadny maji v nervové regulaci jen
minimalni autonomii. Tyto mechanismy jsou zprostiedkovany autonomnim nervovym
systémem, predevsim sympatikem, prostfednictvim jeho mediatoru noradrenalinu (NA).

(Trojan 1999)

Vyznamnou inervaci sympatikem vykazuji predevSim arterioly kosterniho
svalstva, kiize, splanchniku a ledvin. (Trojan 1999) NA v nich vyvolava ptisobenim na
ai-adrenergni receptory vasokonstrikci. Protoze sympatické nervy vykazuji vzdy urcitou
klidovou vzruchovou frekvenci, vyvolavaji vzdy jisty stupen klidového svalového napéti.
Snizeni aktivity sympatiku pod tuto zékladni Groven vyvolava vasodilataci. (Widmaier et

al. 2016)

Parasympatikus hraje v regulaci pratoku krve cévou malou roli, jeho vasodilata¢ni
ucinek se uplatiiuje piedevSim v krevnim zésobeni zevniho genitalu, kde zajistuje

zvysené prokrveni pii sexudlnim vzruSeni. (Trojan 1999)

Aktudlni stav krevniho ob€hu monitoruje mnozstvi receptort. Aferentnimi
drahami vysilaji zjisténé informace do vasomotorickych center v prodlouzené mise.
Odsud jsou eferentnimi drahami vysilany pokyny do myokardu a hladkych svalll cév.

v

Nejvyznamnéjsi jsou baroreceptorové reflexy.

V oblouku aorty, vkarotickém sinu a ve velkych arteriich jsou umistény
baroreceptory, které monitoruji krevni tlak. Informace o zvySeném tlaku predavaji do
mozkového kmene, kde zpiisobi Gitlum sympatiku a stimulaci parasympatiku. Vysledkem
je sniZzeni minutového srde¢niho vydeje a dilatace cév, zplisobujici pokles periferni

rezistence. (Langmeier 2009)

3.5.2.2 Hormonalni mechanismy
Z hormonti ovliviiyjicich zmény v pritoku krve cévami maji nejvetsi vyznam
hormony dfené¢ nadledvin: adrenalin a noradrenalin. Oba se mohou, stejné jako

noradrenalin uvolnény z neuronti sympatiku, vazat na a-adrenergni receptory cévni stény
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a vyvolavat tak vasokonstrikci. Adrenalin se krom toho miiZze vazat i na 32 receptory,

pusobenim na tyto receptory vyvolava vasodilataci. (Katzung 2006)

V praxi to znamend, ze v cévach, kde ptrevazuji a receptory, vyvolava adrenalin
konstrikei, kdezto v cévach s prevazujicimi B2 receptory vyvolava dilataci. Pokud jsou
v céve zastoupeny a a B2 receptory v podobném poctu, zalezi na koncentraci adrenalinu.
Pro aktivaci B2 receptort staci niz$i koncentrace adrenalinu nez pro aktivaci a receptort
— ty vSak maji pfi soucasné aktivaci obou typl receptort prevazujici ucinek. Prakticky to
znamend, ze niz8i koncentrace adrenalinu vyvoldvaji vasodilataci, kdezto vyssi

koncentrace vasokonstrikci. (Trojan 1999)

Hormondlnim mechanismem se na regulaci krevniho tlaku podili také renin-
angiotenzin-aldosteronovy systém (RAAS). Renin je hormon uvoliiovany aferentnimi
arteriolami juxtaglomerularniho aparatu ledvin. Katalyzuje St€peni plazmatické bilkoviny
angiotenzinogenu na angiotenzin I. Angiotenzin I je v krvi (pfedev§im v plicich)
pfeménén angiotenzin konvertujicim enzymem (ACE) na angiotenzin II, ktery
prostfednictvim svych receptort AT a AT, vykazuje silny vasokonstrikéni Gc¢inek na

rezisten¢ni cévy. (Liillmann et al. 2002, Langmeier 2009)

3.5.2.3 Endotelova regulace

Na regulaci pritoku krve cévou se podili i endotel, ktery je mistem uvolfiovanim

fady vasodilatacné a vasokonstrikéné ptisobicich latek.

Dulezitym vasodilataénim plsobkem uvolnovanym endotelem je oxid dusnaty
(NO) (Liillmann et al. 2002), do r. 1986 chemicky neidentifikovany a nazyvany EDRF
(endothelium derived relaxing factor). (Catravas 2013) NO je uvoliiovan endotelem
kontinudlné a podili se na udrzeni bazadlni Grovné vasodilatace. MnoZstvi NO
produkovaného endotelem vyrazné stoupd jako reakce na urcité podnéty. (Widmaier et
al. 2016) Endotel je stimulovan k syntéze NO fadou latek, napt. acetylcholinem,
histaminem a bradykininem, ale také jako odpovéd na mechanické faktory, napf.
smykové napéti krevniho proudu (shear-stress). (Liillmann et al. 2002, Karasek a
Vaverkova 2009) NO uvolnény z endotelu difunduje do sousedicich hladkosvalovych
bun¢k cév vtunica media, kde aktivuje enzym guanylatcykldzu. Aktivovana
guanylatcykldza katalyzuje syntézu cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP), ktery se

podili na relaxaci cévy. (Liillmann et al. 2002)
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DalSim vasodilatatorem produkovanym endotelem je prostacyklin (prostaglandin
I, PGL,), uvoliiovany vlivem hypoxie, zvySenym prutokem a fadou piisobkll. ZvysSenim
hladiny cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) v bunkdch hladké svaloviny a
v trombocytech pusobi relaxacné na cévni sval a ovliviiuje sraZzeni krve. (Karasek a

Vaverkova 2009)

Hyperpolariza¢ni faktor odvozeny od endotelu (EDHF) je dosud chemicky
neznama latka, ktera otvira draslikové kanaly v butikach hladkého svalu cévniho. To vede

k hyperpolarizaci téchto buné¢k a nasledné relaxaci cév. (Puzserova 2016)

Endoteliny jsou skupina peptidt s vasokonstrik¢nimi uc¢inky. Byly identifikovany
tf1 izoformy: ET-1, ET-2 a ET-3, ptevladajici je sekrece ET-1. (Katzung 2006) Jejich
uvolnovani z endotelu je stimulovdno fadou chemickych a mechanickych podnéti.
(Widmaier et al. 2016) Pfi intravendznim podani ptsobi endoteliny pfechodné snizeni
krevniho tlaku (vyvolané uvolnénim PGL a NO), nasledované jeho dlouhotrvajicim
zvySenim (pfimym plsobenim na endotel). (Katzung 2006) Endoteliny plsobi
parakrinné, za urcitych podminek ale mohou dosdhnout takovych koncentraci v krvi, ze

mohou piisobit endokrinné a vyvolavat rozsahlou vasokonstrikci. (Widmaier et al. 2016)

3.6 Isoflavonoidy

Isoflavonoidy tvoti skupinu vice nez 800 latek odvozenych od 3-fenylchromanu.
Jsou typické pro celed’ Fabaceae, ale byly nalezeny 1 v zastupcich rodu Podocarpus sp.,
Juniperus sp. a dalSich. Zahrnuji isoflavony, isoflavanony a isoflavany, liSici se stupném
oxidace. Nejvice jsou v pfirod¢ rozsifeny isoflavony, vyskytujici se volné nebo jako C-
nebo O-glykosidy. Mezi nejvyznamnéjsi isoflavonoidy patii genistein, daidzein,

formononetin, glycitein a biochainin A. (Spilkova 2016)

Isoflavonoidy se ftadi mezi fytoestrogeny. Svou strukturou se podobaji
17-B-estradiolu a maji schopnost vazat se na estrogenni receptory, pfedevsim na ERp.
Isoflavonoidy maji schopnost aktivovat estrogenni signdlni drahy a zasahovat do

metabolismu steroidnich hormont. (Pilsédkova et al. 2010)

Isoflavonoidy maji fadu ucinkli na lidsky organismus. Zahrnuji antioxidacni a

protizdnétlivé  uCinky, inhibici proliferace rakovinnych bunék a prevenci

kardiovaskularnich onemocnéni a osteoporozy. (Qinglu et al. 2013)
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3.6.1 Genistein

OH

Obr. 4 Chemicka struktura genisteinu.

Genistein (viz Obr. 4) je biosynteticky nejjednodussim isoflavonoidem, ktery se
nachazi ve vice nez 80 druzich rostlin ¢eledi Fabaceae. (Kaufman et al. 1997) Hlavnim
zdrojem genisteinu v lidské stravé je s6ja (Glycine max) a sojové produkty — tofu,
fermentovand sdjova pasta miso, sdjova omacka a sdjové mléko. (Wakai et al. 1999)
Dalsimi zdroji genisteinu jsou rostliny Psoralea corylifolia, lupina (Lupinus spp.), bob
obecny (Vicia faba) a puerarie lalo¢nata (Pueraria lobata), znama také pod ndzvem ,,kofen

kudzu®. (Kaufman et al. 1997)

Genistein je v rostlinach ptfitomen ve formé svého glykosidu genistinu. Z né¢ho se
uvolnuje zpét do formy aglykonu po Gprave fermentaci nebo v priubehu traveni. (Ganai a

Faroqi 2015)

Diky své strukturni podobnosti s estrogeny ma genistein schopnost vazat se na

estrogenni receptory a fadi se proto k fytoestrogeniim. (Dixon a Ferreira 2002)

Genistein funguje jako inhibitor tyrozinkinazy, pfedev§im receptoru pro

epidermalni ristovy faktor. (Akiyama 1987)

Jeho biologickou aktivitu zkouma fada studii. Zaméiuji se predevSim na jeho
preventivni U¢inky vii¢i karcinogenezi (hlavné u rakoviny prsu, ale i jater, zaludku,
mocového meéchyte, plic, prostaty a kolorektadlniho karcinomu. (Russo et al. 2016,
Spagnuolo et al. 2015, Dixon a Ferreira 2002) Mezi mechanismy ucinku genisteinu lze
fadit inhibici angiogeneze a inhibici bun&cné proliferace. (Fotsis et al. 1995, Farina et al.

2006)

Genistein dale vykazuje pozitivni vliv pfi prevenci a 1écb€ postmenopauzalni
ztraty kostni hmoty a osteoporézy, kardiovaskularnich chorob (pfiznivym vlivem na
spektrum krevnich lipidl a vasodilatacnim G¢inkem) a pfiznakd menopauzy. (Polkowski

a Mazurek 2000, Squadrito et al. 2002)
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Genistein pfi dlouhodobém podévani posiluje na endotelu zavislou vasodilataci
prostfednictvim zvySeni plazmatické hladiny NO a snizeni hladiny endothelinu-1.
MozZznym mechanismem zvySeni hladiny NO je zvySeni aktivity endotelidlni NO
synthasy. Pfi hleddni mechanismu snizeni hladiny endothelinu-1 se uvazuje o inhibici
exprese genu pro endothelin, zapficinéné specifickou tyrozinkindzovou aktivitou
genisteinu. Druhou moznosti je, Ze hladina endothelinu-1 klesé diky zvySeni hladiny NO,

ktery mé schopnost regulovat produkci endothelinu-1. (Squadrito et al. 2002)

Mrwe

rozséhlou metabolizaci a efluxnim transportem. (Yang et al. 2012)

Po orélni aplikaci je genistein rychle a téméft zcela absorbovan tenkym stfevem.
Jen asi 3% pfijatého genisteinu jsou v plazmé po absorpci pfitomna ve formé aglykonu,
vétSina podaného genisteinu je okamzité konjugovana s kyselinou glukuronovou nebo se
sulfatem. (Yang et al. 2012). Genistein mtze podstoupit konjugaci ve dvou polohéch (viz
Obr. 5), proto miize byt pfitomny v plazmé ve form¢ monoglukuronidli, monosulfati,
diglukoronidii, disulfath a smiSenych konjugatt. (Shellnut et al. 2002) Prevazujicim
konjugidtem je genistein-7-O-glukuronid. Metabolismus genisteinu se odehrava
predevsim a jatrech a v epitelidlnich bunkach stény tenkého stieva. (Kwon et al. 2007)
Shellnut et al. (2002) naznacuji, Ze konjugaty genisteinu mohou mit vlastni biologickou

aktivitu nebo slouzit jako zdroj aglykonu v cilové tkani.

L. Glu
2.5R

i 0
1. Glu
2. 58-R
OH O ,
_.1_

Genistein

HO

Obr. 5 Chemicka struktura genisteinu. Vyznacena jsou mista, ktera mohou byt

glukuronidovana nebo sulfatovana.(Prevzato z: Shellnut et al. 2002)

Na first-pass efektu v metabolizaci genisteinu se kromé stieva podili i jatra. Po
absorpci enterocyty a konjugaci vstupuje genistein vratnicovou Zilou do jater. Zde je

zbyvajici aglykon genisteinu metabolizovan na konjugaty, pfipadné oxidovan na své

23



koncové metabolity. Produkty jaterniho metabolismu jsou vylouc¢eny Zluci do stieva.
Diky aktivité bakterii tenkého a tlustého stfeva mohou byt konjugaty hydrolyzovany a
aglykon opét vstfeban stievni sténou, dochazi tedy k enterohepatalni cirkulaci. (Yang et

al. 2012)

Genistin mtize podstupovat i enterickou cirkulaci. Genistein zmetabolizovany
enterocyty mize byt vyloucen zpét do lumen stieva pomoci efluxnich transportért.
Podobné jako pii enterohepatdlni cirkulaci mohou byt konjugaty St€peny intestinalni

mikroflorou a reabsorbovany stfevni sténou. (Yang et al. 2012)

Diky dualni cirkulaci se genistein a jeho konjugéty koncentruji v GIT a v jatrech

vice nez v ostatnich tkanich. (Yang et al. 2012)

Malou ¢ast metabolismu genisteinu tvoifi oxidace jaternimi mikrosomalnimi
enzymy na hydroxyderivaty (3'-OH-genistein, 6-OH-genisten, 8-OH-genistein) a Stépeni
bakterialni mikroflorou ptes dihydrogenistein a 6°-hydroxy-O-desmetylangolesin az na
koncové  produkty kyselinu  2,4,6-trihydroxybenzoovou, 4-etylfenol, 1,3,5-
trihydroxybenzen a kyselinu 2-(4-hydroxyfenyl)propionovou. (Yang et al. 2012,
Coldham et al. 2002)

Genistein je z téla vyloucen stolici a mo¢i ve formé svych metaboliti, predevSim
konjugatli, dihydrogenisteinu, 6°‘-OH-O-desmetylangolensinu, trihydroxybenzenu a

3¢,4¢,5,7-tetrahydroxyisoflavonu. (Kwon et al. 2007)

3.6.2 Genistin

Obr. 6 Chemicka struktura genistinu.

V soje a sojovych produktech je genistein obsazen pfevazné ve formé svého
glykosidu genistinu (viz Obr. 6). Asi tfetina oralné ptijatého genistinu je Stépena [3-
glukosiddsami tenkého stfeva a enterobakteriemi tlustého stfeva na svilj aglykon
genistein. Zbylé dvé tietiny jsou absorbovany enterocyty v glykosidické formé. Genistin

pfechézi pfes membranu enterocytl pasivnim transportem ve své intaktni formé. (Kwon
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et al. 2007) Rada studii srovnavala biodostupnost genistinu a genisteinu po oralnim
podani, jejich vysledky se od sebe ale vyrazné lisi. (Yang et al. 2012) Pti oralnim podéni

samostatnych latek je genistin absorbovan nékolikanasobn¢ pomaleji nez genistein, coz

vvvvvvvv

2007)

Rada studii zkouma schopnost genistinu sniZovat redukei kostni hmoty (Takehiko
et al. 2001), zpomalovat rst tumorti a preventivné branit jejich vzniku (Choi et al. 2006,

Hamdy et al. 2012) a ptsobit antioxida¢né. (Chung et al. 2006)

T,

Obr. 7 Chemicka struktura 4-etylfenolu.

3.6.3 4-etylfenol

4-etylfenol (viz Obr. 7) je koncovy produkt Stépeni genisteinu stfevni
mikroflorou. (Coldham et al. 2002). M4 vyznam jako slozka ¢erveného vina, kterému

proptjcuje specifické aroma. (Milheiro et al. 2017)

25



4  Cil prace
Cilem této prace bylo zjisténi vlivu vybranych latek ze skupiny isoflavonoidi a

jejich metabolitil in vitro na izolovanou aortu potkana.

- Pomoci ktivky dévka-tcinek (drug-response curve, DRC) zjistit schopnost
genistinu, genisteinu a 4-etylfenolu relaxovat aortu potkana prekontrahovanou pomoci
noradrenalinu.

- Porovnat testované latky pomoci zjisténych hodnot koncentrace navozujicich

50% tcinek (ECso).
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S5  Experimentalni ¢ast

5.1 Zvirata a material

5.1.1 Pokusna zvirata

Pro tcely experimentu byli pouziti samci potkana kmene Wistar:Han o hmotnosti
300 — 400g. Zvitata byla dodana firmou MediTox s.r.o. Konarovice. Zvifata byla k
pokusu pouzita po uplynuti nejméné sedmidenni aklimatizace ve vivariu Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové. Byla krmena standartni peletizovanou potravou a méla volny

pfistup k pitné vode.

Pribéh experimentl probihal v souladu se zdkonem ¢.246/1992 Sb. O ochrané
zvitat proti tyrani a se souhlasem Etické komise Farmaceutické fakulty Univerzity

Karlovy v Hradci Kralové.

5.1.2 Pouzité chemikalie

Tab. 1 Pouzité chemikalie.

Nazev chemikalie Vzorec M, Vyrobce
‘ RNDr. Jan Kulich,
Dihydrogenfosfore¢nan
KH>PO4 136,09 Hradec Kralové,
draselny p.a. . )
Ceska republika
Penta Chrudim,
Chlorid sodny p.a. NaCl 58,44 y
Ceska republika
Chlorid véapenaty Lachema Brno,
CaCl 110,99 5
bezvody p.a. Ceska republika
Hydrogenuhli¢itan Penta Chrudim,
NaHCO:3 84,01 y ‘
sodny p.a. Ceska republika
Lachema Brno,
Chlorid draselny p.a. KCl 74,56 y
Ceska republika
Siran hofecnaty Lachema Brno,
MgS04.7H,0 246,47 5 ‘
heptahydrat p.a. Ceska republika
D-glukosa monohydrat Penta Chrudim,
CsH1206.H20 180,16 . )
p.a. Ceska republika

Noradrenalin bitartrat

monohydrat p.a.

27

CsH11NO3.C4sHe06.H2O

337,28

Sigma-Aldrich,

Neémecko



Nitroprusid sodny Sigma-Aldrich,
Nay[Fe(CN)sNO].2H.O 297,95

dihydrat p.a. Némecko
o (CH3):N(I)CH2CH,0COC Sigma-Aldrich,
Acetylcholin jodid p.a. 273,1
H; Némecko
Dimetylsulfoxid Sigma-Aldrich,
(CH3)2S0O 78,13
(DMSO) Némecko

Sigma-Aldrich,
Uretan C3H/NO> 89,09
Némecko

Priiprava Krebsova Zivného roztoku

Latky (Tab. 2) kromé¢ chloridu vapenatého byly navdzeny a rozpusStény v malém
mnozstvi destilované vody. Chlorid vapenaty byl rozpustén v destilované vodé oddélené
od ostatnich latek, aby se predeslo vysrazeni slabé rozpustnych vapenatych soli. Roztok
chloridu véapenatého byl ptidan k roztoku ostatnich latek. Na zavér byl roztok doplnén

destilovanou vodou na pozadovany objem.

Tab. 2 Slozeni Krebsova zivného roztoku.

Latka Koncentrace (g/1)

Chlorid sodny p.a. 5,54

Chlorid draselny p.a. 0,35

Chlorid véapenaty bezvody p.a. 0,28
Hydrogenuhli¢itan sodny p.a. 2,1

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. 0,16

Siran hotecnaty heptahydrat p.a. 0,29
D-glukosa monohydrat p.a. 2,1

5.1.3 Pristroje a pomicky

1. Aparatura pro izolovanou tkan ex vivo; Multi chambre tissue bath system
[Experimentia Ltd, Budapest, Mad’arsko]

2. Vyhodnocovaci software; S.P.E.L., Advanced Kymograph Software SOFT -03-
KYMO, [Experimentia Ltd, Budapest, Mad’arsko]

3. Laboratorni sklo, laboratorni 1zicka, mikropipety

4. Trepacka IKA Vortex Genius 3 [[IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Némecko]

5. Laboratorni vahy [Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko]
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6. Operacni nastroje (operacni stolek, nizky, pean, pinzety)
7. Plynové lahev s pneumoxidem (smés 95 % O2 a 5 % CO2) [Linde gas]

8. Software GraphPad Prism version 6.

5.1.4 Testované latky

Tab. 3 Latky testované na izolované aorte.

Latka Strukturni vzorec M, Vyrobce

0 Extrasynthese,
Genistin “‘LSL)?\/O ® 0 432,37
|

Francie

HO 0]
O | Extrasynthese,
Genistein 270,24

O Francie
OH O OH
Sigma-
4-etylfenol /\©\ 122,16 Aldrich,
OH

Neémecko

5.2 Metodika

5.2.1 Priibéh experimentu

5.2.1.11zolace a priprava tkané

Uspani zvirete: Potkan kmene Wistar:Han byl ponechdn 24 hodin nalacno a nasledné
uveden do celkové anestezie i.p. podanym uretanem v davce 1,2 g/kg. Byl pouzit roztok o
koncentraci 20 g/100 ml, objem roztoku anestetika byl vypocitan podle hmotnosti

konkrétniho pokusného zvitete. (Tab. 4) Zvite bylo usmrceno vykrvenim.

Tab. 4 Objem roztoku anestetika podle hmotnosti konkrétniho zvirete.

Hmotnost zvirete (g) 200 225 250 275 300 325 350 375
Aplikovany objem (ml) 1,2 1,35 1,5 1,65 1,8 1,95 2,1 2,25

Vynéti aorty a priprava preparati: Hrudni dutina byla podéIn€ nasttizena, zviie
vykrveno a po vykrveni byla vynata hrudni ¢ast aorty. Aorta byla ihned po vyjmuti vloZena

do Petriho misky s Krebsovym roztokem o pH 7,4 (135 mmol/l NaCl, 5,0 mmol/l KClI, 2,5
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mmol/l CaClz, 1,3 mmol/l MgSO4, 1,2 mmol/l KH2PO4 20 mmol/l NaHCO3 a 10 mmol/I
glukdzy). Po ocisténi aorty od okolni pojivové a tukové tkané€ byla céva nastiithana na 5 mm
dlouh¢ segmenty. Pii preparaci bylo tfeba dbat opatrnosti, aby nedoslo k poruseni integrity

endotelové vrstvy.

Jednotlivé aortalni krouzky byly zavéSeny na nosi¢ tkané a héacek spojeny
s prevodnikem, ktery pfevadi mechanickou energii na elektrickou. Pfevodnik byl spojen
s po¢itacem S.P.E.L. Advanced Kymograph Software (Experimetria Ltd, Mad’arsko).
Pomoci tohoto mechanismu bylo méteno isotonické napéti cévy. Jednotlivé preparaty
byly ponofeny do 5 ml Krebsova roztoku, temperovaného na 37°C, okysliCovaného

pneumoxidem (95% O2/ 5% CO2).

Stabilizace a zatéz tkané: Aortalni krouzky byly natazeny na 2 g a stabilizovany po
dobu 45 minut. V prab¢hu stabilizace byl vzdy po deseti minutach ménén Krebstiv roztok za

cerstvy.

Testovani kontraktility a funkce endotelu: Do lazné s Krebsovym roztokem bylo
piidano 50 pl NA o koncentraci 102 M (kone¢na koncentrace v lazni byla 10° M) a byla
navozena kontrakce, ktera se stabilizovala pfiblizné¢ za 30 minut. Pro ovéfeni neporusenosti
endotelové vrstvy, kterd mohla byt poruSena v prubehu preparace, bylo do lazné ptidano 50
ul acetylcholinu (acetylcholin mél v 1azni 10* M). V ptipadg, Ze ziistal endotel neporuseny,
doslo k relaxaci cévy (Taylor et al. 1988). Po skonceni testovani kontraktility a funkce
endotelu byl Krebsiv roztok nékolikrat vyménén. Po ustdleni hodnot nasledoval vlastni

experiment.

5.2.1.2 Vlastni experiment

Do 14zné s preparatem bylo ptidano 50 pl NA o koncentraci 10 M (koneéna ¢ v 1azni
10~ M) a opét navozena kontrakce. Po dosaZeni maximalni kontrakce a stabilizaci odpovédi
byla do lazné pfidavana testovana latka kumulativné ve vzristajicich koncentracich, aby
finalni koncentrace testované latky v 1azni stoupaly od 107 do 10 M, piipadné u méng
tginnych latek od 10”7 — 10 M. Po ustaleni hodnot byly vysledky zaznamenany. Pi kazdém
pokusu vzdy slouzil jeden aortalni krouzek jako kontrola — do roztoku bylo piidavano pouze

vehikulum bez testované latky.

Ukonéeni experimentu: Do lazn¢ byl pifidan nitroprusid sodny (50 pl, 10 pM,
kone¢néa koncentrace v lazni 0,1 pM). Navozend relaxace byla povazovana za maximalni

(Taylor et al. 1988).
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5.2.2 Vyhodnoceni

Ziskané vysledky byly vyhodnoceny pomoci pocitacového programu GraphPad
Prism5. Relaxace tkan¢ navozené jednotlivymi koncentracemi testované latky byly
pfepocéteny na procenta z maximalni relaxace. Ziskané hodnoty byly poté vyneseny do
grafu, ktery znazoriiuje zavislost procentudlni relaxace aorty na logaritmické koncentraci
testovaného vzorku. Pomoci vynesenych hodnot byla sestrojena relaxacni kiivka a z ni
ur¢ena hodnota ECs, tedy koncentrace vyvolavajici 50 % mozné relaxace. Pro kazdou

ktivku i pro hodnoty ECso byly urceny také 95% konfiden¢ni intervaly.
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6 Vysledky
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Obr. 8 DRC krivky testovanych latek. Porovnani vasorelaxacnich ucinkii genisteinu,
genistinu, 4-etylfenolu a kontroly (DMSO) na izolovanou potkani aortu. Kazda kiivka je
tvorena priimérem z nejméné tri méreni. Koncentrace DMSO je vyjadiena v procentech

pod osou Xx.

Latky byly zkouSeny na aortalnich krouZcich, které byly stabilné¢ a dlouhodobé
prekontrahovany noradrenalinem. Testované latky byly zkouSeny na cévach

s neporusenym endotelem, coz bylo ovéfeno pisobenim acetylcholinu.

Kumulativnim ptidavanim zvySujicich se davek testovanych latek bylo dosazeno
koncentraci v rozmezi 107 — 10 M, u méné ¢innych latek jsme méfili jen v rozmezi
107 — 10 M. Latky vyvolaly davkové zavislou vasorelaxaci, ktera vsak nikdy nedoséhla

100% relaxace. (viz Obr. 8)
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Genistein vyvolal ze zkousSenych latek nejvétsi, vice nez 80% vasorelaxaci

v

Utinek vykazal i genistin, vyvolal ale podstatné niz$i maximaélni relaxaci (35%). Nejnizsi
tcinek vykazal 4-etylfenol. V davkach do 10* M vyvolal dokonce niZ§i vasorelaxaci nez

kontrola (DMSO), ve vysSich davkach dosahl jen ¢astecné vasorelaxace (40%).

Porovnanim 95% konfidencénich intervalt relaxace aortalnich krouzka ziskame

nasledujici fadu: genistein > genistin > 4-etylfenol > DMSO (kontrola).

Pti srovnani hodnot ECso dojdeme ke stejné fade. (viz Tab. 5, Obr. 9)

Tab. 5 Srovnani hodnot ECso genisteinu, genistinu a 4-etylfenolu.

ZkouSena latka ECso (M) Konfiden¢ni interval 95% (M)
Genistein 2,903.107 2,544.10° -3,313.10°7
Genistin 4,045.10* 3,180.10* —5,146.10*

4-etylfenol 1,509.107 1,125.10% - 2,025.10°3
ECso

1000 4 *

< 100
°
E
= :
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® genistein
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Obr. 9 Srovnani hodnot ECsg genistinu, genisteinu a 4-etylfenolu.



7  Diskuze

Ptedkladand prace svym zaméfenim navazuje na praci Vyzkumné skupiny
kardiovaskularni a respiracni farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové Univerzity Karlovy v oblasti kardioprotektivnich uc¢inki flavonoidnich latek na
lidsky organismus. Byly zkoumany 3 latky ze skupiny isoflavonoidul a jejich metabolitt:

genistein, genistin a 4-etylfenol.

Flavonoidy jsou rozsahlou skupinou rostlinnych sekundarnich metaboliti
polyfenolického typu. Jsou v pfirodé hojné rozsifené, v cévnatych rostlinach bylo
popséano vice nez 4000 latek. Hlavnimi zdroji flavonoidl v lidské stravé jsou zelenina,

semena, citrusy, olivovy olej, ¢aj a Cervené vino. (Middleton et al. 2000)

Strukturné se jednotlivé flavonoidy 1iSi stupném oxidace pyranového kruhu,
poctem a polohou substituentd (pfedevsim hydroxylovych a methoxylovych skupin) na

obou aromatickych kruzich a napojenim cukrt nebo organickych kyselin.

Utinky flavonoidi na lidsky organismus jsou Siroké a zahrnuji schopnost
normalizovat permeabilitu kapilar, snizovat jejich lomivost, ptsobit antihemoragicky a
antiedematdzné. Nekteré rozsifuji cévy, snizuji krevni tlak, plsobi antiagregacné.
Flavonoidy maji antioxida¢ni aktivitu, jsou schopné eliminovat volné kyslikové radikaly
a reaktivni formy kysliku pfi jejich nadprodukci v lidském organismu. Nékteré chelatu;ji

-----

jako podptirné prostredky pii 1€cb¢ infekénich nemoci. (Spilkova 2016)

Zkouman¢ latky genistein a genistin patii mezi isoflavonoidy. Isoflavonoidy jsou
podskupinou flavonoidd, jejich struktura je odvozend od 3-fenylchromanu. V nejvétsi
mife jsou zasoupeny v ¢eledi Fabaceae, predev§im v soje lustinaté, v niz§i mife pak
v Celedi Linaceae, v semenech Inu seté¢ho. (Birt et al. 2001, Setchell a Cassidy 1999)
Isoflavonoidy projevuji v lidském téle jak nehormonalni, tak hormondlni aktivitu, které
je dana strukturdlni podobnosti isoflavonoidl s estrogennimi hormony. Proto byvaji
nékdy oznafovany jako ,,fytoestrogeny®. Diky témto G¢inkim mohou mit isoflavonoidy
pozitivni vliv pfi terapii nddorli, menopauzalnich symptomi, kardiovaskularnich chorob

a osteoporozy. (Setchell a Cassidy 1999)

Podavani flavonoida v potravé miize pozitivné ovlivnit funkci endotelu a podpofit

relaxaci cév. (Tanwar a Mogdil 2012).
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V ramci jinych praci jiz byl in vitro potvrzen vasodilatacni u¢inek fady flavonoidt
a  jejich  metaboliti: kvercetinu, isorhamnetinu, tamarixetinu, 3-(3-
hydroxyfenyl)propionové kyseliny, 3-kumarové kyseliny, 3,4-dihydroxyskoficoé
kyseliny, 4-metylkatecholu (Najmanova 2017), formanonetinu, isoformononetinu
(Peskova 2017), glyciteinu, tectorigeninu a daidzeinu (Novysedldkova 2017).
Predkladand prace dopliiuje informace o vasorelaxacnich ucincich genistinu a jeho

metabolitl genisteinu a 4-etylfenolu.
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Obr. 10 Schéma biotransformace genistinu strevni mikroflorou. (Modifikovano

dle: Coldham et al. 2002, Riifer a Kulling 2006, Frankenfeld 2011)

Stfevni mikrofléra metabolizuje genistin pfes genistein, dihydrogenistein, 6°-
hydroxy-O-desmetylangolesin az na koncové produkty kyselinu 2,4,6-
trihydroxybenzoovou, 4-etylfenol, 1,3,5-trihydroxybenzen a kyselinu 2-(4-
hydroxyfenyl)propionovou. (viz Obr. 10) (Coldham et al. 2002)

Prvnim krokem metabolismu glykosidu genistinu je jeho hydrolyza na aglykon

genistein. Odstranénim cukerné slozky genistinu doSlo ke zvySeni vasorelaxacni
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ucinnosti latky. To odpovida teorii Hammada a Abdally (1997), ktefti tikaji, Ze pfitomnost
cukru v molekule flavonoidu snizuje jeho biologickou aktivitu. Vyssi ti€inek genistinu by

bylo mozno ocekavat in vivo po metabolizaci stfevni mikroflérou.

Srovnani vasorelaxa¢ni Uc¢innosti genisteinu se strukturné podobnymi
isoflavonoidy naznacuje vice o vyznamu jednotlivych substituentii na isoflavonovém

kruhu.

Daidzein se od genisteinu odliSuje pouze chybéjici hydroxyskupinou v poloze 6
isoflavonového skeletu. Tato zména struktury se odrazila ve zvySeni maximalni
vasorelaxace daidzeinu o 10 % oproti genisteinu. (Novysedlakovéa 2017) Mazeme z toho

proto usuzovat, ze hydroxyskupina v poloze 6 snizuje vasorelaxacni u¢innost.

Naopak glycitein, ktery mé& v poloze 6 metoxyskupinu, vykézal maximalni
relaxaci témét 100%. (Novysedladkovd 2017) Podobnou strukturu s metoxyskupinou
v poloze 7 mé isoformonetin, ktery také vykazuje vysokou maximalni relaxaci (Peskova
2017). Z toho mizeme vyvodit, Ze metoxyskupina v poloze 6 a 7 zvysSuje vasorelaxacni

aktivitu isoflavonoidu.

Absence ucinku 4-etylfenolu naznacuje, Ze neporuseny isoflavonovy skelet je pro

ucinek metabolitl genisteinu nezbytny.

Uginny genistein miize vznikat i metabolismem biochaninu A. Wang et al. (2002)
za pouziti mirn¢ odlisSné metodiky prokdzal jeho vasodilataéni Uc¢inek, vyssi (97%
relaxace, ECs0=5,8*10° mol/l) nez nami zméfeny ucinek genisteinu. Zméieni
vasorelaxacniho ucinku biochaninu A a genisteinu stejnou metodou by mohlo pfinést

informaci o vlivu metylace hydroxylové skupiny genisteinu v poloze 4°.

Nase méfeni probihala na aortalnich krouZcich s neporuSenym endotelem. Li et
al. (2004) prokazali mirn¢ odliSnou metodikou, ze vasorelaxacni ti€inek genisteinu je na

endotelu nezavisly.

Tato diplomova préce pfinesla urcité dil¢i vysledky, vyvolala ale i dal$i naméty ke
studiu. Bylo by vhodné zaméfit se zejména na:
e objasnéni mechanismu u¢inku genisteinu

e ovéfeni, zda i nase metodika potvrdi nezavislost G¢inku genisteinu na endotelu
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vyzkum vasodilata¢nich u¢inkl dalSich metabolith genisteinu:
dihydrogenisteinu, 6‘-hydroxy-O-desmetylangolesinu, pfipadné konecnych
produktt §tépeni, kyseliny 2,4,6-trihydroxybenzoové, 1,3,5-trihydroxybenzenu a
kyseliny 2-(4-hydroxyfenyl)propionové.



r 4
8 Zavér
Tato prace se zaméfila na zméfeni vasorelaxa¢niho Uc¢ineku isoflavonoida

genistinu a genisteinu a jejich metabolitu 4-etylfenolu. Pokusy probihaly in vitro na

izolovanych aortalnich krouzcich potkana.
Nase experimenty pfinesly tyto zavery:

e Genistein navodil pfiblizn€ 80% relaxaci prekontrahované aorty, ECso =
2,903.10° M.

e QGenistin, glykosid genisteinu, navodil jen ¢astecnou relaxaci NA
prekontrahované aorty, ECso = 4,045.10* M. Nizka Gi¢innost genistinu je
pravdépodobné dana ptitomnosti cukru v molekule, po metabolizaci stfevni
mikroflérou by byla patrné vyssi.

e 4-etylfenol v nizsich koncentracich vyvolal dokonce niz8i ti€inek nez kontrola

DMSO, ve vyssich koncentracich vyvolal jen ¢aste¢nou vasorelaxaci.
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