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ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Studentka: Simona RudiSarova
Skolitelka: PharmDr. Marie Voprsalova, CSc.
Nazev diplomové prace: Utinek metabolitu quercetinu na isolovanych

potkanich arteriich

Tato prace je vénovana vyzkumu plisobeni flavonolu quercetinu a jeho vybranych
metabolitl (kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové a kyseliny 3-hydroxybenzoové) na
cévy v in vitro podminkach. Pouzita byla standardizovand metoda isolované aorty
potkana. Cilem bylo zjistit, jak latky na isolovanou aortu plisobi a zda je ucinek ucinného
metabolitu zavisly na pfitomnosti endotelu v cévé. Po predchozi prekontrakci
noradrenalinem byly do 1azné k aortalnim krouZzkim pfidavany jednotlivé koncentrace
testovanych latek (kone¢né koncentrace v l1azni byly od 107 do 10~ M). Z naméfenych
hodnot byly pomoci softwaru S.P.E.L. Advanced Kymograph Software ziskany hodnoty
ECso (quercetin = 3,63 . 10 M, kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova = 3,21 . 10 M,
kyselina 3-hydroxybenzoova = 4,38 .10° M) a sestaveny odpovidajici DRC kiivky.
S quercetinem a kyselinou 3-(3-hydroxyfenyl)propionovou byl pokus proveden jesté
jednou, tentokrat vSak na cévé s mechanicky odstranénym endotelem. Z vysledki
vyplyvd, Ze nejuCinnéjsi  latkou ze tii  testovanych  je  kyselina
3-(3-hydroxyfenyl)propionova, jejiz Gcinek je (na rozdil od u¢inku quercetinu) zavisly na
pfitomnosti endotelu v cévé. Nejmensi schopnost vasorelaxace pak vykazala kyselina

3-hydroxybenzoova.
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Title of diploma thesis: The effect of quercetin metabolite on the rat isolated
arteries

This study is focused on the research of the effects of flavonol quercetin and its
selected metabolites (3-(3-hydroxyphenyl)propionic acid and 3-hydroxybenzoic acid) on
blood vessels in vitro. A standardized method of an isolated rat aorta was used. The aim
of this study was to find out how substances act on the isolated aorta and if the effect of
the effective metabolite is dependent on the presence of the endothelium in the vessel.
After precontracting with noradrenaline, individual concentrations of the test substances
were added to the aortic ring bath (final concentrations in the bath ranging from 107 to
10° M). From the measured values ECsp values (quercetin = 3,63.10° M,
3-(3-hydroxyphenyl)propionic acid = 3,21.10%M, 3-hydroxybenzoic acid
=4,38 . 10 M) were obtained and the corresponding DRC curves were constructed using
S.P.E.L. Advanced Kymograph Software. The experiment was performed once again with
quercetin and 3-(3-hydroxyphenyl)propionic acid on the endothelium-denuded vessel.
According to the results is 3-(3-hydroxyphenyl)propionic acid the most effective
substance of the three tested and its effect is (unlike the effect of quercetin) dependent on
the presence of endothelium in the vessel. The lowest ability of vasorelaxation was shown

by 3-hydroxybenzoic acid.
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1. SEZNAM ZKRATEK

ACH
ATP
cGMP
DMSO
DRC
ECso
FaF UK
GIT
KV
LCMK
LDL
MU
MW
NO
NORA
NTS
RAAS
TK

acetylcholin

adenosintrifosfat

cyklicky guanosinmonofosfat

dimethylsulfoxid

kiivka zavislosti na davce (dose-response curve)

stiedni u¢inné koncentrace (effective concentration)
Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy
gastrointestinalni trakt

kardiovaskularni

kinasa lehkého fetézce myosinu (light-chain-myosin-kinase)
lipoproteiny s nizkou hustotou (low density lipoproteins)
mechanismus uc¢inku

molekulova hmotnost

oxid dusnaty

noradrenalin

nitroprussid sodny

renin-angiotensin-aldosteronovy systém

tlak krve



2. UVOD

Hlavni pfi¢inou mortality v pramyslové vyspélych i1 rozvojovych zemich jsou
v soucasné dobé¢ kardiovaskularni nemoci. Patii mezi né ateroskler6za, onemocnéni
korondrnich tepen, arterialni hypertenze a srdec¢ni selhdni. VSechny tyto zdravotni potize
zigjme¢ souviseji s pusobenim oxida¢niho stresu na zivy organismus.
(Mladénka et al. 2010).

Nejrozsitenéjsi kardiovaskuldrni nemoci je hypertenze. Pokud pietrvava delsi
dobu, zpisobuje poskozeni srdce a krevnich cév v ledvinach nebo mozku. To miize vést
krenalnimu ¢i srdeCnimu selhani, koronarnim chorobam, iktu a demenci.
(Katzung et al. 2012) Vzhledem k tomu, Ze se jednd o asymptomaticky zdravotni
problém, zistava u velkého mnozstvi pacientd, ktefi nejsou ochotni akceptovat pripadné
nezadouci ucinky 1éciv, nedostate¢n¢ kompenzovana. Compliance navic snizuje
1 skute€nost, Ze se jedna o dlouhodobou terapii. (Ritter et al. 2008)

Flavonoidy jsou polyfenolické sekundarni metabolity vyssich rostlin se silnou
biologickou aktivitou, které mohou byt G€inné v prevenci chronickych chorob (zejména
nemoci kardiovaskularniho systému). (Day et al. 2001, Gross 2004) Jedna se o pigmenty
davajici kveétim, ovoci a listhm mnoho odstin Zluté, oranzové a Cervené barvy, jez
vrostlinach ~ vznikaji jako odpovéd” na mikrobidlni infekci. (Patel 2008,
Kumar a Pandey 2013)

Zatim bylo objeveno vice nez 4000 flavonoidnich struktur. (Patel 2008) Nejprve
vSak byly povazovany za vitaminy (kvuli jejich plsobeni na permeabilitu kapilar byly
dokonce nazvany vitaminem P). (Perez-Vizcaino a Duarte 2010) Lidské t€lo je piijima
v potravé a nékterych napojich. Vysoky obsah flavonoidi nalezneme napiiklad
v jablkach, cibuli,  hroznech, kakau, vin€ nebo  cCaji. (Gross 2004,
Perez-Vizcaino a Duarte 2010)

Dobfe znama je jejich antioxidacni aktivita zprostfedkovand hydroxylovymi
skupinami, které¢ funguji jako zhaSece volnych radikalti a rovnéZz dokazi chelatovat
kovové ionty. Chelatace kovil pak mize byt klicova v prevenci tvorby radikala, které nici
cilové biomolekuly. (Kumar a Pandey 2013)

Epidemiologické studie navic naznauji spojitost mezi piijjmem flavonoid
a niz§im rizikem kardiovaskularnich nemoci. (Gross 2004) Vice zkoumény zacaly byt po

vypozorovani tzv. francouzského paradoxu, kdy se 1 pies vysoky pfijem nasycenych tuka
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v potravé snizila kardiovaskularni umrtnost stfedomoiské populace ve spojitosti
s konzumaci ¢erveného vina. Bylo zjisténo, Ze tento efekt je kromé resveratrolu ¢astecné
navozen i dal§imi pfitomnymi flavonoidy. (Patel 2008)
a hladinu cholesterolu. Mohou rovnéz inhibovat proliferaci a migraci hladkych svalovych
bunc¢k a zlepSovat tak funkci cévy. (Gross 2004)

Cilem predkladané prace bylo kvantifikovat vasorelaxa¢ni Uc¢inky flavonoidu
quercetinu a jeho vybranych metaboliti na isolované aort¢ potkana a nasledn¢ ovétit roli

endotelu pfi téchto ucincich.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Kardiovaskularni systém

tvofena krevnim a lymfatickym vaskuldrnim systémem. Srdce a krevni cévy jsou
spole¢né¢ oznacovany jako krevni vaskuldrni systém, lymfatické cévy jako vaskularni
systém lymfaticky. Krevni cévy se dale déli dle jejich funkce a histologické stavby na
arterie (tepny), kapilary (vlasecnice) a veny (zily). Pfechod mezi nimi je ozna¢ovan jako
arterioly (tepénky) a venuly (Zilky). (Konradova et al. 2000, Cihak 1997)

Rozvétveny arteridlni systém tvofi trubice, které vedou krev obsahujici kyslik
a vyzivné latky od srdce smérem ke tkdnim. Postupné se vétvi a ztencuji, az prejdou
v nejtenci tepénky Cili arterioly. Arterioly déle pfechazeji v kapilary, jez tvoii vzajemné
propojenou sit’. Pomoci nich dochdzi k vyméné latek mezi krvi a tkdnémi. Kapilary
pokracuji do venul — nejtencich zilek — které se dale sbiraji v systém trubic, jenz vede
odkysli¢enou krev s vysokym obsahem oxidu uhli¢itého a zplodin metabolismu zpét
k srdci. Tyto cévy se nazyvaji veny. (Cihdk 1997, Konradova et al. 2000) Do velkych ven
v blizkosti srdce Usti lymfatické cévy, které zacinaji slep€ v podob¢ lymfatickych kapilar
a dale anastomozuji. (Konradova et al. 2000)

Kardiovaskularni systém je v téle pottebny pro distribuci kysliku a nutri¢nich
latek smérem ke tkanim a zaroven k odvodu odpadnich zplodin metabolismu k exkre¢nim
organtim. Jeho dalsi funkci je zajiSténi transportu hormont k cilovym organtim. Vedle
nervového systému tedy pfispiva k integraci funkce celého organismu. Lymfaticky
vaskulérni systém vraci do krevniho ob&hu tekutinu z tkanovych prostor. Souc¢asti lymfy
se tak stava 1 tkanovy mok, ktery se dostane do lymfatickych kapilar.

(Konradova et al. 2000)

3.1.1  Obecna struktura stény cév

V téle se cévni fecCisté déli do neékolika usekll — témto isekim tedy musi odpovidat
i struktura cévnich stén, aby byly zajistény jejich funkéni naroky. (Cihak 1997) Stavba
vSech cév vSak probihd podle jednotného zdkladniho stavebniho planu. Cévni sténu tvoii
tii jednotlivé vrstvy (viz Obr. 1) znamé jako tunica intima, tunica media a tunica

adventitia (Ci tunica externa). (Konradova et al. 2000)
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Vnitini povrch cévy lemuji ploché polygondlni endotelové buiiky, pod nimi se
nachazi vrstva subendotelova. Tyto dvé komponenty spolecné vytvareji vnitini vrstvu
zvanou tunica intima. Mezi bunkami endotelu se vyskytuji cetné tésné spoje
(zonulae occludentes) 1 gap junctions. Spocivaji na tzv. bazalni laminé. Endotel ma
vyznamny antitrombogenni Uc¢inek. Krevni desticky (trombocyty) se pies neporusenou
endotelovou vrstvu totiz nedostanou do styku se subendotelovou tkani, na které by
dochéazelo k jejich shlukovani a vzniku krevnich srazenin — trombt. Kromé¢ toho vykazuji
endotelové buiky také aktivitu metabolickou. Subendotelovou vrstvu tvofi fidké
kolagenni vazivo, které miZe obsahovat i jednotlivé hladké svalové buiiky.
(Konradova et al. 2000) Pokud jsou hladké svalové bunky ptitomny, jevi stejné jako
vazivova vlakna tendenci k podélnému uspotadani. (Junqueira et al. 1997)

Nejvyraznéjsimi elementy tunica media, které se nachazeji na histologickém fezu
cévou, jsou hladké svalové builky. (Konrddova et al. 2000) Tvoii Sroubovité vinuté
koncentrické vrstvy. (Junqueira et al. 1997) Hladké svalové bunky produkuji
mezibunéénou hmotu obsahujici predevSim glykosaminoglykan chondroitinsulfat
a proteoglykany, které ho rovnéz obsahuji. Dal§imi komponentami zde obsazenymi jsou
elastickd a retikularni vldkna. Elastickd vldkna jsou spletena do jemnych siti, nebo
vytvareji jemné blanky, v nichZ jsou otvory (femestrae) umoziujici prunik zivin do
hlubsich partii stény cév. Tyto blanky se oznacuji jako membranae fenestratae. Po obou
stranach tunica media se n€kdy tyto elastické utvary koncentruji a vytvareji membrana
elastica interna, odd€lujici tunica media od tunica intima, a membrana elastica externa,
odd€lujici tunica media od tunica adventitia. (Konradova et al. 2000) V kapilarach
a postkapilarnich venuldch tvofi vrstvu tunica media buiiky zvané pericyty.
(Junqueira et al. 1997)

Kolagenni vazivo tvofi hlavni ¢ast posledni vrstvy zvané tunica adventitia. Kromé
n¢j se zde vyskytuji i fibroblasty a adipocyty, piipadné hladké svalové bunky. Uspotradani
kolagennich a elastickych vlaken je pfevazné¢ longitudinélni. Nejvetsi zastoupeni zde ma
kolagen typu I a glykosaminoglykany. Z nich pfevazuje dermatansulfat, v malé mife se
vyskytuje 1 heparansulfat. (Konradové et al. 2000) Tunica adventitia postupné prechazi
do vaziva orgéanu, kterym céva prochazi. (Junqueira et al. 1997)

Krevni cévy, které obsahuji hladké svalové buiiky, byvaji inervovany bohatou siti
nemyelinizovanych sympatickych vldken. Tyto nervy jsou oznacovany jako
vasomotorické, jejich medidtorem je noradrenalin (NORA). Uvolnéni NORA z téchto

sympatickych vldken vede k vasokonstrikci. Eferentni nervova vldkna vsak nevstupuji az
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do tunica media, proto je nezbytné nutné, aby byl neurotransmiter schopen nékolik
mikrometrt difundovat. Gap junctions mezi svalovymi buitkami potom pienesou
podrazdéni i do vnitinich vrstev cévy. Zily jsou inervovany méné, aviak nervova
zakoncCeni jsou zde nejenom Vv tunica adventitia, nybrz 1 v tunica media. Senzoricka
nervovda zakonCeni v tepndch obsahuji také baroreceptory a chemoreceptory.
Baroreceptory se vyskytuji v oblouku aorty a v karotickém sinu, chemoreceptory pak

v karotickych a aortalnich téliscich. (Junqueira et al. 1997)

Valve

Endothelium of
tunica interna (intima)

Connective tissue
(elastic and collagenous fibers)

Tunica media

Tunica externa
(adventitia)

Obr. 1 Rozdily mezi stavbou stény arterie a veny

Ptevzato z: Shier et al. (2007)

3.1.2  Arterie

Tepny ¢ili arterie maji pevné a pruzné stény. Jsou tak adaptovany na narazy krve,
kterou rytmicky vypuzuje srdce. (Cihak 1997) Rytmickym zménam krevniho tlaku (TK)
vSak odolavaji predevsim jejich pocatecni useky, koncové spise reguluji prutok krve.
(Junqueira et al. 1997) Nejrychleji protéka krev aortou béhem systoly, béhem diastoly se
rychlost proudéni mirn¢ zmensuje. Ke zpomalovani toku krve dochazi i pfi vétveni

krevniho fecists. (Cihak 1997)
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Sténu kazdé tepny tvoii tii hlavni vrstvy. Jedna se o wvnitfni vrstvu zvanou
tunica intima, sttedni vrstvu oznacovanou jako tunica media a vné&jsi vrstvu, kterd byla
pojmenovana tunica adventitia (¢ tunica externa). (Cihak 1997)

Tunica intima je tvotfena vrstvou plochych endotelovych bunék, pod kterou se
vyskytuje utvar zvany membrana elastica interna. Jedna se o elasticka a kolagenni vlakna
¢i elastické blanky. Tyto slozky se vyskytuji ve vSech arteriich. VEtsi tepny se pak od
menSich odliSuji pfitomnosti jemné vrstvy vaziva, kterd je vloZzena mezi endotel
a elastickd vlakna. Ani ta vSak neni ve vSech vétSich tepnach — zcela chybi naptiklad
v truncus coeliacus a v arteriae mesentericae. (Cihak 1997)

Endotelova vrstva vytvari hladky povrch, ktery umoziiuje Cervenym a bilym
krvinkam 1 krevnim destickam protékat cévou, aniz by byly poskozeny. Také predchazi
krevnimu srdzeni vyluCovanim sloucenin, které zpomaluji agregaci desticek,
a vneposledni fadé pomdha regulovat lokalni tok krve vylucovanim latek, které
zpuisobuji kontrakci ¢i dilataci krevni cévy. (Shier et al. 2007)

Nejsilnéjsi vrstvou, kterd se vyskytuje ve stén¢ tepny, je tunica media. Tvofi ji
hladké svalové buiiky, které mohou probihat cirkularné nebo v nizkych spiralovitych
zavitech. Mezi nimi a kolem nich jsou potom sité¢ kolagennich a elastickych vlaken,
piipadné elastické blanky. (Cihak 1997) Tato pojivové tkan zajistuje cévé vyraznou
elasticitu, ktera ji umoziuje odolavat silnym néraztim krve pfi srde¢ni systole a zaroven
umoznuje jeji pfizpisobeni se nahlému zvyseni krevniho objemu. (Shier et al. 2007)

Podle ptfevazujici slozky v tunica media délime tepny na tepny elastického
a svalového typu. V prvnim piipad¢ prevazuje elasticka slozka, v ptipad¢ druhém slozka
svalova. Velké tepny, jako naptiklad aorta, arteriae iliacae, arteriae carotides, arteria
axillaris & arteria subclavia patfi mezi tepny elastické. (Cihak 1997) V tunica media
obsahuji velké mnoZzstvi elastinu. Charakterizuje je siln€j8i tunica intima a siln€ vyvinuta
subendotelova vrstva s podéln€ orientovanymi vazivovymi vlakny, kterd hraji dilezitou
roli pii deformaci endotelu béhem kontrakci a dilataci tepen. (Junqueira et al. 1997)

Vrstvu tunica media tvoii fada perforovanych, koncentricky uspotddanych
elastickych membran, které postupné sili dal$im uklddanim elastinu. Mezi nimi jsou
hladké svalové bunky, retikularni vldkna a hmota obsahujici chondroitin sulfat.
Tunica adventitia, jez obsahuje elasticka a kolagenni vldkna, je pomérné malo vyvinuta.
(Junqueira et al. 1997) Elastické tepny se béhem srdecni systoly rozpinaji a béhem
diastoly zase zuzuji. Dochdzi tak k pohdnéni krve a zaroven k zachytu systolického

vzestupu krevniho tlaku. Diky tomu proudi krev rovnomérnéji. (Cihak 1997)
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Tepny mensiho kalibru byvaji Gisté svalového typu. (Cihak 1997) Jedna se
o vétsinu arterii v lidském téle. Tunica media mize obsahovat az 40 vrstev hladkych
svalovych bun€k. Jejich mnozstvi se pak snizuje s velikosti prisvitu cévy. Mezi
svalovymi buitkami se nachazi elastické membrany, retikularni vlakna a proteoglykany.
Membrana elastica externa se vyskytuje jen ve vétSich svalovych arteriich.
V tunica adventitia jsou zastoupena kolagenni a elasticka vldkna, fibroblasty, tukové
bunky, lymfatické cévy, vasa vasorum a nervy. (Junqueira et al. 1997) Ve své sténé maji
regulacni aparat ménici prusvit tepny. Tim se reguluje ptitok krve do jednotlivych oblasti.
Ve stfedné velkych tepnach se vyskytuje piiblizné stejné mnozstvi svalové a elastické
slozky. (Cihak 1997)

Cévni povrch tvofeny fibrildrnim vazivem s kolagennimi i elastickymi vlakny se
nazyva tunica adventitia (Ci tunica externa). Vldkna jsou na povrchu cévy sitovité
ptekiiZena, v nejbliz§im okoli cévy pak ptechazeji do vaziva. Tim dochazi k pruzné fixaci
cévy k okoli. (Cihdk 1997) V této vrstvé se vyskytuji i nepatrné cévky
(tzv. vasa vasorum), které davaji vzniknout kapilaram a ptivadéji vyzivu a kyslik pro
stény tepen. (Shier et al. 2007, Cihak 1997) Jedna se o tzv. cévy cév, které se bohat vétvi
Vv tunica adventitia a rovnéz v zevni vrstvé tunica media. Tyto vrstvy jsou ve velkych
cévach pfili§ silné a nevyZivi je pouze difuse z lumen, proto jim musi byt dalsi Ziviny
dodavany pies vasa vasorum. Castéji se nachazeji ve venach, coZ je patrné zpisobeno
tim, Ze ve venosni krvi je oproti krvi arteridlni mensi obsah kysliku i Zivin. Odstupuji
z arterii, které zasobuji, nebo z arterii sousednich. Ve vrstvé tunica adventitia se
v arteriich vyskytuji 1 lymfatické kapilary. (Junqueira et al. 1997)

Mezi tunica adventitia a vrstvou svalovych buné€k se nachazi jesté dalsi elasticka
vrstvicka nazvand membrana elastica externa. Nevyskytuje se vSak ve vSech tepnach,

chybi napiiklad v tepnach mozku. (Cihak 1997)

3.1.2.1 Aorta

Hlavni  tepnou lidského téla  je srdecnice  neboli aorta.
(Holibkova a Laichman 2004) Jedna se o nejvétsi elastickou arterii, ktera vystupuje z levé
srde¢ni komory a prochézi hrudni i bfisni dutinou. (Cihak 1997, Natika a Eligkova 2009)
Déli se na tfi Casti: pars ascendens aortae, arcus aortae a pars descendens aortae.
(Holibkova a Laichman 2004) Na sestupné aorté (viz Obr. 2) déle rozliSujeme ¢ast hrudni
(aorta thoracica) a btisni (aorta abdominalis). Ta se v misté tzv. bifurkace rozdéluje ve

dvé arteriae iliacae communes. (Cihak 1997)
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Main branches of descending aorta. (Schematic drawing.)

Obr. 2 Hlavni vétve descendentni aorty

Ptevzato z: Rohen et al. (1998)

3.1.2.2 Arteria mesenterica

Mezi bfis$ni arterie patii také arteria mesenterica inferior a arteria mesenterica
superior. (Nanika a EliSkova 2009) Ob¢ odstupuji z aorty. Arteria mesenterica inferior
zasobuje tlusté stievo od flexura coli sinistra po horni Cast rekta, arteria mesenterica

superior ¢ast duodena, pankreatu, celé tenké stievo a &ast stieva tlustého. (Cihak 1997)

3.1.3  Arterioly

Stavba arteriol se do ur€ité miry podoba stavbé arterii, jejich primeér vSak byva
mensi nez 0,5 mm. Tvofi je endotel a tenka vrstvicka hladkych svalovych bun¢k. Ty
v arteriolaich probihaji cirkularnd v jedné az péti vrstvach. (Cihak 1997,
Junqueira et al. 1997) Stejné jako v arteriich se zde vyskytuje vrstvicka zvand membrana

elastica interna. (Cihak 1997) Nachazi se viak pouze ve vétsich arteriolach, v mensich
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muze zcela chybét. (Junqueira et al. 1997) Tvofi ji sit’ vlaken, ktera odd€luji endotel od
hladkych svalovych bunék. Svalové bunky dale pokryva tenkd fibroelasticka vrstva.
Tepénky jsou pomérn¢ silnosténné a maji maly priisvit. Ten vSak pomoci své svaloviny
dokazi pohotové meénit, jednd se tedy o hlavni oblast regulace prutoku krve cévnim

fe¢istém. Na svych koncich piechazeji do prekapilar a nasledné do kapilar. (Cihak 1997)

3.1.3.1 Vasokonstrikce a vasodilatace

Hladké svalstvo ulozené ve sténdch arterii a arteriol je inervovano vétvemi
sympatiku — jedné ze dvou slozek autonomniho nervového systému. Jeho vasomotoricka
vldkna stimuluji buniku hladkého cévniho svalu ke kontrakei, kterd se projevi zuZenim
cévy. Tento proces se nazyva vasokonstrikce. Pokud jsou impulsy potlaceny, svalova
vldkna se uvolni a céva opét rozsiti. Zde se jednd o vasodilataci. Vasokonstrikce
a vasodilatace jsou tedy procesy, které vyznamné ovliviiuji tok krve, a tim i hodnotu

krevniho tlaku. (Cihak 1997)

3.14 Kapilary

Cévy s nejmens$im prumeérem jsou oznacovany jako kapilary neboli vlasecnice.
(Cihak 1997) Spojuji nejmensi arterioly s nejmensimi venulami. Tok krve do kapilar je
regulovan hladkym svalem, ktery obklopuje jejich poc¢atek. Jedna se o tzv. prekapilarni
sfinkter, ktery miZe kapilaru kontrakci uzavfit, nebo naopak relaxaci otevfit. Reaguje tak
na potieby bunék — pokud se v bunice nachézi nizka koncentrace kysliku a zivin, sfinkter
se uvolni, ¢imZ se zvysi pfitok krve. Kdyz pak bunka ziska dostatek kysliku a Zivin,
sfinkter opét kontrahuje a pfitok krve do kapilary se snizi, nebo kompletné pierusi.
(Shier et al. 2007, Junqueira et al. 1997)

Jejich sténa se sklada z jediné vrstvy endotelovych bungk, ke kterym z vnéjsiho
povrchu pfiléhaji zesitovana retikularni vlakna. (Cihak 1997) Produktem endotelu je
bazalni lamina, kterd spo¢ivd na povrchu bunék. Endotelidlni buiiky jsou polygonalni,
protahlé ve sméru krevniho proudu a vyklenuji se smérem do lumen v misté, kde maji
jadro. V cytoplazmé obsahuji velky pocet mikrofilament, coz zfejmé souvisi s jejich
predpokladanou schopnosti kontrahovat. Mezi bunikami se vyskytuji pevné spoje
(zonulae occludentes) a ptilezitostné také desmozomy a gap junctions.
(Junqueira et al. 1997)

Kapilaru misty pomoci svych tenkych vybézki obemykaji pericyty
(Rougetovy buiiky). (Cihak 1997, Junqueira et al. 1997) Jedna se o mezenchymové

buniky, které jsou obklopeny vlastni bazalni laminou, jez miize splyvat s bazalni laminou
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endotelovych bun¢k. Maji velkou schopnost transformovat se v jiné bunky a také jsou
diky obsahu aktinu, myosinu a tropomyosinu schopny kontrakce. V kapilarach nahrazuji
vrstvu tunica media. Tunica adventitia je nahrazena ptitomnosti tenké vrstvy kolagennich
vlaken. (Junqueira et al. 1997)

Prisvit kapilary obvykle odpovida rozméru erytrocytu, jejich Sifka je vSak znacné
proménliva. Nejten¢i kapilary se nachazeji ve svalech a v oc¢ni sitnici (reting), kde
naptiklad v jatrech, dieni zubt, kosti a v kiife nadledvin. Jejich primér byva 12—15 pm.
Nékteré endotelové buiiky sinusoid vykazuji fagocytarni schopnosti. (Cihdk 1997)

Kapilary patii mezi nejdilezitéjsi utvary v lidském téle, pies jejich tenké stény
probihda veskera latkova vyména v organismu. Na tuto vyménu jsou velmi dobie
adaptovany — endotelové buiiky tvoii velmi tenkou sténu, na kterou z vnéj$i stany naléha
tenka lamina basalis. (Cihak 1997)

Podle struktury se déli do ctyf skupin. Prvni je skupina souvislych neboli
somatickych kapilar. Jejich charakteristickou vlastnosti je nepiitomnost fenestraci
v endotelu. Vyskytuji se ve svalech, nervové tkani, vazivu a exokrinnich zlazach. DalSim
charakteristickym znakem somatickych kapilar jsou pinocytarni vacky, ty vSak nejsou
pritomny ve vSech zminénych organech. Vyskytuji se po obou stranach kapilar svalové
tkan¢, naopak v kapilarach zasobujicich vétsSinu oddilti nervového systému téméf nebo
zcela chybi. (Junqueira et al. 1997)

Druhym typem kapildr jsou kapilary fenestrované ¢ili visceralni. Rozsahlé
fenestrace (submikroskopické pory) ve sténach endotelovych bunék maji uzavieny
ultratenkou blankou zvanou diafragma. Charakteristickd je dobfe vyvinuta bazalni
lamina, ktera se nachdzi na zevni stran¢ diafragmy. Fenestrované kapilary se vyskytuji
v ledvinach, stfevech a endokrinnich Zlazdch — tedy vSude tam, kde probihd rychla
vyména latek mezi krvi a tkanémi. (Junqueira et al. 1997, Cihdk 1997) Propustnost
kapiléry je zde vyrazné ovlivnéna kromé& zpomaleni toku krve, jako ve vSech ostatnich
kapilarach, i strukturami molekul v diafragmé. (Cihak 1997)

Tretim typem kapildr jsou kapilary fenestrované, jejichZz otvory neuzavird
diafragma. Vyskytuji se v ledvinnych téliscich. Mezi endotelem a podocyty se vyskytuje
velmi silné bazalni lamina. (Junqueira et al. 1997)

Poslednim typem jsou tzv. sinusoidy s kiivolakym pribéhem a napadné
roz$itenym prasvitem. Obsahuji velké mnozstvi fenestraci, nemaji diafragmu a zietelné

zpomaluji pritok krve. Jejich charakteristickym znakem je pfitomnost makrofagh
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anesouvisla bazalni lamina. Vyskytuji se v jatrech, kostni dieni a sleziné.
(Junqueira et al. 1997)

Odlisné byva téz prostorové uspotfadani kapildr. Nekteré pfimo navazuji na
arterioly a nasledn¢ opét prechdzeji ve venuly, jiné tvofi velmi rozvétvené sité.
(Shier et al. 2007)

Na kapilary navazuji postkapildry ¢ili prevenuly. Maji téméf totoznou stavbu
s kapilarami, jsou vSak Sir$i a misty v jejich sténach nalezneme buniku hladké svaloviny.
Tento rys je charakteristicky 1 pro prekapilary. Jejich stény jsou stejné (v nékterych
ptipadech i vice) propustné, jako stény kapilar. Postkapilary dale ptechézeji do venul.

(Cihak 1997)

3.1.5 Venuly

Jako venuly (zilky) se oznacuji nejtenci zily v lidském téle, jejichZ sténa se rovnéz
skladd ze tii vrstev. Histologickd stavba se vSak od arterii a arteriol 1i8i naptiklad
neptitomnosti membrana elastica interna. Tunica intima tedy obsahuje pouze endotel
a tenkou vazivovou subendotelovou vrstvu. Tenké vrstvicka hladkych svalovych bunék
bez elastickych vlaken tvoii stfedni vrstvu zvanou funica media. Tunica adventitia je
sloZzena z vaziva, které zde tvoifi pomérné silnou vrstvu. Vyskytuji se zde prevazné

podélné orientovana kolagenni vlakna. (Cihak 1997)

3.1.6 Veny

Zily se od tepen odlisuji pfedevsim tenéi sténou, ktera obsahuje méné hladkych
svalovych bundk i méné elastické tkang. (Cihak 1997, Shier et al. 2007) Ta je pro né
dostacujici, nebot’ v nich krev proudi vyrazné pomaleji. Neni jiz popohanéna silou srdce,
nybrz zavisi na fadé pohybu téla, které ji nepfimo pohanéji. Mezi tyto pohyby patii
napiiklad dychaci pohyby & pohyby svalil. (Cihak 1997)

Zilni fedisté predstavuje na mnoha mistech v t&le rezervni objem krve. Jedna se
naptiklad o jatra, slezinu nebo podkozi. UmozZiuje to velikost jeho objemu a pomaly
pratok. (Cihak 1997) Rezervni objem krve je dilleZity pfedev§im pii Girazech. Pokud totiz
dojde ke krvaceni, které je doprovazeno poklesem arteridlniho krevniho tlaku, nervové
impulsy sympatiku reflexné stimuluji svaly v Zilnich sténdch, coZ vede k jejich konstrikci.
Tim do srdce pfitéka horni a dolni dutou Zilou vice krve a krevni tlak je takto udrzovan.
(Shier et al. 2007, Holibkova a Laichman 2004) V  zilach se nachdzi pfiblizné
70 % celkového objemu krve. (Junqueira et al. 1997)
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Zily se dle umisténi v t&le déli na dvé skupiny. Povrchové Zily se nachézi
v podkoznim vazivu, kde zpravidla nedoprovazeji zadné tepny, a misty jsou viditelné pod
ktzi. Skrze povrchové fascie maji spojky do druhého typu zil, zil hlubokych. Ty
doprovazeji tepny a Casto také nervy. Podél tepen stfedniho kalibru byvaji dvé misty
piicéné propojené Zily. (Cihak 1997)

Tti vrstvy jsou spolecné pro arterie i veny, v jejich histologické stavbé vSak
existuji rozdily (viz Obr. 1). Stény Zzil maji mensi relativni tloustku vrstev a 1isi se
1 v poméru zastoupeni jednotlivych tkanovych slozek. Membrana elastica interna se
vyskytuje az v zilach stfedniho a vétSiho priméru. Tunica media je ten¢i nez u arterit,
nachdzi se v ni mensi mnozstvi hladké svaloviny. V nékterych zilach (jako napiiklad
v nitrolebe¢nich splavech ¢i v diploickych zilach) svalovina tpln¢ chybi. Takové zily uz
nemohou regulovat pritok krve a jsou zavzaty do okolniho hustého vaziva ¢i do
spongiozni kosti. I svalovina nejvétsich Zil viak byva zredukovéna. (Cihak 1997)

Zily maji na rozdil od arterii je§té dalii charakteristicky znak — Zilni chlopné
neboli valvulae venosae. Jedna se o vazivem vyztuzené vybezky tunica intima. Pokryva
je endotel a miize na nich byt vytvotena i membrana elastica interna. Maji tvar palmeésice,
jednu az t¥i kapsy a umoziiuji pritok krve pouze smérem k srdci. (Cihak 1997) Pomahaji
tak jejimu navratu zpét do pravé srdecni siné, v opacném smeéru jsou uzavieny.

(Shier et al. 2007) Nejvice se vyskytuji v zilach konéetin. (Cihak 1997)

3.1.7 Hladky sval

Za tonus a motilitu mnoha organt v téle odpovidaji buniky hladkych svald. Jedna
se o bronchy, zaludek, stfeva, vyvodné mocCové cesty, uterus, oko, chamovody
a v neposledni fadé¢ i o cévy. (Liillmann et al. 2002) Hladka svalovina se vyskytuje
v arteriich, venach, arteriolach 1 venuldch. Nenachdzi se pouze v kapilarach.
(Trojan et al. 2003)

Hladké svalstvo tvoti skupiny vietenovitych bunék, na nichZ neni pod svételnym
mikroskopem viditelné pfi€né pruhovani. Vldkna aktinu a myosinu v myofibrilach jsou
totiz velmi tenkd a navic uspotadand ndhodnéji, nez je tomu u svald pifi¢n€ pruhovanych.
(Junqueira et al. 1997, Shier et al. 2007) Builky jsou protahlé¢ a zaSpicatélé, kazda
obsahuje jediné centraln€ uloZené jadro. Postradaji pii¢né tubuly a nemaji ptili§ vyvinuté
sarkoplasmatické retikulum. (Shier et al. 2007)

Podle umisténi a funkénich pozadavkl probiha jejich kontrakce riznou rychlosti.

Ta je regulovdna nervové nebo humoralné. (Liillmann et al. 2002) Hladka svalovina
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pfijima impulsy z adrenergnich i cholinergnich nervovych zakonceni, kterd puhsobi
vzajemn¢ antagonisticky. (Junqueira et al. 1997) Oba neurotransmitery pak kontrakci
nékterych hladkych svalti stimuluji a jinych inhibuji. V cévnich sténach jsou svalova
vladkna organizovand mén¢ nez v dutych organech a funguji jako samostatné jednotky.
(Shier et al. 2007)

Hladka svalovina je velmi diferencovand, proto nelze ani svalovinu v cévach
povazovat za jednotnou skupinu. Nelisi se pouze mezi arteriemi a venami, nybrz i v rizné

lokalizovanych arteriich. (Liillmann et al. 2002)

3.1.8 Kontrakce hladkého svalu

Kontrakce hladkého svalu je zavisla pfedevsim na koncentraci ionti kalcia uvnitf
bunék. V cytosolu se nachazi za klidového stavu vapenaté ionty v koncentraci 107 M,
zatimco v extracelularnim prostoru jich je 10000x vice (10~ M). Bunééna membrana je
pro ionty malo permeabilni, proto se tento gradient snadno udrzuje. Pro ionty vapniku je
fosfolipidové dvojvrstva dokonce absolutné nepropustnd. Aby mohlo dojit k jejich
transportu pfes membranu, musi v ni byt zabudovan bilkovinou tvofeny kanal.
(Liillmann et al. 2002)

Ke kontrakei svalu dochézi po vstupu kalcia do buriky. [ uvnitt burniky jsou zasobni
mista, ze kterych se muze vapnik uvolnit — jednd se napiiklad o sarkoplasmatické
retikulum ¢i o vazebné misto na bunéfné membrané. (Liillmann et al. 2002)
Sarkoplasmatické retikulum vSak neni v hladkych svalovych bunkach ptili§ vyrazné,
proto je nutny vstup vapenatych iontl z extraceluldrniho prostoru vapnikovymi kandly.
(Trojan et al. 2003) Podobné jako pti kontrakci pficn€ pruhovaného svalu musi byt
1u svalu hladkého pro umoznéni stahu ziskavana energie ve form¢ adenosintrifosfatu
(ATP). (Shier et al. 2007)

V buinkach se vyskytuji klasicka kontraktilni vlakna — aktin a myosin — nejsou
vSak totozna s kontraktilnimi vlakny v pfi¢n€ pruhovaném svalu. Lisi se naptiklad ve
fyziologickych vlastnostech, uspofddani, stavbé ¢i v zastoupeni jednotlivych
kontraktilnich bilkovin. (Trojan et al. 2003)

Pii zvySené koncentraci kalcia vznikaji v builkkdch komplexy vapniku
s kalmodulinem. Jedna se o protein, ktery obsahuje Ctyfi vazebna mista pro vapenaté
ionty a je strukturou ptibuzny troponinu, jenz se vyuziva jako senzor kalcia k aktivaci
kontraktilnich vlaken v pfi€né pruhovaném svalu. Komplexy vapnik—kalmodulin aktivuji

tzv. light-chain-myosin-kinase (LCMK). Jedna se o kinasu lehkého fetézce myosinu,
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enzym, ktery pienasi na lehké fetézce myosinu fosfatovou skupinu. Kontrakce pak
nastava reakci fosforylovaného myosinu s aktinem. (Liillmann et al. 2002)

Myosinu se v hladkém svalu vyskytuje tfikrat méné nez ve svalu pficné
pruhovaném a ani jeho stavba neni v obou typech shodna. Aktinu je zde naopak dvakrat
vice. V hladkém svalu se nenachazi vysoce uspoiadané sarkomery, proto je rozpéti jeho
délky mnohem vétsi nez rozpéti délky svalu piicné pruhovaného. Dokaze se zkratit az na
pétinu své klidové délky a rovnéz protdhnout se mize mnohem vice nez sval pti¢né
pruhovany. (Trojan et al. 2003)

K relaxaci dochazi poklesem koncentrace vapenatych iontl v cytosolu. lonty se
uloZi zpét do zéasobnich mist, nebo se za Gi¢asti Ca**-ATPasy transportuji mimo butiku.
(Lillmann et al. 2002) Sarkoplasmatické retikulum je v hladkych svalovych bunkach
méné vyvinuté, proto je vapnik vychytavan i dal§imi organelami. Mezi ty patii naptiklad
mitochondrie. (Trojan et al. 2003) Fosfatové skupiny jsou od lehkych fetézci myosinu

odstépeny fosfatasami a myosin se opét vraci do klidového stavu. (Liillmann et al. 2002)

3.1.8.1 Molekuldrni podstata kontrakce

Na molekularni tirovni se kontrakce hladkého svalu velmi podoba kontrakei svalu
pfi¢né pruhovaného. Dochazi k posuvu filament a vznikaji pficné mistky mezi aktinem
a myosinem. Zarovenl musi dojit k hydrolyze ATP, kterd v hladkém svalu probiha
pomaleji. (Trojan et al. 2003) Také samotna kontrakce a néslednd relaxace svalu je
v hladkém svalstvu pomalejsi. Sval zlistava kontrahovany delsi dobu, nez je tomu u svalu
pti¢né pruhovaného, za spotieby stejného mnozstvi ATP. (Shier et al. 2007)

Svalova kontrakce je regulovana intraceluldrni hladinou kalcia. Kromé jiz
zminénych mechanisml ovliviiuji hladinu vépniku i1 regulaéni proteiny kalmodulin,

kaldesmon a kalponin. (Trojan et al. 2003)

3.1.9 Regulace krevniho obéhu

V obéhovém systému jsou vytvofeny rizné regulacni mechanismy. Nekteré
zabezpecCuji mistni poZadavky na pritok krve, jiné zajiStuji fungovani ob&hového
systému jako celku. Periferni cirkulace je fizena dvojim zplsobem — mistné (reakci
hladké svaloviny arteriol na mistni podnéty a podminky) a centralné¢ (reakci hladké
svaloviny arteriol na pokyny z ustfedi celkovych regula¢nich mechanismli v mozkovém
kmeni). Mistni regulaci je fizen pritok krve jednotlivymi tkdnémi a orgény, centralni
regulace udrzuje staly tlak krve pfi zménach pratoku jednotlivymi organy v disledku

zmen jejich potieby prokrveni. (Trojan et al. 2003)
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Mistni regulacni mechanismy (= autoregulace) méni cévni prasvit, a tim upravuji
prutok krve tkani. Zaroven dochéazi ke zméné celkového periferniho odporu v fecisti, coz
muze zpusobit zménu krevniho tlaku. Celkové regula¢ni mechanismy zabranuji zméné
celkového periferniho odporu i krevniho tlaku zménou priisvitu cév v ostatnich oblastech
kardiovaskularniho systému a Upravou ¢innosti srdce. Mistni fizeni pievlada v mozku
a myokardu, centralni ve splanchnické oblasti a v kiizi. (Trojan et al. 2003)

Autoregulace zajist'uje predevsim tii pozadavky — udrzet konstantni pritok krve
tkani 1 pti zméné TK, udrzovat stalou linearni rychlost toku krve a ptizptisobovat pritok

krve tkéani jeji metabolické aktivité. (Trojan et al. 2003)

3.1.9.1 Mistni regulacni mechanismy

Myogenni autoregulace

Myogenni mechanismus zprostiedkovava udrzeni stalého prutoku krve cévou i pii
zméné TK. Vyss§i TK zplsobi roztazeni cévni stény, coz vede ke kontrakei jeji hladké
svaloviny a zmenSeni prisvitu cévy. Zaroven vSak vzroste 1 odpor a pratok krve cévou
zustane nezménén. Tento typ autoregulace se uplatiiuje predevsim v ledvinach a v mozku.

(Trojan et al. 2003)

Endotelova regulace

Pokud se v cévé zvysi linearni rychlost toku krve, endotel vylouci oxid dusnaty
a dojde k vasodilataci. Endotelova regulace brani vzniku pfili§ vysokeé linearni rychlosti
proudu krve a rovnéz piechodu k turbulentnimu proudéni, které by mohlo vést ke vzniku

trombu. (Trojan et al. 2003)

Metabolicka regulace

Kazdy organ ma svou vlastni regulaci krevniho ob&hu odvozenou od akutnich
potieb dodavky kysliku a zivin a odvodu zplodin metabolismu. Kyslik, dalsi latky nutné
pro zajisténi metabolismu 1 vznikajici metabolity plsobi na hladké cévni svaly piimo,
nebo pies endotelidlni receptory a s nimi spojenou produkci oxidu dusnatého (NO),
aovliviiuji jejich tonus. Zaroven zde funguje zpétnd vazba — zvySené prokrveni je
disledkem zvySeni metabolismu daného organu. (Trojan et al. 2003)

vvvvvv

(naptiklad v travicim traktu) je zase typickd enzymaticka regulace. Pti aktivaci z14z v nich
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dojde zaroven k vyrazné vasodilataci cév. Jedna se ptredevSim o duasledek plsobeni

kininti. Vysoce uc¢innym vasodilatanciem je naptiklad bradykinin. (Trojan et al. 2003)

3.1.9.2 Celkové regulacni mechanismy

Celkové regulacni mechanismy zajistuji fizeni celkového periferniho odporu
a minutového srdecniho vydeje za ucelem neustadlého udrzovani tlakového gradientu
nutn¢ho pro udrzeni toku krve v cévach. Tyto mechanismy udrzuji predev§im staly

arterialni TK pfi rizné redistribuci minutového srdecniho objemu. (Trojan et al. 2003)

Nervové regulaéni mechanismy

Mezi rychlymi regulaénimi mechanismy pievazuji regulacni mechanismy
nervove, jejichz hlavnim ukolem je udrzovat stdlou hodnotu TK. Ovliviiuji i mistni prutok
krve, jsou vSak fizeny centralné. Typické jsou napiiklad pro kizi, kosterni svalstvo,
ledviny a splanchnickou oblast. Zprostiedkovava je vegetativni nervovy systém,
predevsim sympatikus s neurotransmiterem noradrenalinem, ktery ma vasokonstrikéni
ucinek. Krome¢ ptisobeni sympatiku se ale v n¢kterych oblastech uplatnuje 1 vasodilata¢ni
ucinek cholinergnich zakonceni parasympatiku. (Trojan et al. 2003)

Ditlezitymi mechanismy, které pomoci sympatiku fidi hodnotu TK, jsou cévni
reflexy. Informace jsou do vasomotorickych center v prodlouzené mise dorucovany
aferentnimi drahami z cetnych receptorti, do srdce a hladkych cévnich svali pak
prichazeji drahami eferentnimi. Patii sem napiiklad baroreceptorové reflexy a reflexy

zprostfedkované predsiiovymi receptory ¢i chemoreceptory. (Trojan et al. 2003)

Hormonalni regulaéni mechanismy

wevr

adrenalin (ptisobi na a- i B-receptory) a noradrenalin (pisobi pouze na a-receptory).
Reakce hladkého svalstva na jejich plsobeni je pak zéavisld na typu receptoru.
(Trojan et al. 2003)

Adrenergni receptory se d€li na ai, a2, B1 a B2, pfiemz receptory o2 se v obeéhové
soustave prakticky nevyskytuji. Receptory a1 se nachazeji predevsim v hladké svaloviné
rezistencnich cév (v kiizi, ledvinach a splanchniku v mistech inervace sympatikem).
Receptory Bi1 se vyskytuji v srdci, receptory P2 pfedevsim v cévach (hlavné ve véncitych

cévach a v kosternim svalstvu). (Trojan et al. 2003)
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Aktivovanim a;-receptorit dojde k vasokonstrikci, aktivaci P2-receptorii naopak
k vasodilataci. Z toho vyplyva, Ze noradrenalin zptisobuje vzdy vasokonstrikci, zatimco
adrenalinem je vasokonstrikce vyvoland u cév, ve kterych pievazuji a-receptory, ale
v misté pievazujicich B-receptorti zptsobi vasodilataci. Pro dosazeni aktivace B-receptort
je vsak zapotiebi mensi koncentrace adrenalinu, nez je tomu u a-receptorii. Adrenalin
tedy zplsobuje pusobenim na [-receptory pokles celkového periferniho odporu
aovlivnénim o- i B-receptorii soucasnou redistribuci minutového srde¢niho objemu,
zéaroven vsak pusobi i na myokard, kde minutovy srdecni objem zvysSuje. Noradrenalin
pusobi pouze zvySeni celkového periferniho odporu, a tim 1 TK. (Trojan et al. 2003)

Bunky endotelu produkuji vasokonstrikéné pusobici latku endotelin. Ten zaroven
pusobi pozitivng inotropné a pozitivné chronotropné i na srdce. Je tedy na hranici mezi
mistnimi a celkovymi regulacnimi mechanismy. (Trojan et al. 2003)

Na hranici mezi rychlymi a pomalymi regulaénimi mechanismy zase stoji
renin-angiotensin-aldosteronovy systém (RAAS), ktery zapojuje do fizeni krevniho tlaku
iledviny (viz Obr. 3). Oktapeptid angiotensin II, ktery je soucasti tohoto systému,
vykazuje velmi silny vasokonstrikéni ucinek (pfedev§im v oblasti arteriol), aktivuje
sympatikus a stimuluje sekreci aldosteronu. Tento mechanismus je aktivovan pii poklesu
prutoku krve ledvinami. Pokud dojde ke snizeni tlaku ve vas afferens, zacne se ve zvySené
mife vylu€ovat renin, coz aktivuje cely systém. Vysledna vasokonstrikce vede ke zvySeni
TK a zaroven k normalizaci tlaku ve vas afferens. (Trojan et al. 2003)

Opacny ucinek ma tzv. atridlni natriureticky peptid, ktery je vylu€ovan srde¢nimi
pfedsinémi pii zvySeném zilnim néavratu. Pusobi antagonisticky k riznym

vasokonstrikénim latkam a snizuje tak hodnotu TK. (Trojan et al. 2003)
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Response mediated by the sympathetic nervous system
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Obr. 3 Odpovéd’ autonomniho nervového systému a renin-angiotensin-aldosteronového
systému na snizeni krevniho tlaku

Ptevzato z: Clark et al. (2012)

Pomalé (dlouhodobé) regula¢ni mechanismy

Pomalé regulacni mechanismy piisobi prosttednictvim fizeni celkového objemu
krve. Patfi sem ucfinek mnozstvi tekutiny vylou€ené ledvinami, mechanismus
zprostfedkovany vasopresinem (= antidiureticky hormon, ktery vyvolava vasokonstrikci
a zvysuje zpétnou resorpci vody v ledvinnych tubulech) ¢i mechanismus zpétné resorpce
sodnych iontli a vody zplsobeny vylucovanim aldosteronu. Aldosteron navic zvysuje
citlivost hladkych cévnich svalii na angiotensin II, ¢imz zaroven posiluje uc¢innost RAAS.

(Trojan et al. 2003)

3.2 Flavonoidy

3.2.1 Obecna charakteristika

Flavonoidy (derivaty 2-fenylchromanu) se vyskytuji ve velkém mnozstvi rostlin.
(Spilkova et al. 2016) Pro rostliny jsou velmi dualezité — vabi opylovace a symbionty
achrani rostlinu pfed Skodlivym ultrafialovym zafenim, mikroby 1 bylozravci.
(Dixon a Pasinetti 2010) Jedna se o rostlinné pigmenty syntetizované z fenylalaninu,

které si lidské ani zviteci t€lo neni schopno samo vytvofit. Zpiisobuji zbarveni kvetoucich
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¢asti rostlin, v potravé jsou zodpovédné za barvu a chut. Také snizuji oxidaci tuka
a chrani vitaminy a enzymy. Jsou teplotné stabilni, ale vafeni a smaZeni je deaktivuje.
(Yao et al. 2004)

Prospésné jsou nejen rostlindm, nybrz i lidskému télu. Jednd se o ptirodni
antioxidanty, které chrani tkané pied oxida¢nim poskozenim a pomahaji tak zmensovat
riziko onemocnéni zptsobeného piisobenim reaktivnich radikald na dilezité molekuly.
Volné radikaly napadaji naptiklad lipidy, ribonukleové kyseliny ¢i proteiny.
(Volf a Andrs 2015)

Jejich strukturu tvoii dva substituované benzenové kruhy A a B a pyranovy kruh
C kondenzovany s kruhem A. (Volf a Andrs 2015) Dé¢li se na flavony, flavanony,
flavonoly, dihydroflavonoly, flavan-3-oly, flavan-3,4-dioly, aurony a chalkony
(viz Obr. 4). Tyto skupiny se mezi sebou li§i stupném oxidace pyranového kruhu.
Biogeneticky jsou s nimi pifibuzné také anthokyany a isoflavonoidy (derivaty
3-fenylchromanu). (Spilkova et al. 2016)

V pftirod¢ jsou flavonoidy velmi rozsifené, vyskytuji se predevsim v cévnatych
rostlinach. Popsano bylo pres 4000 latek. OdliSnosti mezi jednotlivymi flavonoidy tvoii
pocet a poloha substituentti, které jsou navazany na obou aromatickych kruzich, a rovnéz
napojeni cukrii nebo organickych kyselin. Za nejvyznamnéjsi flavonoidy jsou
povazovany flavony, flavonoly, flavanony a katechiny (derivaty flavanu).
(Spilkova et al. 2016)

V  rostlinach se flavonoidy vyskytuji predevSim glykosidné vazané.
(Spilkova et al. 2016) Casto byvaji navazany v poloze 3 na raznych cukrech — mezi
nejobvyklejsi patii glukosa a rhamnosa. Tvorba glykosidi zavisi na pfitomnosti svétla.
Cukr nékdy byva dale acylovan rtiznymi kyselinami (napiiklad benzoovou, gallovou,
nebo malonovou). Jejich molekuly jsou tedy velmi pestré. Ptitomnost cukri
a hydroxylovych skupin zvySuje rozpustnost ve vode¢, methylové skupiny ji naopak
snizuji. (Volf a Andrs 2015)

Flavonoidy se rozpousti v buné¢né §taveé vakuol, proto diive panoval nazor, Ze
jsou pouze odpadnim produktem metabolismu rostlin, ktery je ,,odklizen* do centralni
vakuoly. (Spilkova et al. 2016, Dixon a Pasinetti 2010) Umisténi mnoha flavonoida do
vakuoly pak pfipousti jejich fotoprotektivni a pigmentacni aktivitu, nevysvétluje vSak
jejich aktivitu antioxidac¢ni. K objasnéni funkce flavonoidd, které se hromadi mimo

vakuolu (napfiklad v chloroplastech ¢i v jadfe), je zapotiebi provést jest¢ nékolik
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kombinovanych genetickych, biochemickych a biofyzikalnich studii.
(Dixon a Pasinetti 2010)

Lipofilni flavonoidy s navazanou methoxylovou skupinou se vyskytuji i v silicich.
Predpoklada se, Zze se v zivé rostliné ucastni oxidacné redukcénich pochodt.
(Spilkova et al. 2016)

Drogy obsahujici flavonoidy maji velmi Siroké vyuziti. Nékteré z nich normalizuji
propustnost kapilar, odstraiuji jejich lomivost, pisobi antihemoragicky a antiedemat6zné
— tyto ucinky jsou nazyvany ucinkem vitaminu P. Dalsi flavonoidy dilatuji cévy, ¢imz
snizuji krevni tlak, jiné plisobi antiagregacné. Jsou to také vyznamné antioxidanty, které
maji schopnost eliminovat volné kyslikové radikdly a dalsi reaktivni formy kysliku,
pokud v organismu dochdzi k jejich nadprodukci. Inhibuji rovnéz nékteré enzymy, jez se
ucastni biochemickych pochodi pti vzniku volnych radikall, a dokéazi chelatovat méd’ ¢i
zelezo. (Spilkova et al. 2016)
oxidace lipidi a v neposledni tadé¢ 1 diasledki oxidaéniho poskozeni pfi
kardiovaskularnim onemocnéni, stdrnuti organismu ¢i nadorovém onemocnéni.
Flavonoidy inhibuji hyaluroniddazu a brani Sifeni mikrobialnich toxind tkanémi. Také
potencuji ucinek kyseliny askorbové (vitaminu C), proto se pouzivaji jako podptrné
prostiedky k 1é€bé infekénich nemoci. Mohou podporovat i vyluCovani a samotnou
tvorbu Zluci a plsobit spasmolyticky. Drogy obsahujici flavonoidy maji téZ diuretickou
aktivitu. (Spilkova et al. 2016)

Utinné jsou nejen glykosidy, nybrz i jejich aglykony. Jsou pouzivany jako &isté

latky, standardizované extrakty i1 jako samotné drogy. (Spilkova et al. 2016)
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Obr. 4 Struktury jednotlivych flavonoidnich tfid
Prevzato z: Volf a Andrs (2015)

3.2.2 Biosyntéza flavonoidi

Rozli8uji se dvé hlavni cesty vedouci k syntéze aromatickych latek v biologickych
systémech. Jedna se o cestu Sikimatovou a acetatovou. Témito dvéma cestami vznikaji
1 aglykony flavonoidnich glykosidi. Fenylpropanova jednotka ve formé skoficové
kyseliny vazané na koenzym A se béhem acetatové cesty prodluzuje o fetézec obsahujici
Sest uhlik. Tento fetézec je polyketidicky a pfistupuji k nému pouze tfi molekuly

malonylkoenzymu A. Zacyklenim vznikne chalkon, ze kterého se pozdé&ji vytvaii
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flavanony, jez maji vztah k dalsim skupinam flavonoidt. Jednotlivé derivaty se vytvoii
zavedenim ¢i odstranénim hydroxylovych skupin. Pfi zavedeni hydroxylové skupiny do
polohy 3 vzniknou flavanonoly, flavonoly se vytvofi dehydrogenaci poloh 2 a 3. Samotna

glykosylace nastava v poslednim stadiu tvorby flavonoidu. (Spilkova et al. 2016)

3.2.3  Vyznamné flavonoidy

Mezi nejvyznamné;jsi flavonoidy patii flavonolovy glykosid rutin, jenz byl poprvé
syntetizovan z rostliny Ruta graveolens, podle niz byl i pojmenovan. Pouziva se pfi Zilni
nedostatecnosti jako venofarmakum — snizuje permeabilitu kapilar a zvySuje pevnost
stény cév. Podavd se 1 k doplnéni 1é€by pii infekénich onemocnénich.
(Spilkova et al. 2016)

Dalsi vyznamnou latkou patiici do skupiny flavonoidi je v oplodi nezralych
citrusii se vyskytujici hesperidin. Casto se kombinuje s vitaminem C pfi 16¢b& lomivosti
kapilér, hemoragie a hypertenze. Déle se pouziva ve standardizované smési s diosminem
pti chronické zilni a lymfatické insuficienci, k 1é¢bé lymfatickych edémii a v neposledni
rad¢ 1 k 1é¢be hemoroidt. (Spilkova et al. 2016)

Tfetim vyznamnym flavonoidem, jehoz vlastnosti budou popsany dale, je

quercetin. Jednd se o jeden z nejrozsifenéjSich flavonoll. (Spilkova et al. 2016)

3.2.3.1 Flavanoly

V pfirod¢ se hojné vyskytuji flavan-3-oly. Velké mnozZstvi jich obsahuji Cerstvé
listy caje, ve kterych jsou nejvice zastoupenymi polyfenoly. Jedna se naptiklad
o epigallokatechin-3-O-gallat ¢i epikatechin-3-O-gallat. Zajimavosti je, Ze s fermentaci
¢aje klesa obsah gallatovych flavan-3-olti az 0 90 %. V ¢erném ¢aji nejsou tedy hlavnimi
slozkami tyto latky, nybrz ve vod€ rozpustné vysokomolekuldrni thearubiginy.
(Volf a Andrs 2015)

Mezi dalsi zastupce flavanoll patii katechin a epikatechin. (Volf a Andrs 2015)
Nejbohat§im zdrojem katechinii je ¢okolada a zeleny ¢aj, vyskytuji se vSak i v merutikach
a Cerveném ving. (Manach et al. 2004) Oba obsahuji dvé chiralni centra. Mohou byt
hydroxylovany za vzniku gallokatechind, nebo esterifikovany s kyselinou gallovou.
Potom z nich vznikaji gallokatechin, epigallokatechin, nebo jiz vySe zminé&né
epigallokatechin-3-O-gallat ¢i epikatechin-3-0O-gallat. (Volf a Andrs 2015)

Po peroralni aplikaci se nejrychleji vstfebava (—)-epikatechin, ktery je
nejrozsitenéjsi v ptirode, a dale pak (+)-katechin. Oba jsou biologicky velmi G¢inné, pti

uprave v potravinafstvi vSak dochdzi k epimerizaci (—)-epikatechinu. Ten se pak jiz malo
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akumuluje v plazmé a jeho metabolity se vylucuji moci pouze ve velmi malém mnoZzstvi.

Ptitom jediny (—)-epikatechin méa vyznamnou vasodilatacni aktivitu. (Volf a Andrs 2015)

3.2.3.2 Flavonoly

Mezi flavonoly patii flavonoidy vyskytujici se predev§$im jako O-glykosidy.
(Volf a Andrs 2015) Jedna se o nejrozsifengjsi flavonoidy v potrave. (Yao et al. 2004)
Byvaji substituovany nejen v poloze 3 kruhu C, nybrz i v dalsich polohach. Radi se sem
napiiklad quercetin, myricetin, isorhamnetin a kaempferol. (Volf a Andrs 2015)

Nejbohat$imi zdroji flavonoll jsou cibule, kadefava kapusta, porek, brokolice,
borlivky, Cervené vino a Caj. (Manach et al. 2004) Jejich hlavni obsahovou latkou je
quercetin, v ¢ervené cibuli pak nalezneme i anthokyaniny. Bohatym zdrojem jsou i rajska
jablka, ktera obsahuji ve vétsSim mnozstvi quercetin-O-rutinosid. Flavonoly se dale
nachdzeji v brokolici, jablkéach, Spenatu ¢i chmelu. Vétsinou se vyskytuji jako konjugaty

s mnoha riznymi cukry. Jejich mnoZzstvi je zavislé na podnebi. (Volf a Andrs 2015)

3.2.3.3 Flavony

Jako flavony se oznacuji flavonoidy, které nejsou oxidovdny na uhliku
Cislo 3. Patii sem apigenin a luteolin, obsazené v petrzeli a v celeru, a dale
polymethoxylované flavony tangeretin, nobiletin a sinensetin, které obsahuji citrusové
plody a oranzadové S§tavy. (Volfa Andrs 2015, Manach etal. 2004) Praveé
polymethoxylované flavony jsou nejvice hydrofobnimi flavonoidy. (Manach et al. 2004)

V piirodé¢ nejsou pfili§ rozsifeny. V rostlinach se vétSinou vyskytuji ve formée
svych 7-O-glykosidi. (Volf a Andrs 2015) C-glykosidy flavonil jsou obsazeny v prosu
a pSenici. (Manach et al. 2004)

3.2.3.4 Flavanony

Flavanony maji neplanarni strukturu a chirdlni uhlik ¢islo 2. Nejcastéji se
vyskytuji v citrusovém ovoci, ale také napiiklad v rajskych jablkach nebo maté.
(Volf a Andrs 2015, Manach et al. 2004) Mezi flavanony patii naringenin a hesperetin,
které jsou obsaZeny v pomerancich, a eriodyctyol, obsazeny v citronech. V plodech byvaji
glykosylovany v poloze 7 rutinosou, nebo neohesperidosou. Tak vznikaji narirutin
a hesperidin, jez jsou oba bez chuti a vyskytuji se v citrusovych slupkach.
(Volf a Andrs 2015)

Naringin a neohesperidin jsou konjugaty s neohesperidosou, oba maji intenzivné

hotkou chut. Neohesperidin se vyskytuje v grapefruitovych slupkach. VéEtsi Cast
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flavanoni je v pevné Casti ovoce, absorbuji se v tra¢niku. Maji velmi variabilni
individualni bioaktivitu. Pomerancova §t'ava ptiznive ptisobi na kardiovaskularni nemoci

a n¢které nadory. (Volf a Andrs 2015)

3.2.3.5 Anthokyanidiny

Anthokyanidiny jsou zodpovédné za barvu plodu a kvéth. (Volf a Andrs 2015)
Zpusobuji oranzové, cervené, rizové, modré a fialové zbarveni mnoha druhli ovoce
a zeleniny. (Dai a Mumper 2010, Manach et al. 2004) Jsou pfitomny napiiklad
v malindch, jahodach ¢i ostruzinach. Maliny a jahody obsahuji pelargonidin, ostruziny
kyanidin. (Volf a Andrs 2015) Mezi dal§i zastupce patii malvidin a delfinidin.
(Volf a Andrs 2015)

V prirod¢ se nejcastéji vyskytuji jako glykosidy (anthokyaniny). Ve viné vznika
v disledku chemickych a enzymatickych transformaci vét§i mnozstvi polyfenolil
odvozenych od anthokyaninid. Rostlinné plody navic mohou obsahovat stejné
anthokyanidiny vazané s riznymi cukry, coz ztéZuje zjiSténi jejich biologické ucinnosti.
(Volf a Andrs 2015) Vyskytuji se v ¢erveném ving, obili, listové a kofenové zelening,

nejvetsi mnozstvi se vSak nachazi v ovoci. (Manach et al. 2004)

3.2.3.6 Isoflavony

Skupinu isoflavoni tvoii fytoestrogeny genistein, daidzein a glycitein.
(Volfa Andrs 2015, Manach et al. 2004) Jsou obsaZzeny v sdje a v luSténinach jako
glykosidy 1 aglykony. Dalsi isoflavon, 5,7-dimethoxyisoflavon, se nachazi v angrestu.
Jejich ptisobeni se podoba ptisobeni zenského pohlavniho hormonu estradiolu. Vazi se na
jeho receptory a diky podobné struktute (viz Obr. 5) potlacuji rist nadorti prsu a prostaty.

(Volf a Andrs 2015)
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Obr. 5 Porovnani struktury endogenniho a exogenniho estrogenu

Ptevzato z: KaSparova (2013)

3.2.3.7 Proanthokyanidiny

Proanthokyanidiny jsou v rostlinach nejrozsifenéjSimi oligomery a polymery.
Obsahuje je napiiklad kakao, vino a ovoce. (Volf a Andrs 2015) Jsou zndmy i pod
pojmem kondenzované taniny. (Manach et al. 2004)

Ve sttevech jsou depolymerizovany na monomerni ¢i dimerni prokyanidiny.
(Volf a Andrs 2015) Prokyanidin reaguje s glykoproteinem ve slinach, ¢imz ptispiva ke
kyselé a sviravé chuti ovocnych dzustl, ovoce (grapeftuit, jablko apod.) a napoji (vino,
¢aj, pivo apod.). (Dai a Mumper 2010, Manach et al. 2004) Rovnéz zptsobuji hotkou
chut’ ¢okolady. (Manach et al. 2004) V plazmé se vyskytuji monomery ptedevsim jako
konjugované metabolity. Obtizné€ se vstiebavaji, nebot’ jsou ve znacné ¢asti ireverzibilné
vazany k makromolekuldm v travicim traktu. Také proto maji nizkou biologickou

aktivitu. (Volf a Andrs 2015)

3.2.4 Quercetin

Rostlinny flavonol quercetin je v pfirodé velmi rozsifeny. (Volf a Andrs 2015)
Jednda se o flavonoid, ktery ve své molekule obsahuje ketonicky kyslik.
(Andriantsitohaina et al. 2012) Dulezité jsou jeho farmakologické vlastnosti — plisobi

antiflogisticky, antioxidacné (je silnym zhaSe¢em volnych radikali), protinddorove a také
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se uplatnuje v 1écbé rtiznych nemoci zptisobenych vyssim vékem. Jeho nevyhodou je vSak
Spatnd rozpustnost ve vod¢ a nizkd Dbiodostupnost. (Volfa Andrs 2015,
Andriantsitohaina et al. 2012) Vstiebava se pomalu a v ne pfili§ velkém mnozstvi, ma
Spatnou permeabilitu a je nestabilni. (Volf a Andrs 2015)

Peroraln¢ podany quercetin je znacné¢ metabolizovan jest¢ pied vstupem do
krevniho fecisté. Biotransformace probihd v GIT a jatrech (viz Obr. 6). Kyselé prostredi
zaludku sice neusnadniuje uvolnéni quercetinového aglykonu z glykosidového komplexu,
toto uvolnéni vSak mize byt zprostiedkovano gastrointestindlnimi enzymy.
(Graf et al. 2006) Pii zlepSeni téchto vlastnosti by mohl patfit mezi pfedni terapeutika
pouzivana na lécbu nékterych lidskych nemoci. (Volf a Andrs 2015) Jeho tfemi hlavnimi
metabolity jsou quercetin-3-glukuronid, quercetin-3’-sulfat a isorhamnetin-3-glukuronid.
(Andersen a Markham 2006)

Hlavnim zdrojem quercetinu je ¢erny bez, dale se vyskytuje v kakau, mexickém
oreganu a hiebicku. (Andriantsitohaina et al. 2012) Nalezneme ho i v rakytniku, kvétech
jirovce, poupatech jerlinu a také v cibuli, brokolici a jablkach. (Korbelat a Endris 1968,
Dai a Mumper 2010, Graf et al. 2006) NiZs§i koncentrace quercetinu se vyskytuje

v ofesich, Salotce, brusinkach a cerveném ving. (Volf a Andrs 2015)
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Obr. 6 Metabolicka pteména quercetinu (H — metabolity tvoiené lidskymi enzymy,
B — metabolity tvofené mikrobialni flérou v tlustém stfeve)

Ptevzato z: Najmanova et al. (2016)
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3.2.5 Flavonoidy a lidské zdravi

Dle vysledkii mnohych epidemiologickych studii a metaanalyz provedenych ke
konci 20. stoleti bylo potvrzeno, ze dlouhodoba konzumace stravy bohaté na rostlinnou
slozku chrani lidsky organismus proti chronickym nemocem.
(Andersen a Markham 2006) Hlavnim zdrojem flavonoida v lidské stravé jsou ovoce,
zelenina, ¢aj a vino. (Yao et al. 2004) Kromé toho se rostlinné fenoly vyskytuji rovnéz
v obilovinach, olivach, lusténinach, cokolad¢, kave a pivu. (Dai a Mumper 2010)

Znacna pozornost jim je vénovana kvuli jejich pfiznivému antioxida¢nimu
ucinku. Jsou ucinné v prevenci lidskych onemocnéni (kardiovaskuldrnich nemoci ¢i
rakoviny) a piisobi rovnéz na zalude¢ni a duodenalni viedy, alergie, fragilitu cév a virové
¢i bakteridlni infekce. Nékteré maji dokonce potencial ptisobit proti viru HIV, u dalSich
byla zaznamenana antialergickd, protizanétlivd a antiproliferativni aktivita.
(Yao et al. 2004) Vyzkum provadény na potkanech ukazuje, ze flavanoly také zpomaluji
absorpci cholesterolu. (Andersen a Markham 2006)

Krom¢ toho se v in vitro studiich ukazalo, ze také reaguji s chlornanem,
nejsiln€j$im volnym radikdlem, ktery produkuji aktivované fagocyty. To znamena, ze by
mohly byt prosp&$né i v 1é€be aterosklerdzy, pii které je chlornan jednim z patogennich
pusobkl. Chlornan se vSak zifejmé€ podili i na patofyziologii zanétlivych stfevnich
onemocnéni, revmatoidni artritidy, chronického zanétu ¢i nékterych druhd rakoviny.
Flavonoidy také zabraiuji peroxidaci lipidid a oxidaci lipoproteinti s nizkou hustotou
(LDL). (Firuzi et al. 2004)

Polyfenoly z erveného vina zvysuji v endotelu produkci NO, coz vede k relaxaci
hladké cévni svaloviny. Podle studie Andriantsitohaina et al. (2012) by tento u¢inek mohl
byt vyuzit pii hypertenzi, cévni mozkové piihodé nebo pii metabolickém syndromu.

NO je plyn vytvofeny z L-argininu enzymem NO syntasa. Difusi se dostava
k hladkym svalovym bunkdm a zplsobuje vasodilataci za spotieby cyklického
guanosinmonofosfatu (¢cGMP). Dale muze difundovat 1 do lumen cévy a ptredchazet tak
adhezi a aktivaci krevnich desticek a adhezi monocytli. Zaroven plsobi proti expresi
protrombotickych a proaterosklerotickych mediatort (jako je tkanovy faktor,
fyziologicky aktivator koagula¢ni kaskady), adhezi molekul, chemoatraktantlim a oxidaci

LDL. (Andriantsitohaina et al. 2012)
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4. CIL PRACE

Cilem piedkladané prace bylo:
e zjistit UCinky quercetinu a jeho vybranych metaboliti na isolované aorté
potkana
e zjistit, zda je G€inek GCinného metabolitu zavisly na pfitomnosti endotelu

¢i nikoliv



5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzity material

5.1.1 Chemikalie (viz Tab. 1)

Tab. 1 Pouzité chemikalie

38

Nazev Vzorec MW Vyrobce
Urethan CsH7/NO; 89,03 Sigma-Aldrich,
Némecko
Chlorid sodny p.a. NaCl 58,44 Penta Chrudim,
Ceska republika
Chlorid draselny p.a. KCI 74,56 Penta Chrudim,
Ceska republika
Hydrogenuhlicitan sodny NaHCOs3 84,01 Penta Chrudim,
p.a. Ceska republika
Dihydrogenfosforecnan KH>POq4 136,09 RNDr. Jan Kulich,
draselny p.a. Hradec Kralové,
Ceska republika
Siran hote¢naty MgS0O4.7H20 246,47 Penta Chrudim,
heptahydrat p.a. Ceska republika
D-glukosa monohydrat CsH1206.H,0 198,17 Penta Chrudim,
p.a. Ceska republika
Chlorid véapenaty CaCl, 110,99 Penta Chrudim,
bezvody p.a. Ceska republika
Noradrenalin bitartrat Neuveden na obalu 337,28 Sigma-Aldrich,
monohydrat p.a. Némecko
Nitroprussid sodny Neuveden na obalu 297,95 Sigma-Aldrich,
dihydrat p.a. Némecko
Acetylcholin jodid p.a. Neuveden na obalu 273,10 Sigma-Aldrich,
Némecko
Dimethylsulfoxid C2HeOS 78,13 Penta Chrudim,

Ceska republika
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5.1.2  Pristroje a pomiicky
Laboratorni vahy [Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko]
Laboratorni sklo, laboratorni 1zicka, mikropipety

Operacni nastroje (operacni stolek, niizky, pean, pinzety)

b=

Aparatura na isolované organy: Multi chamber tissue bath system

[Experimentia Ltd., Budapest, Mad’arsko] (viz Obr. 7)

hd

Tlakovéa lahev s pneumoxidem (smés 95 % Oz a 5 % CO3) [Linde gas]
6. Vyhodnocovaci software: S.P.E.L. Advanced Kymograph Software
SOFT-03-KYMO [Experimentia Ltd., Budapest, Mad’arsko]

Obr. 7 Aparatura na isolované organy

Zdroj: PharmDr. Marie VoprSalova, CSc.
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5.1.3  Pokusna zvirata

Pro hodnoceni u¢inku quercetinu a jeho metabolitli in vitro byli pouziti potkani
kmene Wistar. Jednalo se o samce s hmotnosti 400-500 g, kteti byli na Farmaceutickou
fakultu Univerzity Karlovy (FaF UK) dodéni firmou MediTox s.r.0. Kondrovice. Pied
provedenim experimentu byla zvifata umisténa do vivaria FaF UK, kde se adaptovala po
dobu nejméné sedmi dnl. Zde byla chovédna za standardnich laboratornich podminek
a krmena standardni peletizovanou potravou s neomezenym piistupem k pitné vode.

Pokusy probihaly v souladu se zdkonem ¢. 246/1992 Sb. O ochrané zvitat proti
tyrani a se souhlasem Etické komise Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové.

5.1.4  Latky testované na isolované aorté

OH
OH
HO.__~._ O
X l OH
CH O
Quercetin
MW = 338,26

Sigma—Aldrich (Némecko)

COOH

OH

3-hydroxvbenzoova Kyselina
Sigma—Aldrich (Némecko)
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HO OH

3-(3-hydroxvfenyl)propionova kvselina

Toronto Research Chemicals (Kanada)

5.2 Priprava Krebsova Zivného roztoku

Zivny roztok pouzity k provedeni experimentu byl pfipraven jednotlivym
rozpuSténim navazenych chemikalii (viz Tab. 2) v destilované vodé a naslednym
smisenim jejich roztokil. Roztok chloridu vapenatého jsme ptidali jako posledni do témét
hotového roztoku, abychom zabranili vysrazeni slabé rozpustnych vépenatych soli.

Nakonec jsme roztok doplnili destilovanou vodou na kone¢ny objem.

Tab. 2 Slozeni Krebsova Zivného roztoku

Chemikalie pouzité k pripravé Zivného roztoku Koncentrace
[g/]
Chlorid sodny p.a. 5,54
Chlorid draselny p.a. 0,35
Hydrogenuhli¢itan sodny p.a. 2,10
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. 0,16
Siran hotecnaty heptahydrat p.a. 0,29
D-glukosa monohydrat p.a. 2,10

Chlorid véapenaty bezvody p.a. 0,28
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5.3 Metodika

K provedeni experimentu byla pouzita metodika isolovanych cévnich krouzki

z thorakalni Casti aorty potkana.

5.3.1 Zjistovani vasodilata¢niho ticinku quercetinu a jeho metaboliti

Na zacdatku experimentu byla zvifeti podana anestezie v podob¢ intraperitonealni
injekce urethanu (1,2 g/kg). Potkan byl nasledn¢ zafixovéan na operacni stolek a vykrven.
Preparace thorakalni ¢asti aorty zacala odstifizenim kozni fasy v oblasti hrudniku, po
kterém nasledovala tupa preparace, kdy doslo k obnazeni a uvolnéni ¢asti aorty a jejimu
naslednému odd¢leni od okolni tkané. Timto postupem se ziskal asi dvoucentimetrovy
usek aorty, ktery byl nasledné pfenesen na Petriho misku do Krebsova zivného roztoku,
kde byla céva ocisténa od krve a zbytkli okolni tkéné€.

Nasledné byla aorta nastiihana na segmenty o délce pfiblizn¢ dva az tfi milimetry.
Kazdy pfipraveny krouzek se pak pomoci dvou héckii z nerezové oceli s navazanou
ligaturou ptipevnil na drzak tkan€ a zavésil do Schulerovy nadobky na isolovany organ.
Ta byla pfedem naplnéna Krebsovym Zivnym roztokem temperovanym na 37 °C. Aby
bylo zajisténo pieziti tkan¢, musel byt roztok zaroven saturovan smési 95 % kysliku
a 5 % oxidu uhli¢itého, tzv. pneumoxidem.

Jednotlivé kontrakce a relaxace hladkého cévniho svalu byly zaznamendvany
pocitacem vybavenym specidlnim softwarem (S.P.E.L. Advanced Kymograph Software)
spojenym s aparaturou Multi chamber tissue bath system. Pfed umisténim aortalnich
krouzkt do Schulerovy nadobky byla provedena kalibrace pfistroje.

Pfed samotnym zahdjenim pokusu se preparat zatizil hmotnosti dva gramy
anechal se 45 minut stabilizovat. Béhem této doby byl vzdy po dvaceti minutach
proveden vyplach Krebsova Zivného roztoku. Nasledné se do l4zn€ aplikovalo piesné pét
mililitr tohoto roztoku a po ustaleni kiivky na monitoru byl preparat pfipraven k zahajeni
podavani latek.

K navozeni kontrakce byl k preparatu pfidan noradrenalin (NORA). Pouzilo se
50 pl ImM roztoku, vysledna koncentrace v 1azni pak byla 10 uM. Nasledovala 45 minut
dlouha stabilizace, po které byl do lazné ptidan acetylcholin (ACH) slouZici k ovéfeni,
zda je endotel intaktni (50 pl o koncentraci 10 mM). Kone¢na koncentrace dosahovala
100 uM. U cév, jimz byl ponechan neporuseny endotel, doslo pisobenim ACH k relaxaci.

Nasledovala nékolikanasobna vyména Krebsova roztoku. Po ustdleni se opét pridal
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NORA (50 pl, 1 mM) paisobici maximalni kontrakci a k nému 10uM kyselina askorbova,
ktera zabranuje jeho degradaci.

Po ustéaleni prekontrakce noradrenalinem byly do 1azné pridavany jednotlivé
koncentrace quercetinu rozpusténého v dimethylsulfoxidu (DMSO). Piidavani probihalo
ve vzestupnych koncentracich od 10 do 10" M. Kone¢né koncentrace latky v 1azni
potom byly 107 az 10 M. Pouzity DMSO dosahoval u téinnych latek koncentrace
maximalné 0,1 %, u latek s mensi odezvou byl potom ke zjisténi relaxa¢niho ucinku
pouzit maximalné¢ 2% DMSO. Maximalni relaxace byla pak vyvoléna
10uM nitroprussidem sodnym (NTS). Stejny postup byl pouzit pro metabolity quercetinu
kyselinu 3-hydroxybenzoovou a kyselinu 3-(3-hydroxyfenyl)propionovou.

Odpovéd cévniho svalu byla zjistovana po podani kazdé jednotlivé koncentrace
testované latky a néasledné se vyjadfila v procentech k maximalni relaxaci, kterou vyvolal
NTS. Vyhodnoceni vysledkii bylo provedeno pomoci programu GraphPad Prism 5.
Metodou nelinearni regrese byly stanoveny DRC kiivky (kiivky zavislosti na davce)
a hodnoty ECso (koncentrace navozujici 50% efekt) pro jednotlivé koncentrace testované
latky. Hodnoty v DRC kiivkach jsou uvedeny jako primér + standardni chyba priméru.
Pro statistické porovnani byly pouZity hodnoty ECso a 95% konfiden¢ni intervaly.

5.3.2 Zjistovani mechanismu tclinku quercetinu a jeho metabolitu kyseliny

3-(3-hydroxyfenyl)propionové

Ovéfeni, zda je uCinek G€inného metabolitu zavisly na endotelu, bylo provadéno
na céve bez endotelu. U téchto aortalnich krouzki bylo provedeno mechanické odstranéni
endotelu jemnym tfenim vnitiniho povrchu cévy dentdlni niti. Stejny postup byl pouZit
v pfipad€ quercetinu. K ovéfeni mechanického poskozeni endotelu bylo provedeno
histologické vysetfeni nami dodanych vzorkl na Katedie biologickych a 1ékatskych véd

doc. RNDr. Vladimirem Semeckym, CSc. (viz Obr. 11).
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6. VYSLEDKY

6.1 U¢inky quercetinu a jeho vybranych metabolitii na isolované aorté

potkana

Utinky flavonolu quercetinu a jeho metabolitd kyseliny 3-hydroxybenzoové
a kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové byly zjistovany na isolovanych aortalnich
krouzcich potkana, u kterych se podanim NORA navodila stabilni a dlouhodoba
kontrakce. Endotel v cévé byl intaktni, coz prokazala relaxace cévy po podani ACH.
Nasledovala aplikace jednotlivych koncentraci quercetinu a jeho metabolitl, které ve
vEtsi ¢ mensi mife plsobily vasodilataci aortalnich krouzku.

Stoprocentni relaxace cévy byla navozena pouze po podéani quercetinu
o koncentraci 100 uM, piesto jsme vSak jako nejucinnéjsi latku vyhodnotili kyselinu
3-(3-hydroxyfenyl)propionovou (viz Obr. 9). Ta v davce 100 uM puasobila az
90% relaxaci a v niz8ich koncentracich dokonce dosahovala lepSich vysledki nez
samotny quercetin. UZ po poddni koncentrace 10 pM navodil quercetin pouze 75% efekt,
zatimco kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova pulsobila relaxaci o 10 % vyS$si. Pfi
koncentraci 1 uM byl pak tento rozdil jesté vyraznéjsi — quercetin relaxoval cévu pouze
z 20 %, kyselin¢ 3-(3-hydroxyfenyl)propionové vsak ztistal 60% efekt. Také porovnani
hodnot ECso (viz Tab 3) quercetinu (3,63 . 10° M), kyseliny
3-(3-hydroxyfenyl)propionové  (3,21.10°M) a kyseliny 3-hydroxybenzoové
(4,38 .10°M) jasné dokazuje, 7e pravé kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova je
nejucinnéjsi latkou v nasem experimentu.

Naproti tomu kyselinu 3-hydroxybenzoovou za pfili§ a€inny metabolit povazovat
nemiizeme, v koncentraci 10 uM dosahla pouze 40% relaxace. Jeji hodnota ECso je
nejvyssi ze vSech testovanych latek, coz rovné€z dokazuje nejmensi G¢innost na relaxaci
hladkého cévniho svalu. Dimethylsulfoxid pouzity v experimentu jako rozpoustédlo
vyvolal v koncentraci 100 pM maximalné 25% relaxaci.

Vasodilatacni ~ u¢inky  quercetinu a  jeho  metaboliti  kyseliny
3-(3-hydroxyfenyl)propionové a kyseliny 3-hydroxybenzoové v  porovnani
s rozpousStédlem DMSO jsou zndzornény na Obr. 8. Kazdy bod na kiivce je primérem

minimalné z péti méteni.
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Obr. 8 Utinek quercetinu a jeho vybranych metabolitii na cévu in vitro

Tab. 3 Hodnoty ECs testovanych latek a jejich konfidencni intervaly

Latka testovana na aortalnich krouZzcich ECso Konfiden¢ni
[mol/l] interval 95 %
Quercetin 3,63.107 3,01.10°4.37.107
Kyselina 3-hydroxybenzoova 438.10° 1,91.10°-1,00 . 10*
Kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova 3,21.10° 2,48 .10°-4,16 . 10°
Dimethylsulfoxid 1,22.10* 6,73 .10°-2,21.10*

b
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we

6.2 Ovérovani mechanismu GU¢inku quercetinu a  Kkyseliny

3-(3-hydroxyfenyl)propionové

Mechanismus u¢inku (MU) quercetinu a jeho uéinného metabolitu kyseliny
3-(3-hydroxyfenyl)propionové byl ovéfovan na cévé po predchozim mechanickém
odstranéni endotelu.

V ptipadé quercetinu se pribéh DRC kiivek (viz Obr. 10) znazornujicich jeho
ucinek na cévu s endotelem a bez endotelu prakticky shodoval. Naopak DRC kiivky
kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové se vyznamné lisily v zavislosti na pfitomnosti ¢i
absenci endotelu v isolovaném aortalnim krouzku. Zatimco u cévy se zachovanym
endotelem doSlo pii aplikaci vzorku o koncentraci 100 pM k 85% relaxaci, stejna
koncentrace vyvolala u vzorku bez endotelu pouze 40% odezvu. 1uM koncentrace pak
zpusobila u vzorku s ponechanym endotelem 50% relaxaci, zatimco u vzorku bez

endotelu byla odezva minimalni.

¥ Ll * ¥ L] Ll T L]

ME 10 pk 1k 10nM 100 ni S00nM  1pM SuM 10uM

S0pM 100 M S00 M 1 mb TS 10 M

Obr. 9 Ziznam vasodilata¢niho ucinku kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové
(NTS = nitroprussid sodny, NE = noradrenalin)
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Obr. 10 DRC kiivky ptisobeni quercetinu a kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové na

aortu s endotelem a bez endotelu
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7. DISKUSE

Flavonoidy jsou latky pfirodniho pivodu, které se vyskytuji v bézné strave, proto
jsou jejich ucinky na lidsky organismus hojné studovéany. Jednim z nejvice zkoumanych
ucinkt je jejich plsobeni na kardiovaskularni (KV) systém. Popsany KV efekt je vSak
zalozen pfedevSim na in vitro experimentech a epidemiologickych studiich.
(Edwards et al. 2007) Klinické studie byly provedeny pouze pro hodnoceni nékolika mélo
ucinkt, jsou vSak nezbytné pro vyhodnoceni plisobeni flavonoidid na lidské zdravi.
Bohuzel v téchto studiich chybi zejména informace o davkovani a o jejich
farmakokinetice. (Gross 2004)

Jedna z dfive provedenych studii stanovila potadi flavonoidi dle jejich ucinnosti
v navozeni vasorelaxace. Nejvétsi vasorelaxace dosahly flavony (apigenin a luteolin),
nasledovaly flavonoly (kaempferol a quercetin) a isoflavony (genistein a daidzein).
Naopak flavany (katechin a epikatechin) vykazaly Gc¢inek ze vSech flavonoidl nejmensi.
(Si et al. 2013) V rozporu s vySe uvedenymi vysledky je vSak studie Ajay et al. (2003),
ktera predklada vysledky dalSich dvou experimentt, kdy v jednom byly vyhodnoceny
flavonoly jako U¢innéjsi nez flavony, ve druhém byla t¢innost obou skupin popséna jako
rovnocennd (s vyjimkou 3,3",4’-trihydroxyflavonu). Pfitom ve vétSin€ studii chybi
informace a nalezy, které se tykaji u¢inkii metabolit flavonoida.

V ramci naSeho experimentu, ktery byl soucésti SirSiho vyzkumu skupiny
Kardiovaskularni a respirac¢ni farmakologie a toxikologie, bylo tedy zjistovano ptisobeni
flavonoidli, konkrétné¢ flavonolu quercetinu a jeho metabolith kyseliny
3-hydroxybenzoové a 3-(3-fenylhydroxyl)propionové, na hladky cévni sval.

Zasadni a opomijenou roli v uc€incich flavonoidii hraje jejich metabolismus, kdy
jsou flavonoidy v téle metabolizovany jiz bakteridlni mikroflorou tlustého stfeva az na
malé fenolické kyseliny, které se snadno vstiebavaji a mohou tedy vykazovat
farmakologicky efekt. Pouze malé mnozstvi perordlné podaného quercetinu je
absorbovano v nezménéné podobé uz v horni €asti gastrointestindlniho traktu (GIT).
(Najmanova et al. 2016) Proto jsme na isolovanych aortalnich krouZcich potkana in vitro
zkoumali nejen ucinek samotného quercetinu, jenz se hojné vyskytuje v lidské strave,
nybrz i jeho metabolitii.

Quercetin i oba jeho zkouSené metabolity vykazaly v naSem pokusném uspofadani

vV
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ze tii testovanych oznacit metabolit kyselinu 3-(3-hydroxyfenyl)propionovou, naopak
druhy testovany metabolit — kyselina 3-hydroxybenzoova — pisobil relaxaci isolovaného
aortalniho krouzku v malém rozsahu a ti€inny byl az pti vyssich koncentracich. Matetska
latka quercetin pak svym uc¢inkem spadala mezi tyto dvé latky, avSak na rozdil od
metaboliti dokézala navodit 100% relaxaci cévy. Témto nalezim odpovidaly
i vypocitané hodnoty ECso. Metabolit kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova mél ve
srovnani s quercetinem mnohonasobn¢ nizsi hodnotu ECso (viz Tab. 3), coz doklada jeho
vEtsi t¢innost.

Dale jsme zkoumali, zda G¢inek quercetinu a jeho u¢inného metabolitu kyseliny
3-(3-hydroxyfenyl)propionové zavisi na pritomnosti endotelu v pouzité cévé. K tomu
jsme pouzivali preparaty aorty, které jsme nejprve mechanicky zbavili endotelu.
V odborné literatufe se doporucuje odstranit endotel napiiklad dievénou ty€inkou
(Weir et al. 1991, Lemos et al. 2002) ¢i  tupou injekéni jehlou o  velikosti
18 G (Owolabi et al. 2005, Dodd-o et al. 1997), v naSem experimentu jsme se vSak
pokusili endotel odstranit Setrnéji, a to pomoci silonové zubni nité, kterou jsme protahli
aortalnim krouzkem. Absenci endotelu jsme potvrdili jednak histologicky (viz Obr. 11)
a jednak pomoci acetylcholinu, ktery byl pfiddvan v koncentraci 100 uM k aortalnim
krouzkim prekontrahovanym noradrenalinem. Preparat bez endotelu na acetylcholin

nereagoval vasodilataci.

Obr. 11 Histologické ovéteni endotelu

(A — aorta s intaktnim endotelem, B — aorta s mechanicky odstranénym endotelem)
Zdroj: doc. RNDr. Vladimir Semecky, CSc., Katedra biologickych a Iékatskych ved
FaF UK
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Testovany quercetin si zachoval svoji i€innost jak u cévy s endotelem, tak u cévy
bez endotelu — DRC kiivky obou vzorki se prakticky shodovaly. Uginek quercetinu tedy
neni zavisly na pfitomnosti endotelu.

Jinak tomu vsak bylo u jeho metabolitu kyseliny 3-(3-hydroxyfenyl)propionové.
Vyrazny rozdil mezi DRC kiivkami jasné naznacil, Ze uCinek této latky pravdépodobné
bude na pfitomnosti endotelu zaviset.

Na pfitomnosti endotelu vSak zavisi i Gc¢inek dalSich flavonoidi, naptiklad
flavonolového glykosidu rutinu. (Lapaetal. 2011) Studie Ajay etal. (2007) zase
upozoriiuje na skutecnost, ze testovany flavon, jenz nevykazuje antioxida¢ni ucinky,
v koncentraci 10 pM plsobi jak na endotelu zavislou, tak i nezavislou relaxaci
prekontrahované potkani arterie. Z toho vyplyva, ze mechanismus ptisobeni flavonoida
nelze zobecnit a je tfeba vzdy provést testovani pro kazdou konkrétni latku samostatné
vcetné zkoumani U€inkt jejich metabolitli. Vzhledem k tomu, Ze jsou flavonoidy ¢asto
a opakovang¢ pfijimany v dieté¢, mohou mit vliv na krevni tlak jak latky parentni, tak jejich
metabolity, a to i v kombinaci, kde by se mohly dokonce uplatiiovat jejich aditivni ¢i
synergické ucinky.

Dle literarnich zdroji 1 dle naseho experimentu se jednd o latky, které by mohly
vyznamné piispét ke snizeni krevniho tlaku u pacientd s arteridlni hypertenzi i dal§imi
zdravotnimi komplikacemi. K §ir§Simu vyuziti flavonoidii ¢i jejich metaboliti v terapii
vSak musi byt provedeny dalsi studie a pfedev§im klinickd hodnoceni, kterd objasni
pusobeni flavonoidit na KV systém c¢lov€ka a rovnéz vyiesi problematiku spojenou

s jejich davkovéanim.
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8. ZAVER

V popsaném experimentu byl zkouman vliv quercetinu a jeho metabolitii kyseliny
3-(3-hydroxyfenyl)propionové a kyseliny 3-hydroxybenzoové na isolované aortalni
krouzky potkana. Cilem prace bylo zjistit, jak tyto latky na cévu v in vitro podminkach
pusobi a zda je G¢inek u¢inného metabolitu zavisly na pfitomnosti endotelu.

Vysledky pokusu potvrdily, Ze quercetin 1 oba jeho metabolity plisobi relaxaci
isolované  potkani aorty (v rizném rozsahu) a také ze  Ucinek
3-(3-hydroxyfenyl)propionové kyseliny je (na rozdil od u¢inku samotné¢ho quercetinu)

zavisly na pfitomnosti endotelu v cévé.

Shrnuti vysledk:

e Quercetin v koncentraci 100 pM navodil 100% relaxaci aorty
prekontrahované NORA.

e ECso quercetinu = 3,63 . 10 M, jeho G¢inek byl z4visly na davce.

e Kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova s ECsp = 3,21 . 10® M byla
z testovanych latek nejucinné;si, neymensi ucinnost pak vykazala kyselina
3-hydroxybenzoova s ECso = 4,38 . 10° M.

e Na zaklad¢€ grafického vyjadreni (DRC ktivek) bylo vyhodnoceno, ze na
rozdil od quercetinu je ucinek 3-(3-hydroxyfenyl)propionové kyseliny

zavisly na pfitomnosti endotelu ve vrstvé Tunica intima cévy.
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