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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Prahe
Farmaceutick4 fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie
Studentka: Alena Novysedlakova
Skolitel: PharmDr. Jana Pourova, PhD.

Néazov diplomovej prace: U€inky vybranych izoflavonoidov in vitro na izolovanej aorte

potkana

Abstrakt: Cielom tejto prace bolo zistit, ¢i su vybrané izoflavonoidy schopné
vazodilatovat’ aortu, aké Struktirne rysy by mohli byt za relaxacné posobenie
zodpovedné a odhadnut’ predpokladany mechanizmus U¢inku. Pokus sme previedli
klasickou in vitro metddou na izolovanej aorte potkana a vysledky vyhodnotili pomocou
pocitacového programu GraphPad. Jediny glycitin nepreukézal Statisticky signifikantni
relaxaciu cievy, €o mozno prisudit neucinnej glykozidickej forme. Ostatné
izoflavonoidy - glycitein, daidzein a tectorigenin sa zdaju byt perspektivne z hl'adiska
mozne] vazodilaticie. Pre overenie UCinnosti in vivo by boli vSak potrebné dalSie
Stidie. Pravdepodobné Struktirne rysy zahffiaju hydroxyskupinu v polohe 7
a methoxyskupinu v polohe 8 izoflavonoidného jadra. Mechanizmus ucinku doposial’
nie je znamy, avSak najpravdepodobnejSie sa javia endotelovo zavislé mechanizmy,
antagonizmus alfa 1 receptorov a agonizmus muskarinovych M3 receptorov. Dalej
mdze byt do ucinku zapojené i antioxidacné a protizapalové pdsobenie ¢i stimuldcia

estrogénnych receptorov.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology and Toxicology

Student: Alena Novysedlakova

Supervisor: PharmDr. Jana Pourové, PhD.

Title of Thesis: In vitro effects od selected isoflavonoids on isolated rat aorta

Abstract: The aim of this study was to determine whether the selected isoflavonoids are
able to vasodilate aorta, what structural features might be responsible for a relaxing
activity and estimate the mechanism of action. The experiment we carried out the
classical in vitro method on the isolated rat aorta, and the results evaluated by the
computer program GraphPad. Only glycitin did not show statistically significant
relaxation of blood vessels, which can be attributed to ineffective glycosidic form.
Other izoflavonoids- glycitein, daidzein and tectorigenin seem to be promising in terms
of potential vasodilatation. Further studies would be needed to verify also the in vivo
effects. Likely structural features include the hydroxy group at 7-position and a
methoxy group at position 8 of the core od isoflavonoids. The mechanism of action is
not yet known, but most likely appears endothelium-dependent mechanisms, alpha 1
receptor antagonism and agonism of muscarinic M3 receptor. It may be also involved in
the effect of the antioxidant and anti-inflammatory activity or stimulation of estrogen

receptors.



1. ZOZNAM SKRATIEK

ACE = angiotenzin konvertujlci enzym

ACTH = adrenokortikotropny hormon, kortikotropin

ADH = antidiureticky hormén, vazopresin

ADP = adenozin difosfat

ADME = absorpcia, distribucia, metabolizmus, eliminécia

ALT = alaninaminotransferaza

AMK = aminokyselina

ANP = atrial natriuretic peptide (atridlny natriureticky hormon)

ApoA = apolipoprotein A

AST = aspartataminotransferdza

AT = angiotenzin

BCRP = breast cancer resistance protein (protein zodpovedny za rakovinu prsnika)
BNP = brain natriuretic peptid (mozgovy natriureticky protein)

BMI = body mass index

cAMP = cyklicky adenozinmonofosfat

cGMP = cyklicky guanozinmonofosfat

CMP = cievna mozgova prihoda

CNP = C-type natriuretic peptide (natriureticky peptid C-typu)

CNS = centralna nervova ststava

CO = oxid uhol'naty

COX1, COX2 = cyklooxygenaza 1,cyklooxygendza 2

CRP = C reaktivny protein

DHT = dihydrotestosteron

DNA = deoxyribonukleova kyselina

EDGEF = endotelial derived growth factor (epidermalny rastovy faktor)

EDHF = endotelial derived hyperpolarizing factor (endotelovy hyperpolarizujtci
faktor)

EDCFs = endotelium derived constriction factors (endotelové konstrikéné faktory)
EDGFs = endotelium derived growth factors (endotelové rastové faktory)
EDRF = endotelium derived relaxing factor (endotelovy relaxacny faktor/oxid
dusnaty)

ER = estrogény receptor



ET-1, ET-2, ET-3 = endotelin- 1, endotelin-2, endotelin-3

FSH = folikuly stimulujtici hormén

Gq, Gi, Gs = receptory spojené s G proteinmi

GSH = glutathion

HCI = chlorovodikové kyselina

HDL = high-density lipoprotein (vysokodenzny cholesterol)

HST = hormonalna substitu¢na terapia

5-HT receptory = serotoninové receptory

ICAM-1 = intercellular adhesion molecule 1 (vnutrobunec¢na adhezivna molekula 1)
IL (1.4,6,8) = interleukiny

IM = infarkt myokardu

IP-3 = inositoltrifosfat

LDL = low-density lipoprotein (nizkodenzny cholesterol)

L-DOPA = L-3,4-dihydroxyfenylalanin, levodopa

LH = luteiniza¢ny hormoén

KH = Krebs-Henseleitov roztok

MAO = monoaminooxiddza

MCP-1 = monocyte chemoattractant protein-1 (monocytovy chemotakticky protein)
MIC = minimalna inhibi¢néd koncentracia

MK = mastna kyselina

MLCK = myosin light-chain kinase (I'ahkoretazcovd myozinkinaza)

MMP = metaloproteinazy

MP = myozinfosfataza

MRP-2 = multidrug resistance-associated protein 2 (Sirokorezistentny protein typu 2)
NA = noradrenalin

Na'K"ATPé4za = enzym katalyzujiici vymenu iénov Na™ a K' s vyuzitim energie
adenozinmonofosfatu

NPR a, b = natriuretic peptide receptor a, b (receptory pre natriuretické peptidy)
NO = oxid dusnaty (endotelovy relaxacny faktor)

O-DMA = O- desmethyl-angolensin

PAF = plattelet aktivating faktor (faktor aktivujuci dosticky)

PDGF = plattelet derived growth factor (dostickovy rastovy faktor)

PGE2 = prostaglandin E2

PGI2 = prostacyklin 12
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PKG = proteinkinadza G

PLC = fosfolipaza C

PPARYy = peroxisome proliferator-activated receptor gamma

PR = progesteronovy receptor

ROS = reactive oxygen species (reaktivne kyslikové radikaly)

SERM = selective estrogen receptor modulator (selektivny modulétor estrogénnych
receptorov)

SR = sarkoplazmatické retikulum

STH = somatotropny hormoén, rastovy hormon

SOD = superoxiddisutaza

TG = triglyceridy

TF = tkanivovy faktor

TNF = tumor necrosis factor (tumornekrotizujuci faktor)

TP receptor = tromboxanovy receptor

TXA2 = tromboxan A2

UVB = ultrafialové ziarenie B

V-1, V-2 receptory = vasopresinove receptory

VCAM-1 = vascular cell adhesion protein a (vaskularny adhezivny protein a)

VEGF = vascular endothelial growth factor (vaskularny endotelovy rastovy faktor)

11



2. UVOD

Arteridlna hypertenzia postihuje priblizne 20% populdcie v rozvinutych
krajinach a spolu s d’alSimi faktormi sa podiela na vzniku aterosklerdzy ¢i inych
kardiovaskularnych ochoreni. Jedna sa o civiliza¢ny problém s narastajucou tendenciou
najmd v starSej populécii, no Coraz CastejSie postihuje i I'udi v produktivnom veku.

(Silbernagl et al 2001)

Na etiopatogenéze sa podielaju lokalne aj systémové mechanizmy, pricom
dolezitt tlohu zohrava najmd funkéna endotelovad vrstva cievy. Endotel produkuje
latky podiel'ajuce sa na regulacii krvného tlaku, zrdzania krvi, vytvara rastové faktory
pre delenie hladkych svalovych buniek, Gi€astni sa zapalovej reakcie a reguluje prestup
latok cievou. Pre spravnu funkciu cievy musia byt v rovnovéhe vazodilataéné
a antiagregacné latky (napriklad oxid dusnaty, prostacyklin I2), a vazokonstrikéné
a proagregacné latky (endotelin, tromboxan A2, PAF faktor ¢i angiotenzin 2). Pri jej
naruSeni vznikéd endotelidlna dysfunkcia, ktora je hrozbou pre d’alSie kardiovaskularne
choroby a prispieva k zvySeniu kardiovaskularnej mortality. Z centralnych
mechanizmov zohrava najdodlezitejSiu Ulohu sympaticky systém (noradrenalin na
svojich alfa jedna receptoroch) a parasympaticky systém (acetylcholin na M3
muskarinovych receptoroch v cieve). (Silbernagl et al 2001, Pazserova 2016, Mladénka

2016a)

V praxi sa pouziva vel'ké mnozstvo lieCiv s r6znymi mechanizmami Uc¢inku,
napriek tomu sa neustale hl'adaji nové Struktury. Jednymi z potencionalne prinosnych
latok sa javia i prirodné izoflavonoidy objavené napr. v s¢ji ¢i d’ateline, ktoré by mohli
okrem iného napomodct’ spesSnej liecbe vysokého krvného tlaku alebo aterosklerdzy.
NasSa praca sa zaoberala prave ich vazodilatatnym pdsobenim na aortu potkana a jej

vysledky mozu prispiet’ k d’alSiemu vyskumu u ¢loveka.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. KARDIOVASKULARNY SYSTEM

Kardiovaskularny systém pozostadva zo systému ciev, ktoré rozvadzaju krv
naprie¢ jednotlivymi orgadnmi, srdca fungujuceho ako svalova pumpa a lymfatickych
ciev. Vymena plynov, vody a rozpustenych latok medzi krvou a tkanivami zabezpecuje
siet’ kapilar. Cievy odvadzajtice krv ku kapildram sa nazyvaju artérie, zberajuce krv k

srdcu st vény.

3.1.1. Srdce

Srdce tvori svalovy organ zvany myokard a jeho hribka zavisi na funkcii daného
oddielu. Minimalna je v siefiach, stredna v pravej komore a najsilnejSia v 'avej komore
pumpujucej krv do celého tela. Vnutorny povrch je vystlany membranou endokardom a
vonkajsi povrch pokryty seroznou blanou, epikardom. Na povrchu mozno spozorovat
nazltlé prazky z nahromadeného tuku a v zliabkoch komdr koronarne cievy zasobujice
srdce. Hlavna tepna vychéddzajica zo srdca je oblukovito zahnuta aorta s okyslicenou
krvou a odkyslicena krv je zberana dvoma velkymi Zilami, hornou a dolnou dutou Zilou
(vena cava superior a vena cava inferior), ktor¢ vedi krv do srdca a nasledne z prave;j
komory cez pltcnu tepnu na okyslicenie do plic. Plicna zila privddza nasledne

okysli¢ent krv spét’ k srdcu. (Pirluigi 2006, Cihdk 2002)

3.1.2. Rozdelenie krvnych ciev

Podl'a funkénej charakteristiky mozeme cievy rozdelit na tepny (arteriae)
vetviace sa na mensSie arterioly (arteriolae) a Zily (venae) rozbiehajuce sa do tenSich
venul (venulae). Spojenie medzi Zilovym a arteridlnym rie¢iskom zabezpecuju kapilary

(vasa capillaria).

3.1.2.1. Tepny

Tepny su hlbsie ulozené tzv.pruznikové cievy vytvarajuce z pulzne vyvrhovanej
krvi usmerneny tok. Vedu predovsSetkym okyslicenu krv zo srdca do ostatnych casti
tela. Pradenie krvi za jednotku ¢asu popisuje Hagenov Poiseuillov zdkon. Ten hovorti,
ze sila pridenia vtepne je priamo Umerna tlaku v cieve, polomeru cievnej steny
a nepriamo Gmerna diZke i viskozite krvi. Rychlost’ pulzovej vlny nie je vo vietkych

cievach rovnakd. U velkych ciev (napr. aorte) zavisi predovsetkym na stave tepnovych
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iev. vysSom veku i izacii ciev y zvysuje, v pri A7
ciev. Vo vys$Som veku a pri sklerotizacii ciev sa rychlost’ Suje ripade prekazok

v cievnom riecisku sa pridenie naopak spomal’uje. (Marsala 1983)

Z histologického hladiska maju hrub$iu tunicu mediu nez vény. Velké artérie
elastického typu obsahuji v medii a adveticii viac elastinu, svetlolomni vrstvu
membrana elastica interna 1externa. Naopak v malych artériach dominuju
hladkosvalové bunky. Spolo¢nym znakom je hrubSia svalovd stena auzsi lumen.

(Paulsen a Douglas 2004)

Artérie sa vetvia do menSich tepienok (arteriol) zlozenych z buniek endotelu,
svalovych vldken a nervového zasobenia. Arterioly sa postupne zuzuju a prechadzaji do

krvnych kapilér. (Langmeier 2009)

3.1.2.2.Zily
Funguju ako tzv. kapacitné cievy a zabezpeCuji spitny transport pomaly
teCliceho rieciska z kapilar spat’ k srdcu. Odvadzaji splodiny a oxid uhli¢ity z tkaniv do

pravej srdcovej predsiene, ev. okysli¢enu krv z pl'ic do l'avej srdcovej predsiene.

Vyznacuju sa va¢Sim priemerom, tenSou stenou a dominujlicou vrstvou je tunica
adveticia. V intime nachadzame endotel a subendoteloviu vrstvu vyraznejSiu len
u velkych zil. Media sa vyznacuje zviazkami hladkej svaloviny s elastinovymi vldknami
a advenicia je bohato pretkand kolagénnymi fibrilami. VybeZky intimy, chlopne, spolu
s pruhovanymi svalmi zabezpe€uju spravny tok krvi pri kontrakeii. (Konradova a Uhlik
2000, Cihak 2002) Porovnanie histologickej stavby tepny a Zily je schematicky

znazornené v Obr. 1.

ARTERIE | VENA

[ tunica intima
[l tunica media
[l tunica adventitia

Obr.1 Porovnanie stavby tepny a zily

Prevzaté z WikiSkripta [Internet], Gombala (2010)
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3.1.2.3. Kapilary

Kapilary st tenké kandliky vystlané endotelom, ktoré spajaji terminalne
arterioly s venulami. Na arteridlnej strane prestupuje kyslik aziviny do
medzibunkového priestoru a na strane venoznej splodiny metabolizmu (CO;, N») naspéat’
do krvi. Tlakovy spad (rozdiel tlaku na zaciatku a konci kapilary, priblizne 2kPa), tenka
stena a vel'ky povrch umoziuje vymenu latok medzi kapilarou a okolitym prostredim.
Vdaka schopnosti svaloviny menit’ priemer cievy udrzuju hlavny odpor pradeniu krvi,
preto sa nazyvaju ako tzv. odporové cievy. Tlak v svalovych stenach je ovplyvneny aj
konstrikénymi a dilataénymi vlaknami vegetativneho nervového systému (napr.

katecholaminmi, acetylcholinom ¢i neurogénne). (Rokyta 2008)
RozliSujeme 3 zakladné typy kapilar.

Prvou skupinou st stvislé somatické kapilary bez fenestracii v endotele, typické
pre svaly, vdzivo, exokrinné zl'azy a nervovu sustavu. Fenestrované visceralne kapilary
s prepazkou (diafragmou) umoznuji rychlu vymenu latok medzi krvou a tkanivom,

preto su hojne zastupené v l'advinach, ¢revach alebo endokrinnych zl'azach.

Podobnym typom su fenestrované kapilary bez diafragmy v ladvinovych
telieskach, kde su endotelové bunky oddelené od epitelovych (podocytov) silnou

bazalnou laminou.

Atypickou skupinou st sinusoidy, kanaliky spéjajuce arterioly a venuly (napr. v
kostnej dreni) alebo len venuly (v pe€eni). Typické st pre zl'azy s vnutornou sekréciou
(napr. hypofyza), anastomozuji, vetvia sa na menSie metaarterioly. Na regulaciu
prietoku krvi sluzi prstencovity prekapilarny sfinkter, ktory moZze tok az uplne prerusit.

(Junquiero 1997, Klika 1988)

3.1.2.4. Lymfatické cievy

Specidlnym typom ciev su cievy lymfatické, ktoré odvadzaji lymfu, prebytok
extracelularnej tekutiny, spit’ do cievneho rie€iska. Lymfa (miazga) je tekutina podobna
krvnej plazme s menSim mnoZstvom bielkovin a s obsahom lymfocytov. Podiela sa na
imunitnej funkcii organizmu, rovnovahe vnutorného prostredia a odvadza Skodliviny
a tkanivovy mok z medzibunkovych priestorov do krvi. Pohyb je zabezpefovany
predovsetkym stahovanim hladkej cievnej svaloviny (napr. v ¢reve), dychanim ale aj

¢innost'ou kostrovych svalov. (Haverentova 2016)
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3.1.3. Histologia ciev

Cievna stena zahffia v r6znom zastupeni 3 zékladné vrstvy: vnutorn tunicu
intimu, na ktori nasada stredna vrstva, tunica media a zvrchu st pokryté vonkajSou

vrtvou, tunicou externou (tzv. adventiciou) (vid’ Obr.2)

3.1.3.1. Tunica intima

Sklada sa z dvoch zékladnych vrstiev:

V endotelovéj vrstve dominuju dlazdicové bunky pretiahnutého tvaru, ktoré
nasadaju na lumen cievy. V centralnej Casti sa nachadza jadro, golgiho aparat, niekol’ko
mitochondrii, ribozomov, cisterien endoplazmatického retikula a zlozky cytoskeletu
schopné zmrStovania. (Konrddova a Uhlik 2000) Endotelové bunky nasadaji na
membranu elasticu internu z kolagénnych a elastickych vlaken a blaniek. Vyznacuju sa
predovsetkym antitrombogénnym uc¢inkom, teda brania pril'nutiu krvnych dosti¢iek na
subendotelov vrstvu. (Martinek a Vacek 2009) Subendotelova vrstva je vyplnena
riedkym kolagénnym vidzivom a hladkymi svalovymi bunkami. (Konrddova a Uhlik

2000)

V muskularnych artériach (a.coronaria) sa okrem zékladnej stavby nachadzaju
zhrubnutia  intimy, tzv.  svalovoelastické  vankuSiky.  Tkanivo  vznika
z nediferencovanych hladkych svalovych buniek médie a vyznacuje sa obsahom
elastinu, zakladnej hmoty i kolagénovych vlakien. Intima elastickej artérie (aorta) tvori

az 1/5 hrubky steny a obsahuje menej elastinu neZ media. (MarSala 1983)

Odlignost'ou zilnej intimy st hlavne pozdizne pasy hladkej svaloviny a dvojcipe
chlopne braniace spédtnému toku krvi. Chlopne su v skutoCnosti zahyby intimy so

Struktarou kolagénnych vlakien. (Kappert 1987)

3.1.3.2. Tunica media

Predstavuje najhrubsiu vrstvu u artérii. Tunica media je zloZena z kruhovo alebo
Spiralovo usporiadanych hladkych svalovych buniek produkujicich medzibunkova
hmotu z glukosaminoglykénu, chondroitinsulfatu a proteoglykénu. (Konradova a Uhlik
2000) Okolo sa nachadza kolagénové a elastické spojivové tkanivo, pricom vzajomné
pomerné zastipenie jednotlivych zloziek zavisi na type a velkosti cievy. Vo velkych
tepnach (aorta, a.subclavia, a.carotides) prevlada elastickd zlozka a zna¢né fenestracie

umoziujuce prisun zivin. (MarSala 1983, Kappert 1987) V stredne velkych tepnach su
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obe zlozky v rovnovéahe a v mensich tepnach prevlada svalova zlozka, ktora priesvitom
reguluje transport krvi do jednotlivych casti tela. Elastické tepny sa vyznacuju d’alSimi
dvoma vrstvami, membrana elastica interna na hranici s tunicou intimou a membrana
elastica externa oddel'ujica mediu od tunici adveticie. V Zilach je tunica media tensia

a neobsahuje tol’ko buniek hladkého svalstva. (Cihak 2002)

3.1.3.3. Tunica externa

Niekedy je oznaCovana aj ako tunica adveticia. Pozostava z prepletenych vlaken
elastinu, kolagénu a prepéja cievu s okolitym vézivom, ¢im ju mechanicky speviiuje. Na
bunecnej Grovni prevladaju fibroblasty a adipocyty. V zilach je to dominujuca vrstva a
mozno v nej pozorovat’ aj niekol’ko buniek hladkého svalstva. Vicsie cievy nemozu byt’
v dosledku hrubsej steny dostato¢ne zasobované Zivinami a kyslikom len na zadklade
difuzie. Obsahuju preto vasa vasorum, splet malych ciev zasahujicich do vonkajsej
Casti tunici medie a do adveticie. V zilach moze prechadzat’ az do intimy, pretoze vo

venodznej krvi je prirodzene nizsi obsah kyslika a zivin. (Cihak 2002)

TUNICA INTIMA

TUNICA ADVENTITIA

Obr.2 Histologicky prierez cievy

Prevzaté z WikiSkripta [Internet] Jirmanova (2010)

3.1.3.4.Nervové zasobenie

V stenach vacsich ciev sa vyskytuje okrem hladkych svalovych buniek aj siet
sympatickych  nemyelinizovanych vazomotorickych nervovych vldken. Hlavnym

medidtorom je noradrenalin, ktory po difundécii k tunice medii spdsobi
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vazokonstrikciu. Vény sa vyznacuju SirSim rozlozenim nervovych vlakien (aj v tunice

adveticii), ale v porovnani s artériami je ich mensie mnozstvo.

3.1.3.5. Histologia aorty

V priereze aorty nachddzame tunicu internu z endotelovych plochych
polygonalnych buniek a subendotelovéj vrstvy spojivového tkaniva. Tunica media je
vel'mi hrubd, obsahuje 50-60 elastickych fenestrovanych vlaken a cirkuldrne pripojené
hladké svalové bunky. V tunice externe dominuje tenkad vrstva spojivového tkaniva s
longitudidlnymi kolagénovymi a elastickymi vlaknami. Obsahuje tiez vasa vasorum a

nervi vasorum. (Cech et al. 1997)

3.1.4. Hladké svalstvo

Hladké svalovina je zlozena z vretenovo pretiahnutych buniek s centralne
uloZzenym jadrom. Nenachddzame tu pruzkovanie typické pre priecne pruhovany sval,
pretoze vldkna zdkladnych bielkovin aktinu amyozinu st volne rozptylené.
V aktinovych vlaknach sa nevyskytuje troponin a st upevnené v cytoplazmatickych
alebo s plazmatickou membranou spojenych aktinovych telieskach. (MarSala 1983)
Plazmatickd membrdna sa nazyva sarkoléma a vnutorna strana je pokrytd upinacimi
platnickami pre intermedidrne filamenty nazyvané denzné telieska. Pre dodanie energie
sluzia mitochondrie, pri jadre sa nachadza golgiho aparat, endoplazmatické retikulum
a ribozomy. Hladka svalova bunka vytvara kolagén, elastin a proteoglykany. (Harantova

et al. 2016)

Vsetky bunky su vol'ou neovladatel'né. Podl'a funkcie rozliSujeme dva zakladné

typy hladkého svalu.

Prvou skupinou je viac jednotkovy hladky sval, kedy inervécia a stah kazde;j
bunky je regulovany samostatne. Uplatnenie nachadza pri jemnych cielenych pohyboch

napr. oka (musculus ciliaris).

Druhou vyznamnou skupinou st utrobné hladké svaly v stenach dutych organov
(napr. cieva, maternica, moc¢ovy mechur). Bunky k sebe tesne prilichaju, ¢im je
umozneny prestup i6nov a vedenie akéného potencialu. Maju zachovanu automaciu
(pohybové schopnost’ bez tcasti nervového stimulu) a okrem vegetativneho systému

moézu byt ovplyvnené hormondlne (adrenalin, noradrenalin), zmenou fyzikalne-
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chemickou (zmena pH, tlaku kysliku) alebo reflexne (mechanickym napétim). (Marsala

1983)

3.1.4.1. Kontrakcia hladkého svalu

Kontrakcia je zahdjena prestupom vapnika cez L typ idénového kandlu,
obmedzene uvolnenim zo sarkoplazmatického retikula (analég endoplazmatického
retikula v hladkej svalovine). (Mladénka 2016) Po naviazani na modula¢nu bielkovinu
kalmodulin tento komplex aktivuje enzym kinazu l'ahkych retazcov myozinu a dojde
k jeho fosforylacii. (Rokyta 2008) Myozinové hlavice zachytia a pritiahnu aktinové
telieska a dojde ku kontrakcii a tym vasokonstrikcii cievy (vid’ Obr.3). Zdrojom energie
je makroergnd zlucenina adenosintrifosfat. Ukoncenie kontrakcie katalyzuje
lahkoretazcovd myozinfosfataza, ktord fosfat z l'ahkych retazcov myozinu odstiepi

a dojde k relaxacii, v cieve nazyvanej vazodilaticia. (Mladénka 2016a, Rokyta 2008)

Vdaka L typu iontového kanalu je kontrakcia hladkého svalu (vratane
myokardu) viac ovplyvnena hladinou extracelularneho véapnika ako samotnym

endoplazmatickym retikulom. (Rokyta 2008)

aktinomyosinovy komplex
[ [ 5

I @: i
denzni téliska NEKONTRAHOVANY STAV

™, T

KONTRAHOVANY STAV

Obr.3 Kontrakcia hladkého svalu

Prevzaté z WikiSkripta [Internet] Boumphreyfr (2011)
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3.2. ENDOTEL

Endotel je tvoreny jednou vrstvou plochych dlazdicovych buniek
nepravidelného tvaru, ktoré vystielaju krvné a lymfatické cievy i endokard srdca.
Vdaka velkému povrchu umoziiuje vymenu latok a informacnych molekul medzi
cievnou stenou a krvou. Netvori len intaktni membréanu, ale plni radu metabolicky

vyznamnych funkcii. (F6ldi 2014)

3.2.1. Funkcie endotelu

3.2.1.1. Regulacia permeability

Vdaka polopriepustnej] membrane reguluje endotel selektivny cievny transport
roznych latok (napr. signdlnych molekul, lipoproteinov, inzulinu). Hemodynamicky
(krvnym tlakom) alebo vazoaktivnymi latkami (napr. histaminom v zapalovej reakcii)
dojde krozpadu labilnych spojov medzi endotelovymi bunkami. Latky nésledne
prestupuju paraceluldrne alebo transceluldrne, leukocyty zucastiiujice sa zépalovej
reakcie vdaka adhezivnhym molekuldm na endotelovych bunkach (napr. ICAM-1,

VCAM-1). (Pazserova 2016, Silbernagl 2001)

3.2.1.2. Regulacia tlaku a zrazania krvi

Endotel moZeme =zaradit® k parakrinnému organu, ktory sekréciou svojich
medidtorov moZe regulovat’ cievny tonus, priemer cievy a prietok krvi. Latky, ktoré
produkuje sa nazyvaju endotelové faktory a podla Uc¢inku na hladké svalové bunky
rozliSujeme endotelové relaxacné faktory (EDRFs) a endotelové konstrikéné faktory
(EDCFs) (Puzserova a Bernatova 2012, Hulin 1998) Hlavnymi vazodilataénymi a
antiagregaCnymi latkami si NO (EDRF=entotelial derived relaxing factor),
prostacyklin PGI2, hyperpolarizacny faktor (EDHF) a trombomodulin. Naopak latky
zuzujuce priemer cievy, pdsobiace proagregacne a destabilizacne, zahfiaji endotelin 1,
tromboxan A2, PAF faktor aangiotenzin II. (PlUzserova 2016, Silbernagl 2001)
Endotelové bunky syntetizuju tieto vazoaktivne latky po stimulacii mechanickymi
faktormi (tlakom na stenu cievy) alebo latkami nachadzajicimi sa v krvi. V zdravom
endotele je udrZovana medzi oboma zlozkami rovnovaha a krvny tlak sa tak pohybuje

v normalnych hodnotach. (Vesely 2012, Klanica 2016a)

Funk¢ny endotel pdsobi antitrombogénne. Na aktivovanom povrchu sa

exprimuje tkanivovy faktor (TF), glykoprotein ucastniaci sa na procese hemostazy.
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Membranové vezikuly s TF sa po uvolneni z bunky viazu na aktivované trombocyty,
ktoré nasledne prilni v mieste poskodenia. Posobenim TF na endotel vznikd navyse
d’alsi protein koagulacnej kaskady — trombin. Trombin katalyzuje premenu fibrinogénu
na fibrin, a tym podporuje vznik definitivneho c¢erveného trombu. Protichodné
pOsobenie vykazuje trombomodulin, transmembranovy glykoprotein v endotele
vSetkych ciev okrem mozgu. Trombin viazany na trombomodulin straca schopnost’
Stiepit’ fibrinogén a aktivuje inhibitor koagulacie - protein C. Ten sa nasledne naviaze
na svoj endotelovy receptor a zablokuje zrazacie faktory. Trombomodulin produkovany
zdravym endotelom teda meni  vlastnosti  trombinu z protrombotickych na
antitrombotické. Na riadeni hemostazy sa podiel'aju aj d’alSie produkty endotelu (napr.
von Willebrandov faktor, tromboxan A2 a prostacyklin) avyznamna je 1iucast

v procese fibrinolyzy. (Vesely 2012, Klanica 2016a)

3.2.1.3. Proliferacia a diferenciacia endotelu

Endotel podporuje bunkovu proliferaciu sprostredkovanu cytokinmi a rastovymi
faktormi, napr. endotelovym EDGF, dostickovym PDGF ¢i vaskularnym VEGF
faktorom. EDGF sluzi ako iniciator rastu hladkej svaloviny ciev. (Vesely 2012) Dalsi
mechanizmus U¢inku je zaloZeny na uvolfiovani NO a PGI2. Zatial’ ¢o rastové faktory
podporuju delenie hladkych svalovych buniek, NO a PGI2 hypertrofii steny brania
a maju tak antimitoticky efekt. (Kdlbel 2011, Hulin 1998)

3.2.1.4.Zapal

Histamin, PAF aleukotriény spolu s bradykininom a prostaglandinom E2
navodzuji vazodilaticiu, zvySuji priepustnost endotelu a drdzdia nociceptory.
V doésledku rozsirenia cievy dojde v zapalenom mieste k s€ervenaniu, zvySeniu teploty
a krvny tok s leukocytmi sa spomali. Endotel aktivovany prozapalovymi cytokinmi
(napr. IL4) uvolni selektiny a d’alSie adhezivne molekuly (integriny, ICAM,-1, VCAM)
umozitujuce zachytenie leukocytov pozdiz endotelu. Zvysena permeabilita umozni
leukocytom spolu so zépalovym exsudatom prejst do mimocievneho priestoru. Vznika

edematozne zdurenie a dostavi sa bolest’. (Silbernagl a Lang 2001)

3.2.1.5. Endotelialna dysfunkcia

Jednd sa o generalizovany defekt endotelu charakterizovany nerovnovahou
medzi dilatacnymi - kontrakénymi, antikoagulacnymi - prokoagulaénymi latkami

a medzi inhibitormi - aktivatormi rastu.
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Za fyziologickych podmienok prevlada v endotele vazodilatacia, inhibicia
trombocytov a antiagregaéné vlastnosti. (Dad’ovska 2015) Mechanickym poskodenim
(napr. pri arteridlnej hypertenzii) alebo biochemicky (v pripade hypercholesterolémie,
diabetu ¢i fajceni) dochadza k naruSeniu prirodzenej funkcie endotelu, Co nazyvame
endotelova dysfukcia. Spolocnym znakom je zvySenie oxida¢ného stresu v dosledku
oxidovych aniénov, ktoré degraduji NO. Dostupnost’ tohto relaxacného faktoru je
eliminovana tiez utlmom aktivity NO syntdzy. Monocyty vo zvysSenej miere adheruji
k cievnej stene a vd’aka zvySenej priepustnosti sa dostavaji do subendotelovéj vrstvy.
Spolu s oxidovanymi lipoproteinmi tvoria zéklad penovych buniek. Endotel tak straca

antitrombogénne ucinky a zvysuje sa riziko vzniku krvnej zrazeniny.

Stav je charakterizovany aj proliferaciou a migraciou hladkych svalovych
buniek. Zosilnena vrstva svaloviny zuzuje cievu a spdsobuje nedostatocné prekrvenie
(ischémiu) zivotne dolezitych orgénov vratane srdca (Obr.4). (Widimsky 1998,
Puzserova 2016, Karetova 2002)

Biochemické vplyvy:
zvysenie angiotenzinu |1
zvysenie katecholaminov
hypercholesteralémia
fajcenie

Mechanické vplyvy:
hypertenzia
turbulentny priud

'

DYSFUNKCIA
ENDOTELU

Zvysenie adhézie a subendotelove @ Zvysenie permeability pre
migracie trombocytov komponenty plazmy vratane

lipoproteinov

a monocytov

Zmnozenie lokalnych i plazmatickych
pésobkov a rast stimulujucim alebo
modulaénym uéinkom

Proliferacia hladkého svalstva ciev a
zmnoZenie matrix

Obr.4 Patofyzioldgia endotelovéj dysfunkcie
Modifikované podl'a Horkého (1996)
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Ischémia v dosledku poklesu kyslika a zivin moze vyustit’ ku komplikéciam ako
srdcovy infarkt alebo cievna mozgova prihoda. Komplexné dosledky sa prejavia ako
metabolicky syndrom, kedy klesa NO a PGI2, naopak syntéza vazokonstrikénych latok
ostava zachovana. Pridruzend hyperglykémia znizi aktivitu endotelovéj NO synthéazy
a prehibi oxidaény stres v dosledku volnych radikalov kyslika a dusika. Pri zvysenej
hladine inzulinu dochadza fyziologicky k zvysenej reabsorbcii Na™ v l'advine, k vyssej
aktivite sympatického nervového systému, ale zaroven k priamej vazodilatacii. Pri
endotelidlnej dysfunkcii vSak inzulin nie je schopny relaxovat’ cievu a krvny tlak méze

stipat’. (Silbernagl a Lang 2001)

Acetylcholin pri poskodenom endotele posobi na hladké svalové bunky
vazokonstrikéne ajeho ucinky st potenciované posobenim dalSich latok, napr.
angiotenzinu II, endotelinu a tromboxanov. Dysfunkény endotel vytvara aterogénne
a protrombogénne latky, akymi st adhezivne molekuly (ICAM, VCAM, selektiny), von
Willebrandov faktor, monocytovy chemotakticky protein-1 (MCP-1) ¢i rastové faktory
a metaloproteinazy (MMP). Jednotlivé faktory zvySuji priepustnost’ endotelu pre
makromolekuly a lipoproteiny, pricom mechanizmus aterogénneho pdsobenia je mierne
odli$ny. Zatial' ¢o adhezivne molekuly podporuju prestup leukocytov do subendotelu,
MCP-1 stimuluje migracu monocytov, ktoré sa menia na makrofadgy pohlcujice LDL
cholesterol. Rastové faktory podporuju proliferaciu a prestup hladkych svalovych
buniek ztunici medie do tunici intimy. Komplexnym mechanizmom vznikd na
podklade endotelovéj dysfunkcie ateroskler6za, ischemickd choroba srdecna,
tromboembolie ¢i rézne dalSie patologické zmeny kardiovaskuldrneho systému.

(Paulsen a Douglas 2004)

Dal§im rizikovym faktorom je zniZenie vazoprotektivneho HDL cholesterolu.
NavySe dlhodobym nepravidelnym pradenim krvi v cieve dochiddza k negativnej
prestavbe, ktord vedie k z(iZeniu priemeru, hypertrofii tunici intimy i tunici medie, a

tym k d’alSiemu rozvoju aterogenézy. (Widimsky 1998)
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3.3.ATEROSKLEROZA TEPIEN

Ateroskler6za je degenerativne ochorenie cievnej steny postupujuce od velkych
tepien (aorty) ku korondrnym a periférnym artéridm. Charakterizuje ju nadmerna
akumulacia lipidov, trombocytov a fibrézneho tkaniva v arteridlnej intime, pricom
zmeny zasahuju aj do médie. Hladké svalové bunky sa mnozia, cievy hrubnu a do
subendotelové) vrstvy prestupuju d’alSie zlozky krvi, ¢im sa rozvija chronicky zapal.

(Mandovec 2008)

3.3.1. Etiopatogenéza aterosklerozy

Aterogénny proces je iniciovany cholesterolom ulozenym v subendotelovych
bunkach. Sposobuje vznik tzv. penovych buniek, ¢o si makrofagy naplnené
oxidovanym LDL cholesterolom. Tie produkuju reaktivne kyslikové radikaly (napr.
superoxidovy anioén *O;~, ktoré naruSuji endotel. Blokuji NO synthazu a dochéadza
k obmedzeniu zékladnych ochrannych funkcii endotelové) vrstvy. Chemotaktické
produkty monocytov, makrofagov a trombocytov katalyzuji presun buniek hladkého
svalstva z medie do intimy, kde prostrednictvom PDGF a inych rastovych faktorov
proliferuju. Po zachyteni T lymfocytov, trombocytov, pojiva a zbytkov rozpadnutych
tkaniv z enzymov hladkych svalovych buniek sa penové bunky menia na fibrézne
plaky tzv. ateromy (vid Obr.5). Ateromové platy obsahuju tukové jadro a vidzivovi
Capicku. Ak je capicka tenka, vyznaCuje sa vysokou nestabilitou a aterogenicitou.
Vzniknuty trombus sa moZze kedykol'vek utrhniit’ a embolizovat’ do d’alSich organov.

(Silbernagl a Lang 2001, Vicek a Fialova 2009)

Normalna cieva Plak s tukowym Zrazenina
jadrom

Obr.5 Stupne upchania cievy postihnutej ateroskler6zou

Prevzaté z Truni vzdelavaci program [Internet] (2005)
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3.3.2. Faktory aterosklerozy

Za rizikové faktory, ktoré nemozno ovplyvnit, sa povazuji: vek nad 55 rokov
u muzov a 65 rokov u zien (alebo pozitivna rodinna anamnéza do 45. roku u muza a 55.
roku u zeny), muzské pohlavie a genetickd zataz. Faktory, ktoré ovplyvnit' mézeme su
vSak z hl'adiska prevencie a naslednej liecby dolezitejSie (napr. dyslipidémia, arterialna
hypertenzia, diabetes mellitus, fajcenie, abdomindlna obezita a porucha glukozovej
tolerancie, malo fyzickej aktivity, hyperhomocysteinemia a stres). (Silbernagl a Lang

2001, Vicek a Fialova 2009)

3.3.2.1. Dyslipidémia

Dyslipidémia je povazovand za metabolické ochorenie so zvySenou hladinou
lipidov a lipoproteinov v plazme ev. ich nevhodnym aterogénnym zlozenim. Hlavnym
proaterogénnym indikatorom je zvySena hladina LDL cholesterolu, TG a lipoproteinu
B. LDL (low density lipoproteins) transportuji cholesterol do periférie a za
fyziologickych podmienok su vychytavané LDL receptorom na hepatocytoch.
V doésledku endotelovéj dysfunkcie su vSak v intime cievy oxidativne modifikované
a zvySuju tvorbu adhezivnych molekul, chemokinov a cytokinov (IL1,6,8). Vdaka
tymto prozdpalovym medidtorom lakaji makrofagy asi vyvdzované ich

scavengerovymi receptormi. (Martinkova 2007)

NavySe bolo pozorované, ze kombinacia vysokych triglyceridov (nad 1,7
mmol/l) a nizkej hladiny HDL-C (pod 1,3 mmol/l) zvySuje aterogénny potencial u Zien
vo viGSej miere ako u muzov. Stidia Lipid Research Clinics Follow-up preukézala, Ze
zvySenie TG o Immol/l zvySuje kardiovaskularne riziko o 76% u zien, zatial' ¢o

u muzov je to len 32%. (Mandovec 2008)

Dalsim nezavislym faktorom je apolipoproteinom a (apo a). (Mandovec 2008)
Ma schopnost’ viazat’ fibrin a posobit’ antifibrinolyticky a protrombogenne. (Silbernagl
a Lang 2001) Hladiny nemoZno ovplyvnit stravou ani cvicenim, a preto predstavuje

vyznamny ciel’ v rozvoji farmakoterapie. (Mandovec 2008)

3.3.2.2. Arterialna hypertenzia

Arteridlna hypertenzia je sprevadzand zvySenym oxidacnym stresom. Volné
radikdly opdt podporuju vznik adhezivnych molekal a tukovych prazkov, ¢im

prispievaju k aterogénnemu pdsobeniu.
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Ako rizikovy faktor trapi viac muzov, ale po menopauze sa rozdiely medzi
yenami a muzmi stieraji. Zeny maju o 10% niZ§iu cievnu rezistenciu, preto na zataz
a aerébnu aktivitu nereaguju rovnako vysokym vzostupom tlaku ako muzi. Dal§im
protektivnym faktorom je zvySena hladina estrogénov u premenopauzalnych zien
a znizena aktivita reninu v l'advinach vSeobecne. Na druhej strane bolo preukdzané, ze
zeny po 35. roku wuzivajice minimalne 10 rokov hormondlnu antikoncepciu
s estrogénmi maji o 20-30% vyssie riziko aterosklerdzy v karotickych a femoralnych
tepnach. Hormondlna liecba zvySuje hladinu LDL, znizuje HDL cholesterol a zvysuje

krvny tlak, ¢im podporuje rozvoj aterosklerdzy. (Mandovec 2008)

3.3.2.3. Fajcéenie

Fajéenie zvySuje mortalitu v dosledku koronarnej aterosklerézy 1,4 az 3,5
nasobne oproti nefaj¢iarom. Predpokladanym mechanizmom je stimulacia
sympatického nervového systému  nikotinom, naviazanie CO na hemoglobin
a vytesnenie O,, zvySend adhezivita doStiiek a permeabilita endotelu pre toxické

splodiny cigaretového dymu. (Silbernagl a Lang 2001)

The Nurses Health Study v USA, ktord sledovala 121 700 Zien po dobu 20
rokov, preukazala, ze fajCenie je pre Zeny ovela rizikovejSie ako sa predpokladalo.
Zeny, ktoré vyfajéili 1-4 cigarety denne, mali riziko srdcovocievneho ochorenia 2x
vysSie, pri 45 cigaretach sa zvySovalo az na 6,5 ndsobok. ZniZenie mortality na hranicu
porovnatel'nu s nefaj¢iarkami bolo pozorované za 10-14 rokov, pricom uzZ po 2 rokoch
sa znizila kardiovaskularna mortalita o 37%. Cigaretovy dym je induktor cytochromov
1A1 a 1A2. Vykazuje navySe antiestrogénny efekt, preto su zeny vystavené aj d’alSim

rizikdm vratane osteopordzy a pred¢asnej menopauzy. (Mandovec 2008)

3.3.2.4. Diabetes mellitus a porucha glukézovej tolerancie

Hyperglykémia zvySuje oxidativnu glykaciu proteinov (napr. albuminu) a LDL
Castic, ktoré st nésledne vychytdvané scavengerovymi receptormi makrofagov. Znizuje
sa aktivita NO synthazy a mnozstvo vazodilataéného NO je redukované aj vznikajucim
superoxidovym radikdlom. Naopak prevahu ziskavaji vazokonstrikéné latky (napr.
prostaglandiny) a adhezivne molekuly (selektiny, integriny, ICAM-1, VCAM-1).
Pacienti s diabetom mellitom maji az 3-nasobne vysSie riziko vyskytu
aterosklerotickych komplikacii a tie st pri¢inou az 80% umrti. (Watanabe et al. 2004,
74k 2011)
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3.3.2.5. Obezita
Za obezitu sa povazuje BMI (body mass index) nad 30 kg/m? vypocitany na

zéiklade vysky atelesnej hmotnosti. Castymi pridruzenymi faktormi byvaju zvysené
hladiny kyseliny mocovej, porucha metabolizmu cukrov, exkrécie Na' a zniZené
hladiny HDL cholesterolu. Zvysenie hmotnosti o 10 kg zvySuje krvny tlak o 6,5 mmHg,
celkovy cholesterol 0 0,3 mmol/l a glykémiu nala¢no o 0,1 mmol/l. (Smith 1997, Zak
2011)

3.3.2.6. Ostatné rizikové faktory

Z menej preskimanych faktorov mozno spomenit” C-reaktivny protein (CRP).
CRP je ukazatel' systémového zapalu schopny rozpoznavat’ a ni¢it' poskodené bunky
a patogény. K aterogénnym zmendm prispieva prostrednictvom zvySenia adhezivnych
molekual (ICAM. VCAM, E-selektin) v endotele koronarnych tepien, zvySenim tvorby
MCP-1, tkanivovych faktorov (TF) a schopnostou viazat’ sa na receptory pre oxidovany
LDL. Podl'a American Heart Assosiation su odporuc¢ované hladiny pod 1 mg/dl, 1-3
mg/dl predstavuji mierne riziko anad 3 mg/dl riziko vysoké. Napriklad Zeny
v prospektivnej Woman Health Study s vysokymi hodnotami CRP mali az 7x castejsi

vyskyt infarktu myokardu a cievnej mozgovej prihody.

Samostatny rizikovy faktor sa zd4 byt aj homocystein, ktory vznika z metioninu
pri premene na cystein. Hoci niektoré $tudie jeho spojitost’ s kardiovaskuldrnym rizikom
zamietaju, vykazuje nepopieratelny protrombogénny uc¢inok (podporuje vizbu
lipoproteinu A na fibrin, tvorbu tromboxanu A2 1 prostacyklinov). Okrem toho brani
vzniku NO, podporuje proliferaciu buniek hladkého svalstva v cieve a blokuje

antioxida¢né enzymy, ¢im zvySuje oxidacny stres.

Adiponektin a leptin st hormény produkované adipocytmi tukového tkaniva.
Zatial' ¢o adiponektin pdsobi protiaterogénne, leptin je spdjany s vys$Sou incidenciou
kardiovaskularne; mortality. Pre jednozna¢né potvrdenie ucinkov prebiehaju d’alsie

stadie. (Mandovec 2008, Zak 2011)

3.4.VAZODILATACNE A VAZOKONSTRIKCNE MECHANIZMY V CIEVE

Na udrzani krvného obehu sa podiel’'aja 2 zakladné mechanizmy:
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A) Lokélna reguldcia zahfiia 3 typy poOsobenia. Myogénny mechanizmus
udrziava rovnomerny prietok krvi jednotlivymi organmi. Pri vzostupe krvného
tlaku dojde kroztiahnutiu cievnej steny a kontrakcii hladkej svaloviny.
Endotelova reguldcia ma vyznam pri zvySeni rychlosti prudenia krvi.
Endotelové bunky produkuju vazodilatatné mediatory a relaxdciou cievy
zabrania d’alSiemu zrychleniu pradu krvi, ktory by mohol endotel poskodit’.
Metabolicka regulacia je sprostredkovand vysokym metabolickym obratom.
Znizi sa parcialny tlak kyslika, hladina metabolickych splodin v krvi stapne, ¢im

dojde k vazodilatécii.

B) Celkova regulacia je sprostredkovana ovplyvnenim periférneho odporu
a minitového srdeéného vydaja. Zahfiia nervové mechanizmy a regulaciu

prostrednictvom cirkulujicich horménov. (Trojan et al, 2003)

3.4.1. Endotelové p6sobky

3.4.1.1. Oxid dusnaty (NO)
NO alebo endotelidlny relaxa¢ny faktor (EDRF) vznika v endotele cievy z L-

argininu pdsobenim enzymu NO synthazy (NOS). Tvorba je zavisld na pritomnosti
prekurzoru a aktivite enzymu. Naopak k limitujicim faktorom dostupnosti patri
oxidovany alebo glykovany LDLcholesterol, diabetes ¢i fajcenie. (Soucek 2002,
Silbernagl a Lang 2001)

NO sa diftiziou dostava do hladkych svalovych buniek. Vlastna relaxacia je dana
tvorbou cyklického 3,5-guanozin monofosfatu (cGMP) ucinkom enzymu
guanylatcykldzy (vid® Obr.6). Cyklicky guanozinmonofosfat relaxuje  arterioly
a zvySeny prietok krvi nasledne vazodilatuje aj vacsie artérie. (Pindur 2013) NO brani
prilnutiu trombocytov a monocytov k endotelu a zamedzuje rastu hladkych svalovych
buniek. Dusitanovy radikal NOe vSak oxidacne modifikuje LDL cholesterol a podporuje
vychytdvanie pozmenenych castic monocytmi, ¢im sa ucastni aterosklerotickych

procesov v cievnej stene. (Silbernagl a Lang 2001)

Vznik NO nie je viazany vylu¢ne na endotelové bunky. Pocas zapalu sa tvori aj
v leukocytoch a podiela sa na boji imunitného systému s mikroorganizmami. Zohrava

dolezitd ulohu v ochoreniach nervového systému, autoimunitnych chorobach ¢i
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dokonca v rozvoji kf¢ovych zil. Naopak nadmerna tvorba vedie k zdvaznej hypotenzii
arozvoju septického Soku. (Silbernagl a Lang 2001, Mladénka 2016a) U¢inok na
znizenie krvného tlaku je terapeuticky vyuzivany. Prikladom v kardiologii su nitraty,
ktoré¢ hraji vyznamnu ulohu v terapii hypertenzie, anginy pectoris a srde¢ného

zlyhavania. (Vitovec a Spinar 2004)
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NO stimuluje solubilnii formu guanylatcyklazy (sGC) — zvysi sa intracelularna hladina cGMP, ktora aktivuje proteinkinazu G

(PKG). Ta ma cely rad u¢inkov, okrem iného blokuje uvolnenie vapnika zo sarkoplasmatického retikula, blokuje u¢inok Rho-
kinazy (Rho-K), ¢im zvySuje defosforylaciu sprostredkovanu I'ahkoret'azcovou myozinfosfatazou (MP) a tak priamo podporuje

svalovi relaxéciu, a tiez aktivuje niektoré K kandly veduce k efluxu draslikovych iénov a hyperpolarizaciii.

Obr.6 Uginok oxidu dusnatého na hladka svalovi bunku veduci k relaxacii

Prevzaté z PrednaSky Farmakologie cévniho (vaskularniho) systému - Latky ovliviiujici
hladky cévni sval. Mladénka (2016a)
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3.4.1.2. Prostacyklin 12

Patri medzi eikosanoidy zahffiajlice prostanoidy a leukotriény. Chemicky sa
jedna o 20 uhlikové nenasytené mastné kyseliny (MK) syntetizované z prekurzoru
arachidonovej kyseliny. (Klanica et al. 2016a) Ta prostrednictvom enzymu
cyklooxygenaza 1 (COX1) alebo 2 (COX2) konvertuje na d’alSie mediatory v zévislosti
na mieste vyskytu. Endotelové bunky syntetizuji prostacyklin 12 a prostaglandin E2,
zatial' ¢o v krvnych dostickach vznikd tromboxan A2. Cyklickou reakciou vznika
endoperoxid, ktory sa nasledne Stiepenim peroxidového mostiku meni na PGI2 a PGE2

(vid’ Obr.7). (Kelton a Blajchman 1980)
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FIG. 1—Chemical of arachidonic acid, p landin L (PGL)
and thromboxane A..

Obr.7 Vznik prostaglandinu a tromboxanu z arachidonovej kyseliny

Prevzaté z CMA Journal (1980)

K hlavnym funkciam PGI2 patri vazodilaticia ciev a zabranenie zhlukovaniu
trombocytov. Vézbou na receptor spojeny s G proteinom (Gs) aktivuje
adenylatcyklazu, ktora zvysi tvorbu a znizi odbuiravanie cAMP (cyklického
adenozinmonofosfatu). (Mladénka 2016a) cAMP aktivuje proteinkindzu A, ktord
nasledne fosforyluje TI'ahkoret'azcovli myozinkinazu (MLCK). Fosforylovanda MLCK je
inaktivna, preto neddjde k interakcii medzi aktinom a myozinom ani k svalovému st’ahu
(vazokonstrikcii). Dalsie mechanizmy zahfiaja uvolnenie vapnika
z sarkoplazmatického retikula a podporu effluxu K’ svojimi kanalmi, ¢o vedie

k hyperpolarizacii hladkych svalovych buniek. (Mladénka 2016a, Stejfa a kol.1998)
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PGI2 je v plazme rychlo hydrolyzovany na inaktivny derivat (biologicky polcas
rozpadu sa pohybuje medzi 3-5 minutami), ale G¢inok na trombocyty pretrvava
priblizne 2 hodiny. (Stejfa et al. 1998)

Prostaglandin E1 dilatuje systémovi 1 placnu cirkulaciu v arteriolach
a prekapildrnych sfinkteroch (¢iastocne 1 muskuldrnu artériu), relaxuje hladka svalovinu
v corpus cavernosum a v plode udrzuje otvoreny ductus arteriosus. Brani zhlukovaniu
krvnych dostic¢iek a zlepSuje pruznost erytrocytov, ¢im podporuje prudenie Kkrvi.
Antiaterogénny ucinok je dany inhibiciou neutrofilov a znizenim syntézy a ukladania
cholesterolu do cievnej steny. Biologicky polcas rozpadu je vel'mi kratky a pohybuje sa
radovo v sekundach (10s). (Vitovec a Spinar 2004)

Tromboxan sa viaZze na svoje TP receptory (Gq) avykazuje proagregacné
a vazokonstrickné ucinky. (Mladénka 2016) Urcity vyznam spociva aj v zapojeni do

zapalovej reakcie. (Klanica et al. 2016a)

Dalsie u¢inky prostaglandinov sa odvijajii od miesta pdsobenia. V obli¢kach
reguluju cievnu rezistenciu, exkréciu elektrolytov a syntézu reninu. Preferencne je tu
syntetizovany tromboxan A2, ktory sa podiela na =zuZzeni rendlnej artérie.
V kardiovaskuldrnom systéme prevlada ucinok PGE2 a PGI2, ktoré funguju ako
regulatory krvného tlaku. Predpoklada sa, ze hypertenzia moZe spdsobit’ endotelovil
dysfunkciu. T4 vedie k syntéze PGI2 s vazodilatacnym potencidlom, vd’aka ktorému sa

krvny tlak vracia na normélne hodnoty. (Souéek et al. 2002, Stejfa et al. 1998)

PGI2 mo6Ze byt produkovany aj v maternici, cievach placenty a seminalnej
tekutine. Fyziologicky vyvolava dvojfazovi odpoved pri porode, kontrakciu

nasledovanu relaxdciou maternice a reguluje prietok krvi medzi plodom a placentou.

Vyznamnu ulohu zohrdvaju prostaglandiny v zépalovych procesoch. PGE2
priamo zvySuje cievnhu permeabilitu, zatial' ¢o PGI2 po6sobi nepriamo cez histamin,

serotonin a ADP. (Souéek et al. 2002, Stejfa et al. 1998)

PGI2 podporuje prekrvenie Zaludocnej sliznice a znizuje sekréciu HCI, preto
moze chranit’ Zalidok pred er6ziou spdsobenou napr. liekmi (vid’ Obr.8). (Klanica et al.

2016a)
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Obr.8 Utinky produktov arachidénovej kyseliny

Prevzaté z WikiSkripta [Internet] (2011)

3.4.1.3. Endotelin

Jednd sa 021 aminokyselinovy peptid produkovany endotelom cievy, ktory
vykazuje silné vazokonstrickné ginky. (Soucek a kol. 2002, Stejfa a kol. 1998) Tie sa
odvijaju predovsetkym od rovnovahy medzi samotnym endotelinom a NO. Vplyv na

2% . . ’ A . . . w1 s v . +
zvySenie tlaku je komplexny a zahffa 1 konstrikciu ciev v oblickéach a zadrZiavanie Na'.

Endotelin existuje v 3 formach. Za tvorbu ET1 je zodpovedny napr. trombin,
vazopresin, oxidovany LDL cholesterol, interleukin 1, angiotenzin 2, bradykinin ¢i
dokonca stres a poSkodenie endotelu. Viaze sa na svoje endotelinové receptory, priCom
podobne sa na ne mdézu viazat’ aj iné latky (napr. angiotenzin 2). Aktivovany ET1
funguje ako mediator pre tvorbu kolagénu, podporuje rast myocytov a fibroblastov.
Proliferaciou buniek sa zhorSuji kontraktilné vlastnosti srdca a cieva nie je schopna

uplnej relaxacie.

Na druhej strane samotny ET1 uvol'ni vazodilatatné latky, akymi st napr. NO
¢1 natriuretické peptidy. Zaroven zvySuje uvolnovanie aldosterénu z kory nadobliciek,
znizuje prietok oblickou a glomerularnu filtraciu. Priama stvislost’ medzi jeho zvySenou
hladinou a arterialnou hypertenziou vSak nebola potvrdend. (Soucek et al. 2002,

Klabunde 2009, Jurikova 2015)
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Vyznacuje sa tiez slabSim promitogénnym, negativhe inotropnym

a chemoatrakénym posobenim. (Vitovec 2004)

Konkrétny ucinok opdt zdvisi na mieste poOsobenia. Aktivacia receptoru
ETa v hladkom svale vedie cez protein Gq a PLC k zvySeniu hladiny vapniku a 10x
ucinnejsej vazokonstrikcii nez angiotenzin 2. Druhym poslom je inositol-3-fosfat (IP3),
ktory uvolni vapnik zo SR, ¢im vedie k aktivécii l'ahkoretazcovej myozinkindzy a
kontrakcii hladkej svaloviny. Zaroven sa aktivuje Rho.kindza a fosforylaciou
myozinosfatdzy dochadza k jej inaktivacii. (Mladénka 2016a, Klabunde 2009, Jurikova
2015)

Endotelin ETa zvySuje zraZzanlivost’ krvi a podporuje delenie buniek, preto je

casto radeny medzi cytokiny.

Naopak stimulacia receptorov ETb sekréciu endotelinu 1 znizi, uvol'ni sa radikal
NOe a PGI2, ¢im prevazia vazodilatatné a antiproliferacné ucinky. V krvi sa bezne
nachadza v nizkych koncentracidch a abnormalne hladiny boli zaznamenané pri
ochoreniach ako chronické srde¢né zlyhanie, arteridlna a plicna hypertenzia ¢i pri

akutnych koronarnych syndromoch. (Soucek et al. 2002)

K menej znamym formam patria ET-2 aET-3. ET-2 vznikd prevaZzne

v oblickéch a ¢reve, ET-3 nachddzame i v mozgu. (Klanica et al. 2016a)

Endothelium

. - P,
'Y
CONTRACTION -l-:‘+
Vascular Smooth Muscle

Figure 2. Endothelin receptors and interactions with nitric oxide.

Obr.9 U¢inky endotelinu

Prevzaté z Cardiovascular Physiology Concepts [Internet] (2009)
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3.4.2. Hormonalna regulacia

3.4.2.1. Autonémny nervovy systém

Autondmny nervovy systém predstavuje subor aferentnych a eferentnych
neurdnov, ktoré spdjaju centrdlnu nervova sustavu s perifériou. Aferentné nervové
dréhy vedu vzruchy z visceralnych receptorov do centrdlneho nervového systému, kde
su integrované a vyslané eferentnymi nervovymi dradhami do efektorovych organov (vid’
Obr.10). Na rozdiel od somatického nervového systému je cesta z CNS k cielovému
organu dvojneurénova. V CNS lezi pregangliovy neur6n, ktorého axon sa spéja vo
vegetativnom gangliu s postgangliovym neurénom. Mediatorom pregangliovych buniek
je acetylcholin viazuci sa na nikotinovy receptor. Parasympatické postgangliové bunky
vyuzivaju acetylcholin viaZuci sa na muskarinové receptory a sympatické postgangliové
bunky zase noradrenalin, ktory sa viaze na alfa alebo beta adrenergné receptory.

(Mladénka 2015b)

N receptory

M ri ef-‘epmf')'ﬁ\ifa, Beta receptory

Postgangliovy

neurén P . 3
Autonémne N€uron Cieva, hladky
ganglium sval, srdce, laza

Obr.10 Schéma autondmneho systému

Modifikované podl'a Mladénku (2015b)

A. Katecholaminy

Katecholaminy st derivaty aminokyseliny tyrozinu a funguju v l'udskom tele
ako hormoény. Vyplavia sa do krvi, ktora ich prenasa k d’alSim orgdnom. Zaroven
ucinkuji ako hlavné neurotransmitery v nervovej sustave, kde vSak pdsobia parakrinne.
NeprenaSaju sa krvou, ale difunduji len k okolitym bunkam, napr. do hladkych svalov

alebo d’alsich neurénov.

Ich vznik je viazany na dren nadobli¢iek, v menSej miere su produkované

v sympatickych ganglidch a mozgu. Sekrécia je stimulovand pregangliovymi
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sympatickymi vlaknami posobenim stresu, pri zatazi, cvi¢eni, hypoglykémii alebo
) y

traume. (Rokyta 2008)

Podrazdenim baroreceptorového centra dojde k inhibicii n.vagus a zvySeniu tonu
sympatiku. Hypotalamus vysle signal do predného laloku hypofyzy a uvolnia sa
hormony ACTH, neskér STH. Z drene nadobliciek sa do krvi dostane adrenalin,
katecholamin s vy3Sou afinitou k o2 receptorom. (Stejfa a kol. 1998) Predpoklada sa, Ze
jeho transport do synaptickej Strbiny zabezpecuje plazma. (Soucek at al. 2002, Klanica
et al. 2016b) Zdrojom d’alSich katecholaminov, NA a dopaminu, st i neurény (Obr.11).
(Klanica et al. 2016b)

Dendrity
Termindlne axony

Schwanove bunky

Obr.11 Struktira neurénu

Modifikované podla Seidla (2015)

Premenu esencidlnej aminokyseliny  zahajuje tyrozin hydroxyldza, ktorad
z tyrozinu vytvori L-DOPA (3,4-dihydroxyfenylalanin). Dekarboxylaciou DOPA
vznik4 dopamin (3-hydroxytyramin) Produktom d’alSej hydroxylacie je L-noradrenalin
skladovany do zasoby v pohotovostnych retencnych granuliach. Metylaciou NA vznika
v kone¢nom kroku adrenalin. Zdrojom metylovej skupiny je adenosylmethionin
areakcia je katabolizovand enzymom zvanym transferdza (vid Obr.12). (Mladénka

2015b, Soucek et al. 2002)
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Obr.12 Biosyntéza katecholaminov
Prevzaté z WikiSkripta [Internet] (2011)

Vplyvom excitaénych a inhibi€nych stimulov sa zmeni membranové napitie
presynaptického neurénu a odliSnd hladina intraceluldrneho vapniku uvolni NA do
synaptickej §trbiny (Obr.13). Dalsi metabolicky osud zahfiia 4 rozne mechanizmy. 80%
NA je spdtne reabsorbovaného do presynaptického neurénu cez transmembranové
proteiny (kotransportom so Na™ a CI7) alebo vezikularne. Cast NA je v deaminovana
enzymom MAO (monoaminooxidaza), ktory sa nachadza na vonkajSej membrane

mitochondrii. Zvysnych 20% sa moze viazat’ na presynapticky o2 receptor alebo na al,
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B1, P2 a B3 receptor v postsynaptickom neuréne. Po nastoleni u¢inku je inaktivovany
katechol-O-methyltransferazou na derivaty hydroxymandlovej kyseliny a vyluceny
mocom. Malé mnozstvo méze priamo difundovat’ do mimobunecnych tekutin. (Soucek

etal. 2002)

Neurotransmitter
Swnaptic
vesicle

Reuptake Axon

Voltage- pUmp terminal

jated Ca*t
channel

Jpetsvnaptic

- ; Receptor Synaptic
o
L cleft
density o a/ }

Dendrite

Obr.13 Neurotransmitery pri chemickej synapsii
Prevzaté z Gate2Biotech [Internet] 2015

Presynaptickd a2 stimulacia vedie k negativnej spdtnej védzbe a vysiela impulz
na zniZenie d’alSej exocytdozy NA do synaptickej Strbiny. Presynaptickd stimulacia 2
receptorov naopak zvysi mnozstvo uvolnen¢ho NA a vedie k zvySeniu srdecnej
frekvencie a vazodilatacii cievy. Postsynaptickd stimulacia zavisi na type mediatora,

NA sa prednostne viaZe na a-receptory, zatial’ co adrenalin na f.

al receptory sa nachadzaji na postsynaptickych membranach efektorovych
organov. Na molekuldrnej irovni su spojené s proteinom Gq, ktory prostrednictvom
fosfolipazy C zvysi hladiny intracelularnych Ca®" idnov. Podrazdenie hladkosvalovych
buniek v oblasti susediacej s t.adveticia navodi vazokonstrikciu ciev v kozi, sliznici,
gastrointestinalnom trakte ¢i obli¢kach. Stimulacia vedie i k mydriaze, stahu zvieraca

mocového mechura, maternice a k ejakulécii.

a2 receptory hraji dolezitt ulohu nielen v CNS, ale aj v endotele, trombocytoch,
leukocytoch, fibroblastoch av oblickach, kde zvysenim reabsorpcie Na' zvysuju
extravaskuldrny objem. Receptory su  spriahnut¢ s Gi proteinom - inhibuju

adenylatcyklazu, ¢im dochédza k poklesu cAMP. Presynaptickd stimulacia inhibuje
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d’al$i vydaj noradrenalinu, postsynapticky dochadza k zniZeniu sympatickej aktivity
a znizenému uvolnovaniu d’al$ich medidtorov v CNS. V periférii su postsynaptické

ucinky podobné stimulacii al receptorov a vedu ku vazokonstrikcii.

Vsetky [ receptory si spojené sGs proteinom avedi k aktivacii
adenylatcyklazy. Nasledné zvySeniu cAMP sposobi relaxaciu cievy. Postsynaptickou
stimulaciou al receptorov dochadza k zvySeniu srdecného vydaja, spotreby kyslika a
k uvolneniu reninu. V srdci spOsobi stimuldcia pozitivne inotropné, chronotropné,

batmotropné a dromotropné ucinky.

Podrazdenie B2 receptorov vedie k vazodilatacii ciev v kostrovom svalstve a k
bronchodilatacii. Vdaka inhibicii uvolneného histaminu a leukotriénov vykazuje
1 antialergické Uc¢inky. Stimulacia receptorov relaxuje maternicu, zvySuje glykémiu
a lipidémiu, znizuje hladinu K™ v krvi a moze spdsobit’ tras kostrového svalstva. (Stejfa
et al. 1998, Soucek et al. 2002, Mladénka 2015¢) Uginky mediatorov na jednotlivé

receptory mozno vidiet’ prehl'adne zhrnuté v Tab.1.
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Tab.1 U¢inky adrenalinu a noradrenalinu

NORADRENALIN- o receptory,pl
receptory, vicsina postgagliovych
sympatickych nervovych zakonceni
(nestimuluje B2 receptory)

ADRENALIN- zmiesany p1,p2
Uc¢inok na: mimeticky, vysSie davky aj al
mimeticky u¢inok

Posiliiuje srdcovy sval, pozitivny
inotropny (stazlivost’ srdca),
chronotropny (srdcova
Srdce frekvencia), dromotropny Posiliuje hlavne inotropiu
(vodivost’) a bathmotropny
ucinok (srdcova drazdivost) =
B1 receptory

Vazodilatacia v niektorych
svaloch (vratane koronarnych

ciev v srdci) a CNS(mozog) = Vazokonstrikcia (znizuje prekrvenie
Cievy B2 receptory obliciek), vazodilatacia koronarnych

Vazokonstrikcia koze a utrob artérii

(GIT, oblicky) =al a a2

receptory

Zvysuje systolicky tlak = 1
receptory (nizke davky znizuju
Tlak krvi krvny tlak a naopak vysoké Zvysuje systolicky i diastolicky tlak
davky zvysuju aj diastolicky tlak
= al receptory)

Stimuluje metabolizmus cukrov,
glykogenolyza

Metabolizmus , . Stimuluje metabolizmus tukov
a glukoneogenéza v peceni (B2),
lipolyza = 32 a B3
Urlzgemtélny Relaxacia detrusoru = (32 Kontrakcia sfinkteru = al
trakt Kontrakcia sfinkteru = al
ZvySenie vnutroo¢ného tlaku, ) )
Oko my}c]iri 47a- rozSirenie zornic = al ZvySenie vnutroo¢ného tlaku, mydriaza
Akomodacia na dialku = 32
GIT a 37 Vseobecne maly vplyv
azlazy Relaxéacia a znizenie motility(02,32)
Stimulacia sekrécie slinnych a potnych Zliaz (al)
Maternica Relaxacia = 2
Muzské pohlavné Ejakulacia = al
organy

Modifikované podl'a Rokytu (2008) a Mladénku (2015)
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Katecholaminy sa podielaju v tele aj na hospodareni s K. Cez beta receptory
podporuju jeho vstup do bunky, hypokalémia hyperpolarizuje membrany a vedie
k zniZeniu drazdivosti nervovych buniek, prie¢ne pruhovanych i hladkych svalov (napr.
¢reva, mocového mechura). Naopak a receptory podporuju vystup K* z bunky a uéinky

su presne opacné. (Silbernagl a Lang 2001)

Dopamin je prekurzorom noradrenalinu. Vznika v oblickach, kde spdsobuje
prostrednictvom svojich D1 receptorov natriurézu, chrdni ich pred hypoperfuziou
a zaroveti navodzuje dilataéné uéinky v cieve. (Stejfa 1998) Vyssie davky stimuluju
1Bl receptor avedi kuvolneniu noradrenalinu, o sa prejavi zvySenim srdecnej

frekvencie a systolického krvného tlaku.

Vysoké davky nakoniec stimuluju ial receptoy a celkovd vazokonstrikcia

spdsobi d’alsi vzostup krvného tlaku. (Mladénka 2015¢)

Hlavnym miestom poOsobenia v mozgu je substantia nigra a corpus striatum.
V bazilnych ganlidch je dopamin zodpovedny za neuvedomeli motoriku, v
mezokortexe a limbickom systéme zohrava doleziti ulohu v systéme odmeny, strachu,
poteSenia ¢i v zavislosti na alkohole, nikotine a drogach. Zasahuje aj do riadenia
endokrinnych  funkcii a v adenohypofyze inhibuje vydaj prolaktinu. Mimo
hematoencefalicku bariéru stimuluje chemorecepcnu zonu pre zvracanie, preto mozno

pri zvySenych hladinach pozorovat’ nauzeu a zalido¢né t'azkosti. (Martinkova 2007)

B. Acetylcholin

Acetylcholin je zdkladny nervovosvalovy mediator v CNS. Pdsobi na vSetkych
pregangliovych vlaknach sympatiku i parasympatiku, taktiez na postgangliovych
vlaknach parasympatiku a v potnych Zzlazach. Syntézu z cholinu a acetylkoenzymu

A katalyzuje enzym acetylcholintransferdza v cytoplazme nervovych zakonceni.

Naopak hydrolyza na cholin a acetat je sprostredkovana acetylcholinesterazou
v synaptickej Strbine. Syntéza nového acetylcholinu je umoznena vdaka transportu

cholinu spét’ do zakon&enia synapsie. (Mladénka 2015d, Zak 2011)

MozZe sa viazat’ na dva zékladné typy receptorov:

- nikotinové v nervovosvalovej platnicke a v CNS,
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- muskarinové, ktoré sa mimo iné nachadzaji v srdeCnej svalovine a su spojené

s aktivaciou G proteinu. (Zak 2011).

Nikotinovy receptor je ionotropny, jeho kratke otvorenie vedie k influxu Na"
(nickedy tiez Ca’") astasnému efluxu K™ ionov. Unik draselnych i6nov spdsobi
hyperpolarizaciu buniek a spomalenie frekvencie srdecnych stahov. (Rokyta 2008,

Mladénka 2015d)

Muskarinovy receptor je metabotropny, teda spriahnuty s G proteinmi. M1
receptor sa nachddza v periférnych ganglidch, v CNS a parietidlnych bunkéch
zaladku, cez fosfolipazu C vedie k influxu Ca*". M2 receptory v srdci otvaraju K
kandly, ¢o vedie k negativnym chromotropnym ucinkom a stimuldcia M3 receptorov
sposobuje kontrakciu hladkej svaloviny ciev. (Silbernagl a Lang 2001, Mladénka 2015)
Spolu s bradykininom patri medzi vazodilataény mediator, ktorého ucinok je zavisly na
endotele a sprostredkovany uvolnenim NO aPGI2. (Stejfa et al. 1998) Uginky

acetylcholinu na jednotlivé receptory si zhrnuté v Tab.2.

Tab.2 Ug¢inky acetylcholinu

Fyziologicky ucinok Acetylcholinu na M receptory

Arterioly M Vazodilaticia

Srdce (predsiene) M2 Negativny chrono, dromo, bathmotropny

GIT MI1,M3 Zvysenie tonu a motility hl.svastva, zvySenie
Urogenitalny trakt M3 Zvysenie tonu detrusoru, zniZenie tonu sfinkteru
Bronchy M3 Bronchokonstrikcia, zvySenie sekrécie

Oko M3 Znizenie vnutroo¢ného tlaku, midza

Zlazy M3 Zvysenie sekrécie slznych, potnych a slinnych Zliaz
Maternica Variabilny uc¢inok

Muzské pohlavné organy Erekcia

Fyziologicky ucinok Ach na N receptory

Stimulécia Nn receptorov V cievach prevaha sympatiku, v GIT
v gangliach parasympatiku

Stimuléacia N receptorov v CNS  Stimula¢né G¢inky

Stimulacia Nm receptorov ZvySenie svalovej sily
v neuromuskuldrnej platnicke

Modifikované podl'a Mladénku (2015)
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3.4.2.2. Serotonin

5-hydroxytryptamin je povazovany za neurotransmiter i hormon syntetizovany
z aminokyseliny tryptofanu. Vyskytuje sa v mozgovom kmeni, odkial’ vedu jeho drahy
do hypotalamu, limbického systému a neokortexu. Vyznamné mnozstvo je viazané aj na

epifyzu. (Sviglerova 2016, Mladénka 2016a)

Serotonin sa podiela na regulacii mnohych fyziologickych funkcii. Na urovni
miechy tlmi bolest, riadi telesnu teplotu, prijem potravy a zvracanie (pdsobenim cez
area postrema), spanok, cirkadialne rytmy ¢i regulaciu nalady. (Rokyta 2008) Inhibuje
agregaciu trombocytov a vznika i v enterochromafinnych bunkéach ¢reva, v bronchoch

a proximalnych tubuloch obliciek. (Silbernagl a Lang 2001)

Navodena kontrakcia hladkého svalu moéze byt sprostredkovana priamo alebo
vd’aka aktivacii d’al§ich neurotransmiterov (napr. prostaglandinov ¢i katecholaminov).
V cieve moZze pdsobit’ konstrikéne i dilatacne. Zatial’ ¢o ziizenie cievy vedie k zvySeniu
krvného tlaku, vazodilatacné ucinky moézu vyvolat’ migrenozne bolesti. (Silbernagl
a Lang 2001) Posobenie teda zavisi na type cievy. Aortu a velké cievy kontrahuje
stimulaciou SHT2 (Gq) receptorov, mozgové cievy stahuje cez SHT1 (Gi) receptory a
v odporovych cievach sprostredkovava vazodilataciu cez 5-HT7 (Gs) receptor.
(Mladénka 2016a) NavySe zvySuje permeabilitu kapilar v periférii, co moZe viest’ spolu

s histaminom a kininmi k vzniku opuchu. (Silbernagl a Lang 2001)

3.4.2.3. Vasopresin
Antidiureticky hormén = ADH  je  oligopeptid  syntetizovany
v hypotalame, neuronalnymi axénmi preneseny do zadného laloku hypofyzy a odtial

vylucovany do krvi. (Silbernagl a Lang 2001)
Viaze na dva typy receptorov, V1 a V2:

- Vla receptory sa vyskytuju vo vnatornej vystelke ciev koze a mocového mechura, kde
prostrednictvom Gq proteinu vedu ku vazokonstrikeii.

- V1b receptory su viazané na predny lalok hypofyzy, pricom sa predpokladé ich tcast’
v stresovej reakcii. U zvierat podnecuju agresivne chovanie, starostlivost’ o mlad’ata ¢i

dokonca reakciu na kinetozu.
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V regulacii krvného tlaku hraji vyznamnejSiu tlohu V2 receptory v stene
zbernych kanalikov obliciek, kde sposobuju spétnt reabsorpciu vody do krvi. (Dostal et
al. 2016) Reabsorpcia je umoznena vd’aka zabudovaniu aquaporinovych kanalov pre
vodu do membrany distalnych tubulov a zberacich kanalikov oblic¢iek a G¢inok je
podporeny stéasnou spitnou resorpciou mo¢oviny a Na'. Podnetom k tvorbe moze byt
hyperosmolarita, zvracanie, ale aj uzkost' a bolest’, stres, chlad, sexudlne vzruSenie
¢i niektoré latky (napr. angiotenzin 2, dopamin a morfin). (Silbernagl a Lang 2001)

Naopak etanol, vyssi vek ¢i chlad produkciu ADH znizuju. (Dostal et al. 2016)

Vreakcii na zniZzeny cirkulujuci objem krvi alebo nizky tlak predstavuje
posledny zachranny mechanizmus. Zvysuje tlak aj za cenu nadmernej hypoosmolarity
vnutorného prostredia, nakol’ko navodeny pocit smidu a zadrziavanie tekutin vedie
k d’alSiemu zriedeniu. Zaroven pdsobi vazokonstrine v hladkych svalovych bunkéch

arteriol. (Stejfa et al. 1998)

3.4.2.4. Atrialne natriuretické peptidy

Jednd sa o polypeptidické hormoény vznikajuce Stiepenim aminokyselinového
retazca na N a C koniec (ANP). (Stejfa et al.1998) Objav je pripisovany de Boldovi
a jeho kolegom, ktory si vSimli, Ze extrakt predsieni srdca vykazuje vazodepresoricky

i¢inok a podporuje vylu¢ovanie Na” mocom. (Soucek et al.2002)

Mechanizmus ucinku je zaloZzeny na védzbe na svoje receptory NPR1 a2
stimulujice guanylatcyklazu. ZvysSené hladiny cGMP vedi k vazodilatacii arteriol,
venul a natriuréze. (Stejfa et al.1998) Afinita k 3 zikladnym typom NPR (Natriuretic
Peptide Receptor) sa 1iSi. Zatial ¢o ANP ma vysSiu vdzbovost k NPRa (napr. v
cievach srdca, pl'ic, oblic¢iek), CNP ma vyssiu selektivitu k NRPb (vyskytujicom sa vo
vicsej miere v mozgu). NRPc viaze vSetky 3 natriuretické peptidy, ¢im udrZzuje hladiny
horménov v rovnovéhe. Posledny zmieneny typ tvori az 90% vsSetkych receptorov.
Nachédza sa tiez v endotele hladkych svalovych buniek ciev a v srdci. (Soucek et al.

2002)

Patria medzi rychle a v€asné regulatory krvného tlaku, pretoze ich vyluCovanie

prebicha kratko po aktivacii sympatického nervového systému. (Stejfa et al. 1998)
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ANP (atrial natriuretic peptide) je tvoreny 28 AMK a ako uz nazov napoveda,
syntéza prebieha v srdcovych predsieiiach. Vytvoreny ANP je skladovany v sekre¢nych
granuliach, odkial sa uvolni pri pdésobeni dalSich faktorov (napr. endotelinu 1,
acetylcholinu, katecholaminov, glukokortikoidov ¢i hormoénov Stitnej zlazy). Po
vyplaveni do krvi zvySi diurézu, natriurézu a sposobi vazodilaticiu. Natriureticky
uginok je dany zvySenou glomerularnou filtraciou a inhibiciou Na™ kotransportéru
v proximalnych tubuloch a v dreni zbieracich kanalikov. Relaxacia sa prejavi aj
v korondrnych artériach vdaka zniZeniu citlivosti cievnej steny na konstrikcné
mediatory (napr.  NA). Okrem toho vykazuje antiproliferativne ucinky a znizuje

sekréciu aldosteronu a vazopresinu. (Soucek et al. 2002)

Podobnu funkciu plni mozgovy natriureticky peptid BNP (brain natriuretic
peptid) produkovany myocytmi komdr. Pokles tlaku je sice vyrazny a trvalejsi, pre

hemodynamické G€inky st vSak potrebné vyssie koncentracie. (Soucek et al. 2002)

Tretim typom je CNP (C-type natriuretic peptide), fylogeneticky najstarsi peptid
nachddzajici sa vo vysokych koncentracidch v mozgu. V menSom mnoZstve sa
vyskytuje v periférii, napr. v endotele ciev, oblickach, v dreni nadobliciek alebo
v ¢reve. Patri medzi endotelové relaxacné faktory a ma schopnost’ inhibovat’ 1 rast
hladkych svalovych buniek v cieve. Presynapticky zniZuje uvol'fiovanie noradrenalinu,

¢im vyznamnou mierou prispieva k zniZeniu cievneho tonu. (Soucek et al. 2002)

V drenovej Casti zbernych kanalikov nachddzame receptory pre urodilatin. Jedna
sa 0 novoobjaveny natriureticky peptid izolovany z mocu, ktory je produkovany v kore
obli¢iek. Vykazuje silné natriuretické, diuretické, ale aj renin inhibujuce ucinky.
Podobné posobenie vykazuje Na'-K'-ATPazu inhibujuci faktor v nadobli¢kach
a plazme. (Soucek et al. 2002)

3.4.3. Enzymaticka regulacia

3.4.3.1. Renin-angiotensin-aldosteron

Renin je latka hormonélnej povahy produkovand v juxtaglomeruldarnom aparate
obli¢iek. Miesto tvorby predstavuju modifikované svalové bunky cievy (tunica media),
ktoré st umiestnené v mieste spojenia distalneho tubulu s vas afferens a vas efferens.

(Rokyta 2008) Spolu s priliehajucimi bunkami zvanymi macula densa a mezangialnymi
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bunkami kapilar tvori vyznamny endokrinny systém regulacie krvného tlaku. (Soucek et

al. 2002)

Podnetom k uvolneniu sekre¢nych grantl s reninom moéze byt ischémia, pokles
hladiny Na® aCl v distalnom tubule, stimuldcia vegetativnecho systému (napr.
posobenim katecholaminov), ale aj krvacanie, dehydratacia, tehotenstvo ¢i zvySena
produkcia prostacyklinov. (Soucek et al. 2002, Rokyta 2008) Medidtorom je
noradrenalin viazuci sa na 2 typy receptorov postsynaptickej membrany. P6sobenim na
alfa-1 receptor dojde ku konstrikcii oblickovej artérie (vas afferens a vas efferens),
zatial’ Co naviazanie na beta-1 receptor je signal pre vzostup cAMP a néslednt sekréciu
horménov. Vzostup tlaku vysle impulz do baroreceptorov juxtaglomerularnych buniek

a utlmi d’al$iu stimulaciu beta-1 receptorov. (Soucek et al. 2002)

Renin je zapojeny do regulacnej kaskady tym, Ze odStepuje z prekurzoru
angiotenzinogénu angiotenzin I. Angiotenzinogén je plazmaticky protein vznikajuci
v peceni pdsobenim estrogénov, glukokortikoidov, horménov §titnej zl'azy ¢i cytokinov.
(Silbernagl a Lang 2001) Vzniknuty angiotenzin 1 hydrolyzuje pdsobenim peptidazy
zvanej angiotenzin konvertujuci enzym (tzv.kinindzy II = ACE) na oktapeptid
angiotenzin 2. ACE ma tiez schopnost’ inaktivovat vazodilatatny bradykinin na
neucinné peptidy. Enzym sa vyskytuje v mnohych tkanivach (napr. v endotele ciev, v
srdci €1 oblickach) a zahfiia konverziu 90% angiotenzinu 1. ZvySnych 10% prislicha

chymaze a d’al§im enzymom endotelovych a intersticialnych buniek. (Stejfa et al. 1998)

Angiotenzin II sa v tele vyskytuje ako plazmaticky (15%) a tkanivovy (85%),
ktory vznikd v endotele pltc. V organizme je nestabilny, do 1-2 minut sa
endopeptiddzami Stiepi na biologicky aktivne metabolity (vazokonstrikény angiotenzin
IIT a prokoagulaény angiotenzin IV) alebo priamo na inaktivne fragmenty. (Soucek et al.
2002) Samotny angiotenzin II. vykazuje silné vazokonstrikéné ucinky
a prostrednictvom aldosteronu uvol'neného zkory nadobliCiek a ADH z hypofyzy
stimuluje retenciu sodika, vody a zvySenu exkréciu draslika. (Silbernagl a Lang 2001)
Vizbou na svoje AT-1 receptory aktivuje sympaticky nervovy systém. Z drene
nadobli¢iek a presynaptickych nervovych zakonceni sa uvolnia katecholaminy (NA), a
zaroven postsynapticky zvysi citlivost adrenergnych receptorov. Pdsobenie na
kardiomyocyty vedie k pozitivne inotropnym a chromotropnym uc¢inkom, v myocytoch

artérii sposobuje priamu vazokonstikciu, zvySenie cievnej rezistencie a krvného tlaku.
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(Stejfa et al. 1998) Dlhodobym pdsobenim moze dojst k hypertrofii a remodelacii
cievnej steny asrdca. Stimulacia AT2 receptorov poOsobi na srdce opacne,
vazodilatacne, natriureticky, negativne inotropne, chronotropne, dromotropne a
bathmotropne. ZniZuje prenos nervovych vzruchov a stimuluje bradykininom navodenu
produkciu NO. (Soucek et al. 2002) Predpoklada sa, Ze moze viazat’ aj nervovy rastovy
faktor, preto blokada receptorov pdsobi antiproliferativne. Zakladna schéma pdsobenia

renin-angiotenzin-aldosterénového systému je zhrnuta v Obr.14.

Oba receptory su spojené s G proteinmi. Mechanizmus U¢inku u AT 1
receptorov je sprostredkovany aktivaciou fosfolipazy C, napidtovo riadenych
vapnikovych kanalov a adenylatcyklazy (veducej k poklesu cAMP). Naopak AT2
receptory su spojené s ionovymi kanalmi a vedt k poklesu intracelularneho vapniku,

zvySeniu koncentracie draslika a k inaktivacii kinaz. (Soucek et al. 2002)

juxtaglomeruldarny apardt

ACE - angiotenzin
konvertujici enzym

Bradykinin =) Inaktivne peptidy

L

ANGIOTENSINOGEN ANGIOTENZIN 1 ’ ANGIOTENZIN 2
. dekapeptid Chymdza - oktapeptid

uvolnenie aldosterénu z
kéry nadobliciek

- reabsorpcia NacCl,
exkrécia K+ a
zadriiavanie vody

vazokonstrikcia
arteriol v
obli¢kdch

A
aktivdcia sympatického nervového
systému

Obr.14 Schéma systému renin-angiotenzin-aldosteron

Modifikované podl'a Mladénku (2015)
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3.4.3.2. Kininovy systém

Jedna sa o ucinné peptidy vznikajuce v endotele a hladkych svalovych bunkéch
z prekurzorov kininogénov posobenim enzymov nazyvanych kalikreiny. (Soucek et al.
2002, Stejfa et al. 1998) V tele st vel'mi rychlo $tiepené kininazami a ACE na neuéinné
fragmenty. K najznamejSim zastupcom patri bradykinin pdsobiaci v plazme

a lysylbradykinin G¢inkujaci prevazne v tkanivach.

Kininy sa viaZzu na 3 typy receptorov spojenych s G proteinmi. B1 receptor je
zodpovedny za chronicky zapal a bolest’. B2 receptor sa vyskytuje v roznych organoch,
predovsetkym vSak v obli¢kach, srdci, plicach a mozgu. Stimuldcia zvySuje renalny
prietok krvi a uvolflovanie katecholaminov, predovSetkym noradrenalinu v nervovych
synapsiach. Vyznam B3 receptoru zatial nie je objasneny, bol vSak objaveny
v prasacich endotelidlnych bunkéch, v aorte, kapilarach mozgu a tracheélnych hladkych

svalovych bunkach morciat.

Kininy vykazuju predovsetkym diuretické, natriuretické a vazodilata¢né tcinky,
ktoré st sprostredkované NO a prostacyklinmi (PGI2). (Mladénka 2016a, Soucek et al.
2002)
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3.5.1Z0FLAVONOIDY

3.5.1. Zakladna charakteristika
Izoflavonoidy patria do skupiny polyfenolickych sekundarnych metabolitov

odvodenych od fenylchromenonového jadra (izoflavonu). Zékladna kostra pozostava
z dvoch benzénovych kruhov prepojenych kruhom heterocyklickym. Na rozdiel od
zékladu flavonoidov (flavonu) je aromaticky zvySok presunuty z polohy C2 do C3 (vid’
Obr.15).

Obr.15 Struktara izoflavonoidov

Podla d’alSej substiticie (metylacie, hydroxylacie, pripojenia aromatického

kruhu) a stupna oxidacie sa klasifikuji na izoflavony, izoflavanony a izoflavany.

K najvyznamnejSim zastupcom patri genistein, daidzein, foromononetin, glycitein

a biochanin A (vid’ Obr.16).

R' R® R
Genistein -H -OH -OH
Daidzein -H -H -OH
Formononetin -H -H - OCH;
Glycitein -OCH; -H -OH
Biochanin A -H -OH -OCH;

Obr.16 Zakladné izoflavonoidy a ich derivaty

Modifikované podl'a Tazziniho (2014)
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V rastlinach sa nachadzaju predovsetkym v glykozidickej podobe s naviazanou
cukornou zlozkou (napr. genistin a daidzin) a bakteridlnou mikroflérou sa z nich
uvolnuju biologicky ucinnejSie aglykony. Metabolizaciou v gastrointestinalnom trakte
vznikaju d’alSie aktivne metabolity, z daidzeinu je to equol a o-desmethylangolensin,
z genisteinu p-ethylfenol a 4-hydroxyfenylpropionova kyselina. K izoflavonoidom sa
radia aj uc¢innejsie izoprenylované derivaty: pterokarpany, kumestany a rotenoidy. (Fait

2009, Spilkova et al. 2016) Vzajomna biosyntetickd pribuznost’ je zndzornena v Obr.17.

D
e R Rae o % @%

Flavandn 2-OH-isoflavandn Isoflavdin Kurr'eroc:hromon Kumarochromén
Isoflavandn 2-OH-isoflavan Rotenoid
D - i ‘
o SH, *—%
2-0H-isoflavan 2-OH-isoflavan-4-ol 2-0H-isoflavanén

o™ e

Pterokarpan 2-OHHisoflav-3-én (2-OH}-3enylkurmarin Kumestran

Obr.17 Biosyntéza zakladnych izoflavonoidov

Modifikované podla Simons et al. (2012)

Izoflavonoidy st v ludskom tele rychlo metabolizované predovsetkym
konjugaciou s glukuronovou alebo sirovou kyselinou. Konjugaty su lahSie
transportované krvnym rie¢iskom a vylu¢ované do ZICi, zatial’ ¢o materské aglykony su
exkretované predovSetkym mocom. Charakterizuje ich tieZ vysoky first-pass efekt
v peceni, preto biodostupnost’ z potravy je velmi nizka a sérové hladiny sa pohybuju
v mikromolarnych koncentraciach. Pre terapeutické ucely je nutné konzumovat’ vysoké

davky rozdelené minimalne do 2-3 porcii denne. (Lokvencova 2015)
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3.5.2. Vyskyt izoflavonoidov

Izoflavonoidy nachadzane najméa v rastlindich z celade Fabaceae, v menSom
mnozstve sa vyskytuji ivceladiach Amaranthaceae, Iridaceae, Moraceae

¢i Leguminoseae. (Buchtova 2012)

Najbohat$im zdrojom st semena a klicky so6je fazulovej (Glycine max) z celade
Fabaceae (vid’ Obr.18). Obsah izoflavonoidov sa pohybuje medzi 370 az 1850 mg/kg
suSiny a so6jové boby obsahuju hlavne izoflavony genistein a daidzein, glycitein

a lignany.

Obr.18 Glycine max, Fabaceae

Prevzaté z KnowPulse [Internet]

Druhym vyznamnym zdrojom je kvet d’ateliny lucnej (Trifolium pratense),
Fabaceae, ktory sa vyznacuje obsahom aglykonov genisteinu, daidzeinu a glykozidov
formononetinu a biochaninu A. Stimuluje nielen estrogénny receptor B (ER B), ale
v menSej miere aj progesteronovy receptor (PR). (Bodinet a Freudenstein 2004)
Progesteron je prekurzor androgénov, ktoré st zodpovedné za zlepsenie nalady. Uinne
zmiernuje navaly horucavy, osteoporézu a v davke 40-80 mg denne sa kvet pouziva
v pripravkoch na zmiernenie klimakterickych problémov. (Fugate a Church 2004)
Izoflavonoidy dateliny lu¢nej maju schopnost’ blokovat enzym aromatazu, ktory
v periférnych tkanivach konvertuje testosteron na estradiol, ¢im znizuju 1 vyskyt

karcinému pfs. (Fait 2010)

50



Obr.19 Trifolium Obr.20 Biochanin A Obr.21 Formononetin

pratense,
Fabaceae

Prevzaté
z Permaculture
[Internet] (2014)

Obr.22 Progesteron

Korei puerarie lalo¢natej (Puerariae lobatae radix), Ranunculaceae (vid’ Obr.23)
obsahuje najmi izoflavonoidy puerarin, daidzein, genistein, prenylované derivaty a
kumestrany. Puerarin znizuje uvolnovanie laktdt dehydrogenazy a v davke do 300
mg/deit sa pouziva na liecbu ischemickej choroby srdcovej, arteridlnej hypertenzie
a anginy pectoris. (Yue a Hu 1997, Lai a Tang 1989) Intraven6zne podanie vysSich davok
(500-600 mg) zlepSuje neurologické funkcie a chrani axony nervov, preto moze ndjst’
uplatnenie u akutneho infarktu myokardu ¢i v liecbe diabetickej retinopatie. (Hu et al.
2008, Zhou et al. 2010, Ren et al. 2000, Xiao et al. 2004) Inhibuje tiez reaktivne
kyslikové radikaly, podporuje angiogenézu a znizuje influx vépniku (Kalaiselvan et al.
2010). Daidzein je aglykon puerarinu a ako fytoestrogén je vyuZivany na zmiernenie
menopauzalnych prejavov. Mo6ze predstavovat alternativhu ¢i doplnkovu liecbu u

osteoporozy, rakoviny prsnika a kardiovaskuldrnych ochoreni. Urcité pozitivne ucinky
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u zvierat boli pozorované aj pri ischémii mozgu a alkoholovej toxicite na pecenové

bunky. (Hong et al. 2008)

Obr.23 Puerariae lobateae radix, Rannculaceae

Prevzaté z Life To Beauty & Healthy [Internet] (2012)

Plosti¢nik hroznaty (Cimicifuga racemosa) (vid Obr.24) pochadza zo severnej
Ameriky a koreil sa v tradi¢nej medicine pouzival na zmiernenie kasla a revmatickych
kibnych zapalov. Konzumacia 40 mg denne sa osvedila na lie¢bu dysmenorey,
menstruaénych a klimakterickych problémov. (Fait 2010, Liske 1998) Obsahové latky
zodpovedné za uCinok su formonetin, dalSie fenolické zluceniny a derivaty
hydroxicinamatovej, vd’aka ktorym sa viaze okrem P2 estrogénneho receptoru aj na
dopaminovy receptor a ovplyviiuje hladiny FSH a LH. Vyznam predstavuje tieZ v lieCbe
osteoporozy a srdcovo-cievnych ochoreni. Nestimuluje rast sliznice maternice a prsného
tkaniva, navyse pohlcuje volné kyslikové radikaly, ¢im chrani DNA pred poskodenim.

Plosti¢nik ma teda vyznamné chemoprotektivne a antikarcinogénne Uc€inky. (Fait 2010)

Obr.24 Cimicifuga racemosa, Ranunculaceae

Prevzaté z Herbal Fire Botanicals [Internet] (2016)
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Bohatym zdrojom izoflavonoidov su aj mladé vyhonky vojtesky (Medicago
sativa) a kruCinkova vnat (Genistae herba). Mimo cCelad’ Fabaceae boli vyznamné
hladiny detekované v kosatci (Iris sp.), semenach sezamu (Sezamum indicum), slnecnice
(Helianthus sp.), maku (Papaver sp.) ¢i samicich Sisticiach chmelu (Humulus lupulus).

(Pi¢manova 2008)

V beznej eurdpskej strave si bohatym zdrojom izoflavonoidov strukoviny (napr.
hrach, fazul'a, cicer), zelenina a ovocie (najmi jahody - az 15 mg/kg), celozrnné pecivo ¢i
Panové semienko (3711 mg/kg). Dalej je vhodné do jedalnicka zaradit’ panenské rastlinné
oleje, obilniny, ryZové otruby, pohanku a orechy. Nezanedbatelné mnozstvd st

obsiahnuté aj v cesnaku, ribezli avcelich produktoch. (Pokorny et al. 2002)
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3.5.3. Ucinky izoflavonoidov

3.5.3.1. Fytoestrogény

Fytosteroly st latky rastlinného povodu odvodené od cholesterolu, ktoré v tele
posobia ako prirodzeny hormoén estradiol. (Myasoedova et al. 2016) Po chemicke;j
stranke ich neradime priamo k steroidom, ale k Strukturne podobnym viacsytnym
fenolom. Okrem izoflavonoidov skupina zahfna aj lignany (sekoizolariciresinol
a matairesinol, ¢revné metabolity enterolakton, enterodiol), stilbeny (resveratrol)

a kumestrany (kumestrol). (Michel at al. 2013)

Fytoestrogény maji podobne ako telu vlastny 17B-estradiol schopnost’ viazat’ sa
na estrogénny receptor. Posobia bud’ ako agonisti alebo ako antagonisti endogénneho
estrogénu. To znamend, Ze po preneseni signdlu do jadra navodzuju estrogénnu alebo
naopak antiestrogénnu odpoved’. Na rozdiel od estradiolu posobia selektivnejSie na 3
receptor, preto sa nazyvaju aj SERM (selective estrogen receptor modulators).
(Myasoedova et al. 2016) V peceni zvySuju hladinu tzv. sex hormon binding globulin
(SHBG). Tento protein vyvédzuje estrogény a androgény zkrvi, ¢im zniZuje ich
dostupnost’ v tkanivach. Dal§im miestom zasahu je inhibicia enzymu aromatazy, ktory

konvertuje testosteron na estrogény. (Michel et al. 2013)

Po menopauze hladina estrogénov v krvi fyziologicky klesa, ¢o je pri¢inou
klimakterickych problémov az u 70% eurdpskych zien. Na druhej strane, v azijskej
populdcii trapi nadmerné potenie, nervozita, poruchy spanku ¢i biSenie srdca len 18%
zien. (Momcilova 2016, Im et al. 2010) Pri¢ina mdze byt v odliSnom zlozeni stravy
a mnozstve izoflavonoidov v beznej diéte. Deficit hormonov je Casto rieSeny poddvanim
hormonalnej substitu¢nej terapie (HST), ktord so sebou nesie mnozstvo rizik. ZvySuje
zrazanlivost’ krvi a s fiou rastie pravdepodobnost’ trombo6z. Zrazenina modze upchat’
cievu v pltacach alebo dolnych koncatindch, ¢o sa prejavi ako plicna embolia ¢i
ischemicka choroba srdecnd. Medzi uzivatelkami HST bola pozorovand vysSia
incidencia karcindomu prsnika a porich menstruaéného cyklu, netypické krvacanie,
depresia ¢i zvySend chut’ k jedlu. Izoflavonoidy maju vd’aka selektivite k B receptoru
tieto neziaduce u€inky eliminované, pricom pozitivne ucinky ostavaju zachované. Ak
je lieCba zah4jend v€as, mézu chranit’ proti osteopordze a mnohym kardiovaskuldrnym

chorobam. (Fait 2010, Momcilova 2016) Pokles estrogénov je zodpovedny aj za
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suchost’ sliznic. Lokalne podanie preukdzatelne zlepSuje pruznost’ posvy a pdsobi proti

bolestivému pohlavnému styku a opakovanym poSevnym infekciach. (Fait 2010)

Severoamerickd spolo¢nost’ pre menopauzu zistila, ze uc¢innd dennd déavka
izoflavonoidov pre znizenie cholesterolu je 50 mg, na udrzanie pruznosti cievnej steny
40-80 mg a pre antioxidativne posobenie 10 mg. (Momcilova 2016) Vysledky stadii sa
mierne li$ia. V inej §tadii je uvddzana minimalna uc¢inna dennéd davka 60 mg, optiméalna
davka v boji s osteopordzou a vysokym LDL cholesterolom 60-100 mg. Rozdiely mozu
byt’ sposobené odliSnou hmotnost'ou jedincov zahrnutych v stadiach, nakol’ko davka nie
je uvadzand na kg véhy. Zapadoeurdpska populdcia vSak konzumuje v beznej potrave
nedostatocné mnozstva izoflavonoidov (priblizne 1 mg denne). Vyssi prijem je typicky
v Japonsku (20-50 mg) aaz Stvorndsobne vysSia konzumadcia je u vegetaridnov

a veganov. (Fait 2010)

Vyznamné je tiez ich antisklerotické pdsobenie, kedy pri pravidelnej 3
tyzdiiovej konzumécii minimdlne 2 g denne obmedzuju vstrebavanie cholesterolu
z tenkého Creva. V dosledku znizenia krvnych hladin LDL cholesterolu klesa riziko

kardiovaskularnych chorob o 15-40%. (Kastnerova 2012)

Fytoestrogény st skimané predovSetkym ako bezpecnejSia alternativa hormon
substitucnej terapie zien po menopauze. Ich UCinok je charakterizovany kontrolou
lipidov, glykémie a upravou endotelovéj dysfunkcie. U zdravych postmenopauzalnych
zien, ktoré¢ konzumovali 500 mg izoflavonoidov denne, sa merali konvencné
kardiovaskularne rizika (hladina cholesterolu a triglyceridov) a hrubka medie intimy
beznej karotickej artérie. Vplyv na pokles hladiny cholesterolu a TG bol nejednoznaény,
vyznamne sa vSak zmenSila hrabka karotickej artérie (13 vs 1%) a vyskyt
aterosklerotickych 1ézii (40 vs 27%). Fytoestrogénova diéta moze potlacit’ formaciu
novych aterosklerotickych platov a redukovat’ progresiu uz existujucich. Uginky su
vysvetlované cez eflux cholesterolu z hladkych svalovych buniek cievy a eliminéciu
penovych buniek sprostredkovani ER[ receptormi. Zarovenl dochadza k zvySeniu
mnozstva transportérov pre cholesterol v peceni a k ucinku vyznamne prispieva aj
protizapalové posobenie. Vysledky st vSak limitované kratkou dobou $tudie pre prejav
IM a CMP (12 mesiacov), pomerne malou vzorkou a v neposlednom rade, predmetom
Stadie. Merali sa len lipidy a ateroskleroticky profil v cievnej stene artérie a nie

dysfunkcia endotelu a vazodilatacné ti¢inky. (Myasoedova et al. 2016)
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3.5.3.2. Kardiovaskularny systém a acinky na endotel (diabetes mellitus)

Najnovsie vyskumy sa zameriavaji na mozny vplyv izoflavonoidov na
kardiovaskularny systém. Je preukdzané, ze maji schopnost znizovat krvny tlak,
hladinu glukoézy i cholesterolu v krvi a pdsobit’ proti nadmernej zrazanlivosti krvi. Hoci
sa ucinky jednotlivych izoflavonoidov mierne liSia, vdc¢Sina znich modze najst’
uplatnenie v prevencii a liecbe arteridlnej hypertenzie, korondrnej choroby srdca,

diabetu a d’alsich cerebrovaskularnych chordéb. (Carneiro 2004)

Puerarin je hlavna biologicky aktivna latka izolovana z korena Puerarie lobaty,
Leguminosae v tradi¢nej ¢inskej medicine nazyvana ako ,,Gegen®. Tento sekundarny
metabolit bol prvykrat objaveny uz v roku 1950 a odvtedy sa v alternativnej medicine
pouziva na liecbu kardiovaskuldrnych ochoreni, diabetu, ale aj Parkinsonovej
a Alzheimerovej choroby, endometridézy a karcindmov. (Zhou et al. 2014) Puerarin
znizuje inzulinovu rezistenciu endotelu prostrednictvom inhibicie zapalu. Na ucinku sa
podiela redukciou prozapalovych faktorov TNFa a IL6. Zaroven zlepsSuje interakciu
inzulinov so svojim receptorom a obmedzuje vplyv vonkajSich faktorov na rozvoj
endotelidlnej dysfunkcie. (Huang 2012) Pri vysSich koncentraciach (nad 100uM) boli
pozorované priame relaxacné G¢inky na cievu, na ktorych sa podielaji vazodilatacné
mediatory NO a PGI2, ale aj endotelovo nezavislé mechanizmy (otvéaranie draselnych
kanalov). To naznacuje mozni ucinnost’ v lie€be kardiovaskularnych ochoreni
vznikajucich na podklade endotelidlnej dysfunkcie. Uinky na zdrava aortu su viak
mierne, z coho vyplyva, Ze puerarin ma schopnost’ vazodilatovat’ predovsetkym cievu
poSkodent. (Yan et al. 2009, Yeung et al. 2006) Zaroven ma potencial relaxovat’ aj
artériu basilaris v mozgu cez zvySenie cyklického AMP a antagonizmus vépenatych
kandlov. Vdaka tymto ufinkom moéze byt perspektivny v lieCbe obstruktivnej

cerebrovaskularnej choroby. (Deng et al. 2012)

Tectorigenin je d’alsi vyznamny izoflavonoid izolovany z Puerarie thomsonii,
ktory ma schopnost’ zvratit' inzulinovu rezistenciu v endotele. Uginok je vysvetlovany
cez inhibiciu zépalu a prozdpalovych cytokinov TNFa a IL6, cez eliminaciu vol'nych
kyslikovych radikalov ROS. Udrzuje inzulinom stimulovant aktivitu NO synthazy
a brani expresii adhezivnych molekul podiel’ajucich sa na aterogénnej prestavbe cievy.
Rovnako ako u ostatnych izoflavonoidov je ucinok davkovo zavisly a vyzaduje

posobenie vyssich koncentracii. (Wang et al. 2013)
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Daidzein a genistein znizuja i riziko komplikacie diabetu mellitu 2. typu. U¢inok
je sprostredkovany estrogénnymi receptormi [, nukledrnym receptorom (PPARy) a
fosforylaciou proteinkinaz, ktoré¢ umozinuju vstup glukézy do bunky. (Ding et al. 2015)
Vdaka antioxidacnym uc¢inkom znizuju glykosylaciu hemoglobinu, ktory je ukazatel'om
glukézy v krvi vposlednych 3 mesiacoch. Pri zvySenych hladinach glykovaného
hemoglobinu rastie riziko chronickych organovych komplikacii diabetu ako
polyneuropatie, poskodenie sietnice, obli¢iek ¢i ateroskleroza a cievne mozgové
prihody. (Hosseini et al. 2015) Daidzein ma schopnost mierne znizit hladinu
celkového cholesterolu v krvi. Hlavné posobenie sa vysvetluje cez PPARYy receptory,
ktoré sa ucastnia na udrzani lipidovej homeostdzy, inzulinovej aktivity a lipolyzy
v peceni aadipocytoch. (Shi et al. 2014) Znizenie cholesterolu moéze byt
sprostredkované poklesom absorpcie cholesterolu zo stravy, zvySenim mnoZstva
a aktivity LDL receptorov a znizenim permeability artérie pre LDL Castice. Daidzein aj
genistein chrania endotelové bunky pred pdsobenim oxidovaného LDL cholesterolu,
¢im Uc¢inne pdsobia proti rozvoju aterosklerdzy. (Baum et al. 1999, Kirk et al. 1998,
Wei et al. 1995) Oba izoflavonoidy zasahuji do funkcie endotelu a podporuji
endotelovo zavisla relaxaciu v koronarnych artériach. (Honor¢ et al. 1997) Genistein ma
navySe schopnost’ znizit' cievny odpor v oblickach, ¢im prispieva k regulacii krvného

tlaku. (Gimenez et al. 1997)

Xanthohumol je fenylflavonoid obsiahnuty v chmeli Humulus lupulus. Kvoli
nestabilite podlieha rychlej konverzii na fytoestrogén izoxanthohumol. Jeho
vazodilatacny ucinok je pripisovany produkcii NO endotelovymi bunkami, PGI2 a

vapenatym mechanizmom zéavislym na ATP. (Figard et al. 2008)

Equol je najzastipenej$i metabolit daidzeinu, ktory vznika pdsobenim crevnej
mikroflory. Prvykrét bol izolovany v roku 1932 z mocu kona, odkial’ bol odvodeny aj
nazov (equine). U ¢loveka bol objaveny az neskor, v roku 1980. (Kenneth a Clerici
2010) Nie kazdy je vSak schopny equol produkovat’. Incidencia v populécii sa odhaduje
len na 30-50%, pri¢om vyssi vyskyt je medzi vegetarianmi (priblizne 60%) a vramci
pohlavi medzi Zenami. U producentov equolu boli pozorované vysSie zdravotné
benefity zo sdje, predovSetkym na znizenie hladiny cholesterolu a krvného tlaku.
(Tamura et al. 2015) Vykazuje tiez diuretické, mierne natriuretické a kaliuretické
uginky sprostredkované inhibiciou kotransportu Na', K a Cl” i6nov v oblickach. Pre

diureticky uc¢inok by bolo potrebné konzumovat minimalne 240g séjového proteinu
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denne. Slabsi uc¢inok oproti klasickym liecivam (furosemidu) je vysvetlovany vyssou
vizbou na plazmatické proteiny, inaktivnym glukuronidovym konjugitom a vyssou
lipofilitou (vy$Sim distribuénym objemom). (Gimenez et al. 1997) VysSie hladiny
equolu v moci prekazatelne znizuju i riziko koronarnej choroby srdca. (Zhang et al.
2012) Metabolické ucinky zahfnaju redukciu celkového cholesterolu, triglyceridov

a upravu gluk6zovej tolerancie posobenim na PPARYy receptory. (Shi et al. 2014)

Dihydrodaidzein je prekurzor equolu a posobi ako scavenger vol'nych radikalov.

Zarovent ma schopnost’ zabranit’ u¢inkom noradrenalinu na kontrakciu hladkého svalu.

(Tamura et al. 2015)

3.5.3.3. Antiapoptoticky, protinadorovy ucinok

Chemoprotektivny uc¢inok prirodnych latok je vysvetlovany cez niekolko
molekularnych mechanizmov. Prvym znich je expresia génov kodujicich
biotransformacné enzymy (napr. cytochrémy alebo konjuga¢né enzymy), ktoré sa
podielajii na detoxikécii a eliminacii prokarcinogénov. Tymto mechanizmom pdsobia
z fenolovych zlucenin najmé kumariny. Stilbény a izoflavonoid genistein zase potlacuju
aktivitu transkripénych faktorov (napr. NF-kB), ¢im zabraiiuju premene zdravych
buniek na nadorové a inhibuji angiogenézu. Angiogenéza je novotvorba ciev, ktoré
nador vyzivuji a umoziuji mu tak $irenie do okolitych tkaniv. Daldim posobenim je
potlacenie zapalovych procesov sposobenych makrofagmi a lymfocytmi. Tie v nadore
produkuju cytokiny (TNF, IL8), ktoré podporuju rast a invazivitu nadoru, znemoziuji
opravu poSkodenej DNA a prostrednictvom volnych radikalov oxidaéne narusuju
molekuly. Dalsim moZnym zasahom je apoptéza a zastavenie delenia buniek, ktoré
v kone¢nom dosledku vedie k zaniku mitochondrii. Mitochondrie patria medzi zakladné
organely kazdej eukaryotickej bunky a vytvaraju energiu potrebnll pre jej fungovanie.
(Zloch aSedlacek 2012) Protinddorovy ucinok niektorych izoflavonoidov je
sprostredkovany aj narusenim funkcie enzymov, napr. tyrozinkindz, ktoré podporuju
rast buniek. Vplyvom niektorych kindz dochadza k naruSeniu interakcii medzi cyklinmi,
zastave bunecného cyklu a zablokovaniu proliferacie buniek. Vdaka Struktirnej
podobnosti s estrogénom sa viazu na estrogénne receptory a stt'azia o vizbové miesto
s endogénnym horménom. Hoci st menej u¢inné ako telu vlastny estrogén, v rastline sa
nachadzaju v ovela va¢Som mnoZstve. Pouzivaji sa preto na lieCbu estrogén-

dependentnych nadorov (karcindm pfs, prostaty a hrubého ¢reva). (Bena et al. 2001)

58



Niektoré nadory st rezistentné k beznym chemoterapeutikdm. Za thto
rezistenciu st zodpovedné efluxné transportéry, predovsetkym P-glykoprotein, BCRP
(breast cancer resistance protein) a MRP2 (multidrug resistence protein). Lie¢ivo do

nadoru nepustia a zaroven urychl'uja jeho eliminaciu. (Schexnayder a Stratford 2016)

Daidzein a genistein vykazuji plejotropny ucinok na niekolkych trovniach

posobenia. Medzi najvyznamnejSie patri inhibicia tyrosinkindz, cyklindependentnych
kindz a topoizomerazy 2. (Varinska et al. 2015) Zéaroven vsak inhibuji 5a reduktazu,
enzym premienajuci testosteron na jeho aktivnejSiu formu — dihydrotestosterén (DHT).
Tento enzym sa vytvara len v niektorych castiach tela, predovSetkym v pokozke,
prostate av zl'azdch nadobli¢iek. Jeho nadmerné mnozstvo je zodpovedné za
vypadéavanie vlasov ¢i benignu hyperplaziu prostaty, ktorda vedie ku karcinogenéze.
(Machala 2015) Genistein pdsobi tiezZ ako silny inhibitor angiogenézy. Davka 550ug
ma schopnost’ zastavit rast endotelovych buniek po predchadzajucej stimulacii
rastovymi faktormi (napr. VEGF), pricom uz 10-50 pg vyznamne eliminuje expresiu
samotného VEGF v cieve. Zo vsetkych izoflavonoidov vykazuje genistein najniziu
toxicitu na zdravé bunky a najvyssiu u¢innost’ u karcindému pfs, prostaty a pankreasu.
Utinok na estrogénom podmienené solidne tumory je viak davkovo zavisly. Zatial’ &o
nizke davky moézu stimulovat rast karcindbmu prsa, vySSie davky posobia
chemoprotektivne. (Varinska et al. 2015) Spolu s analégom fenoxodiolom (oxazinylovy
derivat) maju schopnost’ zastavit’ rast buniek v G1 fazy mitoézy, zabranit termindlnej
diferenciécii a navodit’ apoptézu v bunkach nédoru. (Wang et al. 2012) V mechanizme
ucinku zohrava doleziti ulohu aj inhibicia zapalu. Oba izoflavonoidy inhibuji
cyklooxygendzu a brania tvorbe prozapalovych mediatorov makrofagmi. Genistein
navyse inhibuje aj rast hormonalne nezavislych nadorov. Je vysokouéinny na maligny
nador mozgu a eliminuje volné radikdly kyslika (ROS). Na druhej strane vykazuje

vyssiu toxicitu na zdravé bunky. (Sehm et al. 2014)

Biochanin A izolovany hlavne zo sdje mdze predstavovat’ bezpecnu a ucinnu
alternativu v liecbe nehormonalneho nadoru mozgu. Chrani astrocyty a gliové bunky
pred neurondlnym poskodenim, spomaluje angiogenézu a brani opuchu mozgu.
Tumorom indukovand neurotoxicita vyvoldva edém a az 60% pacientov umiera na utlak
mozgu v dosledku zvySeného intrakranidlneho tlaku. Protiedemoézne pdsobenie preto
vyrazne prispieva k zlepSeniu prognézy. Mechanizmom uc¢inku na molekulovej Grovni

je inhibicia tyrozinkindz a fosforylacie dalSich enzymov zapojenych do rastu

59



nadorovych buniek (napr. kaspdz aapolymerdz). Vysokt ucinnost’ (redukciu

nadorovych buniek pod 5%) vykazuje az v koncentracii 100 umol/l, zo vsetkych

vve

U producentov equolu st protinadorové ucinky nezrovnatelne vysSie oproti
zvysnej cCasti populacie. Najviacsi vyznam predstavuje v terapii karcindmu pfs
a androgéndependentnych choréb (muzska plesatost, akné, benigna hyperplazia
a karcindm prostaty). Uginnost’ rastie od genisteinu, cez equol, k biochaninu A a je

sprostredkovana inhibiciou testosteronovej 5 a reduktazy. (Bae et al. 2012)

Glyceroliny st produkované v plodoch séje pri vystaveni stresovej situacii (napr.
UV Ziareniu, hubovej ¢i bakteridlnej infekcii). Posobia ako antagonisti estrogénnych
receptorov, ktoré su zapojené do etiopatogenézy karcindmu pfs. V koncentracii 100 pM
inhibuji  efluxné transportéry MRP2 aBCRP, ¢&im  predlzuji  zotrvanie

antineoplastického lieCiva v bunke nadoru. (Schexnayder a Stratford 2016)

3.5.3.4. Antioxidacné ucinky a spomalenie starnutia

Antioxidanty su latky, ktoré chrania bunky pred poskodenim nestabilnymi
molekulami zvanymi vol'né radikaly. Zamedzuju ich vzniku alebo ich prevadzaju na
menej agresivne Castice, ¢im brdnia oxidacii esencidlnych molekul v 'udskom tele.
Ukazatelom oxidativneho stresu su hlavne reaktivne radikaly kyslika (ROS). Mene;j
jednoznaénym meritkom moéZze byt 1spotreba kyslika mitochondriami pri tvorbe
energie. Antioxidacnd kapacita s vekom prirodzene klesa. Lipoproteiny, glycidy aj
DNA st néchylnejSie k poSkodeniu, zvySuje sa mnoZstvo intracelularneho vapniku
a zniZuje sa mnozstvo antioxida¢nych bielkovin vratane albuminu. Dochéddza k ubytku
antioxida¢nych enzymov ako superoxiddismutaza (SOD), gluthationteduktazy (GSH) ¢i
kataldza. Vekom klesa i aktivita proteazoému, ktorého ulohou je proteolyticky Stiepit
poskodené proteiny a zniZzuje sa mnozstvo ATP, ¢o vedie k programovanej smrti,

apoptoze. (Rokyta 2008)

Kyslikové radikdly (hydroxylovy <OH, superoxidovy <O,”, H;0,) menia
polynenasytené mastné kyseliny na tromboxan zvySujuci krvny tlak a prostaglandiny
s prozapalovym uc¢inkom. V dosledku oxidacného stresu (nerovnovahy medzi volnymi
radikdlmi a mnozstvom antioxidantov) dochédza k oxidacii LDL cholesterolu, ktory nie
je rozpoznany receptormi a nemdéze vstupit do bunky. Oxidovany LDL cholesterol

bunku imobilizuje anie je schopny vratit sa z endotelu spit do krvi. Vplyvom
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vSetkych faktorov vznika endotelovd dysfunkcia, ktord narusi relaxa¢né schopnosti
cievy. Citlivost’ endotelovych buniek na oxidativne poSkodenie je dana nizkou aktivitou
kataldzy, ktora rozklada peroxid vodika, zvySenou hladinou ferritinu po uvolneni
naviazaného  Zeleza  poOsobenim  superoxidového  anidénu,  xantinoxiddzou
a v neposlednom rade mnozstvom dvojnych vizieb v mastnych kyselinach. (Rokyta
2008) Xantinoxidaza je enzym, ktory katalyzuje retazovl reakciu oxidacie hypoxantinu
na xantin az na kyselinu mocovu, kedy ako vedlajsi produkt vznika superoxidovy
radikal. Najvacsiu schopnost’ eliminovat tento radikdl maja izoflavony (calycosin,
khrinon B a C), nasledne izoflavany (vestitol) a nakoniec izoflavanony (kenusanonG).

(Promden et al. 2014)

3.5.3.5. Detoxikacia, ochrana pecene

Hepatoprotektivne ucinky boli  pozorované u Zeruchy zdhradnej Lepidum
sativum, Cruciferase. Rastlina ako aj jej olej sa vyuziva v arabskych krajinach na lie¢bu
dyzentérie, hnacky, migrény, urychl'uje hojenie zlomenin, znizuje krvny tlak a hladinu

cholesterolu v krvi. Tri izoflavonoidy (z toho 1 novo objaveny 5,6- dimethoxy, 2,3-

methylenedioxy-7C-B-D-glucopyranosylizoflavon) dokdzu predchédzat’ paracetamolom

indukovanej hepatotoxicite. Minimalna detoxika¢na davka 100 mg/kg je schopna znizit
hladinu pecetiovych enzymov (napr. ALT a AST) az o 1/3. Enzymy sa uvoltiuji do
cirkulacie pri nekroze a st prediktorom poSkodenia bunefnej membrany. Zaroven je
mechanizmus U¢inku vysvetlovany cez antioxida¢né vychytavanie volnych radikalov,

ktoré sposobuju atrofiu pecenovych buniek. (Sakran et al. 2014)

3.5.3.6. Redukcia hmotnosti

Izoflavonoidy izolované z Crotalaria albida (Papilionoidae, Fabaceae),
juhocinskej krovitej trvalky, sa zdaji byt uU¢inné v redukcii telesnej hmotnosti.
Izoflavonoidy maju schopnost’ viazat' sa na nuklearny receptor PPARy (peroxizome
proliferators-activated receptors) a inhibovat’ tak diferenciaciu adipocytov a kumulaciu
lipidov. (Sun a Chou 2015) Receptory sa vyskytuju v tukovom tkanive, ¢reve Ci
makrofagoch, kde vyvdzuji polynenasytené¢ mastné kyseliny (napr. arachidénovu
kyselinu ucastniacu sa zapalovej reakcie) (Trutane 2016) Zaroven reguluju glukézovy
a lipidovy metabolizmus, preto moZu najst’ uplatnenie aj u pacientov s metabolickym

syndromom. (Sun a Chou 2015)
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3.5.3.7. Protibakterialny a protivirovy ucinok

Bakteridlna rezistencia predstavuje v dneSnej dobe velké riziko pri liecbe
mnohych zavaznych infekcii. Multidrug resitance sposobend predovsetkym efluxnou
pumpou gram negativnych baktérii znizuje spektrum Uc¢innych antibiotik. Mozné

rieSenie v budicnosti predstavuju izoflavonoidy, konkrétne neobavaizoflavon a daidzein

izolované zrastlin Erythrina sigmoidea (Fabaceae) a Erythrina excelsa (Fabaceae).
Minimalne inhibi¢né koncentracie sa pohybovali uz v rozmedzi 4-256 pg/ml, pricom
neobavaizoflavon vykazuje vyssiu G€innost’ i na nozokomindlne nakazy Pseudomonas
aegrucinoza, Klebsielu pneumoniae a na Enterobacter cloacae. (Mbaveng et al. 2015)
Samostatna Stidia bola zamerana na E-Coli, kde ucinnost klesa v smere

daidzein—genistein—ononin—puerarin. (Wu et al. 2013)

3.5.3.8. Protizapalové a dermatologické ucéinky

Americka Stadia 2005-2008 skumala stvislost’ medzi mocovymi izoflavonoidmi

a protizapalovymi markermi dospelych dobrovolnikov. Genistein, daidzein aich

metabolity prekazatelne znizuji CRP, ukazatel' bakteridlnej infekcie v tele. CRP je
sucast’ neSpecifickej imunity a vznikd v reakcii na infekciu ¢i autoimunitné ochorenie.
(Nicastro 2013) Protizapalovy uc¢inok je sprostredkovany inhibiciou makrofagov
produkujucich cytokiny IL 1, 6, 8 a 12. Tie spdsobuju vazodilaticiu, opuch, sCervenanie
a bolest’. Zaroven zvysuju expresiu adhezivnych molekil VCAM a ICAM 1, ktoré
vychytavaji neutrofily, monocyty a makrofagy do miesta zapalu. Oba izoflavonoidy
inhibuji aj PGE2 a NO, molekuly vedice v nadmernom mnoZstve k septickému Soku a
systtmovému zapalu. Chronicky zépal vedie k wurychlenému starnutiu pleti,
nemelanocytovému koznému nddoru epitelu z aktivacie COX2. Topicka aktivacia
sojového extraktu chrani pred UVB ziarenim, znizuje expresiu COX2, CRP, VCAM
a potlacuje medidtory ako NO, TNF, IL1, 6, PGE2. (Waqas et al. 2015) Equol znizuje
tiez leukocyty v krvi. Leukocyty su bunky imunitného systému pohlcujliice virusy,
baktérie, patogény, ale aj nddorové bunky. Ich zvySena hladina preto informuje

o prebiehajucej infekcii a zapale v tele. (Nicastro 2013)

Dal§im vyznamnym t¢inkom je zosvetlenie koZe a vlasov. Melanocyty st bunky
vznikajuce v melanosome, ktoré produkuju kozny pigment melanin. Interakciou
melanosomu s keratinocytom ddjde k fagocytéze a vyplaveniu pigmentu, ¢o sposobuje
farebné Skvrny pri posobeni Skodlivého UV Ziarenia na nechranenu pokozku. Sojovy

extrakt inhibuje tuto fagocytdézu a moze tak zabranit'® hyperpigmentacii pokozky
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arozvoju melandomu. Spolu so so6jovym proteinom zarovenl eliminuje vrasky.
Mechanizmus tohto ucinku je zalozeny na zvySeni kolagénu, elastinu, kozného
extracelularneho matrixu a zaroven antioxidacnej aktivite. Topickd liecba genisteinom
inhibuje karcinogenézu indukovant Skodlivym UVB ziarenim. Mozné uplatnenie
nachddzaju izoflavonoidy tiez v odstraneni neziaduceho ochlpenia. Spomaluji rast
vlasov, korienky st menSie avlasy tenSie. NavySe vdaka depigmentacii je ich

viditeI'nost’ podstatne nizsia.(Waqas et al. 2015)

3.5.3.9. ZlepSenie pamiite

Pri davkach 52mg genisteinu, 36mg daidzeinu 3mg glyciteinu sice neboli

ovplyvnené kognitivne schopnosti, vyznamne sa vSak zlepSila vizudlna epizodicka
pamédt riadend hipokampom. MozZznym vysvetlenim je afinita izoflavonoidov
k estrogénnemu receptoru B, ktory je exprimovany prave v kortexe a hipokampe mozgu.

Pre potvrdenie u¢inkov st vSak potrebné este d’alsie studie. (John et al. 2014)

3.5.3.10. Antituberkuloticky u¢inok

Sesbania grandiflora je maly, ale rychlo rastuci strom z ¢el'ade Leguminosae.
Pochadza z tropickych oblasti Azie, je Sirokorozsireny v Malajzii, Indonézii, Filipinach
¢i Indii. VSetky casti rastliny sa pouzivaji empiricky v tradi€nej medicine na
dyzentériu, horucky, bolest’ hrdla a kiahne, Z korenia boli izolované 3 izoflavonoidy:

izovesitol, medicarpin, sativan, ktoré v koncentraciach MIC 50 pg/ml (spolu

s betulinovou kyselinou 100pg/ml) vykazuji antituberkuloticky ucinok proti

Mycobacterium tuberculosis. (Hasan et al. 2012)

3.5.4. Faktory ovplyviiujuce farmakokinetiku izoflavonoidov

a) ADME po prijme soje: Zatial' ¢o daidzein a genistein su absorbované do
niekol’kych minut, plazmatické hladiny equolu stupaji az po prechode
¢revnou pasdzou (cca po 8 hodinach). Dvojfazova absorpcia je dana
metabolizmom. Po 1-2 hodinach dochidza v tenkom creve k hydrolyze
izoflavonoidov hydroldzami na aglykony. Po 4-6 hodindch su glykozidy
hydrolyzované ¢revnou mikroflérou a metabolizované na d’alSie Uc¢inné
produkty (z daidzeinu napr. equol). Produkcie equolu je schopnych len 5-

30% zien, 30-35% vSezravcov a 60% vegetarianov. Hlavnym indikatorom je
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b)

d)

moc, pretoze kratka zivotnost’ a metabolické zmeny vedl k rychlej eliminécii

v plazme. (Franke et al. 2014)

Pohlavie ukdzalo vyznamny vplyv na metabolizaciu izoflavonoidov. Priklad
predstavuje metabolit equol, ktory produkuju predovsetkym zeny. (Zhang et
al. 2012) Dalsi metabolit daidzeinu, O-DMA, dokonca nebol u muZov vobec
detekovany. (Ahn-Jarvis et al. 2012) Interindividudlne rozdiely st spdsobené
¢revnou mikroflérou, genetikou i zloZenim stravy. PriCinou moézu byt i
odlisnosti vo funkcii hrubého creva, stravovacich navykoch, faktoroch
zivotného Stylu (fajcenie, alkohol) a pohlavnych horménoch. (Zhang et al.

2012)

Vek: Vyssiu exkréciu izoflavonoidov mali starSie zeny, ktoré uzivali
vitaminové doplnky a venovali sa fyzickej aktivite. (Wu et al. 2012) Studie
v oblasti fyzickej aktivity, vzdelania a prijmu sa vSak liSia a neposkytuju
jednodznacné vysledky. (50) Potvrdilo sa vSak, Ze konzumacia
izoflavonoidov v mladSom veku mo6Ze ucinne eliminovat r0zvo]
hormondependentnych karcinomov v dospelosti. Deti pred dosiahnutim
puberty (8-14 rokov) maju az 3x vySSiu absorpciu a mocoviu exkréciu
izoflavonoidov.  Zaradenie  s¢jovych  produktov ~ do  jedalnicka
prepubertalnych diev€at moéze vyznamne znizit vyskyt karcindmu pfs

v neskorSom veku. (Franke et al. 2014)

Utinky izoflavonoidov st ovplyvnené tiez hormonalnym statusom. (Figard
et al. 2008, Yu et al. 2015) Izoflavonoidy sa viaZu na estrogénne receptory
ako agonisti alebo antagonisti podla hladiny prirodzenych estrogénov, preto
najvyraznejsie ucinky boli pozorované u postmenopauzalnych zien bez HST.
(Ding et al. 2015) Zaujimavé vysledky boli pozorované aj u gravidnych Zien.
Pocas tehotenstva sa prirodzene zvySuju hladiny triglyceridov, cholesterolu
a HDL cholesterolu. V 3. trimestri stiipa az 3-nasobne sekrécia inzulinu, ¢im
telo kompenzuje zvySenu inzulinovu rezistenciu navodenti hormonéalnymi
zmenami. Izoflavonoidy st schopné prechddzat placentou a moézu tak
ovplyvnit' vyskyt srdcovo-cievych ochoreni akrvnych biomarkerov

(glukdzy, cholesterou) v dospelosti. (Shi et al. 2014)



e) Vplyv BMI sa zdd byt vyznamny prediktor pre dosiahnutie hladiny
izoflavonoidov v moci. Obézni muzi su schopni produkovat’ niz§ie mnozstvo
dihydrodaidzeinu ako ich rovesnici s normalnou telesnou hmotnostou.
Dihydrodaidzein je prekurzor equolu, ktory posobi ako scavenger volnych
radikédlov a ma schopnost’ relaxovat’ cievnu stenu. Podobné stvislost’ bola
pozorovand uobéznych Zien. Zeny svy$§im BMI nedosahovali také
koncentracie equolu, priCom je zname, ze producenti equolu mézu mat’ vacsi
prospech z diétnych izoflavonoidov. Tento metabolit je zodpovedny za
fytoestrogénne, antikarcinogénne uCinky a znizuje hladiny cholesterolu
i1 krvného tlaku. (Tamura et al. 2015) VysSie hladiny enterolaktonu
a enterodionu ul'udi snizSou hmotnostou moézu byt vysvetlené i1 cez
odlisnost’” bakteridlnej flory u obezity. Lignany moézu prechadat’ do

adipocytov a tym sa ich mocova exkrécia znizuje. (Wu et al. 2012)

f) VPLYV POTRAVY:

¢ Vlaknina je povazovana za faktor zvysujuci dostupnost’ izoflavonoidov.
Pri prijme vacSiecho mnozstva vldkniny v strave boli zaznamenané vyssie
hladiny dihydrodaidzeinu a equolu v telesnych tekutinach. Vysvetlenim
moze byt zdsah do ¢revnej mikrofory. Predpokladé sa tiez, ze vldknina
zvySuje hladinu butyratu akyselina butyrovda podporuje tvorbu
kratkoretazcovych fruktooligosacharidov. Tieto cukorné derivaty
nasledne premeniuju daidzein na metabolit equol. (Tamura et al. 2015) Na
druhej strane mocova exkrécia vychodzich izoflavonoidov daidzeinu,
genisteinu  a glyciteinu bola nepriamo tUmernd konzumovanému
mnoZzstvu ovocia a zeleniny. Pri¢inou moéZze byt prave ich rychlejsia

metabolizacia na derivaty dihydrodaidzein a equol. (Wu et al. 2012)

% Zaujimavym zistenim je ivplyv cukrov (L-arabindzy, xylitolu) na
metabolicka aktivitu c¢revnej mikroflory. Pri sG€asnej konzumacii
izoflavonoidov a L-arabindzy dosSlo k zvySenej produkcii equolu hoci
neboli objavené presné kmene baktérii, ktoré su za konverziu daidzeinu

na equol zodpovedné. Zaroven sa zvySilo mnoZstvo lipidov v stolici
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abaktérii z radu Bacterioides a Bifidobacteriae, ktoré tvoria
kratkoretazcové mastné kyseliny. L-arabinéza je inhibitor crevnej
sukralazy, ¢im znizuje postprandidlnu glykémiu a inzulin v krvi. Spolu
s izoflavonoidmi by preto mohla zvysit' u€innost’ antidiabetickej lieCby.

(Tamura et al. 2012)

* Xylitol pdsobi podobnym mechanizmom synergicky pri liecbe

osteopordzy. U konzumentov daidzeinu spolu s xylitolom boli
zaznamenané nizSie hladiny celkového cholesterolu, vyssi obsah tukov
v stolici a vysSie hladiny equolu v moc¢i. Meni osidlenie ¢riev v prospech
gram pozitivnych baktérii. Znizenie poctu G- baktérii bolo pozorované
uz po jednorazovej perordlnej davke (30g). Pomer medzi 2 kmefimi,
Bacterioides a Firmicutes je navySe zodpovedny aj za rozvoj obezity.

(Tamura et al. 2013)



4. CIEL PRACE

Ciel'om prace bolo zistit’ vplyv vybranych izoflavonoidov na vazodilataciu aorty
potkana, zistit' Struktarne charakteristiky, ktoré by mohli byt za relaxacny ucinok

zodpovedné a objasnit’ predpokladany mechanizmus tohto u¢inku.
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5. EXPERIMENTALNA CAST
5.1.POKUSNE ZVIERATA A POUZITY MATERIAL

5.1.1. Zvierata

* Pokusy boli prevadzané na potkanoch z kmena Wistar, ktori vazili priemerne
300g. Zvierata boli minimdalne tyzdein chované vo vivariu Farmaceutickej
fakulty Univerzity Karlovej v Hradci Kralové, kde mohli volne prijimat’ vodu
apeletizovanii potravu. VsSetky experimenty boli realizované v stlade so
zakonom €. 246/1992 Sb. O ochrane zvierat proti tyraniu a so sthlasom Etickej

komisie Farmaceutickej fakulty Univezity Karlovej v Hradci Kralové.

5.1.2. Chemikalie

» Krebs-Henseleitov roztok: izotonicky zivny roztok zakladnych soli s pH 7,8

v obdobnej koncentracii akd sa vyskytuje v I'udskej plazme. Zlozenie zahfia
NaCl, KCI, NaHCO;, KH,;PO4, MgS04.7H,0, glukézu a CaCl,. (Tab.3)
Suroviny sa postupne rozpustili a doplnili do 1 litra destilovanou vodou.
Chlorid vépenaty sa pridaval do roztoku az nakoniec z ddévodu slabej
rozpustnosti soli vapnika, ktoré by mohli vytvorit’ neZiaduce zrazeniny. Teplota
bola neustale udrziavana na 37°C a do roztoku bol privadzany pneumoxid (zmes

kyslik (95%) a oxid uhlicity (5%)).

Tab.3 ZloZenie Krebs-Henseleitovho roztoku

Latka NaCl KCI NaHCO; KH,PO; MgSO,. D- CaCl,
7TH,O Glukéza  bezvody
Koncentracia 6,8 0,35 2,1 0,14 0,29 2,0 0,28
g/l
Vyrobca Penta Lachema Penta RNDr. Lachema Penta Lachema
Chrudim, Brno, Chrudim, Jan Brno, Chrudim, Brno,
CR CR CR Kulich ~ CR CR CR
Hradec
Kralové,
CR

Modifikované podl'a Machovej, 2012
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* Behom pokusu sme pouzili tieto vazoaktivne latky (Tab.4).

Tab.4 Vazoaktivne latky
Latka Noradrenalin Acetylcholin Nitroprusid sodny
Koncentracia [M] 10 10" 107
Vyrobca Sigma Aldrich Sigma Aldrich Sigma Aldrich
«  Dalsie latky: destilovana voda
+  Studované izoflavonoidy: (Tab.5)
Tab.5 Pouzité izoflavonoidy
Latka Glycitein Glycitin Tectorigenin Daidzein
Vyrobca Sigma Aldrich Sigma Sigma Aldrich ~ Sigma
Aldrich Aldrich

+ Kontrola: DMSO, Sigma Aldrich

5.1.3. Pristroje a pomocky

Kupel na izolované organy (Multi Chamber tissue bath system) a Force/Displacement

transducer (Experimetria Ltd, Budapest, Mad’arsko) (Obr.25, Obr.26)

Termostat Ul (Priifgerdte-Werk Medingen GmbH, Dresden, Nemecko)

Plynova fl'asa s pneumoxidom

Pocitac a software na vyhodnotenie vysledkov (S.P.E.L. Advanced Kymograph,

Experimetria Ltd., Budapest, Mad’arsko)

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

NozZnice, pinzety, ligatiry, laboratorne lyzicky, Petriho miska, kadicky, odmerny valec
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OKYSLICOVANIE PREVODNIKEDREGISTRACNE ZARIADENIE

PNEUMOXIDOM
(95% 02 a 5%CO:2

OHRIEVANIE 37°C

=

NOSIC TKANIV

IZOLOVANA CIEVA
VODNY PLAST gl

FRITA

Obr.25 Schéma aparatiry

Modifikované podl'a Voprsalovej, 2015

Obr.26 Aparatira na izolovany organ

Laboratorium katedry toxikologie, Faf UK HK, 2016
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5.2. METODIKA

5.2.1. Priebeh experimentu:

Uspanie zvierata: Zvieratd boli ponechané 24 hodin nala¢no a nasledne uspané

uretanom v davke 1,2 g/kg i.p., roztokom s koncentraciou 20g/100ml. Objem
anestetika sa vypocital podl'a konkrétnej hmotnosti pokusného zvierat'a. (Tab.6)

Zviera bolo nasledne usmrtené vykrvenim.

Tab.6 Objem anestetickej latky podl'a hmotnosti potkana

m (g)

200 225 250 275 300 325 350 375

Aplikovany 1,2 1,35 1,5 1,65 1,8 1,95 2,1 2,25
objem (ml)

Preparicia aorty a priprava krazkov: Hrudna dutina bola pozdiZne nastrihnuta

apo vykrveni zvierata bola vypreparovana aorta. IThned’ sa ulozila na Petriho
misku s KH roztokom. Cieva sa dokladne odistila od spojivového tkaniva
a nastrihala na 0,5 cm dlhé kusky. Bola nutnd opatrnost’ pri preparacii, aby
nedoslo k poSkodeniu tunici intimy a integrity endotelovéj vrstvy. Na meranie
cievnej odpovede boli aortdlne kruzky upevnené ligatGrami a prepojené na
prevodnik (prevadzajiici mechanicku energiu na elektricka). Prevodnik viedol
signal do registra¢ného zariadenia, ktoré predstavoval v naSom pripade pocitac.
VSsetky preparaty boli ponorené do organového kuipela s KH roztokom s pH 7,4

vyhrievanym na 37°C a boli neustale okysli¢ované pneumoxidom.

Faza stabilizdcie a zataz tkaniva: Pred vlastnym pokusom sa nechali najskor

aortalne krazky 40 minut stabilizovat. Systém bol zataZeny na 2 g a nechal sa
spontanne relaxovat’. V pravidelnych 10 minGtovych intervaloch bol vymienany
Krebs-Henseleitov zivny roztok. (Obr.27) Po 40 minatach zacal vlastny pokus.
Zat'azenie tkaniva ostalo rovnaké, aké navodila spontdnna relaxacia (hodnota
blizka 1). Zmeny zataZenia po pridani testovanych izoflavonoidov umoznili

sledovat’ kontrakciu a relaxaciu hladkej svaloviny aorty.
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40 minut 5ml KH
VYPLACH, zataz
ostane zachovana

ZATAZ TKANIVA 2g

10minut VYPLACH

20mindt VYPLACH

30 minat VYPLACH

Obr.27 Priprava aortalnych krazkov pred samotnym meranim

Testovanie kontraktility a funkcie endotelu: Vazoaktivne latky boli

v stanovenych koncentraciach postupne priddvané do kuapela s Krebsovym
roztokom. Po ustaleni rovnovéahy sa do roztoku pridal noradrenalin 10°M, ktory
vyvolal kontrakciu tkaniva. Na overenie celistvosti endotelovéj vrstvy sa
nasledne do Zivného roztoku pridal acetylcholin 10™*M, ktory vyvolal relaxaciu.

O neporusenosti sved¢ila minimalne 80% relaxacia.

Samotny experiment: Preparat sa dokladne premyl Zivnym roztokom a po

ustaleni hodndt sa aplikoval noradrenalin, ktory aortdlne krazky opat
kontrahoval. K preparatom sme postupne pridavali testované latky v rasticej
koncentracii (10'M az 10°M). (Obr.28) Kumulativne koncentracie boli

zaznacené do tabul’ky. Po ustaleni hodnot sa vysledky zaznamenali.

Ukoncenie pokusu: Experiment sa ukoncil zavere¢nou vazodilataciou po podani

nitroprusidu sodného (10 M), ktory cievu 100% relaxoval.
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Obr.28 Koncentra¢ny rad testovanych izoflavonoidov

5.2.2. Vyhodnotenie:

Vysledky sa spracovali prostrednictvom pocitatového programu GraphPad
Prism5. Vytvorili sa graf, ktory znazorfioval zavislost’ percentualnej relaxacie aorty (os
y) na logaritmickej koncentracii testovan¢ho izoflavonoidu (os x). (Obr.29)
Regresivnym zobrazenim sa z krivky vypocitala hodnotu ED50, ¢o je koncentracia
vyvolavajica 50% maximalnej moznej relaxacie. Hodnoty EC50 testovanych latok boli
Statisticky porovnané s kontrolou (DMSO) pomocou F testu. Dopocitali sa konfiden¢ny
interval apodobne sa postupovalo pri stanoveni maximalnej odpovede Emax.
Konfiden¢ny interval alebo interval spolahlivosti poddva informécie o rozsahu hodndt,
v ktorych by sa mohol nachadzat' skutony priemer s 95% pravdepodobnost'ou pri

Statisticky vyznamnych vysledkoch (p< 0,05). (x)
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Obr.29 Graf zavislosti relaxacie aorty na koncentracii izoflavonoidu

Modifikované podla Clarksona (2012)
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Obr.30 Graf zavislosti relaxacie aorty na molarnej koncentracii pridavanych

izoflavonoidov po prekontrakénej fazi vyvolanej noradrenalinom
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Tab.7 Hodnoty EC50 (mol/l) a konfiden¢né intervaly prislusSnych izoflavonoidov
a kontroly (DMSO)

Glycitein glycitin tectorigenin  daidzein DMSO
N 4 3 3 6 9
EC50 (mol/l) 2,124.10°  0,01897 2,413.107 2,861.10°  0,01299
Konfidenéni  1,875.10°-  0,001006 -  2,004.10° -  2,066.10° -  0,001189 -
interval 95% 2,405.10° 03577 2,904.107 3,961.10°  0,1419
EC50 ano Nie ano ano -
signifikantné¢  p<0,0001 p=0,88 p<0,0001 p<0,0001
odlisna od
DMSQO?
OH
ﬁ
- HO @)
Glycitein
OH

07 X
HO o \O
HO O
OH _}O\CH3
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Glycitin
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Obr.31 Struktara $tudovanych izoflavonoidov

Estradiol

Obr.32 Struktiira estrogénu (estradiolu)
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7. DISKUSIA

Arteridlna hypertenzia a ateroskler6za tepien patria medzi najcastejSie
kardiovaskularne ochorenia vo vyspelych Statoch celého sveta. Pri¢ina moéze byt
komplexna a zahfna c¢asto endoteloviu dysfunkciu, nerovnovahu vazokonstrikénych
(noradrenalin, endotelin,...) a vazodilatatnych latok (PGE2, dopamin,...), stres C¢i
genetické predispozicie. V poslednych rokoch sa stile viac dostdvaju do pozornosti
mechanizmy sprostredkované poruSenym endotelom a humordlnou reguléciou, o

naznacuje, Ze sa jednd o civiliza¢né ochorenia. (Silbernagl a Lang, 2001)

Polyfenolické sekundarne metabolity zvané izoflavonoidy su skiimané okrem
in¢ho pre svoje vazodilatatné schopnosti. Napomahaju spravnej funkcii endotelovej
vrstvy v cieve a predovSetkym u starSich zien posobia proti aterogenéze a komplikdciam

spojenych s menopauzou. (Myasoedova et al. 2016, Spilkova et al. 2016)

Nasa praca sa zamerala na 4 vybrané izoflavonoidy: glycitein, glycitin, daidzein
a tectorigenin. Vazodilatacné ucinky sa medzi jednotlivymi latkami lisili, napriek tomu

boli u vSetkych testovanych latok davkovo zavislé.

Glycitin bol izolovany z Puerarie thomsonii a je glykozidickou formou
glyciteinu. (Hirayama et al. 2011) Jediny nenavodil relaxaciu aortalych krazkov, ¢o je
viak vysvetlitelné. Uginky st zrejme viazané na jeho aglykonicky metabolit, ktory
vznikd napr. odStiepenim cukru bakteridlnou mikroflorou v ¢revach. NaSe pokusy
prebiehali in vitro, ¢iZe k metabolizacii nedochadzalo a vazodilatacné G€inky samotného

glycitinu sa preto neprejavili. (Obr.30)

Naopak aglykon glycitinu - glycitein preukézal najvyssiu u¢innost’. Strukturne
rysy, ktoré sa zdaji zodpovedné za jeho relaxacné schopnosti, zahfiaju hydroxyskupinu
v polohe 7 amethoxyskupinu v polohe 8 (vid® Obr.31). Absencia methoxyskupiny
v polohe 8 u daidzeinu zasahuje do uc¢innosti negativne. Na dosiahnutie rovnakého
ucinku su potrebné vysSie davky izoflavonoidu, ¢im sa zvySuji hodnoty EC50.
V pripade daidzeinu sa napr. tato hodnota zvysila o viac ako jeden rad. Na druhej strane
ani d’al$ia hydroxyskupina v polohe 9 vyznamne neovplyvnila G€inok (tectorigenin).
Jeho vazodilatatna ucinnost ostava napriek tomu mierne vysSSia Vv porovnani

s daidzeinom.
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V nasej stadii sme sledovali predovsetkym vazodilataéné schopnosti testovanych
latok a na urcenie mechanizmu tc¢inku by boli nutné d’alsie experimenty doplnené tiez
0 in vivo Stadie. Jednym z dovodov je, Ze v organizme mozu vznikat' d’alSie aktivne

metabolity izoflavonoidov, ktoré by mohli ovplyvnit’ cely G¢inok.

Najpravdepodobnejsi mechanizmus uUc¢inku je sprostredkovany latkami, ktoré
produkuju zdravé endotelové bunky. NajdodlezitejSim medidtorom je oxid dusnaty
tvoreny enzymom zvanym NO-synthaza. Ten prechddza do hladkych svalovych buniek,
kde navodi vlastni relaxaciu cievnej steny prostrednictvom cyklického 3,5-
guanosinmonofosfatu. Spolu s PGI2 podporuju ivyplavenie Ca?" idnov zo
sarkoplazmatického retikula a efflux K™ svojimi kanalmi, ¢o vedie k hyperpolarizacii.
Hyperpolarizacia buniek nésledne zabrani zizeniu cievy (vazokonstrikcii). Endotelovo
zavisly mechanizmus zaloZeny na spravnom fungovani NO-synthdzy by mohol byt

zapojeny do ucinku vsetkych 3 izoflavonoidov: glyciteinu, daidzeinu i tectorigeninu.

Z uvedenych vysledkov by sa dalo predpokladat, ze na ucCinok je potrebna
hydroxyskupina v polohe 7, ¢o odpoveda usporiadaniu fyziologického estrogénu (vid’
Obr.31). Dlhodobym posobenim izoflavonoidov na estrogénny receptor beta sa okrem
iného zniZzuje mnozstvo cytokinov podporujucich zapalovy proces (IL1, IL6, TNFa).
Vd’aka protizapalovym a antioxidaénym uc¢inkom st chranené endotelové bunky v stene
cievy. Funkény endotel si tak zachovava schopnost’ produkovat’ vazodilatacné latky
(NO, PGI2,...) a pri spravnej rovnovahe s vazokonstrikénymi latkami v cieve (endotelin,
PGE?2,...) je tlak udrZiavany v spravnych hodnotéch. ZniZenie prozéapalovych cytokinov
(TNFa, IL6...) akyslikovych radikalov (ROS), ktoré¢ by mohli narGsat’ integritu
a spravnu funkciu cievnej steny bolo uz popisané u tectorigeninu. (Wang et al. 2013)
Naproti tomu o daidzeine je zname, ze ovplyviiuje PPARY receptory, ¢im reguluje vstup
glukozy a cholesterolu do buniek. Chrani tak cievu pred rozvojom aterosklerdzy
a udziava pruZnost’ cievy, ktora tak dokaze l'ahSie reagovat’ na zmeny krvného prietoku.

(Ding et al. 2015)

Nakol’ko boli vazodilatacné ti€inky skimané po podani noradrenalinu, mdze byt
za ne zodpovedny i antagonizmus na adrenergnych receptoroch (sympatolyticky
ucinok). Za vazokonstrikciu sposobent noradrenalinom je zodpovednd predovsetkym
stimulécia alfa jedna receptorov, Ccize izoflavonoidy by mohli inhibovat tuto

vazokonstrikciu navodent sympatikom. Do mechanizmu ucinku by mohol zasahovat’ aj
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parasympaticky systém. Uvolneny acetylcholin sa viaze na svoje muskarinové
receptory (predovsetkym M3 v cieve), ¢im sa z endotelu uvolni NO i PFI2. Cieva sa

relaxuje a krvny tlak klesa.

Mierne vazodilatacné ucinky vykazuje aj dimethylsulfoxid (DMSO), ktory bol
pouzity pri priprave roztokov testovanych latok. Pri  vSetkych pokusoch
s izoflavonoidmi bola preto vykonana kontrola s DMSO. Relaxa¢ny ucinok na cievu je
vSak relativne nizky, napr. v koncentrécii, ktord odpoveda EC50 glyciteinu, DMSO
navodzuje len priblizne 8% relaxdciu. VSetky vysledky EC50 izoflavonoidov sa
signifikantne liSili od DMSO, teda hodnota p bola menSia ako 0,0001. Vynimku tvoril
len glycitin (p=0,88). (Tab.7)
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8. ZAVER

Studovali sme u¢inky 4 vybranych izoflavonoidov na kardiovaskularny systém

metodou in vitro na izolovanej aorte potkana. Cielom bolo overit’ relaxaéné schopnosti

na cievu a pokusit’ sa odhadnut’ mechanizmus ucinku i vplyv Struktiry na schopnost’

vazodilatacie.

Z pouzitého usporiadania pokusu vyplynulo:

X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

X/
°

Tri z testovanych latok navodili relaxaciu aorty a mozno ich tak povazovat za
ucinné: glycitein, tectorigenin a daidzein.

Glycitin reagoval podobne ako kontrola (DMSO). Mozno teda usudit, Ze
glykozidickd forma izoflavonoidu bola netc¢innéd. Glykozidicka forma je v tele
metabolizovana a G¢inok mozno ocakavat’ az po odStiepeni cukru bakterialnou
mikroflérou.

Vsetky 3 ucinné latky navodzovali 100% relaxdciu (v porovnani s NTS)
Najucinnej$i izoflavonoid bol glycitein, za nim nasledovali tectorigenin
a daidzein. Za lepsi vazodilatacny u¢inok mdze byt zodpovednd hydroxyskupina
v polohe 7 v kombinécii s methoxyskupinou v polohe 8 (glycitein).

Mechanizmus vazodilatacného t¢inku nie je mozné zo ziskanych vysledkov urcit.
Napriek tomu do tvahy pripadaji endotelovo zavislé mechanizmy, antagonizmus
alfa jedna receptorov ¢ agonizmus M receptorov. Dalej moze byt do uéinku
zapojené 1 antioxida¢né a protizapalové pdsobenie, avSak tento ucinok by sa
pravdepodobne prejavil najmé pri dlhodobom posobeni. Na zéklade Struktury sa
da predpokladat’ 1ipdsobenie na estrogénny receptor, ¢o mdze z dlhodobého
hl'adiska cievu chranit’ pred aterogenézou a zlepsit’ tak jej pruznost’. (Obr.32)

Na tcinnost’ testovanych izoflavonoidov by bolo vhodné previest’ pokusy in vivo,
aby sa overila mozna metabolizdcia na d’alSie derivaty, ktorda moze viest' ako

k inaktivacii, tak k vzniku G¢innych derivatov.
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