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Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Student: Iveta Rajtmajerova
Skolitel: PharmDr. Jana Pourové, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Studium ucinkti vybranych fenolickych latek in vitro na

izolované céve potkana

Silymarinové flavolignany disponuji mnoha u¢inky. V posledni dobé je
diskutovan nejen jejich hepatoprotektivni potencial, ale i1 pozitivni plsobeni na
kardiovaskularni systém. Tato diplomova prace se zabyva vazodilataénimi U¢inky
silybinu-A, silybinu-B, silybinu-A+B a isosilybinu-A.

Cilem této prace bylo in vitro otestovat vazodilatacni G¢inky vybranych latek.
Béhem experimentll byla méfena zavislost relaxace aorty, izolované z potkana kmene
Wistar, na vzristajici koncentraci testovanych latek.

Pomoci vyslednych hodnot byly sestrojeny DRC kiivky a stanoveny hodnoty
ECso. Nasledné se vyhodnotily vysledky.

Vazodilataéni potencidl silybinu-A a isosilybinu-A je srovnatelny, poloha
substituentll na ucinek zfejme nema vliv. Byla pozorovana rozdilna Gc¢innost silybinu-A a
silybinu-B, mechanismus  relaxace  je tudiZz  mozZna stereoselektivni.
Testovanim ekvimolarni smési silybinu-A+B jsme zjistili, Ze jednotlivé latky se
pravdépodobné vzajemné nepotencuji ani neinhibuji. Schopnost vazodilatace klesa v fadé:

isosilybin-A~ silybin-A> silybin-A+B> silybin-B.



Abstract

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology & Toxicology

Student: Iveta Rajtmajerova
Supervisor: PharmDr. Jana Pourova, Ph.D.
Title of diploma thesis: The in vitro effects of selected phenolic substances on isolated rat

vessels

Silymarin flavonolignans are endowed with various aspects. Recently their
hepatoprotective effect has been discussed widely as well as their positive influence on the
cardiovascular system. This diploma thesis is concerned with the vasodilatory effects of
silybin-A, silybin-B, silybin-A + B and isosilybin-A on rat aorta.

The aim of this study was to test the vasodilatory effect of selected substances.

The dependence of aortic relaxation on the increasing concentration of tested
substances was measured. Isolated Wistar breed rat aorta was used.

DRC curves were created and ECso values were assessed from the obtained values
of vessel tension. The results were evaluated subsequently.

The vasodilator potential of silybin-A and isosilybin-A is comparable; hence the
position of the substituents may be irrelevant in having any impact on relaxation of the
vessels. Different vasodilatory effects of silybin-A and silybin-B have been observed thus,
the relaxation could be stereoselective. The testing of the equimolar mixture of silybin-A
and silybin-B showed that the individual substances probably did not potentiate or inhibit
each other. The ability of vasodilation decreases in a row: isosilybin-A~ silybin-A>

silybin-A+B> silybin-B.
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1 Seznam zkratek

A = adrenalin

ACE = angiotenzinogen konvertujici enzym
ADH = antidiureticky hormon (vasopresin)
ADP = adenosindifosfat

ANS = autonomni nervovy systém

AT, = angiotenzin II

cGMP = cyklicky guanozin monofosfat

CMP = cévni mozkova piihoda

CO; = oxid uhli¢ity

COX-1 = cyklooxygenaza typu 1

COX-2 = cyklooxygenaza typu 2

DMSO = dimethylsulfoxid

DRC = ktivka zavislosti u¢inku na davce (drug-response curve)
EDHF = endotelialni hyperpolarizujici faktor
EDRF = endotelem produkovany relaxacni faktor
eNOS = endotelova syntaza oxidu dusnatého
ET:=endotelin-1

HDL cholesterol = vysokodenzitni cholesterol
ICHDK = ischemicka choroba dolnich koncetin
ICHS = ischemické choroba srde¢ni

IP; = inositoltrifosfat

LDL cholesterol = nizkodenzitni cholesterol
MLCK = lehkotetézcova myozinova kindza
NA = noradrenalin

NaCl = chlorid sodny

NF-xB = nuklearni faktor kappa B

NO = oxid dusnaty

O2 = kyslik

p.a. = pro analysis

PAF = desticky aktivujici faktor

PGE: = prostaglandin-E»


https://cs.wikipedia.org/wiki/Kappa

PGI, = prostacyklin, prostaglandin-I>

ROS = volné kyslikové radikaly

SS = srdec¢ni selhani

TXA2 = tromboxan-A;

VEGF = vaskuléarni endotelialni rastovy faktor

VNS = vegetativni nervovy systém
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2 Uvod

Obc¢hova soustava plni mnoho nezbytnych, zivotn¢ dilezitych funkci. Sklada se ze
dvou c¢asti. Z centralniho oddilu (srdce) a periferniho oddilu (cév). (Silbernagel a
Despopoulos 2004)

Onemocnéni tykajici se obéhového systému maji vysokd morbiditni a mortalitni
data. Jsou odpovédnd za 30% umrti v celosvétovém méfitku (Kearney et al. 2005).
Konkrétnd v Ceské republice to je nejéastdjsi pii¢ina Gmrti. Vroce 2000 na
kardiovaskularni komplikace zemftelo 53,4 % obcani. (Citkova et al. 2004)

Hlavni nosologickou jednotkou kardiovaskularnich onemocnéni je arterialni
hypertenze. (Vicek a Fialova 2010)

Arteridlni hypertenze je nejcastéjsi chronické onemocnéni, které postihuje
ptedevsim vyssi vékové skupiny ve vyspélych zemich. Jednd se o multifaktoridlni
onemocnéni. Pii nedostatecné kompenzaci miize dojit k poSkozeni ledvin i jinych
organovych struktur (pfedevSim retinopatie, encefalopatie), ke vzniku ¢i zhorSeni ICHS,
SS, CMP. Ve spojeni s dalsimi rizikovymi faktory (nedostatek fyzické aktivity, nevhodna
dieta, koufeni, vysoké hodnoty LDL cholesterolu, nizk¢é hodnoty HDL cholesterolu,
abdomindlni obezita, poruSend glukézova tolerance, diabetes mellitus), se miize
vyvinout aterosklerdza a dal$i onemocnéni s aterosklerotickou etiopatogenezi (zejména
akutni a chronické formy ICHS, ICHDK, CMP). (Vi¢ek a Fialova 2010)

Léciv pouzivanych k terapii kardiovaskularniho systému je mnoho, ovSem stale se
hledaji inovativni pfistupy, jak pozitivn€ ovlivnit mortalitni data. (Andreas et al. 2018)

Céva reguluyje tlak a ptivod krve tim, ze méni sviyj prisvit. Vlastni vazokonstrikce
je zajisténa pomoci hladkého cévniho svalu. (Trojan et al. 2003)

Mezi nadé€jnou skupinu latek, které by mohly ptizniveé piisobit na cévy, se fadi 1
flavonoidy. Jedna se o latky rostlinného ptvodu, které jsou v ptirodé hojné zastoupeny
(Bravo 1998).

Spektrum ucinki flavonoidil je Siroké. Maji antioxidacni aktivitu; eliminuji ROS
(kyslikové radikaly), které by mohly oxidovat lipidy, a tim snizuji riziko vzniku nebo
rozvoje ateroskler6zy. Maji schopnost vazodilatace, ¢imz snizuji krevni tlak. ZlepSuji také
vlastnosti kapildr: pisobi antiagregacné, antiedematézné, normalizuji jejich permeabilitu a
lomivost. Inhibici hyaluronidazy brani Siteni bakteridlni ndkazy. Nékteré flavonoidy navic
pusobi 1 diureticky, spasmolyticky, cholereticky. (Kim a Je 2017, Spilkova 2016)

Cilem této diplomové prace je ovéfit potencidlni vazodilatacni G€inky
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silymarinu-A a silymarinu-B, jako dvou hlavnich obsahovych latek flavonolignanu
silymarinu (Spilkova 2016), jejich ekvimolarni smési (dale v textu oznaCovana jako
silybin-A+B) a isosilybinu-A.

Pro experimenty byla zvolena metoda ex vivo izolované aorty potkana, ktera se
vtomto typu pokusi bézné pouziva (Jufang a Chi 2017) a je v laboratofi katedry
farmakologie a toxikologie zavedena. Soucasti prace je i struéné shrnuti dosud dostupnych

informaci o pisobeni silymarinového komplexu na kardiovaskularni systém.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Cévni soustava
organismu. Tim, Ze zajiStuje perfuzi tkani, splituje n¢kolik dulezitych funkci. Jedna se
zejména o funkci transportni (roznaSeni kysliku/ nutrientl/ odpadnich latek), regulacni
(termoregulace, rozvod hormontl) a ochrannou (zprostiedkovani imunitnich reaket, srazeni
krve, udrzeni normalniho pH) (Rokyta 2015). Krev tedy diky srdci a cévam zajistuje
homeostazu vnitiniho prostiedi (Trojan et al. 2003).

Srdce jako pumpa rytmicky vhani okyslicenou krev pomoci levé komory do celého
organismu. Tomuto pohybu pomahaji i cévy svoji pruznosti a stahem hladké cévni stény.
Pomoci Zil s chlopnémi, které zajisti jednostranny tok, se krev vraci zpét do pravé komory
srdce, do malého plicniho ob&hu, aby se opét okysli¢ila. (Silbernagl a Lang 2001, Cihak
1997)

3.2 Cévy
Morfologie jednotlivych typti cév se liSi zejména v pomérmném zastoupeni
jednotlivych koncentrickych vrstev (funicae). RozliSujeme tfi vrstvy: tunica intima, tunica
media, tunica externa (Cihak 1997). Toto schéma oviem neplati pro sténu kapilar a venul
(Junquiera et al. 1997).
Zakladnimi histologickymi jednotkami v téchto vrstvach jsou: endotel, hladka
svalovina a vazivo. Uspofaddani téchto soucéasti je uzpilisobeno mechanickym a

metabolickym faktortim, kterym jsou cévy vystaveny. (Mescher 2018)

3.2.1 Obecna stavba cév

e Tunica intima

Tunica intima, nékdy téz nazyvana tunica interna (Trojan et al. 2003), ma jako hlavni
histologickou slozku endotel. Endotel je jednovrstevny dlazdicovy epitel, ktery pokryva
lumen cév. Buniky endotelu jsou jednojaderné, ploché, maji polygonalni tvar, ktery je
protahly ve sméru toku krve (Vajner et al. 2014). Jedna se o nejvétsi endokrinni organ
lidského organismu (Vrablik et al. 2011). Zaujim4a asi 700 m? a vazi pfiblizn& 1,5 kg
(Rokyta 2015).

Uspotadani, a tudiZ i propustnost endotelu je rizna. Pevné propojeni s velice malou

propustnosti je typické pro kapilary hematoencefalické bariéry. Naopak jaterni kapilary
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disponuji vysokou permeabilitou. Jejich sténou, kvili rozsdhlym fenestracim, projdou
snadno i albuminy. (Trojan et al. 2003)

Endotel ma mnoho funkci. Na popud chemickych signali (acetylcholin/ ADP/
bradykinin/ angiotensin/ ADH/ trombin...) nebo vlivem mechanického stresu produkuje
latky, které vyznamné ovlivituji hemodynamiku. Tyto latky nejen reguluji tonus cév, ale
ovliviiuji také bunécnou adhezi, tromborezistenci, proliferaci (viz Tab. 1). (Deanfield et al.

2007, Trojan et al. 2003)

Tab. 1 Latky produkované endotelem

Vazodilatacné pusobici latky Vazokonstrikcéné pusobici latky
litka ucinky Latka Utinky
NO vazodilata¢ni Angiotenzin 11 vazokonstrikéni
antitromboticky trombotizujici
antioxidacéni
antiaterogenni
protizanétlivy
Hyperpolarizujici Endotelin-1 (ET1) vazokonstrikéni
faktor (EDHF) vazodilatacni prolifera¢ni
trombotizujici
Vazodilata¢ni PGI2 vazodilata¢ni Vazokonstrikéni vazokonstrik¢ni
(prostacyklin) antiagregacni PAF (platelet podporujici
activating factor) adhezi leukocytl

(Prevzato z: Trojan et al. 2003)

U vétsich cév se mohou, uz i v intim¢, objevit snopky hladké svaloviny a fidké
kolagenni vazivo. V tom piipadé mluvime o subendotelové vrstvé. V arteriich

subendotelovou vrstvu navic ohrani¢uje membrana elastica interna. (Mescher 2018)

e Tunica media
Tunica media je tvotena piedev§im hladkymi svalovymi buiikami. Ty svoji produkei
kolagenu, elastinu a proteoglykant, vytvareji dal§i soucast vrstvy — zakladni vazivovou

hmotu tvofenou kolagennim vazivem a elastickou membranu. Elastin je nepropustny, jsou
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tudiz v n€kterych ptipadech nezbytna ,,okénka* (fenestrae) ktera umozinuji komunikaci
s vn&j$im prostiedim (membranae fenestratae). (Vajner et al. 2014, Mescher 2018)

Analogicky v arteriich stfedni vrstvu ohranicuje membrana elastica externa. (Vajner et

al. 2014, Mescher 2018)

e Tunica externa
Zevni Cast cévy je tvofena adventicii. Adventicie je vazivova vrstva, kterd se sklada

z kolagennich a elastickych vladken a navazuje na vazivovou tkan organti. (Mescher 2018)

Pozn.: Obecnou stavbu cév shrnuje Obr. 1.

tunica media
(hladky sval)

membrana
elastica

interna

lamina basalis |

+  avazivo
‘subendotelidini

Obr. 1 Obecna stavba cév (Prevzato z: Trojan et al. 2003)

e Vaskularizace cév
Pokud neni moznd vyziva ze samotného lumen, disponuji veét§i cévy systémem
vlastnich cév (vasae vasorum). Mohou pronikat az do tunica media (Vajner et al. 2014).
Vzhledem k tomu, Ze ve ven6zni krvi je znatelné niz8i koncentrace kysliku, nachazime

vasa vasorum spise ve sténach zil (Trojan et al. 2003).

e Inervace cév
V cévach, které obsahuji ve vys§i mife hladké svalstvo, nachdzime vyvinutou sit’

nervovych vldken. Arterie maji nervova zakonceni zpravidla ve stfedni vrstveé, u zil se
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nachazeji spiSe v adventicii a je jich, v porovnani s arteriemi, podstatné méné. (Mescher
2018)
Sympaticky nervovy systém cévu kontrahuje, parasympatikus vyvolava vazodilataci.

Na specifickych mistech cév jsou umistény senzorické utvary. (Cihak 1997)

e Mizni systém cév

Specifické postaveni ma v anatomii kardiovaskularniho systému lymfaticky systém. Je
nutny proto, aby plazma vytvarejici tekuté prostfedi v intersticiu, byla vracena zpét do
systému. Tekutina ztracend mikrocirkulaci se nesmi v tkdnich hromadit, aby nedoslo
k zastavé obéhu. Dale mizni systém plni transportni funkci pro latky s vétsi molekulovou
hmotnosti (naptiklad pro lipidy z travicitho systému), odvadi odpadni produkty
metabolismu a pomoci leukocytli v lymf¢€ plni funkci obrannou. (Dylevsky 2011)

Lymfaticky systém je tvofen miznimi cévami (vasa lymfatica), které usti do velkych
cév u srdce, samotnou mizou (lymfa) a miznimi uzlinami (nodi lymphatici). (Cihédk 1997)

V arteriich nachazime lymfatické kapilary v adventicii, ve vénach mizni systém vnika

hloubéji do stfednich vrstev. (Vajner et al. 2014)

3.2.2 Funk¢ni klasifikace cév

Krevni cévy podléhaji zékladni klasifikaci na artérie, kapilary a vény (Vajner et al.
2014). Diky vysokotlakému systému arterii se zajiStuje rychld makrocirkulace systému.
Nejmensi kapilary zabezpecuji vyménu latek mezi krvi a cilovymi tkdnémi a vény vedou
odkysli¢enou krev zpét k srdci. (Trojan et al. 2003)

Dle funkce rozliSujeme (klasifikace dle Trojan et al. 2003):

e Pruznikové cévy
Jednd se o elastické tepny o prusvitu vétsim nez 10 mm (Mescher 2018). Diky
velkému mnozstvi glykoproteini a glykosaminoglykanii ve stfedni vrstvé tunica media
ziskavaji tyto arterie vysokou pruznost a elasticitu, aby mohly rytmické pulzy krve
pfeménit na kontinudlni proudéni. Maji pomérné malo bunék hladké svaloviny. (Trojan et

al. 2003)
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e Odporové cévy
Mezi odporové cévy patii jak arterioly (prekapilarni rezistencni cévy), tak venuly
(postkapilarni rezistenni cévy). Maji vysoky podil hladké svaloviny, a tak svou
vazokonstrikci ¢1 vazodilataci reguluji distribuci krve v cilovych tkanich. Venuly navic
zajistuji 1 kapilarni filtraci a resorpci vlivem rozdilného hydrostatického tlaku mezi

tepénkami a zilkami. (Trojan et al. 2003)

e Prekapilarni sfinktery
Prekapilarni sfinktery jsou koncové tseky prekapilarnich arteriol. Riizny primér
prasvitu svérace rozhoduje o findlnim poctu otevienych kapilar v ur¢itém okamziku, a tim
se reguluje 1 velikosti kapilarni plochy. (Celkovéa kapilarni plocha v lidském téle tvoii az
5000 m?> (Mescher 2018).) Krev totiz nikdy neprotékd vSemi kapilarami soucasné;
v urcitém cCase je ¢inna asi jedna Ctvrtina kapilar (Trojan et al. 2003). Sfinktery rytmicky
kontrahuji rychlosti 5 pulsti na minutu, tim dochézi k pulsaci krve v cilovych tkanich

(Mescher 2018).

e Kapilary
soucasti kardiovaskularniho systéemu (90 % cév jsou kapilary) (Mescher 2018). Spojuji
arterioly a venuly. V kapilardch se ale hlavné¢ odehravd vymeéna latek mezi krvi a
intersticiem. Jsou tvofeny pouze jednou vrstvou endotelu. Jejich vlastni schopnost
kontrakce je limitovana pouze na pifipadné pfitomné pericyty. (Trojan et al. 2003)
Pericyty zastavaji 1 jiné funkce. Napftiklad pii poSkozeni kapilar pericity proliferuji
a diferencuji se v dalsi bunky, aby znovuobnovily mikrocirkulaci. (Mescher 2018)
Kapilary, dle uspotadani bunék endotelu, mohou byt souvislé, fenestrované nebo

sinusoidni. (Martinek a Vacek 2009)

e Kapacitni cévy
Kapacitni cévy vytvateji Zilni systém organismu, ktery funguje jako rezervoar krve.
Tunica media je oproti artériim méné vyvinutd. Diky velkému mnozstvi kolagennich 1
elastickych vldken v adventicii, se mohou Zily néleZité roztdhnout a pojmout tak znaény

objem krve. (Mescher 2018)
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e Arteriovenozni zkratky
Arteriovendzni zkratky zajistuji v nékterych tkanich v ptipadé nutnosti rychly prevod

krve z tepen do zil bez pritomnosti kapilar. (Trojan et al. 2003)

3.2.3 Histologie aorty

Arterie klasifikujeme na elastické a svalové. Aorta patii mezi arterie elastického
typu, coz znamend, Ze disponuje velice silnou tunicou medii, ve které se stiidaji
fenestrované vrstvy elastickych membran a buiiky hladké svaloviny. To je nutné pro vlastni
pruznikovy efekt. V aorté zdravého dospélého Cloveka je asi 50 vrstev téchto elastickych
blan. Pfi onemocnéni ob&hové soustavy (hypertenze) pocet téchto membran stoupa.
(Mescher 2018)

Tunica intima je téz velice vyvinutd, v subendotelu je mnoho hladkosvalovych
bunék. Chlopné (duplikatory intimy) zabranuji zpétnému toku krve do srdce. (Mescher
2018)

V tunica adventicia se nachazi rizné senzorické utvary, které monitoruji prostredi.
Jedna se o baroreceptory (tlak), chemoreceptory (koncentrace CO2, Oz, pH). Ziskané

informace se pomoci aferentnich drah dostavaji do CNS. (Mescher 2018)

3.3 Hladky cévni sval

Hladky cévni sval je jednim ze tii typa svaloviny. Svalstvo totiz klasifikujeme na
myokard, pfi¢n€ pruhované kosterni svalstvo a hladkou organovou svalovinu. (Silbernagel
a Despopoulos 2004)

Jedna se o svalovinu, kterd ma odliSnou morfologii, nemé pficné pruhovani, neni

ovladatelna vili. (Dylevsky 2009)

3.3.1 Charakteristika

Zéakladnim stavebnim kamenem je myocyt. Myocyt je jednojaderna burka
charakteristického tvaru protahlého vietena. V cytoplazmé hladkosvalové bunky se
nachazi smrstitelné myofibrily (s kontraktilnimi bilkovinami aktinem a myozinem), oviem
oproti pficné pruhovanému svalu vykazuji odliSnou stavbu a zplsob kontraktility.
(Dylevsky 2009, Silbernagel a Despopoulos 2004)

Hlavni odliSnosti je organizace jednotlivych sarkomer. Zatimco sarkomery pticné

pruhovaného svalstva jsou fadné uspofddany a vytvaii tak charakteristicky vzhled,
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mikrofilamenta hladkého svalu vytvéreji neuspofddanou sit. Lehkd vlakna (aktin,
tropomyozin) jsou ukotvena pomoci denznich télisek. Denzni téliska se po okrajich
myocytu, vazi na vnitfni stranu plasmatické membrany (sarkolemy) a navic jsou navzajem
provazéna desminem, coZ umoznuje pienos sily. Desmin je jeden z klicovych proteina
tvorici skelet bunky, propojuje mezi sebou myofibrily. (Paulin a Li 2004)

Odlisna je i kvantita myofibril. Myozinu je v hladkosvalové burice tiikrat méné,
aktinu dvakrat vice. Zminéna neuspotradanost a odlisné mnozstvi filament ma vliv na
kontraktilni rozpéti hladkého svalu. Lehka vldkna neobsahuji troponin, funkci regulacniho

proteinu zastava kalmodulin. (Viz Obr. 2) (Betts et al. 2017, Trojan et al. 2003)

mechanical
" coupling
@
& = - / .«—dense body
A | m/ g gap junction
thick/thin S =
filaments - - \ -
intermediate
filament

actin (thin)

—myosin (thick)

Obr. 2 Struktura hladkého (utrobniho) svalu (Prevzato z: Maclntyre et al. 2007)

3.3.2 Klasifikace
Existuji dva typy hladkého svalu: utrobni (orgdnovy) hladky sval a vicejednotkovy
(cévni) hladky sval. (Trojan et al. 2003)

e Utrobni hladky sval

Utrobni hladky sval v d€loze, travicim traktu, ZluCovych cestach, organech vylu¢ovaci
soustavy nebo klizi. Je propojen bunéénymi mistky (gap junctions) a vytvari tak
mnohojaderny bunéény utvar (syncytium). Vlivem tohoto uspotfadani a také diky vlastni
pacemakerové aktivit€¢ (spontanni depolarizaci) bunék, se vzruch snadnéji tvoii a Sifi.
Utrobni hladky sval ma svoji jistou autonomni aktivitu, kontrakce je mozna i bez
nervového €1 humoralniho stimulu. Po piisobeni mechanickych podnétli (napinéni), nebo
tepelnych ¢i humordlnich stimulli, se mlze jevit rytmicka kontrakce. (Betts et al. 2017,

Trojan et al. 2003)
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e Vicejednotkovy hladky sval
Vicejednotkovy hladky sval syncytium pomoci mustkli nevytvari. Svalové jednotky
pracuji nezavisle. Vice reaguji na podnéty autonomniho nervového systému (velké
mnozstvi varikozit) a na humoralni stimuly. Tento typ hladkého cévniho svalstva lze najit
zejména ve velkych cévach, kde reguluje vaskularni odpor, nebo u svalu oka, kde je nutny

jemny piesny pohyb. (Betts et al. 2017, Trojan et al. 2003)

3.4 Mechanismus kontrakce cév

Pti stahu cév hraje tustiedni roli vapnik, stejn¢ jako u kontrakci ostatnich typt
muskulatury. Stah za¢ind influxem extracelularnich ionth kalcia skrze L-typ vapnikovych
kanalt, které jsou zakotveny v sarkolemé. Vzhledem k tomu, Ze myocyt disponuje pouze
primitivné  vyvinutym sarkoplasmatickym retikulem (oproti kosternimu svalu),
intracelularni ptispévek kalcia je minimalni. (Betts et al. 2017)

Jak jiZ bylo vySe zminéno, svalova vldkna hladkého cévniho svalu neobsahuji
troponiny. Vapenaté ionty se tedy vazi na kalmodulin. Vznikly komplex aktivuje
lehkotetézcovou myozinovou kinazu (MLCK). MLCK fosforyluje hlavy myozinovych
fetézci. Dojde ke spojeni aktivniho mista aktinu s myozinovou hlavou, nésledné
konformacéni zméné ¢asti myozinu a k tahu tenkych vlaken. Nastava kontrakce. Diky
nepravidelnému upotradani intrafilament, ktera jsou spojena se sarkolemou, se kontrahuje
celé svalové vlakno, at’ uz zacina kontrakce odkudkoliv. Poklesem koncentrace kalcia
uvniti  builky se aktivuje enzym lehkofetézcovd myozinova fosfatdza a dochazi
k defosforylaci aktinu. Zanikaji mlstky mezi lehkymi a t€zkymi filamenty a hladky sval
relaxuje. (Viz Obr. 3) (Fontana a Mad’a 2014, Betts et al. 2017)

Contracted muscle cell

Relaxed muscle cell

Intermediate filaments Dense bodies

Obr. 3 Zpiisob kontrakce hladkého svalu (Prevzato z: Betts et al. 2017)
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3.5 Regulace krevniho tlaku
Krevni tlak je jednim ze zakladnich faktort zajiStujici homeostdzu organismu.
Zabezpecuje perfuzi tkani (Trojan et al. 2003). Krevni tlak (KT) udava, jakou silou piisobi
krev na cévni sténu (Mladénka 2014).
Regulace ob¢hu krve se odehrava na dvou trovnich. RozliSujeme centralni a mistni
fizeni periferni cirkulace. (Trojan et al. 2003)
a) Centralni regula¢ni mechanismy
Centralni regula¢ni mechanismy zajistuji staly tok krve i pfesto, Ze se
neustale méni prokrveni jednotlivych tkani. Vazomotorické centrum
v prodlouzené miSe a reakce autonomniho nervového systému
(pfedevS§im sympatiku) dle potfeby méni cinnosti srdce a
vazomotoriku cév, aby byl udrZen konstantni arterialni tlak krve, jeji
objem a aby byla umoznéna distribuce do aktualnich mist potieby.
(Trojan et al. 2003)
b) Mistni regulaéni mechanismy
Oproti tomu mistni regulaéni mechanismy zarucuji dostate¢nou
perfuzi tkani dle aktudlnich naroka konkrétniho organu. (Trojan et al.

2003)

3.6 Mistni regula¢ni mechanismy
Je nezbytné, aby byly splnény tfi zékladni pozadavky. Musi zajistit staly pritok
krve tkani 1 pfi zméné tlaku krve, dale udrZzovat konstantni linearni rychlost pritoku krve a
ovlivitovat perfuzi tkani dle aktudlnich metabolickych naroka (stimuly jsou naptiklad

zménéné koncentrace Oz, CO., kyseliny mlé¢né apod.) (Trojan et al. 2003)

3.6.1 Endotelové piisobky
Z hemodynamicky pisobicich latek, které endotel produkuje, budou

v nasledujicich kapitolach zminény: NO, prostanoidy a endotelin.

¢ Oxid dusnaty (NO)
Oxid dusnaty, dfive znamy pod zkratkou EDRF (endothel derived relaxing factor), je

vvvvvv

cév 1 na regulaci cévniho odporu. (Puzserova et al. 2008)
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NO vznikd z aminokyseliny L-argininu pomoci specifick¢ endotelové NO-syntazy
(eNOS) za ptitomnosti dalSich kofaktord. NO-syntaza je aktivovana fadou signalnich
molekul (bradykinin, adenosin, acetylcholin, substance P, serotonin, VEGF, ...). OvSsem
NO miize vzniknout i na popud mechanického namahani (smykové napéti krevniho
proudu). (Deanfield et al. 2007, Ptzserova et al. 2008)

V ptipadé, ze v cévé je narazoveé zvysena linearni rychlost toku krve, projevi se
vazodilatac¢ni u¢inek NO. (Trojan et al. 2003)

NO difunduje do bunck hladkého svalstva cév, aktivuje guanylatcyklazu, coz vede
k tvorb¢ cyklického 3,5-guanozin monofosfatu (cGMP) (Deanfield et al. 2007). Cyklicky
GMP aktivuje cGMP-dependentni proteinkindzu, coz vede ke snizeni intrabunééné
koncentrace vapenatych ionti a k defosforylaci myozinu. Nastavd kyzend relaxace.
(Puzserova et al. 2008)

Oxidem dusnatym indukovana vazodilatace je ale moZna 1 jinou cestou, kterd je na
cGMP nezavisla. NO aktivuje draslikové kandly, dochazi k hyperpolarizaci membrany a
nasledné relaxaci. (Puzserova et al. 2008)

NO ma 1 jiné neZ vazodilata¢ni G¢inky. Plisobi 1 antitromboticky, antiaterogenné, a
protizanétlivé. (Trojan et al. 2003)

Silnych vazodilatacnich efekti NO jsme vyuzivali pfi nasich experimentech, kdy jsme
chtéli navodit 100 % relaxaci. Ktémto ucCelim jsme vyuzivali nejsilnéjsi
antihypertenzivum — nitroprusid sodny. (Viz kap. 5. 2. 3)

Vazodilata¢nich G¢inkti NO se pouziva i v béZné praxi. Nitraty dilatuji koronarni tepny,
snizenim tlaku se sniZuje 1 napéti a tim padem 1 spotfeba kysliku. Jsou indikovany hlavné

u ICHS a hypertenze. (Vitovec a Spinar 2004)

e Prostaglandiny

Dal$imi vazodilata¢nimi ptisobky endotelu jsou prostaglandiny.

Obecné se jedna o prostanoidy. Jsou to tkanové hormony, které ve vaskularnim systému
vznikaji z arachidonové kyseliny plisobenim konstitutivni COX-1 nebo indukovatelné
COX-2. (Viz Obr. 4) (Silbernagel a Despopoulos 2004)

Endotel tvoii PGl (prostacyklin) a PGE; (prostaglandin-E;) (Sawyer 2001).
Nejucinngj$i PGE; mé navic i inotropni ucinky (Kittnar et al. 2011).

Jejich vazodilatacni potencidl se projevuje zejména az pii vysokych ztratach krve.

Prostaglandiny lokaln€¢ syntezizovany v ledvinach, tlumi vazokonstrikéni pusobeni
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katecholaminli a angiotenzinu II (AT2), a tim tak brani ischemickému poskozeni ledvin.

(Kittnar et al. 2011)

Arachidonic Acid

Endothelial cells Platelets
COX-2 / COX-1

TPGI, TTXA,
relaxant contractile
IP Receptor - TXA, Receptor
platelets smooth smooth platelets

@ ™ "0 O 0D
{ 7 1SN

Ad Cyl, TcAMP, 1Ca, TDAG,IP; & Tcai TDAG,IP; & TCa; Rho activation
éz If ﬂ MLK phosphorylation
Vasodilation Vasoconstriction Platelet Platelet
I platelet aggregation granule release shape change
(Taggregation) (Taggregation)

L J
T

Jirembesis,,

Obr. 4 Syntéza prostanoidu (Prevzato z: TMedWeb 2017)
Pozn.: Na obrazku je vidét i syntéza tromboxanu-A; (TXA») za ucasti COX-1, ktery je
ovSem tvofen krevnimi desti¢kami, nikoliv endotelem. TXA> ma naopak vazokonstrikéni

ucinky a stimuluje agregaci desti¢ek. (Bijak a Saluk-Bijak 2017)

e Endoteliny
Endoteliny jsou peptidy vyvolavajici vazokonstrikci. Vyznamu nabyva pfedevS§im
endotelin-1 (ET;). Kromé& konstrikénich, proliferatnich a trombotizujicich Uc¢inkd,
zpusobuje zvysenou stazlivost myokardu a zrychluje rytmus srde¢nich frekvenci. (Trojan
et al. 2003)
Nadprodukce endotelinu je jednim z klicovych faktorGi ve vyvoji aterosklerozy a

dalSich kardiovaskularnich onemocnéni. (Corder et al. 2001)
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3.6.2 Hormonalné-neurogenni mediitory

e Katecholaminy

Noradrenalin (norepinefrin), adrenalin (epinefrin) a dopamin jsou souhrnné
oznaovany jako katecholaminy. Tyto endogenni biogenni aminy, jsou télu vlastni
hormony a neurotransmitery (Dolezal et al. 2016). Chemicky se jedna o derivaty
pyrokatecholu (odtud vyplyva nazev) (Duncan a Sourkes 1978).

Syntetizuji se zaminokyseliny tyrozinu ve dfeni nadledvin, v menSi mife ve
varikozitach sympatického nervstva (Silbernagel a Despopoulos 2004).

Cinnost hladkého svalstva cév fidi autonomni nervovy systém (ANS) (Trojan et al.
2003)

ANS se skladd ze dvou zakladnich jednotek: sympatického a parasympatického
nervového systému. Pfi regulaci vazomotoriky cév jsou jednoznacné nejdilezitéjSimi
hormony neuromediatory sympatiku adrenalin (A) a noradrenalin (NA). (Silbernagel a
Despopoulos 2004)

O tom, jaka bude v cévach findlni odpovéd na A a NA, rozhoduji pfitomné adrenergni
receptory. Pro hladké svalstvo cév nabyvaji vyznamu zejména podtypy a; a 2. Receptory
a1 nalezneme ve vétsing cév hladké svaloviny, B2 receptory prevazuji v koronarnich cévach
a cévach kosterniho svalstva. Stimulace a; receptorii vede k vazokonstrikei cév, naopak
stimulace B2 vyvold (aZ na vyjimku erektilni tkdn€) relaxaci. Receptory jsou relativné
selektivni. Alfa receptory jsou vice citlivé na noradrenalin, beta receptory maji vétsi afinitu

k adrenalinu. (Kittnar et al. 2011)

’

Udinky:

Adrenalin plisobi na vSechny adrenergni receptory, pfi¢emz vyssi afinitu ma k typiim
beta. Ptfi vyplaveni adrenalinu tedy dochdzi k dominantni vazodilataci cév v srdci
a kosterni svalovin¢ (B2 stimulace) a zaroven k vazokonstrikci cév vnitinich organa a ktize
(ou stimulace). Adrenalin tak touto redistribuci krve pfipravi organismus na svalovou praci
— boj. Zaroven stimuluje skrze Bi receptory srdce ke zvySeni minutového srdecniho
objemu. Vysledny krevni tlak se proto pfili§ neméni. (Trojan et al. 2003)

Oproti adrenalinu NA v béZné davce na B2 receptory neplisobi. To ma v cévnim
systému pouze jeden nasledek. Diky au se cévy kontrahuji, zvysi se periferni odpor a tim

padem i krevni tlak. (Trojan et al. 2003)
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e Acetylcholin

Acetylcholin je klicovy neurotransmiter. Pfenasi totiz vzruchy jak v CNS, tak 1 v ANS.
Vramci ANS se vyskytuje ve vSech pregangliovych nervovych zakonceni, u
parasympatiku pasobi i v postgangliovych vldknech. (Silbernagel a Despopoulos 2004)

RozliSujeme dva typy receptori pro acetylcholin — nikotinové a muskarinové.
Endotelové bunky disponuji muskarinovymi M3 receptory, ovSem cévy nemaji svou
piirozenou parasympatickou inervaci a nedochéazi ke stimulaci parasympatiku v pravém
slova smyslu. (Silbernagel a Despopoulos 2004)

Acetylcholin v tomto piipad¢ figuruje jako spoustéc¢ vazodilatacni kaskady.
Metabotropni M3 receptor spirazeny s G-proteinem, po stimulaci acetylcholinem, aktivuje
(skrze fosfolipazu C) druhého posla inositoltrifosfat (IP3). IP3 se navdze na vapnikovy
kandl endoplazmatického retikula a nastane influx vépenatych iontl do cytosolu. (Pro

pokrac¢ovani procesu viz kap. 3.6.1) (Viz Obr. 5) (Alberts et al. 2005)

Acﬁ‘l Icholin

enduteluva
1 CII"'

.ﬁ/\K

CO}I 2 PGIS

Obr. 5 Acetylcholin jako spoustec relaxace v hladkosvalovych bunkach zavislych na

puisobcich endotelu (Prevzato z: Puzserova et al. 2008)
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3.6.3 Enzymaticka regulace

¢ Renin-angiotensin-aldosteronovy systém
Renin je hormon s vlastnostmi enzymu. Do cirkulace se uvoliiuje pti hypotenzi ve vas
afferens, pti stimulaci pi-receptort v juxtaglomerularnim aparatu a za nizkych koncentraci
NaCl. Renin $tépi angiotenzinogen na angiotenzin I (AT1). AT je nasledné konvertovan
angiotenzinogen konvertujicim enzymem (ACE) na angiotenzin II. Uvolnény angiotensin
IT ma n¢kolik funkci: siln¢ kontrahuje cévy, zvysSuje tonus sympatiku a stimuluje sekreci

aldosteronu z kiiry nadledvin. (Silbernagel a Despopoulos 2004, Trojan et al. 2003)

¢ Kininovy systém
Protedza kallikrein (obsazena ve slinach a potu) piisobenim na plazmatické bilkoviny
produkuje bradykinin. Bradykinin vede k lokalné zvySené propustnosti cévni stény a
k vazodilataci. Tento systém se uplatiiuje ve zlazach gastrointestinalniho traktu a v potnich

zl4zach. (Trojan et al. 2003)

3.6.4 Ostatni
Mezi dalsi pasobky, které maji vliv na tonus hladkého svalstva cév, fadime i
serotonin, antidiureticky hormon (ADH), natriuretické peptidy a histamin. (Silbernagel a

Despopoulos 2004, Trojan et al. 2003)

3.7 Celkové regula¢ni mechanismy
Celkové regulacni mechanismy zodpovidaji za integritu ob&hového systému
(Soucek 2009).
Z ¢asového hlediska miizeme Grovné kontroly klasifikovat na rychlé, sttednédobé

a dlouhodobé. (Viz Obr. 6) (Soucek 2009)

e Rychlé
Témét okamzitd reakce na zmény KT je zprostfedkovana baroreceptory. Tyto
mechanoreceptory nachdzime zejména v arcus aortae, v karotickém sinu, ale i v plicnich
areteriich ap. Baroreceptory vedou informaci o cévnim napéti do vazomotorického centra
mozkového kmene, kde se informace zpracuje. V ptipadé vysokého KT dojde k inhibici

sympatiku a aktivaci parasympatiku. Snizi se minutovy srde¢ni vydej a periferni odpor.
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Krevni tlak se opét normalizuje. Pokud je tlak krve nizky, u¢inky jsou opac¢né. (Kittnar a
Micek 2009)

Obdobné¢ funguje regulace pomoci chemoreceptort. (Trojan et al. 2003)

e Stiednédobé
Stiednédobd regulace je zprostiedkovana pomoci hormonii: vasopresinu,
angiotenzinu II a kortizolu. Tyto latky primarné pomahaji udrzet objem krve, samy o sob¢
ale maji 1 vazokonstrik¢ni efekt. (Rokyta 2015). Mizeme sem zaradit i fizeni tonu pod

vlivem adrenalinu a noradrenalinu. (Viz kap. 3.6.2)

e Dlouhodobé
Na pomezi sttednédobych a dlouhodobych mechanismt regulace je systém RAAS.
PIn¢ aktivni systém je uz po 20 minutach po spusténi, ale jeho Uc¢inky (zvySeni krevniho
volumu) dlouho pfetrvavaji. (Trojan et al. 2003)
Nepochybn¢ sem patii systém tlakové natriurézy v ledvinach, také vazopresin a

natriureticky faktor. (Rokyta 2015)
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Obr. 6 Mechanismy regulujici krevni tlak (Prevzato z: Soucek 2009)
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3.8 Flavonoidy

Flavonoidy jsou nejcastéji se vyskytujici fenolické slouceniny v tisi rostlin (Kumar
a Pandey 2013). Je znamo vice nez 4000 konkrétnich latek (Spilkova 2016).

Flavonoidy maji pozitivni pleiotropni Uc€inky, jsou proto nezbytnou slozkou
v lidské potrave, i v potravé zvifat. Rostliny jsou totiz jediné organismy, které umi
flavonoidy syntetizovat. (OvSem u nékterych bakterii a hub byly rozpoznany geny pro
biosyntézu flavonoidi.) (Kumar a Pandey 2013)

Nalezneme je v ovoci, zelening, ceredliich, ofeSich, luSténindch i v oblibenych
napojich jako je zeleny ¢aj, kakao nebo vino. Mnozstvi, a tedy i nasledny ucinek flavonoidii
v konkrétnim jidle a népojich se ovSem znacné lisi. (Bravo 1998)

Z chemického hlediska jsou flavonoidy fenolické slou€eniny hydroxylované na
specifickych mistech. Jejich aktivita je podminéna strukturou chemického skeletu, stupném
hydroxylace, pfitomnosti dalSich substituentii a stupném polymerizace. (Kumar a Pandey
2013)

Dle polohy hydroxyli na pyranovém kruhu, miizeme flavonoidy rozdélit na:
flavony, flavanoly, dihydroflavonoly, flavan-3-oly, flavan-3,4-dioly, chalkony a aurony.
(Spilkova 2016)

V rostlinach jsou syntetizovany zejména na popud mikrobidlnich infekci, ale hraji
roli 1 v sekundarnich antioxidacnich obrannych mechanismech v ptipadé, Ze jsou rostliny
vystaveny stresu jakéhokoli plivodu (bioticky, abioticky stres) (Kumar a Pandey 2013).
Obecné lze fici, Ze se flavonoidy ucastni oxidacnich a reduk¢nich reakci, plisobi jako silné

antioxidanty (Spilkova 2016, Rahimi et al. 2018).

3.8.1 Silymarin
Silymarin je flavolignan izolovany z naZek ostropestrce marianského (Silybum
marianum) (Spilkova 2016). Chemicky se jedna o adi¢ni slouceninu flavanolu (taxifolinu)
a koniferylalkoholu (prekurzoru lignanu) (Tamova et al. 2006).
Silymarin se sklada ze tii flavolignanti: silybinu, silykristinu a silydianinu (Timova
et al. 2006). Za hlavni G¢innou latku se povazuje silybin, ktery je obsazen v silymarinovém
komplexu v nejvetsi mife (cca 30 %) a snadno se izoluje. Silybin je racemickd smés

silybinu-A a silybinu-B. (Viz Obr. 7) (Tvrdy et al. 2018)
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silybin A (SA) silybin B (SB)

Obr. 7 Stereoizomery silybinu (Prevzato z Tvrdy et al. 2018)

Silymarin na bunééné urovni ovliviiuje propustnost bunécnych membran, inhibuje
tvorbu leukotriend, vychytava volné kyslikové radikaly, ma schopnost chelatace kovii a
snizuje aktivitu transkripcnich faktor NF-kB, proteinkinaz a tvorbu kolagenu. (Kumar a
Pandey 2013, Gabrielova et al. 2019)

Silymarin tedy pusobi jako hepatoprotektivum (lécba jaterni cirhozy, ischemické
poskozeni jater), stimuluje regeneraci jaterniho parenchymu. Dokaze odvratit toxické
poskozeni jater zpisobené vysokymi ddvkami paracetamolu, amanitinu, faloidinu i dalSich
toxind. Silymarinovy komplex ma 1 antioxidacni u¢inky, plisobi jako choleretikum a slabé
spasmolytikum. (Kumar a Pandey 2013, Spilkova 2016)

Byly pozorovany i kardioprotektivni a antidiabetické ucinky, zalozené na schopnosti
antioxidace (Rahimi et al. 2018).

Konkrétng 2,3-dehydrosilybin je schopen omezit rozsah infarktu myokardu a urychlit
regeneraci ischemicky poskozenych tkani potkant. To je ziejmé dano jeho antioxidacni
aktivitou a také tim, Ze pozitivné ovliviiuje mechanismy zavislé na bunécné signalizaci
skrze Src-kinazy. (Gabrielova et al. 2019)

Silymarin by také mohl sniZovat kardiovaskularni riziko tim, Ze miZe fungovat jako
COX inhibitor. Snizuje tak riziko trombozy, a tudiZ 1 riziko vyskytu kardiovaskularnich
piihod. Zvlaste silybin a silykristin maji potencial se vazat na aktivni formy COX. Pii
inhibici COX-2 sniZzuji agregaci krevnich desticek, zinhibice 1 COX-1 vychazi
protizanétlivé pisobeni. (Bijak a Saluk-Bijak 2017)
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4 Cil prace
Cilem této diplomové prace je ovéfit potencidlni vazodilataéni ucinky nekolika
latek silymarinového komplexu: silybinu-A, silybinu-B, silybinu-A+B a isosilybinu-A:
e Na izolované a prekontrahované aorté potkana ex vivo zméfit
vazorelaxa¢ni u¢inky kumulativné podavané testované latky nebo smési.
e Na zakladé¢ ziskanych udaji spocitat procentudlni hodnoty relaxace oproti
maximalni mozné¢, sestrojit ptislusné DRC kiivky a urcit hodnoty ECso.

e Porovnat zjisténé hodnoty ECso.



5 Experimentalni ¢ast

5.1 Potiebné materialni vybaveni, pokusna zvirata

5.1.1 Chemikalie
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Béhem experimentu jsme vyuzivali soli pro vytvofeni Krebsova roztoku (viz Tab.

2, Tab. 4), vazoaktivni latky (fenylefrin, acetylcholin, nitroprusid sodny; viz Tab. 2),

potencialn¢ vazoaktivni flavolignany (silybin-A, silybin-B, silybin-A+B, isosilybin A; viz

Tab. 3) a ostatni pomocné latky (dimetylsulfoxid, uretan, destilovana voda; viz Tab. 2)

Tab. 2 Identifikace pouzitych chemikalii

Nazev latky Vzorec Mr Pivod
[g/mol]
Dihydrogenfosforecnan ~ KH>PO4 136,09 RNDr. Jan Kulich,
draselny p.a. Hradec Kralové,
Ceska republika
Chlorid sodny p.a. NaCl 58,44 Penta Chrudim,
Ceska republika
Chlorid vapenaty CaCl, 110,99 Lachema Brno,
bezvody p.a. Ceska republika
Hydrogenuhli¢itan sodny NaHCOs3 84,01 Penta Chrudim,
p.a. Ceska republika
Chlorid draselny p.a. KCl 74,56 Lachema Brno,
Ceska republika
Siran hotecnaty MgS0O4.7H20 246,47 Lachema Brno,
heptahydrat p.a. Ceska republika
D-glukdza monohydrat CsH1206.H20 180,16 Penta Chrudim,
p.a. Ceska republika
Fenylefrin hydrochlorid ~ CoHi3 NO,. HCI 203,67 Sigma-Aldrich,
p.a. Némecko
Acetylcholin jodid p.a. (CH3)sN(I)CH,CH,OCOCHs 273,1 Sigma-Aldrich,
Némecko
Nitroprusid sodny Nay[Fe (CN)sNO].2H,O 297,95 Sigma-Aldrich,
dihydrat p.a. Némecko
Dimetylsulfoxid (CH3).SO 78,13 Sigma-Aldrich,

(DMSO)

Némecko
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Uretan C3H/NO; 89,09 Sigma-Aldrich,
Némecko
Destilovana voda H,O 18, 02 Katedra
biochemickych
véd, FaF UK HK,
dle platného
1ékopisu
5.1.2 Testované latky
Tab. 3 Potencialne vazoaktivni flavolignany
Nazev latky Struktura Pivod
OH O OCHs Doc. Ing. Katetina
. . OH OH
Silybin-A /irﬁ’ Valentova, Ph.D.;
HO o~ ° x
@[ Akademie véd Ceské
o N

republiky, Praha

Doc. Ing. Katefina
Valentova, Ph.D.;
Silybin-B 9
Akademie véd Ceskeé
republiky, Praha

Doc. Ing. Katefina
Valentova, Ph.D.;

Silybin-A+B 9
Akademie veéd Ceské

republiky, Praha

Doc. Ing. Katefina

o OH Valentova, Ph.D.;
Isosilybin-A ) .
on Akademie véd Ceské
OCHs republiky, Praha

Pozn.: Pro vSechny latky plati Mr = 482, 44 g/mol.
Obrazky struktur prevzaty z: Sigma-Aldrich 2019
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5.1.3 Krebsiv roztok
Jako zivné médium byl zvolen Krebslv roztok, protoze nejlépe mimikuje vnitini
prostiedi lidského d€la (pH Krebsova zivného roztoku je 7,4, podobné¢ jako je tomu v lidské
plazmé). VSechny soli (viz Tab. 4) se navazi a postupné rozpusti v destilované vode.
Chlorid véapenaty se neché rozpustit az jako posledni, aby se ptedchdzelo vzniku srazenin
(malo rozpustnych vapenatych soli). Poté se doplni objem destilovanou vodou na

pozadované mnozstvi.

Tab. 4 Slozeni Krebsova roztoku

Nazev latky Koncentrace [g/1]
Chlorid sodny p.a. 5,54

Chlorid draselny p.a. 0,35

Chlorid véapenaty bezvody p.a. 0,28
Hydrogenuhli¢itan sodny p.a. 2,1
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. 0,16

Siran hote¢naty heptahydrat p.a. 0,29

D-gluk6za monohydrat p.a. 2,1

5.1.4 Pokusna zvirata

Experiment byl provadén na outbrednim kmeni laboratornich potkanti Wistar.
Jednalo se o samce o hmotnosti 300 — 400g, ktefi byli minimalné tyden aklimatizovani ve
vivariu Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Za laboratorni teploty byli potkani krmeni
standartni peletizovanou potravou, s volnym pfistupem k pitné vod¢€. Potkany fakultnimu
vivariu dodala firma Charles River z Némecka.

Pokusy probihaly dle zékona &. 246/1992 Sb., tedy dle zakona Ceské narodni rady
na ochranu zvifat proti tyrani a byly schvéleny Etickou komisi Farmaceutické fakulty

Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.



5.1.5 Pristrojové vybaveni

Tab. 5 Pristrojove vybaveni
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Pristroj Vyrobni firma Stat
Aparatura pro izolovanou tkan ex vivo
(Multi chambre tissue bath system) Experimentia Ltd. Mad’arsko
(viz Obr. 8)
Vyhodnocovaci software (S.P.E.L.,
Advanced Kymograph Software Experimentia Ltd. Mad’arsko
SOFT -03-KYMO)
Ttepacka (IKA Vortex Genius 3) TRA®-Werke GmbH & Némecko

Co.KG

Laboratorni vahy Kern & Sohn GmbH Némecko

Obr. 8 Aparatura pro izolovanou tkan ex vivo v laboratori katedry farmakologie a toxikologie FaF UK

A, B, C, D: Lazné s hacky, na kterych jsou zachyceny vzorky cév. Lazné mimikuji homeostatické prostredi.

E: Pocitac s vyhodnocovacim softwarem zaznamendavajici hodnoty.

1,2,3,4: Zasobniky s Krebsovym roztokem
(Zdroj: Osobni archiv)
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5.1.6 Ostatni
e Plynova lahev s pneumoxidem (smés 95 % 02 a 5 % CO2)
o Vyroba: Linde gas, Ceska republika
e Laboratorni nadobi (sklo, 1zicka, mikropipety, Petriho misky, kadinky)
e Operacni nastroje (operacni stolek, pean, niizky, pinzety, injekéni stiikacky, jehly)

e Software GraphPad Prism, verze 6

5.2 Metodika prace
5.2.1 Priprava
e [Izolace aorty potkana
Samec potkana byl 24 hodin pied experimentem odstaven od piijmu potravy. Poté
je uveden do celkové anestezie pomoci intraperitonealniho podani uretanu v minimalni
davce 1,2 g/kg. Do injekéni stiikacky s ostrou jehlou, se natahne anesteticky roztok uretanu

s koncentraci 20 g/100 ml. Pozadovany objem se vypocita dle hmotnosti potkana (viz Tab.

6).

Tab. 6 Objem roztoku uretanu dle hmotnosti

Hmotnost 200 225 250 275 300 325 350 375

potkana [g]

Objem 1,2 1,35 1,5 1,65 1,8 1,95 2,1 2,25
anestetika

[ml]

Na abdominalni stran¢ se provede sagitalni fez a zptistupni se biiSni dutina. Smrt
potkana nastava v disledku ztraty krve odbérem jehlou z bfisni aorty, krev je vyuZita pro
dalii vyzkumné téely. Po vykrveni se otevie hrudnik. Setrné se vyjme hrudni ¢ast aorty,
ktera je okamzité vlozena do ptipravené Petriho misky s Krebsovym roztokem.

Aorta se nejprve zbavi okolni tkdn€. Poté se nasttiha na cca 3-4 mm dlouh¢ useky.

Je nutné postupovat opatrné, aby se neobratnou manipulaci neporusil endotel (viz Obr. 9).
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Obr. 9 Preparace aorty (Prevzato z: Jufang et al. 2017)

Jednotlivé segmenty aorty jsou instalovany do aparatury. Ha¢ek aparatury spojeny
nitkou je pfipojen k prevodniku, ktery pfevadi mechanickou energii (vazomotorické
pohyby cév) na elektrické signaly. Elektronické informace o aktudlni zatéZi cévy jsou
zaznamenavany do pocitace pomoci softwaru S.P.E.L. Advanced Kymograph Software.
Aortalni krouzky se nasadi na hacky a ponoii se do 5 ml Krebsova roztoku. Pro udrzeni
homeostatického prostiedi je Zivny roztok aparaturou temperovan na teplotu téla, tedy na
37°C. Aby bylo zajisténo okyslieni cév, je do Krebsova Zivného roztoku pfivadéna smés

kysliku (95%) a oxidu uhlic¢itého (5%).

e Stabilizace a zatéz tkané
Vzorky tkan¢ se zatiZi na 2 g a jsou stabilizovany po dobu 45 minut. Kazdych 10

minut je vyménén Krebsiv roztok. Po poslednim vyplachu se ponecha aktualni zateéz.

e Testovani kontraktility a funkce endotelu
Nejprve se, pro navozeni kontrakce, do lazn¢ s Krebsovym roztokem ptida 50 pl
noradrenalinu o koncentraci 10* M, coZ navodi koneénou koncentraci v 1azni 10 M. Po
stabilizaci hodnot se pfidd 50 ul acetylcholinu o koncentraci 10> M (pro kone&nou
koncentraci v 1azni 10~ M). Pokud po podani acetylcholinu dojde k vazodilataci, je endotel
neporusen (viz kap. 3. 6. 2. Acetylcholin). Po tomto testu se jesté nékolikrat cévy promyji
Krebsovym roztokem pro Uplné odstranéni noradrenalinu a acetylcholinu. Po ustaleni

hodnot mize zacit vlastni experiment.
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5.2.2 Vlastni experiment

Aby se projevily piipadné vazodilatacni uCinky testovanych latek, musi se céva
opét prekontrahovat. Do lazné s aortou se proto piridalo 50 ul fenylefrinu o koncentraci
10*M, pro kone¢nou koncentraci v lazni 10° M. Po ustaleni kontrakce se nasledné
kumulativné ptidavaji pfipravené roztoky testovanych latek se vzrustajici koncentraci.
Nova déavka se ptidava vzdy az po stabilizaci odpovédi na davku predchozi. Koncentrace
silybind v 14zni stoupaji od 107 M az po 10* M. Hodnoty se priibézné zaznamenavaji.
Béhem jednoho experimentu se testuji tfi segmenty aorty, ¢tvrtd je pouzita jako kontrola.
Do kontrolni lazné se pfidava tedy pouze vehikulum (DMSO bez flavonoidil) o stejné

koncentraci.

5.2.3 Ukonceni experimentu
Pro ukonceni experimentu se do lazné ptidd nitroprusid sodny s konecnou

koncentraci 10> M, ktery navodi kompletni relaxaci. (Viz kap. 3. 6. 1 Oxid dusnaty (NO))

5.2.4 Vyhodnoceni vysledki
Zaznamenané hodnoty se zpracuji nejprve pomoci programu Excel, ktery prepocita
hodnoty zatéze navozené dil¢imi koncentracemi na procenta z maximalni relaxace.
Ziskané udaje se nasledné pomoci programu GraphPad Prisma vynesou do grafu. Na ose x
jsou uvedeny jednotlivé koncentrace testovaného flavonoidu (logaritmické méfitko), na
ose y je procento relaxace aorty. Poté se sestroji relaxacni kiivka a ur¢i koncentrace, ktera
vyvoléa 50% maximalni relaxace (ECso). Pro zhotovené kiivky a pro hodnoty ECs je urcen

konfiden¢ni interval 95%.
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6 Vysledky

Latky byly aplikovany na aortalni segmenty prekontrahované fenylefrinem.
Vsechny aortalni krouzky mély intaktni endotel, coz bylo potvrzeno vazodilatatnim
pusobenim acetylcholinu na prekontrahovanou cévu noradrenalinem.

Testované substance silymarinového komplexu byly postupné kumulativné

priddvany do 1azné&. Jejich koncentrace v 14zni nabyvaly hodnot 107 az 10 M.

Vsechny testované substance navodily vazodilataci hrudni aorty potkana zavislou
na davce. Zadnou z latek ale nebyla dosazena 100% relaxace. (Za 100% koncentraci je
povazovana dilatace navozena nitroglycerinem.)

Vazorelaxacni schopnost jednotlivych latek shrnuje tabulka a graf zobrazujici
hodnoty ECso (viz Tab. 7, Obr. 10). Relaxac¢ni kiivky jsou uvedeny v ptiloze prace (viz
Priloha 1, 2, 3, 4).

Tab. 7 Hodnoty ECsg testovanych latek vietne konfidencniho intervalu

Nazev latky ECso [uM] Konfiden¢ni interval 95%
Silybin-A 26,8 24,87 - 28,92
Silybin-B 48,8 4391 - 54,31
Silybin-A+B 30,3 23,40 - 39,97
Isosilybin-A 26,7 23,04 - 30,95
100
_
e

ECsp (tmoliL)
>
1

Obr. 10 Hodnoty ECsy testovanych latek vcetné stredni chyby priimeru (SEM)
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7 Diskuze

Ostropestfec mariansky se uziva jako tradi¢ni rostlinny léCivy ptipravek jiz od
nepaméti jako hepatoprotektivum (Ross 2008). Lékopisnd droga vykazuje ale 1 dalsi
pleiotropni ucinky jako jsou: kardiovaskularni protekce, ochrana ledvin, hypolipidemicka
aktivita, antiaterogenni potencial, prevence inzulinové rezistence, Alzheimerovy choroby
nebo rakoviny (Bahmani et al. 2015).

Katedra farmakologie a toxikologie se mimo jiné zajima o kardiovaskuldrni G¢inky
fenolickych sloucenin, respektive o abilitu flavonoidnich latek dilatovat cévy. Tato prace
navazuje na predchozi pokusy vyzkumné skupiny Kardiovaskularni a respiracni
farmakologie a toxikologie. Cilem mé diplomové prace bylo ovétit vazorelaxaéni Gcinky
nékolika latek ze silymarinového komplexu.

Vyhodou bylo, Ze jsme méli k dispozici €isté latky, které nam poskytla Akademie véd
Ceské republiky. Vzhledem k tomu, Ze substance byly syntetizovémy de novo, a nikoliv

wevr

zadouci 1 pro ptipadnou reprodukovatelnost vysledku. (Biedermann et al. 2014)

Co se vazodilatacni u¢innosti latek ty¢e mizeme dle schopnosti relaxace descendentné
sefadit latky nasledovné: isosilybin-A~ silybin-A> silybin-A+B> silybin-B. (Pozn.: pro
struktury jednotlivych latek viz Tab. 3)

Rozdily mezi uc€inky isosilybinu-A a silybinu-A jsou minimalni. V prostfedi
biologickych pokusti s vysokym mnoZstvim a variabilitou podminek, které mohou
experiment ovliviiovat, 1ze G¢inky isosilybinu-A a silybinu-A povaZovat téméf za totozné.
Lze tedy konstatovat, ze vymeéna substituentii v polohdch 10 a 11 u silybinu-A a jeho

isoformy podstatné neovlivituje uc¢innost.

OH
HO HO
"ro—

Silvbin-A Isasilybin-A

Obr. 11 Poloha substituentii latek silybinu-A a isosilybinu-A
Pozn: Struktury prevzaty ze Sigma-Aldrich 2019
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Naprosto vyznamny je rozdil G¢innosti mezi silybinem-A a silybinem-B. V klinicky
dosazitelnych koncentracich silybin-B téméi kopiruje DRC kiivku DMSO, mizeme ho
proto povazovat za prakticky neti¢inny. Silybin-A a silybin-B jsou stereoizomery. I kdyz
mechanismus vazodilata¢niho ucinku neni zatim zndm, mizeme jejich rozdilnou u¢innost
piipisovat jinému prostorovému uspoiadani.

V ramci experimentu jsme také testovali smes silybinu-A a silybinu-B (Silybin-A+B).
Vychazeli jsme ze skuteCnosti, ze v ostropestrci se nachazi smés latek, které mohou
navzajem svou ucinnost ovlivitovat. Pti srovnani hodnot ECso vidime, Ze se hodnota ECsg
silybinu-A+B pohybuje mezi S-A a S-B. Proto se nezda, Ze by se ucinky silybinu-A a
silybinu-B vzajemné potencovaly nebo inhibovaly. Jinak by tomu mohlo ale byt v pfipadé
podani silymarinového komplexu, ve kterém jsou obsazeny i dalsi latky. V tomto ptipadé
tedy moznost potenciace uc¢inku nelze vyloucit. Pro ovéfeni této hypotézy by bylo potieba

provést dalsi pokusy.

Jak konkrétn€é vyvoldvaji silymariny své ucinky neni je$t€¢ znamo. V tivahu vsak
ptichazeji nasledujici teorie.

Jednim z moznych mechanismi u¢inku by mohla byt vazodilatace zprostiedkovana
endotelem. Kli¢ovy mediator je v tomto ptipadé NO, tedy ptisobek zdravych endotelovych
bunék, vznikajici z L-argininu pomoci eNO-syntazy.

Roli by mohl hrat i sympaticky nebo parasympaticky receptorovy systém. Bé¢hem
experimentu jsme vyuzivali noradrenalin, pfipadné fenylefrin, jako ai-sympatomimetika.
Za predpokladu, ze stimulace aj.receptori zpusobila vazokonstrikci a aplikované
silymariny nasledné cévu relaxuji, silymarinové flavonolignany by mohly t¢inkovat jako
antagonisté o-receptoru.

Silymariny by teoreticky mohly interferovat i s parasympatickym systémem.
Muskarinové receptory M3 v cévach reaguji na uvolnény acetylcholin a spusti se kaskada.
Endotelové buiiky zacnou produkovat NO, PGI, EDHF, coz mé za nasledek vazodilataci
cévy.

Z dlouhodobého hlediska by mohly silymariny zabranit zmenSovani prisvitu cév svoji
schopnosti eliminovat volné kyslikové radikaly. Pfedchazi tak peroxidaci lipida, poskozeni
endotelu a dalSim komplikacim vychézejicich zneZadoucich oxidacnich procest.
(Bahmani et al. 2015, Kim a Je 2017, Rahimi et al. 2018) Tento typ ucinkl ale neni

pravdépodobny pii akutnim plsobeni, které jsme pouzivali béhem nasich pokusi.
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Abychom mohli Iépe porozumét této problematice a ziskané vysledky v budoucnu

vyuzit pro testy in vivo, mohl by se vyzkum vénovat dal§im oblastem jako naptiklad:

Provést testy s dalSimi kombinacemi latek silymarinového komplexu, aby
vyzkumy mohly odrazet realitu ptisobeni komplexu jako celku.

Zjistit konkrétni mechanismy ucinku jednotlivych latek silymarinového
komplexu, napft. objasnit zavislost na endotelu ¢i vliv na iontové kanaly.
Zjistit blizsi informace o konjugatech silymarini (s kyselinou glukuronovou,
nebo sulfaty), coz by reflektovalo realné chovani silymarinti in vivo. Vyzkumy
naznacuji, ze pravé konjugaty by se mohly vyznamné podilet na Gc¢inku
silymarinu. Silymariny se na n¢ rychle po podani metabolizuji, podstupuji
vyznamny enterohepatidlni obéh a tim si zvySuji svou biodostupnost a

eliminacni polocas. (Wen et al. 2008)
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8 Zavér

Tato diplomové prace se zabyva vazodilatatnimi ucinky vybranych latek
silymarinového komplexu: silybinu-A, silybinu-B, silybinu-A+B a isosilybinu-A.

Jejich potencidlni vazodilatacni u¢inky jsme ovétovali in vitro na hrudnich aortach
potkanti kmene Wistar.

Z provedenych experimentl vyplyvaji nasledujici zavéry:

e Vazodilataéni schopnost silybinu-A a jeho strukturniho izomeru
isosilybinu-A je srovnatelna. Zda se, Ze poloha substituenti nemé na
vazodilata¢ni Gc¢inek vliv.

e Silybin-B je, oproti jeho stereoizomeru silybinu-A, v klinicky dosazitelnych
koncentracich v podstaté neuc¢inny. Mechanismus navozeni relaxace cév by
mohl byt stereoselektivni.

e Vazodilataéni ptsobeni ekvimolarni smési silybinu-A a silybinu-B
naznacuje, ze tyto latky navzajem neinhibuji ani nepotencuji své ucinky.

e Vazodilatacni potencial klesa v fad¢: isosilybin-A~ silybin-A> silybin-A+B>

silybin-B.
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10 Prilohy
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Priloha 1 DRC kiivka popisuje vazodilatacni ucinek silybinu-A. Zachycuje zavislost

relaxace aorty potkana na koncentraci silybinu-A. Koncentrace DMSO, jakoZto kontroly,

Jje vyjadrena v procentech pod osou x.
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Priloha 2 DRC krivka popisuje vazodilatacni ucinek isosilybinu-A. Zachycuje zavislost
relaxace aorty potkana na koncentraci isosilybinu-A. Koncentrace DMSO, jakozto

kontroly, je vyjadrena v procentech pod osou x.



silybin-A + B

30-
20 -
S
=]
o -~ silybin-A +B
e -m- DMSO
@
10-
0 -*'*'i' o .

0.1 1 10
koncentrace (umol/l)
: : | DMSO
0.001% 0.01% 0.1%

Priloha 3 DRC krivka popisuje vazodilatacni ucinek silybinu-A+B. Zachycuje zavislost

relaxace aorty potkana na koncentraci isosilybinu A. Koncentrace DMSO, jakoZto

kontroly, je vyjadiena v procentech pod osou x.
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Priloha 4 DRC kiivka popisuje vazodilatacni ucinek silybinu-B. Zachycuje zavislost
relaxace aorty potkana na koncentraci silybinu-B. Koncentrace DMSO, jakoZto kontroly,

Jje vyjadrena v procentech pod osou x.






