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Nézov diplomovej prace: Stidium vazodilataéného ucinku tamarixetinu na modeli prasa-

cej koronarnej cievy ex vivo.

Flavonoidy ako jedny z naj¢astejSie sa vyskytujucich rastlinnych obsahovych latok
st zndme svojimi priaznivymi u¢inkami na 'udsky organizmus a zvIast’ kardiovaskularny
systém. Tato diplomova praca sa zaobera vazodilatatnym posobenim flavonoidu

tamarixetinu.

Cielom prace bolo vykonat’ screening vazodilatacnych uc¢inkov na 10 obsahovych
latkach z hlohu. Zo screeningu vybrat’ latku vazodilata¢ne najucinnejSiu a nasledne na nej
overit mechanizmus uc¢inku. Experimenty prebiehali na ex vivo modeli prasacej
korondrnej artérie. Ku prekontrahovanym kruhom artérie bola vo vzrastajicich
koncentraciach priddvana skisana obsahova latka za sucasného sledovania vazodilatacie.
Pri overovani mechanizmu ucinku boli pouZzité¢ inhibitory jednotlivych skuSanych

mechanizmov.

Z vysledkov vyplynulo, Ze vazodilatatne najucinnejSou latkou bol tamarixetin
s hodnotou ECso=47,8 umol.l"". Konkrétny mechanizmus t¢inku nebol potvrdeny,
avSak bolo zistené, Ze tamarixetin pravdepodobne ovplyviiuje L-typ napédtovo zavislych
vapnikovych kanalov na membrane buniek hladkého svalu. Jeho posobenie mdze byt
bud’ priame alebo nepriame cez vnutrobunkovl Struktaru ovplyviujucu L-typ
vapnikovych kanalov. Pre konkrétne zistenie mechanizmu uc¢inku st potrebné d’alSie

experimenty.
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Title of diploma thesis: Study of the vasodilatory effect of tamarixetin in an ex vivo por-

cine coronary vessel model.

Flavonoids, as one of the most common herbal substances, are known for their

beneficial effects on the human organism and in particular on the cardiovascular system.

The aim of this thesis was to screen ten substances contained in hawthorn for
vasodilatory effects, select the most active one, and subsequently verify mechanism(s) of
its vasodilatory action. The experiments were conducted on an ex vivo vascular model
using the pig coronary artery. In screening, the tested substance was always cumulatively
added to the precontracted arterial rings at increasing concentrations while monitoring the
vasodilatation. Vasoactive inhibitors or agonists of several vasodilatory pathways were

used for verification of possible mechanism(s) of action.

The results showed that the most active vasodilatory substance was tamarixetine
with an ECso of 47.8 umol.I"". The detail mode of action has not been discovered however
tamarixetine has been shown to influence the voltage dependent calcium channels of L-
type on the vascular smooth muscle cell membrane. Its action may be either direct or
indirect via an intracellular structure influencing the L-type calcium channels. Further

experiments are needed to specify this mechanism of action.
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1 ZOZNAM SKRATIEK

4-AP 4-aminopyridin

ACE angiotensin konvertujuci enzym

ATl receptor 1 pre angiotenzin I1

ATP adenosintrifosfat

BACE 1 B-sekretaza 1

BMMCs mononukledrne bunky l'udskej kostnej drene
cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CK kreatin-kinaza

CNP natriureticky peptid C

CO oxid uhol'naty

COMT katechol-O-metyl transferaza

COX-2 cyklooxygenéza 2

CYP cytochrom P450

DMSO dimetylsulfoxid

DT-3 Specificky inhibitor PKG 1Alfa

EDCF endotelom produkovany kontraktacny faktor
EDRF endotelom produkovany relaxacny faktor
eNOS endotelidlna syntdza oxidu dusnatého
ETa endotelinové receptory A

ETb endotelinové receptory B

G2/M kontrolny bod bunkového cyklu

GSH glutation

GTP guanosintrifosfat

H>S sulfan

HCA-7 Pudské bunky rakoviny hrubého &reva
HPLC-MS/MS kvapalinova chromatografia s hmotnostnou spektrometriou
HSA I'udsky sérovy albumin

IBX iberiotoxin

IL-6 interleukin 6

IP3R inositol-trifosfatovy receptor

Katp ATP zévislé draslikové kanaly



KCa

Kv
KVS
LDL
MLCK
MMP
MW
NF-«B
NNK
NO
NSCLC
NTS
OoDQ
PDE
pGC
PGE-2
PKA
PKC
PXR
RAAS
ROCK
ROS
SEM
sGC
SS
TAC
TCM
TNF-a
VLDL

draslikové kanaly aktivované vapnikom
vstupne rektifikované draslikové kanaly
draslikové kanaly aktivované membranovym napétim
kardiovaskularny systém

lipoprotein s nizkou hustotou

kinaza 'ahkého retazca myozinu

matrixové metaloproteinazy

molecular weight - molekuldrna hmotnost’
nuklearny faktor kappa B
4-methylnitrosamino-1-3-pyridyl-1-butanon
oxid dusnaty

nemalobunkovy karcinom plac

nitroprusid sodny
1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]chinoxalin-1-on
fosfodiesteraza

membranova guanylatcyklaza
prostaglandin E2

proteinkindaza A

proteinkindza C

pregnanovy receptor X
renin-angiotenzin-aldosterénovy systém
Rho-asociovana protein kinaza

reaktivne formy kyslika

smerodatna odchylka

solubilna guanylatcyklaza

salt sensitive - citlivy na soli

priecne ziZenie aorty

tradi¢na ¢inska medicina

tumor nekrotizujuci faktor alfa

lipoprotein s vel'mi nizkou hustotou
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2 UVOD

Kardiovaskularny systém zabezpecuje zékladné Zzivotné funkcie ludského
organizmu ako je prietok okysli¢enej krvi tkanivami, transport zivin, horménov a odvod
odpadnych produktov. Taktiez reguluje krvny tlak a napomaha udrzovaniu telesnej

teploty.

Kardiovaskularne ochorenia st jednymi z naj¢astejSich pricin umrti vo svete, jedna
sa hlavne o ischemicku chorobu srdca, mozgové cievne prihody, arteridlnu hypertenziu
a infarkt myokardu. V Eurodpe tvoria az 45% vSetkych umrti a az 4 miliony l'udi zomrie

ro¢ne na kardiovaskuladrne ochorenia (Townsend N et al. 2016).

Flavonoidy patria medzi najcastejSie sa vyskytujlce rastlinné obsahové latky. Maju
viacero pozitinych uc¢inkov na l'udsky organizmus ako napriklad: antihyperlipidemické,
antitrombotické, vazodilatatné, antioxidacné, antikancerogénne a gastroprotektivne.
Tato praca sa zameriava hlavne na ich priaznivé pdsobenie v prevencii a terapii
kardiovaskularnych ochoreni, a to konkrétne na latku tamarixetin a jej vazodilataéné
ucinky.

Prva Cast prace obsahuje zhrnutie teoretickych poznatkov o flavonoidoch, zv1ast’ je
zamerana na latku tamarixetin, jej Strukturu, zdroje, farmakokinetiku a u¢inky na l'udsky
organizmus. Dalej si vnej popisané jednotlivé komponenty, ktoré sa zaastiiuju
mechanizmu vazodilatacie a vazoaktivne latky, ¢o je dolezit¢é pre pochopenie
experimentalnej Casti. Experimentalna Cast’ prace obsahuje screening vazodilata¢nych
ucinkov vybranych obsahovych latok z hlohu. Tamarixetin bol zo screeningu vybraty ako
najucinnejsi a preto sa ndsledne skiimal mechanizmus jeho ucinku. Experiment bol

vykonavany na ex vivo modeli prasacej koronarnej artérie.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Hiloh

Rastlinny druh hloh, latinskym ndzvom pre rod Crataegus, ma rozne druhy -
pinnatifida, laevigata, monogyna a oxyacantha, scabrifolia z celade ruzovité -
Rosaceae. Je vzdyzeleny tinity maly strom alebo ker dorastajuci do vysky 5 az 15 metrov.

Plody su Cervené, Cierne alebo ZIté malvice (Martinelli F et al. 2021).

Hloh a hlavne plod z neho sa v tradiénej (pre oblasti Azia, Amerika a Eurépa) medicine
pouziva na ochorenia kardiovaskularneho a trdviaceho systému. Medzi jeho hlavné
pOsobenia sa  zaraduje antioxida¢né, antibakteridlne, antihyperlipidemické
a hepatoprotektivne. Hloh sa terapeuticky vyuziva hlavne v kardiovaskularnych
indikaciach ako angina pectoris, arytmia, hypertenzia a kongestivne srde¢né zlyhanie.
Najviac obsahovych latok obsahuju plody, Cervené aj zelené listy akvety hlohu.
Obsahové latky st hlavne flavonoidy, fenylpropanoidy, lignany, saponiny, vitamin C,
proantokyanidiny, triterpenoidy a glykozidy (LiverTox 2023). Odporti¢ana denna davka
vodne-etanolického extraktu z listov a kvetov hlohu je 160-900 mg rozdelena do dvoch
az troch davok. Tato davka bola schvalena na zaklade publikovanych dat ukazujacich
pozitivny prinos pre pacientov klasifikovanych v skupine NYHA II (Rigelsky JM a Sweet
BV 2002).

Vo vzt'ahu ku kardiovaskuldrnemu systému su zname tieto ucinky:
Antioxida¢né tc¢inky:
Flavonoidy obsiahnuté v hlohu s vysokym poctom hydroxylovych skupin vo svojej

Struktire st zodpovedné za vysokt schopnost’ absorbovat' kyslikovy radikal -

antioxidacné vlastnosti v prevencii KVS (kardiovaskularnych) ochoreni.

V pokuse na potkanoch bolo pozorované, Ze extrakt z hlohu v synergickom tc¢inku s
vitaminom C ma antioxida¢né ucinky, ktoré boli zodpovedné za prevenciu hypertenzie u
potkanov vystavenych teplu andmahe. Predpokladany mechanizmus ucinku je
udrziavanie normalneho systolického a diastolického tlaku zachovanim redoxne;j
homeostazy teda odburavanie oxida¢ného stresu, prevencia poSkodenia endotelu ciev

a generovanie NO (oxidu dusnatého), potlacanie zapalovych procesov (cez znizovanie
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hladiny zapalovych mediatorov IL-6 (interleukin 6), TNF-a (tumor nekrotizujtci faktor

alfa), NF-xB (nuklearny faktor kappa B) (Du W et al. 2022).
Antihyperlipidemické ucinky:

Bol pozorovany pozitivny vplyv druhu Crataegus pinnatifida u pacientov s
metabolickym syndromom, teda suborom rizikovych faktorov napriklad hypertenzia,
obezita, dyslipidémia a hyperglykémia. Flavonoidy =z listov redukovali oblasti
arteriosklerotickych 1ézii, triterpenické kyseliny viedli k znizeniu hladin u LDL
(lipoprotein s nizkou hustotou) a VLDL (lipoprotein s vel'mi nizkou hustotou) (Dehghani

S etal. 2019).
Vazodilata¢né ucinky:

Extrakt z hlohu p6sobi na cievny hladky sval ale aj na endotelové bunky. Extrakt z
Crataegus tanacetifolia sposobuje vazodilataciu prevdepodobne zvySovanim syntézy
a vylu¢ovania NO v bunkéch endotelu (Verma T et al. 2021). Dve u¢inné latky obsiahnuté
v plode hlohu - kyselina jabl¢né a asparagova indukovali tvorbu NO a zvySenie aktivity
eNOS (endotelidlna syntaza NO) a tym tlmili priznaky hypertenzie vyvolanej u SS (salt
sensitive) potkanov (Zheng X et al. 2019). Kardiovaskularne G€inky u hlohu st tradi¢ne
zname avSak nie s popisané obsahové latky zodpovedné za tento ucinok a ani jeho
presny mechanizmus. Vybrana obsahové latka z hlohu bola z tohto dévodu testovana

v tejto diplomovej praci.

3.2 Flavonoidy

Flavonoidy  predstavuju  jednu  znajrozSirenejSich  skupin  zrastlin
pochéadzajucich sekundarnych metabolitov fenolického povodu. Vyskytujli sa vo vac¢sine
rastlin, v ovoci a zelenine. Flavonoidy sa tiez ¢asto identifikuju ako pigmenty, ktoré su
zodpovedné sa sfarbenie listov. Ich vysoky obsah bol zaznamenany v ¢ervenom vine,
olivovom oleji, ¢aji, citrusovom ovoci alebo v semenéch rastlin (Middleton E Jr et al,

2000).

Uhlikovy skelet flavonoidov predstavuje C6-C3-C6 usporiadanie. Zaklad chemicke;j
Struktiry flavonoidov tvoria dva aromatické kruhy A a B, ktoré su spojené cez
trojuhlikaty ret'azec, ktory vytvara kyslik obsahujuci heterocyklicky kruh (heterocyklus
pyran) spojeny s kruhom A (Chagas MDSS et al. 2022).
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Tento heterocyklus sa nazyva 2-fenylbenzopyron, kde prebiechaju metylacie
a hydroxylacie, pripadne jednotlivé flavonoidy moézeme rozlisit’ na zaklade pripojen¢ho

cukru (Woodman OL a Chan ECH 2004).

Roézne usporiadanie kruhov vedie k odliSnostiam pri metabolickych procesoch ako su
hydrogenacia, sulfaticia, hydroxylacia, metylacia alebo glykozylacia, ¢o sposobuje

odliSnosti vo farmakologickom uc¢inku metabolitov (Chagas MDSS et al. 2022).

Flavonoidy sa podla ich Struktary delia na niekolko podskupin: flavony, flavonoly,
flavanony, flavanoly, flavanonoly, katechiny, antokyany a chalkény (Panche AN et al.
2016).

Flavonoly, medzi ktoré sa zarad’uje skimand latka tamarixetin vo svojej Struktire
obsahuju ketonicku skupinu, na kruhu C maja v polohe 3 hydroxylovu skupinu, ktora

mdze byt glykosylovana (Panche AN et al. 2016).

Flavonoidy sa vacSinou vyskytuju v podobe glykozidov, k ich hydroxylovym skupindm
(ku aglykénom) st pripojené konjugaty - glykony. St to prave cukorné ¢asti flavonoidov,
ktoré urcuju ich metabolizmus, absorpciu a distribiciu. Vacsina flavonoidov moze byt
absorbovand v tenkom alebo hrubom creve az po odstraneni glykonovej €asti Struktury.
Avsak nie je to pravidlom ako je mozné vidiet’ pri vstrebavani quercetrinu enterocytmi.
Vstrebavanie flavonoidov v €revach prebieha pomocou viacerych mechanizmov. Za
vstup flavonoidov do intestindlnych buniek st zodpovedné napriklad aj glukézoveé
transportéry SGLT1 a GLUTI1. Glykozid najCastejSie sa vyskytujiceho sa ateda aj
najviac preskimaného flavonoidu quercetinu quercetrin je transportovany do buniek

hrubého a tenkého €reva tymito transportérmi (Li S et al. 2020).

V priebehu rokov boli dokazané rézne priaznivé ucinky flavonoidov na ludsky
organizmus ako napriklad znizovanie plazmatickych hodnot LDL, inhibicia agregacie
krvnych trombocytov, inhibicia bune¢nej proliferacie alebo vychytavanie volnych

radikdlov (Woodman OL a Chan ECH 2004).

3.3 Tamarixetin

Cely chemicky nazov tamarixetinu je 4'-O-methylquercetin, quercetin 4'-methyl
éter alebo 3,5,7,3'-tetrahydroxy-4'-methoxy flavonol (Chan EWC et al. 2021). Je to teda

flavonoidovy O-methylovany derivat quercetinu (Darsandhari S et al. 2021).
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Jeho molekularny vzorec je CicHi2O7. Tamarixetin ma Styri hydroxylové skupiny
pripojené na 2-fenylbenzopyronovy skelet v polohach C3, C5, C7 a C3" a methoxy
skupinu v polohe 4’(vid’ Obr. 1) (Alsharairi NA 2023).

Tamarixetin je metabolit quercetinu vytvoreny v malych mnozstvach in vivo pomocou

enzymu katechol-o-methyl transferdza (Moalin M et al. 2012).

Quercetin je jeden z najbeznejSie v strave prijimanych flavonoidov pricom jeho
zastupenie je priblizne 60%. Quercetin je zndmy svojou U€innostou pri viacerych
ochoreniach. Jeho najviac zdokumentované ucinky st antioxidacny, antiagregacny
a vazodilatacny, antihypertenzivny, hypertrofiu redukujici u¢inok, ktoré sposobuju jeho

kardioprotektivny efekt (Pérez-Vizcaino F et al. 2002).

Quercetin sa metabolizuje v najvicSom mnoZstve v pe€eni a tenkom creve (Stainer AR
et al. 2019). Predpoklada sa, ze O-metylacia quercetinu prebicha v peceni kvoli
vysokému vyskytu tamarixetinu v zI¢i (Manach C et al. 1997). COMT (katechol-o-
metyltransferdza) katalyzuje prenos metylového zvySku z donorovej zliceniny s-

adenosylmethioninu (Sak K et al. 2017).

Metyléacia quercetinu, ktord prebieha na volnych hydroxyloch zvySuje metabolicku
stabilitu produktu, jeho biodostupnost’ a tiez jeho vlastné antikancerogénne vlastnosti

(Darsandhari S et al. 2021).
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Tamarixetin
OH

Quercetin OH

Obr. 1: Struktiira tamarixetinu a quercetinu

Prevzaté z: Hee JP et al. 2018

KedZe COMT preferuje 3'O-methylaciu pred 4’O-methylaciou, ku tvorbe d’alSieho
quercetinového metabolitu isorhamnetinu dochadza CastejSie nez ku tvorbe tamarixetinu
(Lomozova et al. 2021). Pomer quercetinu samotného a jeho metabolitov isorhamnetinu
a tamarixetinu v plazme po chronickej administracii potkanom bol 1:5:1 (Pérez-Vizcaino
F et al. 2002). U ¢loveka po podani 1095 mg quercetinu sa namerali hodnoty quercetinu,
isorhamnetinu  a tamarixetinu v pomere 40:6:13 (1,60 umol.I"'; 0,24 pmol.I'!;

0,52 pmol.I'") (Guo Y et al. 2013).

Dnes sa tamarixetin ziskava izolaciou z rastlin alebo pomocou chemickej syntézy,
selektivnej metylacie 7-O-benzylquercetinu tetraacetatu a selektivne;j

protekcie/deprotekcie 37, 4"-katecholu quercetinu (Shen J et al. 2019).

3.4 Zdroje tamarixetinu

Vyskyt flavonoidov v rastlinach zéavisi Castokrat na prirodnych vonkajSich

faktoroch, ktoré ovplyviiuju pozitivne alebo negativne rastlinny metabolizmus. Jedna sa
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o faktory ako: teplotné podmienky, ultrafialové Ziarenie, rocné obdobie, stres sposobeny

znecistenim prostredia, suchost'ou alebo slanostou pody (Chagas MDSS et al. 2022).

Zastupenie quercetinu a jeho derivatov je v rastlinach ¢asté s vynimkou tamarixetinu,
ktory je pomerne vzicny (Peng W et al. 2005). Nasleduje prehl'ad niektorych

zdokumentovanych rastlinnych zdrojov tamarixetinu.

Prva zmienka o tamarixetine je zroku 1954, kedy ho Gupta a Seshadri izolovali
z Tamarix troupii. V sucasnosti sa syntetizuje alebo izoluje z rastlin (Parajuli P et al.

2018).

V sedemdesiatych rokoch 20. storoc¢ia bol izolovany z rastlinného materialu Astragalus
miser var. Oblongifolius (rod kozinec z ¢el'ade Fabaceae, l'udovy nazov rastliny je vika

jedovatd) (Shen J et al. 2019).

Charakteristickym rastlinnym zdrojom latky tamarixetin je rod Tamarix, ktory sa bezne
pouziva v tradi¢nej medicine pre jeho antioxida¢né a antibakterialne pdsobenie. Rod

Tamarix ma priblizne 60 rastlinnych druhov (Niaz a et al. 2021).

Jednou z rastlin druhu Tamarix, ktord obsahovala tamarixetin je Tamarix ramosissima
a konkrétne list tejto rastliny (tamariSka kaspicka z celade Tamaricaceae, ktord bola

pozorovana pre jej antioxidaCné a antibakterialne vlastnosti (Sultanova N et al. 2001).

Tamarixetin bol izolovany aj z rastlinnej drogy, ktora sa pouziva v tradi¢nej egyptskej
medicine, listy Tamarix nilotica - tamariska nilska z ¢elade Tamaricaceae (Abouzid SF

et al. 2009).

Dalsou rastlinou pouzivanou v ludovom lieGitel'stve, konkrétne pre jej
antihyperglykemické pdsobenie, ktord obsahuje tamarixetin sa ukazal Tamarix dioica z

¢elade Tamaricaceae pricom extrakt sa ziskaval z celej rastliny (Niaz A et al. 2021).

Rastlinnd droga, z ktorej sa podarilo izolovat’ tamarixetin je Xiheliu, je to vetvicka
z rastliny Tamarix chinensis s ¢inskym nazvom Chengliu bezne pouzivand v Cinskej
I'udovej medicine. Pri sledovani G¢innosti a fytochemického zlozenia tejto latky sa zistilo,
ze hlavnymi sucastami a zarovenl U€innymi latkami su flavonoidy, medzi nimi aj

tamarixetin (Xu F et al. 2014).

Izol4cia tamarixetinu prebehla tieZ z rastlinnej drogy bungo perak-perak, ide o listy z

rastliny Begonia versicolor (rod begdnia z ¢el'ade Begoniaceae) (Abriyani E et al. 2014).
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Pritomnost’ tamarixetinu spolu s inymi flavonoidmi bola identifikovand v extrakte z
rastlinnej drogy Sophorae flos - puciky Sophora japonica - sofora japonska z celade

Fabaceae (Chen QC et al. 2010).

Rastlinné droga puciky z Cleistocalyx operculatus (si¢asny nazov Syzygium nervosum)
rod klincekovec z Cel'ade Myrtaceae, z ktorej boli flavonoidy izolované po prvy krat, tiez

obsahovala tamarixetin (Min BS et al. 2010).

Jednym =z izolovanych glykozidov tamarixetinu bol tamarixetin 3-O-B-D-
glukopyranosid. Tato latka bola izolovand z extraktu z cCerstvych zrelych listov
Azadirachta indica (rod nimbovnik alebo Neem z ¢el'ade Meliaceae) (Yadav DK et al.

2017).

Pritomnost’ r6znych flavonoidov vratane tamarixetinu bola pozorovand v mozgovom
tkanive a plazme potkanov po podani extraktu z Hypericum perforatum (I'ubovnik

bodkovany z ¢el'ade Hypericaceae) (Paulke A et al. 20006).

Dalsim rastlinnym zdrojom, ktory bol pouZity na izolaciu tamarixetinu je extrakt z drogy

Inulae flos (Inula japonica - oman japonsky z ¢el'ade Asteraceae) (Shunli P et al. 2021).

Pri skiimani ucinnosti prostriedku tibetsky Hongjingtian z TCM (tradi¢nej ¢inskej
mediciny) pri ochoreni COVID-19 (ciel'om bol imunoregulac¢ny a protizapalovy G¢inok)
sa analyzovalo bioaktivne zloZenie rastliny rozchodnica vrubkovana z celade
Crassulaceae. Rastlina obsahuje vela druhov flavonoidov a medzi najzastiipenejSimi aj

tamarixetin (Wang L et al. 2021).

Dalsim zdrojom tamarixetinu sa ukazal plod rakytnika reSetliakového - Hippophaé

rhamnoides L. z ¢el'ade hloSinovité - Elaeagnaceae (Suomela JP et al. 2006).

Blumea balsamifera (ako droga sa pouziva list) z cel'ade Asteraceae, ktord sa vyuziva v
I'udovom 4zijskom lie€itel'stve v terapii urolitidz ma medzi G€innymi latkami zaradeny
tamarixetin (Nessa F et al. 2010).

Rastlina, ktord sa ukéazala ako bohaty zdroj polyfenolov je Ficus carica - figovnik

obyc€ajny (Cel'ad’ Moraceae) a jeho plod tuniska figa. Tamarixetin bol v tejto rastline

identifikovany po prvykrat (Soltana H et al. 2018).

Flavonoidy a antokyanidiny st okrem iného zodpovedné za zafarbenie lupeniov rastlin.

Tamarixetin bol tiez identifikovany ako pigment v okvetnych listkoch repky olejnej -
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Brassica napus z ¢el'ade Brassicaceae. Najvyssie zastipenie mal v kultivaroch s bielymi

a zItymi okvetnymi listkami (Zeng H et al. 2023).

Tamarixetin a jeho glykozidy a derivaty boli identifikované po prvy krat v rastline
Scabiosa stellata L. (rod svrab, ¢el'ad’ Caprifoliaceae) konkrétne v etanolickom extrakte
z ususenej celej rastliny, ¢asto pouzivanej v tradi¢nej marockej medicine (Rahmouni N

etal. 2018).

Ked’ze tamarixetin a mnoho d’alSich flavonoidov bolo vyvinutych obmenou Struktiry
(metylaciou) quercetinu, boli snahy o zdokonalenie metdd na ich izolovanie z dévodu
narocnosti chemickej syntézy a toxickych reagencii. Jednou z dokonalejSich metdd sa
ukézala mikrobidlna transformécia, ktora prebieha jednokrokovo av miernejSich
podmienkach. Hlavnym krokom tohto procesu bola Escherichia coli, ktord obsahovala
methyltranferazovy gén GerMIII. Optimalizaciou tohto procesu sa umoznila efektivna

biokonverzia quercetinu na tamarixetin (Darsandhari S et al. 2020).

3.5 Utinky tamarixetinu

3.5.1 Gastrointestinalne Gcinky

Na tamarixetine boli pozorované gastroprotektivne ucinky. Na mySom modeli,
ktory mal indometacinom vyvolanu gastrickll ulceraciu sa oralne 30 minuat pred podanim
indometacinu podavali davky 15 a 25mg tamarixetinu na kilogram véhy. Na kontrolne;j
skupine bez premedikacie boli pozorované rozsiahle l1ézie na dne zalidku hodnotené
pomocou ulcer indexu. Premedikované modely mali dokdzané zniZenie priznakov na
viditelnych hemoragickych 1éziach, obnovenie poSkodenej epitelidlnej, mukoznej aj
submukéznej vrstvy, vratane znizenia infiltracie zapalovych buniek do submukoéznej

vrstvy (Yadav DK et al. 2017).

PXR (pregnanovy receptor X) je jaderny receptor, ktory je exprimovany vo viacerych
tkanivach traviaceho traktu ako napriklad peceni, dvanastniku, la¢niku, bedrovniku a tiez
v hrubom creve. Funkciou tohto receptoru je okrem iného aj regulovat’ transkripciu génov
dodlezitych pri metabolizme lieCiv ako napriklad CYP3A4 a CYP3AS (cytochrém P450
3A4 a3A5) atiez zapojenych v transporte lieCiv ako p-glykoprotein. Aktivacia PXR

receptoru ma potencial v terapii roznych zdpalovych ¢revnych ochoreni ako napriklad
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Crohnova choroba . Tamarixetin sa ukazal ako aktivator tohto receptoru a teda induktor

spomenutych CYPov (Lau AJ a Chang TK 2015).

3.5.2 Kardiovaskularne acinky

Tamarixetin spolu s dalSimi metabolitmi quercetinu (isorhamnetinom
a kaempferolom) disponuju vazodilatatnou aktivitou v cievach, ktoré boli vopred

kontrahované pomocou noradrenalinu (Alizadeh SR a Ebrahimzadeh MA 2022).

Tato aktivita bola ako davkovo zavisla pozorovana aj v d'alSich Stadiach flavonoidmi
indukovanej vazodilatacii a to konkrétne na thorakalnej aorte a na mesenterickej artérii,
ktord zaznamenavala vyssiu relaxaénii odpoved’ ciev. Uinok na cievy bol silnejsi v
odporovych artéridch nez v artériach vodivostnych. Viacero Studii sa zaoberalo vplyvom
prijimania flavonoidov pomocou potravy a mortalitou sposobenou ischemickou

chorobou srdca (Pérez-Vizcaino F et al. 2002).

Tamarixetin ma dokadzani protizdpalovll a antioxida¢ni aktivitu pri viacerych
ochoreniach. Na TAC (priecne zuzenie aorty) mySich modeloch tamarixetin dokazal
zmiernit’ hypertrofiu srde¢ného myokardu spdsobentl hypertenziou. Srde¢na dysfunkcia,
ktora je dosledkom chronickej hypertrofickej remodelacie srdca, ma Casto za nasledok
zlyhanie srdca a smrt’. Hypertrofia, ktora bola vyvolana pésobenim fenylefrinu na in vitro
H9C2 kardiomyocytoch mal tamarixetin inhibiénu aktivitu zavisla na davke. Uginkom
tamarixetinu bolo zniZenie expresie génov zodpovednych za tvorbu fibrotického tkaniva,

potlacenie apoptozy a oxidacného stresu (Fan C et al. 2019).

Pri §tadii aktivity quercetinu a tamarixetinu v in vitro aj in vivo prostredi sa quercetin
najprv metabolizoval na tamarixetin v trombocytoch pomocou COMT a nasledne sa
sledovali jeho u&inky na kardiomyocytoch. Uginky boli kardiotonické (inotropické)
pricom konkrétny mechanizmus bol zvySenie vymeny vapnika v kardiomyocytoch a tiez
zrychlenie skracovania sarkomér, tento u¢inok je podobny pdsobeniu obsahovych latok
z rastliny rodu Digitalis (inhibicia Na'/K'-ATPazy) nasleduje teda zvySenie hladiny Na*
ionov a spomalenie prechodu Ca?" iénov cez Na'/Ca** vymennikovy systém, &o
sposobuje zadrzanie Ca®" vo vnutri sarkoplazmatického retikula. Inhibicia Na*/K'-
ATPazy moze dokonca podporovat vstup Ca** pomocou sarkolemédlneho Na'/Ca*
vymenniku. Vo vysledku sa zvySuje diastolicky vapnik aaj mnozstvo Ca*"

v sarkoplazmatickom retikule, ¢o vedie k pozitivnemu inotropnému u¢inku. Pokial’ sa ale
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obsah Ca?" v sarkoplazmatickom retikule zvysi prilis (kardioglykozidova toxicita), moze
spontanne uvolfiovanie Ca?" zretikula pocas diastoly aktivovat vymenu Na'/Ca**
opacnym smerom, ¢o vedie k oneskorenym depolarizacidm a naslednym dysrytmidm

(Hayamizu K et al. 2018), (Ritter JM et al. 2020).

V tejto stadii ako d’alSiu kardioprotektivnu aktivitu tamarixetin vykazoval inhibiciu
sekrécie serotoninu a tieZ agregaciu trombocytov stimulovani kolagénom. Kolagén je
kl'a¢ova latka v tvorbe hemostatickej odpovede cievy na zranenie. Fyziologicka funkcia
trombocytov je agregovat’ sa v pritomnosti poranenenia cievnej steny a zabranovat’ strate
krvi vytvorenim krvnej zatky. Trombus mdze spdsobit’ okluziu cievy v srdci alebo
mozgu, kde moze mat’ takato situicia za ndsledok vznik cievnej mozgovej prihody

alebo infarkt myokardu (Bye AP et al. 2016).

Vyssie spomenuté krvné trombocyty st kI'icové bunky v tvorbe hemostatickej odpovede
cievy. Na zastavenie krvacania je potrebné aby sa vytvoril dostickovy agregat, ktorého
tvorba je spustend interakciou receptorov s kolagénom anaslednou aktivaciou
medidtormi ako tromboxan A2, adenosin-difosfat a trombin, ktoré st ako aktivatory
receptoru spojen¢ho s G-proteinom zodpovedné za spétnu vdzbu a agregaciu. S tymto
procesom sa spaja aj mobilizdcia vapnika, aktivacia integrinu a sekrécia granuli.
Schopnost’ flavonoidov teda aj tamarixetinu inhibovat’ kolagénom stimulovant agregaciu
dosti¢iek moze ovplyvihovat ich miera interakcie s plazmatickymi prenaSacovymi
proteinmi - I'udskym sérovym albuminom. Tamarixetin ukazal spomedzi sledovanych
latok (quercetin s metabolitom tamarixetinom, naringenin a apigenin) najvyssiu afinitu
k HSA (Pudsky sérovy albumin). Tento potencial viazat’ sa na plazmatické proteiny zavisi
do velkej miery od Struktiry metabolitu konkrétne na hydroxylovych, methoxy
skupinach a zvySkoch glykozidov a na pritomnosti vizby C2-C3 v kruhu A (Wright B et
al. 2013).

Boli popisané viaceré mechanizmy antitrombotického uCinku tamarixetinu: inhibicia
sekrécie granuil z trombocytov, ktoré uvol'niuji ATP, inhibicia afinity integrinu, na ktory
sa viaze fibrinogén alebo inhibicia mobilizacie vapenatych io6nov. Inhibicia tychto
trombocytovych funkcii vedie k zabraneniu vytvorenia trombu. Tvorba trombu v krvi in
vitro perfundovanej kolagénom bola pri vystaveni tamarixetinu znizend o 55+ 12%

(Stainer AR et al. 2019).
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Bolo pozorované zvysenie ucinku (aditivny efekt) kyseliny acetylsalicylovej ako
antitrombotického lieCiva pri spolo¢nom podani s tamarixetinom, pricom pri vyssej
koncentrécii bol pozorovany synergisticky (viac nez aditivny) Gc¢inok. Téato skutocnost’
moze mat’ pozitivny vplyv na neziaduce U¢inky kyseliny acetylsalicylovej (zvySenie

krvéacavosti) (Stainer AR et al. 2019).

3.5.3 Diuretické ucéinky

Stadia na rastlinnom produkte pouzivanom v ¢inskej l'udovej medicine — Xiheliu
dokézala jeho diuretické ucinky. Jednou z dvoch hlavnych t¢innych latok Xiheliu bol
tamarixetin a druhou kaempferid. AvSak samostatne tieto latky vyznamny diureticky

efekt nepreukazali (Xu FQ et al. 2012).

3.5.4 Alergia

Tamarixetin ukazal potencidl v prevencii alergickych zapalovych ochoreni. Jeho
mechanizmom u¢inku je, Ze zniZzuje uvolfiovanie enzymu B-hexosaminidasa v BMMCs
(mononukledrne bunky TPudskej kostnej drene). Dalsim mechanizmom sa ukézalo
zniZzenie hladiny intracelularneho vapnika v bunkdch BMMCs atieZ inhibicia
fosforylacie fosfolipazy Cyl. Tamarixetin d’alej inhiboval fosforylaciu cytosolicke;j
fosfolipazy A2, ¢im sposobil zniZenie hladiny leukotrienu C4 — mediatora zapojeného v
procese astmy a zapalovych procesov. Inhiboval COX-2 (cyklooxygenaza 2) expresiu
aprodukciu prostaglandinu D2. VSetky tieto mechanizmy viedli ku inhibicii
degranulacie zirnych buniek — poklesu uvol'iovania medidtorov zapalu a inhibicii tvorby

eikosaniodov (Shunli P et al. 2021).

3.5.5 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je forma demencie s nie Uplne jasnou etioldgiou. V priebehu
sa kvoli vytvoreniu extracelularnych beta-amyloidovych plakov a intracelularnych
neurofibrilarnych spleti tau proteinu prerusuje neurondlna komunikacia. KlIacovym
enzymom pri tvorbe beta-amyloidovych plakov je BACEI (B-sekretaza 1), ktorej
inhibiciou nastava blok tvorby tychto plakov (Das S et. al 2020).

Tamarixetin sa ukdzal ako inhibitor BACE1 (potlacal tvorbu fibril a oligomérov) a teda

ma antiamyloidogénny uc¢inok (Das S et al. 2023).
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3.5.6 Antioxida¢né ucinky

Oxidacny stres znaci nerovnovahu medzi volnymi radikalmi a antioxidantmi.
Dlhodoby oxidacny stres prispieva k rozvoju velkého mnozstva ochoreni, vratane
rakoviny, diabetes mellitus, kardiovaskularnych chorob alebo arteriosklerdzy. Prirodzene
hra vyznamnu rolu v priebehu starnutia. Prechodne je ale taktiez sucast'ou primerané¢ho
zapalu, ¢o je normalna imunitna reakcia organizmu. Oxidacny stres moze byt podporeny
viacerymi vonkaj$imi faktormi ako su nedostatok pohybu alebo fajcenie, ale taktiez

vnutornymi, napriklad nespravnou funkciou mitochondrii (Chagas MDSS et al. 2022).

Mechanizmom tcinku flavonoidov pri vychytavani vol'nych radikalov spociva v reakcii
hydroxylovej skupiny flavonoidu s kyslikom voI'ného radikalu za vzniku nereaktivneho

produktu (Panche AN et al. 2016).

Antioxida¢nd ucinnost’ flavonoidov vyrazne zavisi od ich struktiry. Konkrétne na pocte
a pozicii hydroxylovych skupin na flavanovom jadre, ktory pozostava z troch kruhov. Pri
Studovani vztahu Struktiry a U€inku sa zistilo, Ze ked’ je hydroxylova skupina v polohe 3
vol'na, zvysi sa antioxida¢na aktivita. Tamarixetin ma dokdzanu trojnasobne vysSiu
antioxida¢nu aktivitu nez glykosid quercetinu. Pri testovani na linidch rakovinovych
buniek B16F10 koZe ukazal tamarixetin vysokd schopnost’ inhibovat’ tvorbu melaninu
a aktivitu tyrozinaz, ¢o potvrdilo jeho antimelanogénnu aktivitu a aj nizky cytotoxicky

efekt (Darsandhari S et al. 2021).

Jednym zhlavnych environmentadlnych problémov sucastnosti je uvolfovanie
mikroplastov z procesu degradacie styrénovych polymérov do Zivotného prostredia.
Mikroplasty predstavuju hrozbu pre zdravie cloveka nakolko kvoli svojej velkosti
penetruju cez epidermis alebo su inhalované, prijaté v potrave a vode. Po vstupe do
I'udského tela maja tendenciu kumulovat’ sa v pe€eni, kde spdsobuju poskodenie tkaniva,
oxidany stres aabnormalne biochemické a zdpalové procesy. Hepatotoxicita
mikroplastov bola experimentdlne zmiernena tamarixetinom. U potkanov, ktorym bola
hepatoxicita indukovand, dochddzalo po podani tamarixetinu k redukcii zapalovych
markerov. Tamarixetin taktiez spdsobil up-reguldciu Bcl-2 génu, ktory inhiboval
apoptoticku cestu a bunkovua smrt. Dalej doslo k reparacii histopatologickych zmien ako

degenerécia lalokov a hepatocytov, nekroza a dilatacia sinusoidov (Ijaz MU et al. 2023).

Flavonoidy maju silny antioxidacny ucinok, avSak stoji za zmienku, ze oxidované

flavonoidy mozu reagovat s thiolovymi skupinami za vzniku nefunkénych produktov,
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ako bolo preukazané pri dolezitom enzyme kreatin-kinaza. Pricom tamarixetin vykazoval
niz$iu thiolovu toxicitu nez quercetin (Lemmens KJ et al. 2014). Kreatin-kinaza (CK) je
thiol obsahujuci enzym, ktory je dolezity pre energeticky metabolizmus bunky. Quercetin
oxidovany na chindn reaguje s thiolom v CK a inhibuje ho, ¢o mdze mat’ pre bunku
fatalne nasledky. Vd’aka vyssej afinite tamarixetinchinénu k askorbatu pri jeho spétne;j
redukcii na tamarixetin je CK pred jeho oxidaénym vplyvom chranena (Lemmens KJ et

al. 2014).

Tamarixetin bol vo viacerych Studidch porovndvany s u¢inkami inych flavonoidov,
hlavne quercetinu. U quercetinu bol zisteny antioxidacny uc¢inok, avSak pri oxidacii sa
z neho vytvara produkt (chindn), ktory nie je pre organizmus prospesny. Ako obranny
mechanizmus organizmu pred oxidacnymi vplyvmi teda pred reakciami chindnov
s thiolovymi skupinami proteinov posobia hlavne askorbat a GSH (glutation). GSH je
ale ako ochrannd molekula rychlo vyCerpana a thiolové skupiny opit vystavené
oxidovanému quercetinu. Tamarixetin ako metabolit quercetinu mal dokdzani vacsiu
reaktivitu s askorbatom, ateda mal zo skiimanych flavonoidov na proteiny najmene;j
Skodlivy efekt. Tamarixetin ma silnt antioxida¢nu aktivitu (aj ked’ menSiu ako quercetin)
a oxidovany tamarixetin sa pomocou reakcie s askorbatom regeneruje na znova na

tamarixetin, o znasobi jeho antioxida¢ny t¢inok (Moalin M et al. 2012).

3.5.7 Antikancerogénne ucinky

Antikancerogénne ucinky tamarixetinu sa zistili aj na bunkach HCA-7 (T'udské
bunky rakoviny hrubého creva). Tieto bunky obsahuji zna¢né mnoZstvo enzymu
cyklooxygenazy, ktory je zodpovedny za premenu kyseliny arachidénovej na tromboxany
a prostaglandiny a vyskytuje sa v organizme v troch formach ako COX-1, COX-2
a COX-3. V HCA-7 bunkidch sa vyskytoval takmer vylucne len COX-2, ktoré¢ho
pritomnost’ a aktivita bola dokdzand nameranim vysokej hladiny PGE-2 (prostaglandin
E2) ako jeho produktu. Po aplikdcii quercetinu sa sledovala schopnost inhibovat’
produkciu PGE-2 sa zistilo, Ze jeho metabolit tamarixetin znizoval hladinu PGE-2 o viac

nez 90%, ¢o naznacuje silnt COX-2 inhibi¢n aktivitu (Jones DJ et al. 2004).

V insilico aj in vitro $tidiach tamarixetinu bol dokézany potencial pre chemoterapeuticky
ucinok v terapii karcindmu prsnika. Tamarixetin posobil na viaceré charakteristické
znaky karcinogénneho procesu ako napriklad inhibicia proliferacie a to zastavenim G2/M

faze bunkového cyklu. Dalej inhiboval schopnost’ buniek sformovat’ nezavislé kolonie.
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Redukciou mitochondridlneho membranového potencialu dokéze tamarixetin indukovat’

apoptickl kaskadu a teda mé antimigracnu a antiinvazivnu aktivitu (Shaji SK et al. 2022).

Cytotoxické vlastnosti tamarixetinu boli dokdzané¢ na rdéznych typoch ludskych
rakovinovych buniek. Mechanizmus t¢inku, kde dojde k zastaveniu G2/M faze na ukor
faze G1 ateda indukcii apoptdzy spdsobil zvySenie poctu apoptotickych buniek na
patnasobok. Najviac na tamarixetin v danej Stadii reagovali lymfoidné a myeloidné
leukemické bunky a Burkittov lymfém. Tamarixetin taktiez inhibuje polymerizaciu
tubulinu. Porovnavanim vztahu Struktiry aucinkubolo dokazané, ze metylaciou
hydroxylovych skupin quercetinu sa ziskaji zluceniny s vys$Simi antiproliferativnymi
vlastnostami voci rakovinovym bunkam. Tamarixetin sa vd’aka lipofilnejSej Struktare
dokaze na rozdiel od quercetinu Tl'ahSie dostat’ do intracelularneho priestoru (Nicolini F

et al. 2014).

Tamarixetin ma potencial aj v terapii nadoru pecene. Jeho ucinkov bolo viacero a mali
rozne mechanizmy. Jednym z nich bola indukcia apoptotickych procesov napriklad
pomocou aktivéacie kaspaz. Taktiez zvySuje intracelularnu hladinu ROS (reaktivne formy
kyslika), ¢o spdsobuje uvol'novanie ROS z mitochondrii do cytoplazmy, mechanizmus
znamy ako ROS indukovana apoptdza. Tamarixetin tiez potla¢a fosforylaciu kinéaz
endoplazmatického retikula a proteinkinazy B, ktoré maji prokancerogénny proliferacny
a antiapoptoticky efekt, ¢im tamarixetin spista apoptdézu indukovanii mitochondriami

(XuJ et al. 2019).

Nikotin a NNK (4-methylnitrosamino-1-3-pyridyl-1-butanon) obsiahnuté v cigaretovom
dyme spOsobuju up-reguldciou signalnych ciest, ktoré st zodpovedné za proliferaciu,
inhibiciu apoptdzy, vznik metastaz a angiogenézu, ¢im dochadza k zvySeniu rizika vzniku
NSCLC (nemalobunkového karcindmu pltc). Tamarixetin zvySovanim expresie génov
spojenych s apoptéozou ma inhibicny uc¢inok na proliferaciu nadorovych buniek

(Alsharairi NA 2023).

NajcastejSim typom karcindmu pllic je adenokarcindm ako NSCLC. Tamarixetin
aktivovanim kaspézy-3 indukoval apoptoticki smrt’ buniek A549 a HCC-44. Materska
zlucenina quercetin dosahovala cytotoxické ucinky v mnohokrat vyssej koncentracii ako

v tych, pri ktorych podobny ucinok dosiahol tamarixetin (Sak K et al. 2018).
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3.5.8 Antimetastatické ucinky

Metastazy su jednym z hlavnych pri¢in vysokej mortality onkologickych ochoreni.
Medzi proteolytické enzymy, ktoré su zodpovedné za remodelaciu — degradaciu - matrixu
a naslednu tvorbu metastaz patria MMP (matrixové metaloproteindzy) (Piperigkou Z et

al. 2021).

Tamarixetin inhibi¢ne UCinkuje na MMP-9 tak, ze inhibuje aktivitu NF-xB, ¢o je
transkripény faktor, ktory reguluje expresiu MMP-9. Okrem toho moduluje aj aktivitu
endogénnych reguldtorov MMP-9. Tieto mechanizmy maji za nasledok zastavenie

invazie a migracie nadorovych buniek (Shaji SK et al. 2021).

7 We

3.5.9 Inhibi¢né ucinky na cytochromy P450

Tamarixetin pri podévani spolu s lieCivami znizujucimi hladinu cholesterolu,
konkrétne s fluvastatinom, ktory je metabolizovany cez CYP2C, sa ukazal ako silny
inhibitor enzymovej aktivity tohoto cytochroému in vitro. Tamarixetin zvysil tymto
mechanizmom biodostupnost’ fluvastatinu in vivo. Dokazana inhibicia bola silnejSia ako
u znameho inhibitoru ketonazolu. Z uvedeného vyplyva, ze vyssi prijem tamarixetinu v

potrave moze ovplyvnit’ ucinnost’ podavanych lieciv (Wang HJ et al. 2014).

3.5.10 Antibakterialne ucinky

Tamarixetin moéze mat’ taktiez potencidl pri zniZzovani antibiotickej rezistencie
baktérii Staphylococcus aureus, ktoré sposobuju zivot ohrozujice infekcie ako
endokarditida, pneumonia alebo sepsa. Pri skiimani jeho vlastnosti na mySom modeli s
pneumoéniou sa ukazal ako latka, ktord inhibuje caseinolyticki proteazu P, ktora je
kl'icovym enzymom pre homeostazu a teda virulenciu S. aureus a zdroven nema vplyv
na rast baktérie S. aureus. Taktiez inhiboval HLA protein (protein l'udského
leukocytového antigénu) v S. aureus, o zastavilo nim vyvolant hemolyzu. V sti¢asnosti
sa ako liek na meticilin-rezistentného zlatého stafylokoka pouziva cefotaxim, s ktorym

tamarixetin vykazoval synergicky u¢inok (Song W et al. 2022).

Bakteridlna sepsa je zavazné ochorenie, ktorej priCinou je agresivna zdpalova
reakcia organizmu, ktorej pdvodcom je mikrobidlna infekcia. SpuStacom tohto
zapalového procesu moze byt aj endotoxémia indukovand lipopolysacharidmi baktérii.

Tamarixetin znizuje produkciu zépalovych cytokinov aindukuje produkciu IL-10-
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protizapalového cytokinu. Ué¢inkuje teda ako prevencia bakterialnej sepsy (Park HJ et al.

2018).

Proteus mirabilis je jednou z gramnegativnych baktérii naj¢astejSie spdsobujucich
nozokomialne infekcie mocového systému spolu s enterobaktériami a Escherichia coli.
Vd'aka schopnosti Proteus mirabilis vytvorit’ silny biofilm ako jeden z hlavnych faktorov
jeho virulencie, si vybudoval silnu antibiotickil rezistenciu. Rastlinna droga Alhagi
maurorum (¢el'ad’ Fabaceae) pouzivana v tradi¢nej medicine na strednom vychode, kvoli
jej antibakteridlnym u¢inkom, ma jednu z hlavnych G¢innych latok tamarixetin (Mirzaei

A et al. 2022).

Tamarixetin je vyuzivany ako flavonoidovy biomarker pri hodnoteni prijmu ovocia
a zeleniny, ovocnych §tiav a ¢aju v strave. Pre toto hodnotenie sa zbera vzorka mocu za

noc alebo pocas 24 hodin (Krogholm KS et al. 2012).

3.6 Farmakokinetika tamarixetinu

Biodostupnost’

Pre popisanie farmakokinetiky, konkrétne biodostupnosti tamarixetinu po oralnom
ale aj intraven6znom podani prebehli viaceré Stadie. Tieto Studie sluZia na ziskanie
zakladného prehladu o farmakokinetike tamarixetinu na l'udskom organizme ana
roznych zivocisSnych druhoch. Pri sledovani in vivo biodostupnosti sa pouzila potkania
plazma, kde sa pozorovala koncentracia tamarixetinu v ¢ase pomocou HPLC-MS/MS
(kvapalinova chromatografia s hmotnostnou spektrometriou) metddy. Plazmaticka
hladina tamarixetinu oznacend ako cmax po ordlnom podani bola 49,72 ng/ml, pritom
aplikovana davka bola 20 mg/kg. Plazmaticka hladina tamarixetinu oznacend ako cmax po
intraven6znom podani bola 967,93 ng/ml, pritom aplikovand davka bola 2 mg/kg.
Biodostupnost’ po ordlnom podani bola kalkulovana na 20.3 + 12.4 % (Shen J et al. 2019).

Odpovedajtce farmakokinetické parametre u ¢loveka zatial’ nie s k dispozicii.

Distribucia
Z vyssie uvedenej Studie na potkanoch vyplyva, Ze tamarixetin sa pravdepodobne
prednostne distribuuje do tkaniv a buniek nez by zostdval v systémovej cirkulacii

a predpoklada sa, ze kvoli nizkej rozpustnosti mad nizku absorpciu po oralnom podani

(Shen J et al. 2019).
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V d’alSom vyskume sa sledovala distribticia metabolitov quercetinu do tkaniv u potkanov.
U jedincov s 0,1% quercetinovou diétou na kazdy deni pocas 11 tyZdiiov boli najvyssie
koncentracie tamarixetinu zaznamenané v pltcach (2,84 nmol/g), semennikoch
(2,07 nmol/g) aoblickach (1,88 nmol/g) anajnizSie koncentracie boli v mozgu
(0,19 nmol/g), bielom tukovom tkanive avslezine (de Boer VC et al. 2005).

Odpovedajuce farmakokinetické parametre u cloveka zatial nie st k dispozicii.

Metabolizmus

Uz okolo roku 2000 sa objavili Spekulacie, ze bioaktivne formy flavonoidov nemusia byt’
nevyhnutne tie prirodzené (glykozidy), ale mézu to byt rézne metabolity vratane
konjugétov (Spencer JP et al. 2004). V doteraz vykonanych vyskumoch sa ukézalo, Ze vo
vSetkych skimanych zivocisSnych druhoch (ludia, potkany, prasatd) sa metylované
derivaty quercetinu, teda aj tamarixetin, vyskytuju nie vo forme volnych aglykonov ale
takmer vyluéne vo forme sulfatovych a glukurénovych konjugatov. Biologicka aktivita

aglykonov a konjugatov moze byt odlisna (Egert S et al. 2008).

Castokrat latky, ktoré prejda metabolizmom maju znizeny u¢inok nez povodna zlienina.
U flavonoidov je zrejmé, ze niektoré metabolity maji vysSiu biologickt aktivitu nez
parentné latky. Modze sa jednat o metabolity, ktoré vznikli v trdviacom systéme,
enterocytoch ale aj o peceniové metabolity. Aktivitu vykazuji aj malé fenolické
metabolity vytvorené v distdlnych Castiach traviaceho systému vplyvom mikrobiomu

(Pourova J et al. 2018).

Flavonoidy sa metabolizuji v peceni aenterocytoch tenkého ¢&reva na O-
metylované, glukuronidované alebo sulfatované produkty. Cas, ktory stravi flavonoid v
plazme vyuZije na metabolizmus v krvnych kompartmentoch, s ktorymi interaguje
(Wright B et al. 2010). Flavonoly predtym ako sa dostant do obehu podliehaju konjugacii
(sulfatécii, glukuronidacii a metylacii) v peceni a ¢revach pomocou COMT, uridin-5'-
difosfat-glukuronosyl-transferdz a fenol-sulfotransferaz (Wein S et al. 2018). Enzym
rozkladajuci flavonoidy (COMT) sa nachaddza v tychto Struktarach (erytrocyty,
leukocyty), Co znamen4, Ze tu metabolizmus moéze prebiehat. Metabolizmus v r6znych
Castiach tela sa moze lisit. Tamarixetin ako metabolit quercetinu ziskava pristup do
cytosolu trombocytov, taktiez je vychytavany erytrocytmi. Existuje Studia, ktord dokazala
ich interakciu s leukocytmi. Tamarixetin bol schopny dostat’ sa do cytosolu trombocytov

avSak jeho metabolizmus v nich neprebehol narozdiel od quercetinu. Pritomnost
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tamarixetinu v trombocytoch ale ukazala potencidl v pridani glukuronidovej alebo

sulfatovej skupiny pripojit’ sa na A-C kruh v molekule (Wright B et al. 2010).

Najpreskimanej$im flavonoidom je pravdepodobne quercetin. O jeho metabolizme je
zname, ze prebicha vo viacerych organoch. Dochadza k vzniku réznych konjugéatov —
glukuronidované, metylované a sulfatované. Fenolické kyseliny vznikaju ako produkty
metabolizmu v tenkom a hrubom c¢reve (Alizadeh SR a Ebrahimzadeh MA 2022).
Distribu¢ny a eliminacny polcas s 0,7-7,8 min a 3,8—86 min. Medzi hlavné metabolity
quercetinu patria quercetin-3-O-sulfat, quercetin-3-glukuronid a quercetin-3-sulfat.
Quercetin ako lipofilna latka ma limitovani biodostupnost’ a rozpustnost’ vo vode (Batiha

GE et al. 2020).

Informacii o tamarixetine je k dispozicii menej, ale je jasné, ze metabolizmus
tamarixetinu nie je rovnaky ako metabolizmus quercetinu pretoze tamarixetin neobsahuje
hydroxylovu skupinu, ktora by sa konjugovala a tym umozinovala oxidaciu v molekule
na chinon. Tamarixetin méze byt ob¢as demetylovany spit’ na quercetin, o je spdsobené
cytochromom P450 a mdze viest k dalSiemu metabolizmu a zdroven k odstrdneniu
tamarixetinu z bunky. Tamarixetin svojim metabolizmom vo fibroblastoch poskytuje
ochranu bunky pred oxidativnym stresom, avSak presny mechanizmus nie je

objasneny (Spencer JP et al. 2003).

V pecenovych mikrozomoch izolovanych zl'udského organizmu bol pozorovany
metabolizmus flavonoidov, ktory prebiehal na CYP-och. Rovnakym spdsobom prebiehal
metabolizmus aj na mikrozémoch izolovanych z mySej pecene, Co naznacuje
univerzalnost’ ciest metabolizmu tychto zluCenin v pozorovanych druhoch. Do
metabolizmu tamarixetinu sa zapdja konkrétne CYP1A2 a CYP3A4. Tieto enzymy
katalyzuji hydroxyla¢né aj demetylaéné reakcie. Z tohto hl'adiska je dolezité spomenut’
aj moznost ovplyvnenia metabolizmu tamarixetinu ateda aj inych flavonoidov
induktormi alebo inhibitormi CYP izoenzymov. TaktieZ metabolizmus inych zlicenin
ako substratov CYP-ov moZze byt’ ovplyvneny metabolizmom flavonoidov (Breinholt VM

et al. 2002).

Velku rolu v uc¢innosti flavonoidov, a hlavne ich metabolitov, hra tieZ polymorfizmus,
teda odliSnosti v expresii enzymov CYP medzi jednotlivcami. Jedinci s odlisSnym

profilom CYP-ov mézu mat’ odliSnosti v metabolizme v potrave prijatych flavonoidov
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a teda aj v ucinnosti ich metabolitov a benefitov z prijimania ich v strave (Breinholt VM

et al. 2002). Podobne dolezita rolu hra interindividudalna variabilita v mikrobiome.

Eliminacia

Polcas eliminacie tamarixetinu je po intraven6znom podani u potkana 0,03 hodiny,
¢o naznacuje, Ze jeho koncentracia v plazme rapidne klesla, pricom eliminacia po
oralnom podani sa ukazala ako ovel'a pomalSia — 9,68 hodin. (Shen J et al. 2019).

Odpovedajuce farmakokinetické parametre u ¢loveka zatial’ nie su k dispozicii.

3.7 Plazmatické koncentracie

Pre dosiahnutie biologického ucinku latky je kIi¢ova dosiahnuta koncentracia
v plazme. Aj ked’ sa publikované prace znacne rozchadzaju v metodike, je zrejmé, ze
existuji medzidruhové rozdiely. Dostupné poznatky pre vybrané druhy vratane ¢loveka

su uvedené nizsie.

Ludia

Pri  vyhodnocovani zlozenia, absorpcie aucinnosti extraktu rakytnika
reSetliakového na prevenciu kardiovaskularnych ochoreni sa po poziti ovsenej kase s
extraktom vyhodnotili plazmatické koncentracie jednotlivych flavonoidov. Pre zvySenie
absorpcie bol pridany olej z rakytnika. Plazmatickd koncentracia tamarixetinu bola
namerand po podavani réznych koncentracii extraktu v ¢asovych intervaloch. 2 hodiny
po podani jedla oznaceného ako 1B, ktoré pozostavalo z 78 mg flavonolov a 3 g oleja

z rakytnika vo forme ovsenej kaSe, sa namerala plazmatickd koncentracia 0.245 pmol/l

(Suomela JP et al. 2006).

Plazmatické koncentracie boli namerané aj v Studii, kde sa skumala biodostupnost’
quercetinu po jeho podani do l'udského organizmu v réznych formach a namerali sa
plazmatické koncentracie jeho monometylovanych metabolitov, teda aj tamarixetinu. V
Studii sa dokdzala vidcSia koncentrdcia metabolitov - tamarixetinu, po konzumdcii
cerealnych tyCiniek obohatenych o quercetin (davka 134 mg) bola koncentracia
tamarixetinu vyssia (213,1 nmol/l) neZ po podani quercetinu vo forme kapsul v davke

132mg (22,9 nmol/l) (Egert S et al. 2012).
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Po podavani napojov ajedal bohatych na flavonoidy - quercetin- ako napriklad
neosupané jablka, produkty z hrozna, ovocné §t’avy, citrusové ovocie, bobulové ovocie,
cibul’a, brokolica, fazul'ové struky, kel, ¢aj a Cervené vino sa v d’al$ej Casti po vymyvacom
obdobi podavala davka quercetinu v kapsuliach (dennd davka bola 150 mg). Boli
namerané plazmatické koncentracie tamarixetinu ako metabolitu quercetinu 6,2 nmol/l

(Egert S et al. 2008).

U zdravych dospelych I'udi bola 24 hodin po podani quercetinu 1095 mg so Standardnym

jedlom namerand plazmatickd hodnota tamarixetinu 0,48 pmol/l (Guo Y et al. 2014).

Pri studii farmakokinetiky quercetinu bola podand dennéd davka 1095mg quercetinu pri
diéte bez obsahu tukov, s nizkym a vysokym obsahom tukov. Nasledne boli zmerané
plazmatické koncentracie tamarixetinu. Pri diéte bez tukov 0,36 umol/l, pri diéte
s nizkym obsahom tukov 0,37 umol/l a s vysokym obsahom tukov 0,52 umol/l. Zistilo
sa, ze obsah tukov v diéte ovplyviiuje absorbciu quercetinu, konkrétne najvyssi obsah
metabolitov bol namerany pri diéte s vysokym obsahom tukov. AvSak podiel tukov
neovplyviiuje ¢innost COMT a teda zvySené hodnoty tamarixetinu st pravdepodobne

vd’aka zvySenym hodnotam quercetinu (Guo Y et al. 2013).

Znamym zdrojom flavonoidu quercetinu su cibul'ové Supy. Ich praskovany extrakt sa vo
forme kapsul (v celkovej davke 163 mg quercetinového ekvivalentu) podaval pacientom,
¢o umoznilo ziskat' plazmatické hodnoty metabolitov quercetinu, teda aj tamarixetinu.
Pricom koncentréacia tamarixetinu v plazme bola vyssia (46,6 nmol/l) po podani extraktu
nez po podani kapsul v celkovej davke 150 mg plnenych quercetin dihydratom

(10,6 nmol/1) (Burak C et al. 2017).

Hlodavce

Tamarixetin bol detekovany v plazme mysi po intraven6znom podani quercetinu
v davke 3 mg/kg, ktory sa na tamarixetin metabolizoval avSak presné hodnoty jeho

plazmatickej koncentracie neboli v §tadii uvedené (Hayamizu K et al. 2018).

Pritomnost’ tamarixetinu v plazme bola namerana tiez na potkanoch avSak iba ak
administracii quercetinu predchadzala diéta zbavena flavonoidov. Po podavani
Specifickej stravy a ndsledne experimentdlneho jedla obsahujiiceho 0,2 % quercetinu

potkanom bol v ich plazme detekovany tamarixetin, ktorého koncentracia stipala prvych
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12 hodin a nasledne postupne klesala az po 24 hodinovy interval ked’ sa uz v plazme

nenachadzal (Manach C et al. 1997).

Potkany boli na diéte, ktora neobsahovala ziadne detekovateI'né mnozstvo quercetinu za
sucasnej suplementacie 0,1 % (800 mg na kilogram telesnej hmotnosti) a v druhej skupine
1 % quercetinova diéta pocas 11 tyzdnov. Zistilo sa, Ze desatnasobny vzrast diétnej
davky quercetinu ma za nasledok Stvornasobny vzrast v plazmatickych koncentraciach
quercetinu a jeho metabolitov teda aj tamarixetinu. U jedincov s 0,1 % diétou bola
namerand plazmaticka koncentracia tamarixetinu 15,7 pmol/l a u jedincov s 1 % diétou

67,2 umol/l (de Boer VC et al. 2005).

Prasata

Prasatdm bol ordlne podany quercetin v davke 50 mg/kg. Po 3-4 hodinach bola

zaznamenana plazmatickd koncentracia tamarixetinu 28,4 ng/ml (Ader P et al. 2000).

Kravy

Plazmatické koncentracie tamarixetinu boli namerané aj po podani quercetinového
aglykonu a rutinu, obe latky v davke 9 mg/kg, tel'atdm v druhom a dvadsiatom deviatom
dni Zivota. Hodnoty boli 77,1 nmol/l po podani quercetinového aglykonu a 163 nmol/l

u rutin trihydratu (Maciej J et al. 2015).

3.8 Vaskularna farmakologia

Vaskularna farmakologia je odbor, ktory Studuje akym spésobom konkrétne lieciva
pOsobia na krvné cievy aobehovy systém. Pomocou neho je mozné porozumiet
a poskytnut’ liecbu pre rozli€né kardiovaskuldrne ochorenia ako napriklad hypertenzia
alebo arterioskleroza. Nasleduje stru¢né popisanie zakladnych sucasti vaskulérnej

farmakologie.

Vaskularny endotel je rozl'ahly organ s endokrinnou funkciou. Vaskuldrny endotel ma
okrem funkcie bariéry medzi krvou a extracelularnym priestorom tiez funkciu zdroja
dodlezitych mediatorov, ktoré si uvol'nované napriklad na pokyn sympatického nervového
systému. Endotelidlne bunky sa vyskytuji po obvode celého obehového systému vratane
kapilar asrdca. Tieto bunky zabezpeCuju vela réznych funkcii ako napriklad tvori

priestor pre tok krvi, filtraciu tekutin, napédtie krvnych ciev, regulaciu hemostazy,
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homeostazy a horménov, vdzbu neutrofilov. Endotel obsahuje vo svojej membrane
naviazané vel'’ké mnozstvo receptorov viazucich hormény, metabolity, proteiny a Castice,
ktoré prenasaju lipidy. Taktiez sa tu nachaddzaju spojovacie receptory a proteiny riadiace
interakcie medzi bunkou a extracelularnym matrixom a medzi bunkami navzajom.
Trombolyticku funkciu zabezpecuje endotel pomocou roznych mechanizmov, napriklad
vytvara antitrombogénnu vrstvu udrzujucu tekutost’ krvi. Naopak koagula¢na funkcia je
zabezpecend pomocou regulacie vizobnych miest prokoagulacnych faktorov ale tiez
napriklad pomocou protein C/ protein S antikoagulacnej cesty. Endotel d’alej umoziuje
interakciu trombocytov a leukocytov, o ma za nasledok agregaciu. Tento jav prebicha
ako velmi rychla odpoved pocas zapalového procesu alebo zranenia cievy spustand
pomocou medidtorov uvolnovanych endotelom, napriklad P-selektin. Bunky endotelu
taktiez sluzia ako zdroj rastovych inhibitorov a promotorov, medzi ktoré patri napriklad
heparin, sulfaty heparinu alebo dostickovy rastovy faktor. Pre endotelium Specificky
rastovy faktor — VEGF — vaskularny endotelidlny rastovy faktor zohrdva doleziti tlohu
v inicidcii vaskulogenézy, teda k formdcii nezrelych ciev. Dysfunkcia endotelu, ktorej
riziko sa zvySuje vekom sa v organizme prejavuje vznikom réznych kardiovaskularnych

ochoreni (Rajendran P et al. 2013).

Bunky vaskuldrneho endotelu produkujii fyziologické vazoaktivne latky, ktoré sa
nazyvaju relaxacné (relaxacny faktor odvodeny od endotelu — EDRF) a kontraktac¢né
faktory (EDCF), pomocou ktorych kontroluju vaskularny tonus. Pri poSkodeni cievnej
steny v dosledku arteriosklerdzy alebo hypertenzie dochédza k poskodeniu endotelovych
buniek, proliferacii tunica media a migracii buniek hladkého svalstva v tunica intima.
Kedze endotelium je spojené s aktivaiciou cGMP (cyklicky guanosinmonofosfat)
intracelularneho signalneho transdukéného systému, tieto zmeny vedu aj k naruseniu jeho

funkcie.

Aj ked endotel fyziologicky pdsobi predovsetkym vazodilataéne, po odstraneni
endotelovej vrstvy z cievnej steny sa zaznamenalo vyrazné zvysenie a tieZ prediZenie
trvania relaxacnej odpovede v porovnani so situaciou kedy boli endotelové bunky
pritomné. ZvySenie relaxacnej odpovede je sposobené tym, Ze nastane posilnenie
vazodilatacnej odpovede mechanizmom, ktory prebieha nezavisle na endoteliu, napriklad
vazodilatacia vyvolana perivaskularnou nervovou stimuléciou a nitroprusidom sodnym

(Iwatani Y et al. 2007), (Iwatani Y et al. 2008).
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Konstrikciu a dilatdciu ciev na turovni celého cievneho systému (artérie aj vény)
zabezpecCuje svojimi kontrakciami a relaxdciami hladky sval, nachadzajuci sa v stene
ciev. Z farmakologického hladiska tento myotropny t¢inok hladkého svalu zabezpecuje
kontraktilny aparat (vid’ Obr. 2). R6zne endogénne ¢i exogénne latky, ako napriklad
rastové faktory, cirkulujice hormony, neurotransmitéry alebo tiez niektoré lieciva, maja
funkciu inhibovat’ ¢i potencovat’ vazokonstrikéné alebo vazodilatatné mechanizmy

(Martinkova J et al. 2018).

o A B M
P na Ras BT L1 -

intracelulami (a2 KONTRAKCE

1 aktin

Ca** kalmodulin

/‘\ myozin LR*
C

kindza aktivni*

kindza s dotel
" - - o gpine
T myozin LR GTP
AMP #---- cAMP
1 «— B agonisté DILATACE
K\._ fdi ATP _/

Obr. 2: Schéma kontraktilného apardtu

Zjednodusena schéma kontrakcie vaskularneho hladkého svalu (na obrazku nie je
zndzorneny vstup extracelularneho Ca’*ani B> receptory, ktoré si umiestnené na bunko-
vej membrane). Vysvetlenie skratiek pouzitych v obrazku: a;, AT, B2, Hi - membranoveé

receptory na hladkom svale, LR — lahky retazec, AMP - adenosinmonofosfat, cAMP —
cyklicky adenosinmonofosfat, ATP- adenosintrifosfat, cGMP- cyklicky guanosinmo-
nofosfat, GTP- guanosintrifosfat, fdi — fosfodiesteraza, NO — oxid dusnaty.

Prevzaté z: Martinkova J et al. 2018.

Dva hlavné mechanizmy, ktoré zabezpecuju odpovedajuci vaskularny tonus su renin

angiotenzin aldosteronovy systém a vaskuldrny endotel (Ritter JM et al. 2020).
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Mediatory:

prostanoidy - prostacyklin PGI2 spdsobuje relaxaciu hladkého svalu cez
prostaglandinové receptory. Taktiez inhibuje agregaciu dosti¢iek. PGE2 posobi
ako priamy vazodilatitor. PGG2 a PGH2 pdsobia opacne cez tromboxanové
a prostanoidové receptory (Ritter JM et al. 2020).
NO (oxid dusnaty) - je syntetizovany z L-argininu a molekularneho kyslika
pomocou endotelidlnej NO syntazy (e-NOS). Postupne sa uvolnuje z endotelu
odporovych ciev ako fyziologickd kontrola arteridlneho tlaku. Jeho d’al$imi
funkciami st napriklad inhibicia adhézie trombocytov a tiez ich agregicie ako
ochrana cievy pred trombdzou, inhibicia proliferacie buniek hladkého svalu
a funkcie monocytov a ako ochrana pred arterioskler6zou (Ritter JM et al.
2020). Avsak NO pdsobi hlavne vo vel’kych cievach. V principe NO patri medzi
gasotransmitery, podobne ako CO (oxid uhol'naty) a H>S (sulfan). Z historickych
dévodov je ale radeny samostatne.
H>O:> - peroxid vodika je mediator produkovany v bunkach hladkého cievneho
svalu. Posobi cez aktivaciu Kca kandlov (draslikové kanaly aktivované
vapnikom), aktivaciu NO, cyklooxygenazy a cGMP (Wheal AJ et al. 2012). Ma
oxida¢né vlastnosti a pri nedostatocnej funkcii antioxidacnych systémov mdze
jeho nahromadenie viest’ k patologickym procesom ako je kalcifikacia (Matoba T
et al. 2000).
peptidy — C-natriureticky peptid, ktory svoj vazodilatatny efekt zabezpecuje
pomocou cGMP a cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat). Dalsim peptidom je
angiotenzin 2 tvoreny enzymom ACE (angiotenzin konvertujici enzym).
Endotelin 1 je d’alsim peptidom, jeho syntézu stimuluji okrem in¢ho aj zéapal,
trauma a aktivacia dosticiek. Tieto dva peptidy posobia vazokonstrikéne (Ritter
JM et al. 2020).
o ETI1 (endotelin 1) pdsobi na receptor ETa, ktory je zodpovedny za
vazokonstrikciu a nachadza sa v hladkom svale ciev, nie v endotele. Druhy
hlavny receptor, na ktory posobi ET1 je ETb, ktory je vysoko zastiipeny v
endotele ciev ajeho Uc¢inok je vazodilatatny mechanizmom zvySenia
produkcie NO a PGI2 a tiez u¢inok inhibi¢ny na agregaciu dostic¢iek. ETb
receptor sa ale rovnako ako ETa nachadza aj v hladkom cievnom svale,

kde sposobuje vazokonstrikciu. Blokddou endotelinovych receptorov ETa
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a ETb sa lie¢i pI'icna hypertenzia. Ulohou endotelidlnych buniek je okrem
produkovania mediatorov exprimovanie aj niektorych enzymov, ktoré st
dolezité pri regulovani krvného tlaku ako napriklad ACE enzym (Ritter

IM et al. 2020).

Vazoaktivne latky

Vazodilata¢né latky sa rozdel'uja podl'a mechanizmu, ktorym posobia na: latky posobiace
cez 16nové (pre lieciva — vapnikove) kandly, ktoré zavisia od membranového napéitia
a zaroven ho ovplyviuju, latky zvysujice mnozstvo cAMP alebo cGMP a latky znizujuce
aktivitu vazokonstriktorov. Relaxacia hladkého cievneho svalu vedie k dilatacii Zil, ktoré
su zodpovedné za periférnu rezistenciu v krvnom rieCisku, ¢o vedie k znizeniu
predtazenia — vendzneho ndvratu srdca. Dilaticia artérii zase spdsobuje zniZenie

dot’azenia (Ritter JM et al. 2020).

Vo v§eobecnosti vicSina latok pdsobi bud’ zvySovanim alebo znizovanim hladiny vépnika
(Ritter JM et al. 2020). ZvySenim citlivosti eNOS na ucinky komplexu kalmodulinu
s Ca®" sa zvysi produkcia NO, tento mechanizmus je ale menej ¢asty (Fleming I et al.

1997).

Blokatory vapnikovych kanalov

Hlavnym iénom kontraktilného aparitu je teda Ca?’. ZvySenie intraceluldrnej
koncentracie spista nasledujuci mechanizmus: Ca®" v spojeni s kalmodulinom ako
komplex aktivuje MLCK (kinazu l'ahkého retazcu myozinu), ktora fosforyluje 'ahky
retazec myozinu. Nasledna interakcia medzi aktinom a myozinom vedie ku kontrakcii
hladkého svalstva. Popisanym mechanizmom u¢inkuji napriklad antihypertenzivne
lieCiva blokatory vapnikovych kanélov, ktoré blokuji vstup vapnika do bunky cez L typ
vapnikovych kanélov a tym sposobuju dilataciu arterialneho rieciska (Ritter JM et al.

2020).

Draslikové kanaly

St doblezité pri regulacii membranového potencialu, ktory zase reguluje otvaranie
napit'ovo zavislych kanélov, hlavne vapnikovych a tak influx vépnika (kontrakciu svalu
ciev). Reguldcia proliferdcie buniek cievneho svalu je d’alSou tlohou draslikovych

kanalov. V bunkach je exprimovanych viacero druhov draslikovych kanalov: Kc, (kanaly
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aktivované vapnikom) vysoko, stredne a malo vodivostné, Ky (draslikové kanaly
aktivované membranovym napétim), ATP (adenosintrifosfat) senzitivne draslikové
kanaly a K (vstupne rektifikované draslikové kanaly). Latky blokujuce alebo aktivujuce
tieto kandly st dolezit¢ v zdkladnom vyskume. Aktivita tychto kandlov moéze byt
regulovana aj nepriamo réznymi mechanizmami, obzvlast signdlnymi drahami
sprostredkovanymi  cAMP  (cyklicky adenosinmonofosfat) acGMP (cyklicky
guanosinmonofosfat) (Jackson WF 2017).

Draslikové kanaly aktivované vapnikom

Zicastiujil sa negativnej spatne-vizbovej regulacie svalového napétia. Tento typ
kandlov je aktivovany vzostupom intracelularnej hladiny véapnika teda tiez pri kontrakcii
hladkého svalu. Zdrojom vapnika pre tieto receptory mézu byt nielen vapnikové kanaly
na plazmatickej membrane, ale aj kanaly spojené s ryanodinovymi receptormi alebo IP3R
(inositol-trifosfatovy receptor) receptormi na sarkoplazmatickom retikule (Jackson WF

2017).

Draslikové kanaly aktivované membranovym napiatim

Maju viac poddruhov, v cievnom systéme ma dolezitu tlohu podtyp Kv7. Po
aktivacii membranovou depolarizaciou sa zcastiiuji na regulacii negativnou spitnou
vizbou kontrakcie svalu. Vazodilata¢né latky ich nepriamo aktivuju cez cAMP-PKA
alebo cez cGMP-PKG cestu. Vazokonstrikéné latky ich naopak inhibuju cez PKC
(proteinkindza C) alebo kindzu ROCK (Rho-asociovana protein kindza) (Ritter JM et al.
2020).

Draslikové kanaly aktivované adenosintrifosfatom

Dalsim typom iénovych kanélov cez ktoré moze byt sprostredkovana vazodilatacia
su Kartp (draslikové kandly aktivované ATP). ZvySené mnozstvo ATP inhibuje tieto
kanaly. Ich blokada vedie k depolarizécii, naslednému otvoreniu napédtovo riadenych
Ca?" kandlov a k vazokonstrikcii. Kanaly Karp st naopak aktivne a ved iény K' do
vnutra bunky pri kl'udovom potencidli, ale tiez pri acidoze a hypoxii. Latky, ktoré
aktivuju ATP zavislé draslikové kandly, hyperpolarizujii tymto spésobom bunkovi
membranu, ¢o docasne deaktivuje napitovo zavislé Ca*" kanaly (Ritter JM et al. 2020).

Tieto lie¢iva su pouzivané predovSetkym v kardiologii. Karp kanaly st blokované
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derivatmi sulfonylmocoviny, ktoré sa pouzivaju ako klasické peroralne antidiabetika.
V suvislosti s vaskuldrnym systémom je zaujimave, ze u diabetikov 2. typu, ktori boli
lieceni glibenclamidom, bola zistend zvySena citlivost’ na ucinky angiotenzinu (Williams

S et al. 1998).
Cyklické nukleotidy

Cyklicky adenosinmonofosfat

Jednym z mechanizmov relaxacie hladkého svalstva v cievnej stene je
prostrednictvom  cyklického adenosinmonofosfatu. Stimuldciou membranového
receptoru spojen¢ho s Gs proteinom (napriklad receptory beta-2, serotoninovy 7, pre
prostaglandin E», prostacyklinovy) dochddza k aktivacii adenylatcyklazy a naslednej
tvorbe cAMP z ATP. Posobenim cAMP sa aktivuje proteinkindza A, ktora je zodpovedna
za inhibiciu (deaktivaciu) fosforylacie l'ahkého retazca myozinu a zaroven vedie

k znizeniu hladiny vapenatych iénov v bunke (Ritter JM et al. 2020).

Nasledujlice znizenie Ca®" koncentracie v intracelularnom priestore je zabezpedované
pomocou niekol’kych ATPaz. Presun do sarkoplazmatického retikula zaistuje ATPaza
SERCA. V plazmatickej membrane posobia ATPaza PMCA aNa'- Ca’>" vymenniky
(antiportéry), ktoré odstraiiujii vapnik von z bunky (Ramanlal R a Gupta V 2023).

Cyklicky guanosinmonofosfat

Inhibiciu fosforylacie I'ahkého retazca myozinu a naslednu relaxéaciu svalstva ciev
vyvolava aj cGMP, ktora vznika nasledujicim mechanizmom. NO je produkovany hlavne
ked sa hladina vapenatych i6nov v endotelidlnych bunkéch zvysi. eNOS katalyzuje
syntézu NO v endotele cievnej vystelky, ktory ako velmi mald molekula volne
prechddza membranami buniek a prenikd do susednej bunky hladkého cievneho svalu.
Oxid dusnaty aktivuje enzym solubilnu guanylatcyklazu (sGC), ktora katalyzuje premenu
guanosintrifosfat na druhého posla cGMP. Okrem NO takto pdsobia aj nitraty (posobenim
glutationu sa premienaju na nitrosothiol kl'icovy pre tvorbu NO), ktoré sa pouzivaju ako
dilatatory koronarnych artérii pri angine pectoris (Ritter JM et al. 2020). Enzym sGC je
aktivovany tiez lieCivom riociguat, pouzivanym v liecbe pl'icnej hypertenzie (Lang IM
et al. 2021). Podobny mechanizmus ucinku ma natriureticky peptid C (CNP), ktory
podobne ako NO vznika v endotele. CNP aktivuje membranovi guanylatcyklazu pGC
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opit’ za vzniku ¢cGMP. Ulohou ¢cGMP je aktivovat proteinkinazu G, ktora v tomto
procese posobi vel'mi podobne ako proteinkindza A mechanizmom uz vysSie opisanym

(Pandey KN 2019).

Fosfodiesteraza

Dal§im vnutrobunkovym cielom, ktory ovplyviuje cyklické nuklotidy, st
izoenzymy fosfodiesterazy. Vazodilatatory pdsobia ako inhibitory PDE (fosfodiesteraza)
a spomal’uju rozklad druhych poslov cAMP a cGMP. Vo vaskuldrnej farmakolégii sa
pouzivajui inhibitory PDE3 cilostazol (liecba ischemickej choroby dolnych koncatin)
a milrinon (liecba akutneho srdcového zlyhania) (Cone J et al. 1999). Na rovnakom
principe G¢inkuju selektivne PDE 5 inhibitory ako napriklad sildenafil (lieCba erektilnej
dysfunkcie).

DalSie vnutrobunkové ciele

Vaskularny systém moéze byt d’alej ovplyviiovany inhibiciou proteinkinazy C.
V klinickej praxi sa pouZziva ruboxistaurin v terapii diabetickych mikrovaskularnych
komplikacii (Casellini CM et al. 2007). Ako inhibitor ROCK kinazy sa pouZiva v terapii
plucnej hypertenzie lieCivo fasudil (Abedi F et al. 2023). Vaskularny systém je v principe
ovplyvneny aj dantrolenom, ktory znizuje vydaj Ca®>" zo sarkoplazmatického retikula
(liecba malignej hypertermie). Dantrolen nema vyznamny vplyv na krvny tlak ale moze

spoOsobit’ narast cievnej rezistancie (Lynch C 3rd et al. 1986).

Dalsie priklady lie¢iv sa radia do skupiny nepriamo pdsobiacich vazodilatancii,
patria sem lieCivd, ktoré inhibuju vazokonstrikciu — RAAS (renin-angiotenzin-
aldosterénovy systém) alebo sympaticky nervovy systém (antagonisti adrenorecetoru
alfal). Dalsou skupinou su latky, ktoré blokuju endotelinovy systém napriklad
endotelinovu syntézu alebo antagonisti jeho receptorov (Ritter JM et al. 2020). Aj tieto
latky v konecnom dosledku ovplyvituju vaskuldrne vnuatrobunkové mechanizmy —
receptory AT1 (receptor 1 pre angiotenzin II) sa spdjaju s Gq a G12/13 proteinmi,
receptory alfal s Gq proteinom. Podobne ETa (endotelinové receptory A) receptory sa
spajaju s Gq a G12/13 proteinmi, a ETb (endotelinové receptory B) receptory s Gq a Gi.
Medzi lieCivd poOsobiace cez RAAS patria: inhibitor reninu (aliskiren), inhibitory
angiotenzin konvertujlicecho enzymu (perindopril), antagonisti receptoru AT1 pre

angiotenzin II (losartan). PouZzivaja sa v terapii arterialnej hypertenzie.
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Do skupiny lieCiv, ktoré pdsobia na dréhe endotelinu 1 sa zaraduji blokatory
endotelinovej syntézy — fosforamidon (obsolentné lieCivo) a antagonisti endotelinovych

receptorov — ambrisentan (liecba plicnej hypertenzie) (Ritter JM et al. 2020).

Znizenie aktivity vazokonstrikénych faktorov je d’alSim dostupnym mechanizmom

vazodilatacie (Martinkova J et al.2018).

Klinické vyuzitie vazokonstrikénych lieCiv nie je az také Casté ako u vazodilatancii.
Agonisti receptorov alfal sa vyuzivaju v lokalnej aplikacii, kedy sposobuju nazalnu
dekongesciu (oxymetazolin), dalej v ko-administracii s lokdlnymi anestetikami
(noradrenalin). Agonisti V1 receptoru pre vazopresin sa pouzivaju napriklad
na zastavenie krvacania z esofagedlnych varixov pri portdlnej hypertenzii alebo na
zastavenie krvacania v urogenitadlnom trakte (terlipresin). Triptany (sumatriptan) pdsobia
ako agonisti na 5-hydroxytryptaminovych receptoroch 5-HT1B/1D, pouzivaju sa
v terapii migrény (Ritter JM et al. 2020). V terapii hereditarneho angioedému sa zvysené
uvolfiovanie bradykininu, ktoré vedie k uniku plazmy inhibuje lie¢ivom ikatibant, ktory
pdsobi ako antagonista endotelidlnych B2 receptorov pre bradykinin (B2 st membranové
receptory spojené s Gq a Gi proteinmi). Tento mechanizmus vedie k vazokonstrikcii

(Barratt-Due A et al. 2011).

Vazoaktivne latky st okrem klinickej praxe dolezité v zakladnom vyskume. Niektoré

z nich boli pouzité v tejto diplomovej praci. Ich prehl'ad je uvedeny v Tab. 1.
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latka ciel’ova Struktira ucinok

Forskolin proteinkinaza A vazodilatacny

Nitroprusid sodny proteinkindza G vazodilatacny
OoDQ sGC vazokonstrikény
Iberiotoxin BKca kanaly vazokonstrikény
4-aminopyridin Kv kanaly vazokonstrikény
Linopirdin Kv7 kanaly vazokonstrikény
BaCl2 Kir kanaly vazokonstrikény
Glibenklamid Karp kanaly vazokonstrikény
DT-3 proteinkinaza G vazokonstrikény
Rp8-pCPT-cGMPs proteinkindza G vazokonstrikény
BayK-8644 L-typ véapnikovych vazokonstrikény

kanalov

Tab. 1: Vazoaktivne latky pouZité v diplomovej prdci

sGC- solubilna guanylatcyklaza

DT-3 - Specificky inhibitor PKG 1Alfa

ODQ - 1H-[1,2,4] Oxadiazolo[4,3-a]chinoxalin-1-on
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4 CIEL A ZADANIE PRACE

Cielom experimentalnej cCasti tejto diplomovej prace bolo uskuto¢nit’ Gvodny
screening vazodilatacného ucinku na desiatich vybranych latkach z rastliny hloh na ex
vivo modeli prasacej koronarnej artérie. Nasledne vybrat najucinnejSiu latku

z pozorovanych a vykonat’ na nej $tidium mechanizmu tu¢inku.
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Biologicky material

Experimenty boli vykonané na koronarnych artériach, ktoré boli odobrané
z prasacich stdc. Srdcia boli ziskané z bitinku Letohrad a spracované priblizne do 4
hodin od usmrtenia zvierat, 9 zdravych osipanych oboch pohlavi, ktoré pochadzali zo

Standardného chovu zabezpeceného veterinarnou kontrolou a boli ur¢ené na konzumaciu.

5.2 Pouzité vybavenie

5.2.1 Chemikalie

Chemikalie pouzité pri experimentoch boli: Krebsov zivny roztok, vazoaktivne

latky (vid’ Tab.2), rozpustadla (vid’ Tab. 5) a 10 skusanych polyfenolickych latok.

Latka Vzorec MW Rozpust’adlo
BayK-8644 Ci6H15F3N204 356,3 DMSO
DT-3 C4Hy0OsS2 201,24 DMSO
Forskolin C2H3407 410,5 DMSO
Glibenklamid C23H27CIN3OsS.K 532,1 DMSO
Linopirdin C26H21N30 391,5 DMSO
ODQ CoHsN3O2 187,2 DMSO
Rp8-pCPT-cGMPS | CicH14CIN5O6PS2.Na 525.9 DMSO
Chlorid barnaty BaCl, 208,23 Krebsov roztok
Nitroprusid sodny CsHsFeNegNaxOs 297,95 Krebsov roztok
4-aminopyridin CsHgN» 94,1 miliQ voda
Iberiotoxin C179H274N50055S7 4230,9 miliQ voda

Tab. 2: Vazoaktivne latky
Vysvetlenie skratiek: ODQ - 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]chinoxalin-1-on

DT-3 - specificky inhibitor PKG 1Alfa
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Latka MW Vzorec
Isovitexin 432.4 C21H20010
Hyperosid 4644 C21H20012
Quercetin 302,23 Ci5sH1007

Kyselina chlorogenova 354,31 C 16H1809
Kyselina
3,4-dihydroxyfenyloctova 198.13 CsHeOg
(3,4-DHPA)
Kyselina 3,4-
dihydroxyhydroskoticova 182,17 CoH1004
(3,4-DHHCA)
Kyselina hippurova 179.17 CoHoNO;3
Kyselina 3-kumarova 164.16 CoHsgOs3
Kyselina olenalova 456.7 C30H4303
Tamarixetin 316.26 Ci6H1207

Tab. 3: Desat’ polyfenolickych latok z hlohu testovanych v iuvodnom screeningu

MW- molekularna hmotnost’

Krebsov zZivny roztok

Pre vytvorenie podmienok vel'mi podobnych vnitornému prostrediu organizmu bol
ako zivné médium pre svoje vlastnosti pouzity izotonicky Krebsov roztok s pH 7,4. Na
jeho pripravu je potrebné rozpustit' v malom mnozstve destilovanej vody vSetky latky
z Tab. 4 okrem chloridu vapenatého, ktory sa navazuje a rozpusta zvlast, aby sa predislo
vyzrazaniu slabo rozpustnych vépenatych soli. Nakoniec sa obidva roztoky zmieSaju

a doplnia destilovanou vodou na poZadovany objem.
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Koncentracia
Latka Vzorec MW (g/mol)
g/l
Chlorid sodny p.a. NaCl 5,54 58,44
Chlorid draselny p.a. KCl 0,35 74,56
Chlorid vapenaty p.a. CaCl, 0,28 110,98
Hydrogenuhli¢itan
NaHCO; 2,1 84,01
sodny p.a.
Dihydrogenfosforecnan
KH>PO4 0,16 136,09
draselny p.a.
Siran hore¢naty
MgS04.7H20 0,29 246,48
heptahydrat p.a.
D-gluk6za monohydrat
CeH1206.H20 2,1 180,16
p.a.
Tab. 4: ZloZenie Krebsovho roztoku

Latka Vzorec MW

Destilovana voda H>O 18,02

MiliQ voda H20O 18,02

Dimetylsulfoxid (DMSO) (CH3)2S0 78,13

Tab. 5: Pouzité rozpustadla

5.2.2 Pomocky a pristroje

Aparatira pre izolované tkanivo ex vivo (Multi chamber tissue bath system)

dodavatel’ Experimentia Ltb., Budapest, Mad’arsko
Termostat U1 (Priifgerdte-Werk Medingen GmbH, Dréazd’any, Nemecko)
Force/Displacement tranducer (Experimentia Ltb., Budapest, Mad’arsko)

Plynova nadoba plnend pneumoxidom (zmes Oz z 95% a CO2 z 5%) dodavatel

Linde gas, Ceska republika

Pocita¢ s vyhodnocovacim softvérom S.P.E.L., Advanced Kymograph Software

SOFT-03- KYMO dodévatel’ Experimentia Ltb., Budapest, Mad’arsko

Vyhodnocovacie programy GraphPad Prism 9 a Microsoft Excel
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Automatické pipety Eppendorf

Analytické vahy Explorer Analytical

Laboratérne vahy (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Nemecko)

Trepacka IKA Vortex Genius 3 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Nemecko)
Mikroskumavky Eppendorf

Laboratorne sklo (Petriho misky, kadicky, sklenené tyCinky, lyzicky, odmerné

valce
Operac¢né nastroje (pinzety, peany, noznice)

Dalsie laboratorne pomocky (bunigita vata, $picky, gumové rukavice, chirurgicka

nit’)
5.3 Metodika
5.3.1 Priebeh experimentu

Priprava biologického materialu

Srdcia prijaté z bitinku boli ponorené do Krebsovho roztoku. Nasledne bola
vyoperovana lav4d korondrna artéria a vlozend do Krebsovho roztoku. Artéria bola
ocistena od spojivového tkaniva, krvi a pripojeného tuku. Vycistend artéria bola narezana
na cylindrické kruhy dlhé priblizne 3 mm. Pri niektorych experimentoch bola vrstva
endotelu mechanicky rozruSend jemnym trenim pinzetou po povrchu luminélnej vystelky.
Kruhy boli udrziavané v tkanivovych kupeloch z Krebsovho roztoku. Kupele boli
nahrievané na teplotu tela 37°C a zaroven boli okyslicované pneumoxidom. Arteridlny
kruh bol zaveseny medzi dva haciky z drdtu z nehrdzavejucej ocele. Jeden z hacikov bol
pripevneny k pevnému drziaku a druhy napojeny chirurgickou nit'ou na prevodnik, ktory
zachytdval mechanicki energiu a premienal ju na elektricky signdl ktory bol
vyhodnocovany pocitatom vybavenym programom S.P.E.L. Advanced Kymograph
Software, v3.2 (Experimentia Ltd., Budapest, Madarsko). Tymto spoésobom bolo

umoznené meranie izometrického napétia.
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Stabilizacia tkaniva

Stabilizéacia tkaniva prebiehala pred kazdym experimentom. Pomocou regulacnych
Srobov sa priddvalo napitie na tkanivovych krazkoch kazdych 30 sekund o priblizne 0,2
g az po kone¢nu hodnotu 2 g. Kazdych 10 minut sa vymienalo prostredie Krebsovho

roztoku v kipel'och. Toto obmienanie prebehlo 4 krat.

Overenie funk¢énosti endotelu

Naésledne sa napitie tkaniva znizilo na 1g a kazd4 naddoba sa naplnila presne Sml
Krebsovho roztoku. Do nadob bol pridany KCI pricom findlna koncentracia bola
40 mmol.I"!. Doslo ku kontrakcii, ¢im sa overila kontraktilita cievy. Po dosiahnuti
stabilného stavu fazy plateau sa pridal bradykinin ajeho koncentracia v nadobéch
dosiahla 300 nmol.I"!. Doslo k dilatacii, ¢im sa overila neporusenost’ a funké&nost
endotelu (v niektorych pokusoch naopak jeho dysfunkénost’). V nadobéch bol nésledne
niekol’kokrat vymeneny Krebsov roztok kvoli premytiu arteridlnych kruhov od pridanych

latok. Napitie sa ustalilo na 1g a doplnil sa objem ¢isté¢ho Krebsovho roztoku na Sml.

Vlastny experiment — screening vazodilataénych latok

Pred kazdym experimentom sa vykonali vysSie opisané kroky teda stabilizacia
a overenie kontraktility tkaniva a pritomnosti/nepritomnosti funkéného endotelu. Vlastny
experiment bol zahajeny kontrakciou tkaniva pridanim KCI vo findlnej koncentrcii
40 mmol.I"". Po navodeni kontrakcie a po ustaleni odpovede bola priddvana testovana
latka zo screeningu (vid’ Tab. 3) kumulativnym spdsobom vo vzrastajacich davkach od
100 nmol.I"! do 100 pmol.I"". Jednotlivé testované latky boli priddvané do samostatnych
nadob po predoslom ustéleni dilata¢nej odpovede. Dve nadoby z 6smich vzdy sluzili ako
kontrola, kde sa pridavalo samotné rozpustadlo DMSO v Krebsovom roztoku taktiez
v kumulativnych koncentraciach rovnakych ako testované latky. Po pridani vSetkych
testovanych koncentracii a po ustaleni odpovede bol na zaver do vSetkych nadob pridany
NTS (nitroprusid sodny) vo finalnej koncentréacii 100 pmol.I"!, ktory navodil maximalnu

relaxaciu arteridlnych kruhov.

Vlastny experiment — testovanie mechanizmov ucinku

Zo screeningu sa vyhodnotila latka s najva¢sim vazodilatatnym posobenim -

tamarixetin a na tej prebiehalo d’alej testovanie mechanizmu ucinku.
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Pred kazdym vlastnym experimentom prebehla priprava a stabilizacia tkaniva ako pri
screeningu. Nasledne sa overila nepritomnost’ endotelu, ktory bol vo vicSine

mechanistickych pokusov pri priprave odstraneny.

Testované mechanizmy

Testovanie zavislosti vazodilataéného ucinku tamarixetinu na pritomnosti endotelu

Priprava tkaniva spocivala v odstraneni endotelovej vrstvy z vnutorného limenu
urc¢itého poctu arteridlnych kruhov pomocou pinzety. Nasledujuce kroky prebiehali podl'a
vyssie uvedeného postupu. Do nadob sa pridal KCl vo findlnej koncentracii 40 mmol.I"
Po wustidleni kontrakcie sa postupne pridavala testovana latka — tamarixetin
v kumulativnych koncentracidch od najnizsej 100 nmol.I'! po najvyssiu 100 pmol.l™\.
Nakoniec, po ustaleni bol pridany nitroprusid sodny vo finalnej koncentracii 100 pmol.I"

! pre dosiahnutie maximalne;j relaxacie.

Testovanie vplyvu tamarixetinu na relaxdciu navodeni pomocou nitroprusidu

sodného alebo pomocou foskolinu

Po priprave arteridlnych kruhov bez endotelu prebiehal experiment podla
uvedeného postupu (stabilizacia tkaniva a overenie nepritomnosti endotelu). Po ustaleni
kontrakcie navodenej pomocou KCl vo findlnej koncentracii 40 mmol.lI"! bol pridany
tamarixetin v odpovedajicej koncentracii ECzo, pri¢om kontrolou bolo samotné DMSO
v Krebsovom roztoku v rovnakej koncentracii ako tamarixetin. Po stabilizacii odpovede
bol v kumulativnych davkach pridavany NTS alebo forskolin vo vzrastajicich
koncentracidch: NTS od 100 pmol.I" do 100 pmol.I"" a forskolin od 100 pmol.lI"! do

1 umol.I"! a7 do dosiahnutia stavu maximalnej relaxécie.

Testovanie vplyvu tamarixetinu na aktivaciu solubilnej guanvlatcyklazy

Po odstraneni endotelu z arteridlnych kruhov, ich stabilizacii a kontrole
nepritomnosti endotelu bol do nadoby pridany ODQ vo findlnej koncentracii 1 pmol.I™!.
Nasledovala inkuba¢nad doba 30 minuat. Po jej uplynuti nastala kontrakcia vplyvom
pridaného KCl1 vo finalnej koncentracii 40 mmol.I"!. Do nadob bol po ustaleni odpovede
pridany tamarixetin vo vzrastajlicich koncentracidch kumulativnou cestou od 100 nmol.I"
"'do 100 pmol.I"". Ako kontrola bol pouzity DMSO (najvyssia findlna koncentréacia
0,01%) bez ODQ. Nakoniec bol pridany NTS vo finalnej koncentracii 100 pmol.I'! pre

dosiahnutie 100% relaxacie kruhu.
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Testovanie vplyvu tamarixetinu na aktivaciu proteinkinazy G

Na tento typ experimentu boli opdt’ potrebné arteridlne kruhy s odstranenym
endotelom. Po ich stabilizacii a overeni nepritomnosti endotelu bol do nadob
pridany DT-3 (finalna koncentracia 1 umol.l"") alebo Rp-8-pCPT-cGMPs (finalna
koncentracia 1 umol.l"!). Latky boli ponechané inkubovat 30 mintt. Kontrolou
bolo v tomto pripade ¢isté vehikulum (DMSO v miliQ vode). Nasledne bola
navodena kontrakcia pridanim KCl vo finalnej koncentracii 40 mmol.l"'. Po
ustaleni odpovede kruhu bol jednorazovo pridany tamarixetin v koncentrécii
odpovedajucej ECso 70 pmol.l"!. Nakoniec bol po ustaleni pridany NTS vo finalnej

koncentracii 100 pmol.l"! pre dosiahnutie maximalnej relaxécie.

Testovanie vplyvu tamarixetinu na Kca, Kir, Katp, Kv kanaly v hladkom cievnom

svale a na Kvy7, ktory je typicky pre cievy

U kruhov s odstranenym endotelom sa vykonala stabilizdcia a overenie absencie
endotelu. Po pridani 5ml Krebsovho roztoku anastaveni napdtia na 1g sa pridal
iberiotoxin v koncentracii 20 nmol.I"" (vplyv na BKc, kandly) alebo 4-aminopyridin
v koncentrécii 3 mmol.I"! (vplyv na Ky kanaly) alebo linopirdin v koncentrécii 10 pmol.I°
! (vplyv na Ky kandly) alebo BaCl, v koncentracii 50 pmol.I"! (vplyv na K;: kanaly) alebo
glibenklamid v koncentracii 10 pmol.I"" (vplyv na Kare kandly), a nastala 30 minttova
inkubacéna doba. Ako kontrola sa pouzila miliQ voda okrem linopirdinu a glibenklamidu,
kedy sa pouziva DMSO 0,1%. Po inkubdcii sa ako konstrikéné latka pridalo KCI vo
findlnej koncentracii 40 mmol.I"'. Ked’ sa ustalila odpoved’ cievy, zacal sa kumulativne
vo vzrastajicich koncentracidch pridavat’ tamarixetin od 100 nmol.I"! do 100 umol.I"!. Po

ustaleni relaxacie sa pre maximélnu relaxaciu pridal NTS v koncentrécii 100 pmol.I™!.

Testovanie vplyvu tamarixetinu na L-typ vapnikovvch kanalov

Boli pripravené arterialne kruhy bez endotelovej vrstvy. Po ich stabilizacii
aovereni absencii endotelu nasledovalo premytie Krebsovym roztokom aspont 3
krat, naplnenie nddob 5ml Krebsovho roztoku a nastavenie napitia na hodnotu 1 g.
Dalsim krokom bolo pridanie KCI do finalnej koncentracie 15 mmol.I"! kvéli posilneniu
kontrakénej odpovede. Nasledovalo pridanie tamarixetinu, pouzili sa dve koncentracie zo
screeningu — 80% a 20% a 30 minut inkubacnej doby. Ako negativna kontrola sa pridaval
DMSO 0,3%. Ako pozitivna kontrola bol pouzity nifedipin v koncentracii 150 nmol.1".

Po tomto kroku bolo dblezité¢ vykonavat’ experiment v tmavom prostredi, pretoze stabilita
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latky Bay-K8644 je ovplyviiovana svetlom. Po uplynuti inkuba¢nej doby bol kumulativne
pridavany Bay-K8644 v rastucej koncentracii od 100 pmol.I"' do 10 pmol.I"!. Po ustaleni
konstrikénej odpovede bol nakoniec pridany KCI 80 mmol.lI"! na dosiahnutie maximalne;j

konstrikcie.

5.3.2 Vyhodnotenie nameranych udajov

Na vyhodnotenie nameranych dat boli pouzité programy Microsoft Excel

a GraphPad Prism 9.

Vvhodnotenie screeningu vazodilataénych latok

U jednotlivych polyfenolickych latok a aj ujednotlivych koncentracii zahrnutych do
screeningu boli zaznamenané hodnoty, pri ktorych dochédzalo k dilatacii cievy. Tieto
udaje boli vyhodnotené percentualne z maximalnej moznej relaxacie. Za maximalnu
hodnotu bola povazovana hodnota dilaticie navodena pomocou NTS 10 umol.I"! v zavere
kazdého experimentu. Vyznamnost’ bola vyhodnoten4 pomocou prekryvu konfidenénych
intervalov. Vyhodnotenie zavislosti vazodilaticie na pritomnosti endotelu, vplyvu
tamarixetinu na aktivaciu solubilnej guanylatcyklazy a kandlov Kca, Kir, Katp, Kv a Kv7

v hladkom cievnom svale prebiehalo rovnako ako vyhodnotenie vysledkov screeningu.

Vyhodnotenie vplyvu tamarixetinu na relaxdciu navodentt NTS a foskolinom

Hodnoty vazodilatacie, navodenej NTS alebo forskolinom, boli vyjadrené ako
percenta z prekontrakcie navodenej KCI1 v koncentracii 40 mmol.I"!. Na vyhodnotenie

vyznamnosti bola opét’ pouzitad metoda prekryvu konfiden¢nych intervalov.

Vyhodnotenie vplyvu tamarixetinu na aktivaciu proteinkindzy G

Dilatacia navodend tamarixetinom bola vyjadrend v percentdch z maximalnej
v . . . . , JORT -1 ’
moznej navodenej nitroprusidom sodnym v koncentracii 10 pmol.l” v zavere

experimentu. Vyznamnost’ bola vyhodnotena pomocou t-testu.

Vyhodnotenie vplyvu tamarixetinu na L-typ vdpnikovych kanalov

Hodnoty kontrakcie cievy pomocou latky Bay-K8644 boli vyjadrené percentudlne.
Za maximalnu hodnotu kontrakcie bola povazovand kontrakcia vyvoland KCI1 80 mmol.I"
. Vyznamnost bola vyhodnotend pomocou testu two-way ANOVA s naslednym

Dunettovym testom.
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6 VYSLEDKY

6.1.1 Screening

Latka ECso (umol.I™") N
(Clys)
Isovitexin neucinna 2
Hyperosid neucinna 2
Quercetin 81,37 >
(61,4-107,7)

Kyselina chlorogenova neucinnd 3
Kyselina neucinnd 5

3,4-dihydroxyfenyloctova

Kyselina 3,4- neucinna 3

dihydroxyhydroskoficova

Kyselina hippurova neucinna 3
Kyselina 3-kumarova neucinna 3
Kyselina olenalova neucinna 3
47,8* 4
Tamarixetin
(36,8-62,0)

Tab. 6: Vazodilatacny ucinok desiatich vybranych obsahovych latok z
hlohu

Tabulka obsahuje suhrn vazodilatacnych ucinkov 10 vybranych obsahovych la-
tok hlohu, ktoré boli zahrnuté do screeningu vazodilatacnych ucinkov na ex vivo modeli
korondrnej prasacej artérie, ktord bola prekontrahovand KCI 40 mmol.I”'. N je pocet
kruzkov artérii z roznych zvierat. Vazodilatacné ucinky su vyjadrené pomocou ECsg
a konfidencného intervalu Clos. Hodnoty latok boli porovnané s kontrolou — DMSO po-

rovhanim 95% konfidencnych intervalov. *p <0,05.
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Obr. 3: Vazodilatacny ucinok desiatich vybranych obsahovych latok z
hlohu

Graf zobrazuje vazodilatacné ucinky 10 vybranych obsahovych latok hlohu, ktoré

boli testované na ex vivo modeli prasacej koronarnej artérie prekontrahovanej pomo-
cou KCI 40 mmol.I"'. Relaxdcia cievy bola zmerand izometricky a vyjadrend percentu-

dlne z maximalnej moznej relaxacie, ktora bola na zaver experimentu navodena nitro-

prusidom sodnym 100 umol.I"'. Hodnoty sii vyjadrené ako priemer + SEM a konfi-

dencny interval 95% . U latok, ktoré nemali vazodilatacny ucinok boli pouzité 2 az 3

cievne kruzky (s vynimkou latky 3,4-DHPA, kde bolo pouZitych 5 kruzkov) a u latok

ucinnych boli ucinky overené na 4 (tamarixetin) az 5 (quercetin) kruzkoch. Kruzky boli

ziskané vzdy z roznych zvierat. Relaxacia vplyvom kontroly — rozpustadla DMSO — je

tiez v grafe zaznamenand. Skratky latok su vysvetlené v Tab. 3.
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6.1.2 Mechanizmus G¢inku najucinnejSej latky - tamarixetinu
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Obr. 4: Zavislost’ vazodilatacného ucinku tamarixetinu na pritomnosti endotelu

Graf zobrazuje na osi X koncentraciu kumulativne podavaného tamarixetinu,
ktord vyvolala relaxaciu zobrazenu na osi Y na ex vivo modeli prasacej koronarnej ar-
térie prekontrahovanej pomocou KCI 40 mmol.l". Relaxdcia bola zmerand izometricky

a vyjadrena percentudlne z maximdlnej moznej relaxacie, ktora bola na zaver experi-

mentu navodend pomocou nitroprusidu sodného 100 umol.I"'. Hodnoty sii vyjadrené

ako priemer = SEM a konfidencny interval 95% v oboch pripadoch zo 4 kruzkov (me-
rani), ktoré pochadzali z roznych zvierat. E+ je cieva so zachovanym endotelom a E- je

cieva bez endotelu. Medzi krivkami E+ a E- nebol vyznamny rozdiel.
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Obr. 5: Vplyv tamarixetinu na vazodilaticiu navodenit pomocou nitroprusidu

sodného

Graf zobrazuje vplyv podania tamarixetinu na ex vivo modeli prasacej koronarnej
artérie prekontrahovanej pomocou KCI 40 mmol.I'! na relaxdaciu vyvolanii ndslednym
kumulativnym podavanim NTS vo vzrastajucich koncentracidach. Relaxdcia bola merand
izometricky a vyjadrend percentudlne z maximdlnej moznej navodenej NTS 100 umol.l”!
v zavere experimentu. Hodnoty su vyjadrené ako priemer = SEM a konfidencny interval
95% pricom u tamarixetinu bolo pouzitych 6 kruzkov (merani) a pri kontrole DMSO

boli pouzité 4 merania. Kruzky pochadzali vzdy z roznych zvierat. *p <0,05.
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Obr. 6: Vplyv tamarixetinu na vazodilataciu navodenit pomocou forskolinu.

Graf zobrazuje vplyv podania tamarixetinu na ex vivo modeli prasacej korondrnej
artérie prekontrahovanej pomocou KCI 40 mmol.I" na relaxdciu vyvolani ndslednym
kumulativnym podavanim forskolinu vo vzrastajucich koncentraciach. Relaxacia bola
namerand izometricky a vyjadrend percentudlne z maximdalnej moznej navodenej for-
skolinom 1 umol.I" na zaver experimentu. Hodnoty sii vyjadrené ako priemer = SEM
a konfidencny interval 95% pricom u tamarixetinu bolo pouzitych 6 kruzkov (merani)

a pri kontrole DMSO boli pouzité 3 merania. Kruzky pochadzali vzdy z réznych zvierat.
*» <0,05.
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Obr. 7: Vplyv tamarixetinu na aktivdaciu solubilnej guanylatcyklazy

Graf zobrazuje relaxdciu navodenu na ex vivo modeli prasacej korondarnej artérie
po predoslom podani ODQ a po uplynuti inkubacnej doby prekontrahovanej pomocou
KCI 40 mmol.I'" kumulativne podavanym tamarixetinom vo vzrastajiicich koncentra-
ciach. Relaxdcia bola namerana izometricky a vyjadrend percentudlne z maximdalnej
moznej navodenej NTS 100 umol.I" na zaver experimentu. Hodnoty sii vyjadrené ako
priemer = SEM a konfidencny interval 95% pricom kruzky s ODQ boli pouzité 4 a pri

kontrole DMSO tiez 4 merania. Kruzky pochadzali vzdy z roznych zvierat.
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Obr. 8: Vplyv tamarixetinu na aktivaciu proteinkinazy G

Graf zobrazuje relaxdciu navodenu na ex vivo modeli prasacej koronarnej artérie
po predoslom podani DT-3 alebo Rp-8-pCPT-cGMPs a po uplynuti inkubacnej doby
prekontrahovanej pomocou KCI 40 mmol.I! jedordzovo podanym tamarixetinom v kon-
centracii ECs 70 umol.l". Relaxdcia bola namerand izometricky a vyjadrend percentu-
alne z maximalnej moznej navodenej NTS 100 umol.l! na zaver experimentu. Hodnoty
su vyjadrené ako priemer £ SEM pricom kruzkov s DT-3 alebo Rp-8-pCPT-cGMPS
bolo pouzitych 5 a pri kontrole DMSO boli pouzité 3 merania. Kruzky pochddzali vidy

z roznych zvierat.
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Obr. 9: Vplyv tamarixetinu na Kc, kandly v hladkom cievnom svale

Graf zobrazuje relaxaciu navodenu na ex vivo modeli prasacej koronarnej artérie
po predoslom podani iberiotoxinu a po uplynuti inkubacnej doby prekontrahovanej po-
mocou KCI 40 mmol.I" kumulativne poddvanym tamarixetinom vo vzrastajiicich kon-
centracidach. Relaxdcia bola namerana izometricky a vyjadrend percentudlne z maxi-
malnej moznej navodenej NTS 100 umol.I" na zaver experimentu. Hodnoty si vyjadrené
ako priemer = SEM a konfidencny interval 95% pricom kruzky s iberiotoxinom boli po-
uzité 3 a pri kontrole DMSO boli pouzité 4 merania. Kruzky pochadzali vzdy z roznych

zvierat.
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Obr. 10: Vplyv tamarixetinu na Ky kandly v hladkom cievnom svale

Graf zobrazuje relaxdciu navodenu na ex vivo modeli prasacej korondarnej artérie
po predoslom podani 4-aminopyridinu a po uplynuti inkubacnej doby prekontrahovanej
pomocou KCI 40 mmol.l"! kumulativne poddvanym tamarixetinom vo vzrastajiicich kon-

centraciach. Relaxdcia bola namerand izometricky a vyjadrend percentudlne z maxi-
malnej moznej navodenej NTS 100 umol.I"' na zdaver experimentu. Hodnoty st vyjadrené
ako priemer £ SEM a konfidencny interval 95% pricom kruzkov s 4-aminopyridinom
bolo pouzitych 5 a pri kontrole DMSO boli pouzité 3 merania. Kruzky pochadzali vidy

z réznych zvierat.
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Obr. 11: Vplyv tamarixetinu na Kv7 podtyp kandlov v hladkom cievnom svale

Graf zobrazuje relaxdciu navodenu na ex vivo modeli prasacej koronarnej artérie
po predoslom podani linopirdinu a po uplynuti inkubacnej doby prekontrahovanej po-
mocou KCI 40 mmol.I'" kumulativne podavanym tamarixetinom vo vzrastajicich kon-
centraciach. Relaxdcia bola namerand izometricky a vyjadrend percentudlne z maxi-
malnej moznej navodenej NTS 100 umol.I"' na zdaver experimentu. Hodnoty st vyjadrené
ako priemer = SEM a konfidencny interval 95% pricom kruzky s linopirdinom boli pou-
zZité 4 a pri kontrole DMSO boli pouzité 4 merania. Kruzky pochadzali vidy z roznych

zvierat.
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Obr. 12: Vplyy tamarixetinu na K;, kandly v hladkom cievnom svale

Graf zobrazuje relaxdaciu navodenu na ex vivo modeli prasacej koronarnej artérie
po predoslom podani BaCl; a po uplynuti inkubacnej doby prekontrahovanej pomocou
KCI 40 mmol.I" kumulativne podavanym tamarixetinom vo vzrastajiicich koncentra-
ciach. Relaxdcia bola namerana izometricky a vyjadrend percentudlne z maximdalnej
moznej navodenej NTS 100 umol.I'' na zdaver experimentu. Hodnoty s vyjadrené ako
priemer = SEM a konfidencny interval 95% pricom kruzky s BaCl> boli pouzité 3 a pri
kontrole DMSO tiez 3 merania. Kruzky pochadzali vidy z réznych zvierat.
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Obr. 13: Vplyv tamarixetinu na K4rp kandly v hladkom cievnom svale

Graf zobrazuje relaxaciu navodenu na ex vivo modeli prasacej koronarnej artérie
po predoslom podani glibenklamidu a po uplynuti inkubacnej doby prekontrahovanej
pomocou KCI 40 mmol.I"" kumulativne poddvanym tamarixetinom vo vzrastajiicich kon-
centracidach. Relaxdcia bola namerana izometricky a vyjadrend percentudlne z maxi-
malnej moznej navodenej NTS 100 umol.I" na zaver experimentu. Hodnoty si vyjadrené
ako priemer = SEM a konfidencny interval 95% pricom kruzky s glibenklamidom boli
pouczité 4 a pri kontrole DMSO boli pouzité 4 merania. Kruzky pochadzali vzdy z roz-

nych zvierat.
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Obr. 14: Vplyv tamarixetinu na L-typ vapnikovych kandlov

Graf zobrazuje vplyv podania dvoch koncentrdacii tamarixetinu EC29 30 umol.l”!
nebo ECsp 70 umol.lI'' na ex vivo modeli prasacej korondrnej artérie stimulovanej po-
mocou KCI 15 mmol.I" na vazokonstrikciu vyvolanii ndaslednym kumulativaym poddva-
nim BayK-8644 vo vzrastajucich koncentraciach. Kontrakcia bola namerana izomet-
ricky a vyjadrend percentudlne z maximalnej moznej navodenej KCI 80 mmol.l' na zd-
ver experimentu. Hodnoty su vyjadrené ako priemer £ SEM pricom u tamarixetinu bolo
pouzitych 5 a 6 kruzkov (merani) a pri kontrole DMSO bolo pouZitych 7 merani. Kruzky
pochadzali vzdy z réznych zvierat. *p <0,05,**p < 0,01, ***p <0,001.
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7 DISKUSIA

Ochorenia kardiovaskularneho systému si celosvetovo jednou z najcastejSich
pricin imrti. Postihujt srdce a krvné cievy a zahfnaju stavy ako arterioskleroza, vysoky
krvny tlak, infarkt myokardu, ischemickd choroba srdca, ischemicka choroba dolnych
koncatin, cievna mozgova prihoda a zlyhanie srdca. Aj napriek velkému pokroku
a inovacidm zaznamenanych v liecbe tychto ochoreni, je potrebné aby boli vyvijané nové
terapeutické intervencie, ktoré by ich prevalenciu a mortalitu pomohli znizovat’. Tieto
nové pristupy moézu mat’ pévod v prirodnych latkach. Hloh je tradicnd lie¢iva rastlina,
ktora je vyuzivana v terapii ochoreni gastrointestinadlneho ale hlavne kardiovaskularneho
systému. Medzi jeho hlavné pdsobenia patria: antioxida¢né (prevencia poSkodenia
cievneho endotelu a potlacanie zapalovych procesov), antihyperlipidemické (redukcia

vyskytu 1ézii spolu so znizovanim hladiny aterogénnych lipoproteinov) a vazodilatacné.

V hlohu sa nachadza viacero obsahovych latok. Ciel'om tejto diplomovej prace bolo
vybrat’ 10 z nich a vykonanim prislusnych testov overit’, ¢i maju vazodilatacné u¢inky na
koronarne cievy a akym mechanizmom pripadnéd vazodilatacia prebieha. Na testovanie
boli zvolené ako model prasacie koronarne cievy ex vivo, pretoze tymto typom modelu
bolo mozZné obmedzit' spotrebu laboratornych zvierat podla principu 3R, zaroven

je anatomicky aj fyziologiou prasacie srdce vel'mi podobné l'udskému.

Pre zistenie, ktoré obsahové latky z hlohu st vazodilata¢ne uc¢inné bol vykonany
screening na 10 polyfenolickych latkach. Z tychto latok boli vazodilatacne netc¢inné
vSetky s vynimkou quercetinu a tamarixetinu (vid Obr.3), ktory sa ukazal ako
najicinnejsi s hodnotou ECso 47,8 umol.1"! (vid’ Tab. 6). Tamarixetin bol ako naji¢inne;jsi
derivat podrobeny d’alSiemu testovaniu, ktoré malo za ulohu overit’ jeho mechanizmus
ucinku.

Najskor bolo potrebné zistit’, ¢i je vazodilatacny ucinok tamarixetinu zavisly na
pritomnosti funkéného cievneho endotelu. Zistilo sa, Ze vazodilatacia na pritomnosti
endotelu nezavisi (vid’ Obr. 4) a tamarixetin pravdepodobne pdsobi priamo na hladky
cievny sval. Nasledne teda nebolo potrebné skimat’ d’al§i mozny vplyv tamarixetinu na
endotel a vyskum bol zamerany na mechanizmy, ktoré boli spojené s hladkym cievnym

svalom.
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Pred samotnym testovanim mechanizmov bolo potrebné este raz overit’ vplyv
tamarixetinu na vazodilataciu. Ta bola navodend pomocou dvoch zndmych
vazodilatatorov — nitroprusidu sodného (donor NO, ktory aktivuje solubilni
guanylatcykldzu v hladkom cievnom svale, ¢o vedie k zvySeniu produkcie cGMP z GTP,
anaslednym aktivovanim proteinkindzy G spdsobuje vazodilataciu) (vid Obr. 5)
a forskolinu (potencuje aktivitu adenylatcyklazy, ¢o vedie k zvySenej tvorbe cAMP
z ATP, naslednej aktivacii proteinkinazy A a vazodilatacii) (vid® Obr. 6). Pritomnost’
tamarixetinu signifikantne zvysila G¢inok oboch vazodilatatorov a ked’ze posobia inym

mechanizmom, bolo potrebné najst’ mechanizmus, ktory je spolo¢ny pre obe latky.

Potencidlny spolocny mechanizmus pre testovanie sa ukdzali membranové i6noveé
kandly, ktorych aktivita (a kvoli tomu aj koncentracie i6nov) je rozhodujliica pre
polarizaciu bunkovej membrany a nasledujucu vazokonstrikciu alebo vazodilataciu.
Draslikové kanaly hraju doleziti ulohu v regulacii membranového potencialu, ktory je
urcujlci pre otvorenie napitovo riadenych Ca®* kanalov a uvolfiovanie vniitrobunkovych
zasob vapnika. Ked sa draslikové kandly, ktoré sa nachadzajii na membréne buniek
hladkého cievneho svalu otvoria, dochaddza k hyperpolarizacii membrany, uzavretiu
napatovo riadenych véapnikovych kandlov anasledné znizenie koncentracie vépnika
vedie k vazodilatdcii. Naopak pri uzatvoreni draslikovych kandlov dochadza
k depolarizacii a otvoreniu napitovo riadenych Ca** kandlov, pri¢om nasledné zvysenie

hladiny Ca*" spdsobuje vazokonstrikciu.

Prvy testovany mechanizmus bol vnutrobunkovy, konkrétne, ¢i tamarixetin
aktivuje solubilnt guanylatcyklazu, ktora je zodpovedna za tvorbu cGMP a ako je uz
vysSie opisané, zcCastiiuje sa vazodilaticie. Bolo zistené, Ze mechanizmus uc¢inku
tamarixetinu nie je aktivacia sGC, pretoze pritomnost jej inhibitora, latky ODQ,

neinhibovala vazodilataciu navodent tamarixetinom (vid’ Obr. 7).

Druhym skuSanym mechanizmom bolo, ¢i tamarixetin aktivuje proteinkindzu G.
Proteinkinaza G je Specifickd proteinkinaza, ktord po aktivovani cez cGMP fosforyluje
serinové a threoninové Struktiry bunkovych proteinov, ¢im moduluje ich funkciu a vedie
k vazodilatacii (Francis SH et al. 2010). Aktivacia proteinkindzy G, bola ako mozny
mechanizmus vylucena tiez, pretoze pritomnost’ jej inhibitora — v prvom experimente
latky DT-3 v druhom latky RP-8-pCPT-cGMPs — nespdsobila inhibiciu vazodilatacie

navodenej tamarixetinom (vid’ Obr. 8).
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Tretim skiSanym mechanizmom bolo, ¢i ma tamarixetin vplyv na draslikové kanaly
aktivované zvysSenou hladinou vapnika. Iberiotoxin sa viaze na vonkajsie vyustenie BKc,,
¢im je schopny ich zablokovat’ a navodit’ dlhotrvajuci nevodivy stav membrany (Candia
S et al. 1992). AvSak pritomnost’ tohto inhibitora neinhibovala vazodilataciu navodenu
tamarixetinom (vid® Obr. 9), teda tamarixetin cez BKca nepdsobi. Napriek tomu bolo

potrebné overit’, ¢i tamarixetin neposobi cez d’alSie typy draslikovych kanalov.

Stvrtym testovanym mechanizmom bolo, ¢ mé tamarixetin vplyv na napétovo
riaden¢ draslikové kandly a ich podtyp Kv7 Specificky pre hladky cievny sval. Ky kanaly
sa otvaraju pri depolarizacii membrany a su naopak uzatvarané pdsobenim latok ako 4-
aminopyridin. Selektivnym inhibitorom podtypu Kv7 je linopirdin. Bolo preukézané, Ze
vazodilatacia navodena tamarixetinom nebola inhibovana pdsobenim tychto inhibitorov
a teda tamarixetin nepdsobi cez Kv kandly (4-aminopyridin vid’ Obr. 10, linopirdin vid’
Obr. 11).

Ako piaty mechanizmus bol testovany vplyv tamarixetinu na K kanaly, ktoré su
regulované interakciami s G proteinmi. Skupina Kj kandlov ma 7 podtypov. Su
charakteristické vy$Sou nachylnost'ou k prestupu K* do vnutra bunky nez z nej. Tieto
kanaly st blokované napriklad inhibitorom chloridom barnatym, ktory ich inhibiciou
sposobuje depolarizdciu membrany a tym potencuje influx a uvolfiovanie vapenatych
i6onov do bunky. Mechanizmus nebol potvrdeny nakol’ko BaCl. neinhiboval

vazodilataciu navodenu tamarixetinom (vid’ Obr. 12).

Siestym sku$anym mechanizmom bolo, ¢ ma tamarixetin vplyv na Katp kanaly,
ktoré sa otvarajl, ked’ je hladina ATP nizka. Tento typ kanalov je inhibovany derivatmi
sulfonylurey, napriklad glibenklamidom. AvSak glibenklamid neinhiboval vazodilataciu

navodenu tamarixetinom (vid’ Obr. 13), takZe ani tento typ mechanizmu sa nepotvrdil.

Siedmym mechanizmom, ktory bol testovany, bol potencidlny vplyv tamarixetinu
na L-typ napifovo riadenych Ca®" kanalov, ktoré sluzia ako hlavny zdroj vapnika
v hladkom cievnom svale a sposobuju vazokonstrikciu po vytvoreni komplexu vapnika
s kalmodulinom a naslednej aktivacii MLCK. Su aktivované latkou BayK 8644, ktora
bola pouzitd pri testovani. Vazokonstrikcia navodena BayK 8644 bola zniZena
pritomnost'ou tamarixetinu (vid’ Obr. 14), pricom ucinok bol zavisly na davke. Nebolo
mozné ur¢it’, ¢i tamarixetin pdsobi priamo cez L-typ Ca** kanalov alebo nepriamo — teda

cez Struktaru, ktora ich ovplyviiuyje.
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Konkrétny mechanizmus vazodilataéného pdsobenia tamarixetinu sa zatial
nepodarilo odhalit’. Su potrebné d’alSie experimenty, ktoré by overili iné potencialne
mechanizmy. Jednou z hlavnych otdzok zostava, akym spdsobom tamarixetin ovplyviuje
L-typ véapnikovych kanélov, a ak je tento sposob nepriamy, je potrebné odhalit’ Struktiru

(pravdepodobne vnutrobunkovi), cez ktort prebieha vazodilatacia.
Tato diplomova préaca je sucastou SirSieho vyskumu, ktorého planom je overit’
vazodilatatné mechanizmy tamarixetinu aj na inych modeloch, napriklad in vivo na

hypertenznych potkanoch.
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8 ZAVER

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo vykonat’ screening vazodilatacnych G¢inkov
desiatich obsahovych latok hlohu na ex vivo modeli prasacej korondrnej artérie, vybrat
zo screeningu latku vazodilatane najucinnejS$iu a nésledne overit’ jej mechanizmus
ucinku. Najdolezitejsie zistenia su:

V screeningu desiatich latok sa ako vazodilatacne najucinnejSie ukazali dve —

quercetin  a tamarixetin, priCom najacinnejSim bol tamarixetin s hodnotou

ECs0-47,8 pmol.I"!.

Vazodilataéné ucinky tamarixetinu neboli zavislé na pritomnosti funkéného

endotelu, pravdepodobne bol ovplyvneny priamo hladky cievny sval.

Tamarixetin dokéazal potencovat’ vazodilataciu navodenu nitroprusidom sodnym

alebo forskolinom.

Vazodilata¢ny Gc¢inok tamarixetinu nebol preukazany cez vnutrobunkové Struktary

— solubilnt guanylatcyklazu a ani cez proteinkinazu G.

Nebol preukazany vplyv tamarixetinu na draslikové kanaly Kv, Kv7, Kca, Kir, Katp

na bunkovej membrane hladkého cievneho svalu.

Tamarixetin davkovo zavisle potlacoval aktivaciu L-typu vapnikovych kandlov
navodenu ich agonistom a teda jeho vazodilata¢né uc¢inky pravdepodobne suvisia s tymto

typom kanélov. Konkrétny mechanizmus sa v tejto praci nepodarilo zistit’.
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