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SEZNAM KRATIC

ACh - acetilholin
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COMT - katehol-O-metiltransferaza

DG - diacilglicerol

ED1 - celi¢ni marker

EDCF — konstrikcijski dejavnik endotelijskega izvora
EDFHs - hiperpolarizacijski dejavniki endotelijskega izvora
eNOS - konstitutivna endotelijska sintaza dusikovega oksida
FGF - fibroblastni rastni faktorji

GA - gentizinska kislina

GABA - y-aminomaslena kislina

GMC - gladkomiS$icna celica

GDP - gvaninski difosfat

GTP - gvaninski trifosfat

HEB - krvno-mozganska pregrada

IL-2 - interlevkin 2

INOS - inducibilna sintaza dusikovega oksida

Vi



IP3 - inozitol trifosfat
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PLGA - poli (mle¢no glikolna) kislina

RGD - arginin glicin aspartat

ROS - reaktivne kisikove spojine

SEM - standardna napaka ocene aritmeti¢ne sredine

SSRI - selektivni zaviralec ponovnega privzema serotonina
SULTSs - citosolna sulfontransferaza

TXA2 - tromboksan A2

UGTs - citosolni uridin 5-difosfo-glukuronoziltransferaza
VEGF - rastni dejavnik zilnega endotelija

70 - Zilni obrogek

70 &loveka - izolirani Zilni obro¢ki humanih mozganskih arterij

70 podgane - izolirani Zilni obroki podganjih torakalnih aort
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POVZETEK

Nevrodegenerativne bolezni (NB) povezujejo s kroni¢énim mozganskim vnetjem, okvarjeno
avtoregulacijo pretoka krvi skozi mozgane ter dusikovim in oksidativnim stresom. Zanje je
znacilna progresivna degeneracija nevronov, ki postopoma vodi v celi¢no smrt. S pomocjo
Studij na ljudeh in zivalih razvijajo nove in ucinkovitejSe postopke diagnostike in
zdravljenja NB s ciljem upocasniti oziroma ustaviti njihovo napredovanje ali doseci
njihovo zmanjsanje. Vendar mozgansko-zilni sistem zaradi posebnosti v anatomski
zgradbi, funkciji in selektivni prepustnosti, predstavlja izziv pri preucevanju Svoje
odzivnosti in pri nacrtovanju razvoja novih zdravil. Namen diplomske naloge je ugotoviti
ucinke in mehanizem delovanja izbranih naravnih spojin (klorogenska kislina, maltol,
kavna kislina in gentizinska kislina) iz izvlecka lubja bele jelke na izoliranih humanih
mozganskih zilah. Predvidevali smo, da je njihov ucinek povezan z delovanjem v Zilnem
endoteliju, z zaviranjem nastajanja Kisikovih radikalov in sinteze vazokonstriktorjev ter z

aktivacijo NO sintaze.

Merili smo izometri¢no silo kr¢enja zilnih obrockov in preucevali akutni u€inek spojin na s
Phe predhodno skréene zilne obrocke (Protokol 1), akutne ucinke Ach po inkubaciji s
spojino (Protokol 2) in akutni ucinek narascajo¢ih koncentracij spojin na predhodno
skréene zilne obrocke po inkubaciji z vazokonstriktorjem L-NNA (Protokol 3). Rezultate

smo statisti¢no obdelali z dvofaktorsko analizo variance (dvosmerna ANOVA).

Odzive izoliranih humanih moZganskih arterij smo primerjali s podganjimi torakalnimi
aortami. Ugotovili smo, da so imele vse spojine vazodilatacijski ucinek na ¢loveske in
podganje zilne obrocke. Ucinkovitost spro$canja spojin na cloveskih arterijah se je
razlikovala od ucinkovitosti na podganjih aortah. Relaksacijski uéinek spojin na Zilne

obrocke je bil posredovan preko endotelijskih mehanizmov.

Za ucinkovite na izoliranih humanih moZganskih arterijah So se izkazale naSe izbrane
spojine, ki bi lahko predstavljale potencialne nove spojine vodnice pri razvoju zdravil za

bolezni mozganov.



ABSTRACT

Neurodegenerative diseases (NB) are associated with chronic cerebral inflammation,
impaired autoregulation of blood flow through the brain and nitrogen and oxidative
stresses. They are characterized by a progressive degeneration of neurons, which gradually
leads to cell death. By present studies on humans and animals, new and more effective
procedures for diagnosis and treatment of NBs have been developed, with the aim to slow
down or stop their progression or to reduce them. However, the cerebral-vascular system,
due to its specific anatomical structure, function and selective permeability, represents a
challenge in studying its response and in designing new drugs. The purpose of this diploma
thesis was to determine the effects and mechanism of action of selected natural compounds
(chlorogenic acid, maltol, caffeic acid and gentisic acid) from the extract of the white fir
tree bark on isolated human brain veins. It was assumed that their effect is connected with
their functioning inside the vascular endothelium, by inhibiting the production of free
oxygen radicals and the synthesis of vasoconstrictors and the activation of the NO

synthase.

We measured the isometric contractile force of the vascular rings and studied the acute
effect of compounds on the vascular rings that had been previously pre-contracted with
phenylephrine (Protocol 1), the acute effects of acetylcholine after incubation with a
compound (Protocol 2), and the acute effect of the increasing concentrations of compounds
in the previously contracted vascular rings after incubation with vasoconstrictor L-NNA
(Protocol 3). The results were statistically analyzed using a two-factor analysis of variance
(two-way ANOVA).

The responses of human isolated cerebral arteries were compared with the thoracic aortas
of rats. It was found that all the compounds had a vasodilatory effect on human and rat
vascular rings. The efficiency of the release of the compounds on human arteries was
different than the efficiency on the rat aortas. The relaxant effect of compounds on

vascular rings was transmitted through the endothelial mechanisms.

Our tested compounds proved effective in response of human cerebral arteries and could

represent a potential new lead compounds for the development of brain diseases’ drugs.



1 UvOD

Nevrodegenerativne bolezni (NB) postajajo vedno veéji javnozdravstveni problem zaradi
velikega porasta starejSe populacije. Starost ostaja Se vedno najvecji dejavnik tveganja za
nastanek NB. Med temi motnjami najvecje breme predstavljajo demence, pri Cemer
Alzheimerjeva bolezen in sorodne bolezni prizadenejo okrog 7 milijonov ljudi v Evropi.
Predvidevajo pa, da naj bi se Stevilo obolelih vsakih dvajset let podvojilo zaradi staranja
prebivalstva. V Sloveniji demenca prizadene priblizno odstotek starih 60 ali ve¢ let, in 30-
45 % oseb starih 85 ali ve¢ let. Vsem motnjam je skupno, da so progresivne, kroni¢ne, ni
specificne terapije, znacilne so patoloSke spremembe v specificnih mozganskih podrocjih
in nevronskih populacijah in predstavljajo pomembno medicinsko, socialno in finan¢no
breme zaradi visoke prevalence, morbiditete in mortalitete (zdravljenje bolnikov z
demenco v Evropi trenutno stane okrog 130 milijard evrov letno). So eden izmed najvecjih
zdravstvenih in druzbenih izzivov dana$njega Casa, vendar klub vsemu ostaja Se veliko

moznosti izbolj$av zdravljenja na tem podrocju (26).

1.1 NEVRODEGENERATIVNE BOLEZNI

Pojem NB zajema Sirok spekter bolezenskih stanj Ziv€evja, ki v prvi vrsti prizadenejo
nevrone. Povzrocijo njihovo degeneracijo in/ali celo odmiranje. Glede na mesto okvare se

delijo na:

e degenerativna okvara mozganske skorje: Alzheimerjeva, Pickova bolezen

e degenerativna okvara motori¢nih nevronov: amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS)

e degenerativna okvara bazalnih ganglijev: Parkinsonova bolezen, Huntingtonova
horea

e degenerativna okvara vec¢ sistemov: shizofrenija, multipla skleroza

1.1.1 Parkinsonova bolezen

Parkinsonova bolezen je kroni¢na in napredujoca bolezen, ki prizadene predvsem starejSo
populacijo (pojavnost zelo naraste po 75. letu starosti). Vzrok njenega nastanka je slabo
poznan (1). Razvoj bolezni je posledica pomanjkanja dopamina v striatumu (slika 1) zaradi
degeneracije dopaminskih receptorjev v substanci nigri. Propadanje dopaminskih nevronov

je pospeseno in znaki pomanjkanja dopamina se pokazejo Sele, ko propade 70-80 % le-teh.



Simptomi, ki opredeljujejo to bolezen, so parkinsonska rigidnost, parkinsonski tremor
(tresenje v mirovanju), akinezija (nezmoznost izvajanja hotenih gibov), posturalne motnje

(motnje telesne drze) in bradikinezija (upo€asnjeno izvajanje gibov).

Slika 1: Sonografija mozganov
Rdeca barva oznacuje koncentracijo dopaminskega transportnega proteina v striatumu, Ki

pa z napredovanjem bolezni upada. A — mozgani bolnika z zgodnjo obliko PB (trajanje
bolezni poteka 1 leto), B — mozgani bolnika z napredovano obliko PB (trajanje bolezni

poteka 12 let) in C- mozgani zdrave osebe.(Scherfler C., 2007, str. 1232)

Povezana je s progresivnim in relativno selektivnim propadanjem dopaminskih
nigrostriatnih nevronov, ki povezujejo dve bazalni jedri, substanco nigro kompakto (SNc)

in kavdatus-putamen (korpus striatum).

1.1.2 Multipla skleroza

Multipla skleroza je kroni¢na avtoimuna bolezen, Ki prizadene moZzgane in hrbtenjaco. Ob
razvoju bolezni pride do unicenja ali zabrazgotinjenja miclinske ovojnice, ki je ovita okoli
aksona. Mielinska ovojnica je zaS¢itna membrana, ki obdaja zivéne celice, in ob njenem
propadu se signali med zivénimi celicami upocasnijo ali ustavijo. Onemogocena je
komunikacija med zivénimi celicami, kar se kaze s Stevilnimi znaki in simptomi, ki
vkljucujejo fiziéne in mentalne tezave. Vzrok za nastanek multiple skleroze je slabo
poznan. Poskodba ziv¢nih celic je posledica vnetja, do katerega pride, ko telesu lastne
imunske celice napadejo ZivCevje. Predvidevajo, da gre za spremenjen imunski odziv, ko

imunske celice napadejo sestavine lastnega telesa, mielin. Poskodbe se lahko pojavijo na



katerem koli delu mozganov, hrbtenjade in vidnega zivca. Bolezen je pogosteje

diagnosticirana pri Zenskah med 20. in 50. letom starosti (7).

1.1.3 Alzheimerjeva bolezen

Alzheimerjeva bolezen je oblika demence, ki povzroc¢a probleme s spominom, misljenjem
in obnaSanjem. Simptomi se razvijajo pocasi, vendar napredujejo do stopnje, ko
posamezniku onemogocijo opravljanje osnovnih dnevnih opravil (3). Prvi najbolj pogost
simptom je izguba kratkotrajnega spomina. Z napredovanjem bolezni pa simptomi
zajemajo Se zmedenost, razdrazljivost, agresijo, nihanje razpoloZenja, dezorientiranost v
¢asu in prostoru, upad pozornosti, teZave z govorjenjem in izgubo dolgotrajnega spomina.
Postopoma pride do izgube gibalnih sposobnosti, kar na koncu vodi v smrt. Bolezen je
povezana z nastankom amiloidnih plakov in nevrofibrilarnih pentelj, na katerih temelji
potrditev diagnoze. Pri bolniku pride do atrofije mozganskih vijug in zvecanja stranskih
ventriklov. Pojavijo se amiloidne lehe in odmiranje nevronov v mozganski skorji, cemur
sledi pojavljanje nevrofibrilarnih pentelj (vlaknasti snopici, sestavljeni iz ¢ezmerno
fosforiliranega proteina tau) v nevronih pomembnih nevrotransmitorskih sistemov. Ko
omenjeni nevrotransmitorski sistemi propadejo, se v podrocjih, ki jih oziv€ujejo, zmanjsa
holinergi¢ni, noradrenergi¢ni in serotoninergi¢ni prenos. V hipokampusu pride do
nevrodegenerativnih sprememb in znizanja holinergi¢nega prenosa, kar vodi v motnje

prehajanja kratkotrajnega v trajni spomin.
1.1.4 Shizofrenija

Szhizofrenija je nevrodegenerativna bolezen, za katero je znacilna motnja misljenja,
hotenja in ¢ustvovanja. Poznamo vsaj dva tipa bolezni, ki se med seboj prepletata, vendar v
eni fazi prevladuje ali eden ali drugi. Za tip 1 so znacilni pozitivni znaki in simptomi, ki
vkljucujejo vsaj dve psihi¢ni motnji. Ti znaki so blodnje, halucinacije (vidne, slusne in
taktilne) in motnje misljenja. Oboleli je preprian, da ga drugi preganjajo, mu sledijo, ga
opazujejo in mu zelijo Skodovati, celo stre¢i po zZivljenju. Strahove vidi vsepovsod. Opazne
so nenavadnosti v govoru in pisanju, misli so nejasne, celo nepovezane, tezko jih
razberemo in razumemo. Za tip 2 je znacilna odsotnost pozitivnih znakov, prisotni pa so
negativni znaki, kot so Custvena otopelost, plitvo mi$ljenje, zmanj$anje interesov in
hotenja, vsebinsko obuboZan govor, umik iz realnosti, telesna zanemarjenost, umik v

notranji svet, intelektualni propad, nenormalni gibi... Ti vodijo v postopno propadanje



posameznikove osebnosti. Pri bolnikih pride do sprememb v moZzganskih predelih, ki so
pomembni za miSljenje, spoznavne funkcije ter Custvovanje. Socasno je okvarjeno
delovanje Stevilnih med seboj povezanih predelov. Pri bolnikih pride do stanjSanja
sprednje celne skorje, izgube piramidnih nevronov, tkivnih motenj, izgube inhibicijskih
GABA-nergi¢nih nevronov, motnje migracije nevroblastov v embrionalnem razvoju
mozganov. ZmanjSana sta dopaminski prenos in koncentracija dopaminskih receptorjev D1,
Hipokampus, katerega naloga je organiziranje prostorskih informacij, ima man;jsi volumen
in pride do tkivnih sprememb. Striatum in wernickejevo podrocje, ki je pomembno za
razumevanje govora in logi¢no misljenje, se zmanjSata. Vloga talamusa, ki selektivno
prepusca senzori¢ne prilive v mozgansko skorjo in na ta nacin deluje kot filter, je
okrnjenja. Posledica je pretirana odprtost talamicnega filtra in s tem neselektivno

prepuscanje senzori¢nih informacij v mozgansko skorjo. ZmanjSan je tudi njegov volumen.
1.2 ZGRADBA MOZGANSKE ZILNE STENE

Zilno steno mozganskih Zil (arterij in arteriol) sestavljajo od svetline proti zunanjosti:
tunika intima (zgrajena iz plasti endotelijskih celic), tunika medija (zgrajena iz misi¢nih
celic, elasti¢nih in kolagenskih vlaken) in tunika adventicija (zgrajena iz kolagenskih
vlaken). Adventicija parenhimskih arteriol in kapilar vsebuje Se pericite in koncice
astrocitov. Tunika medija je od tunike intime lofena z notranjo elasticno lamino (lat.
lamina elastica interna). Od ostalih sistemskih arterij se mozganske arterije razlikujejo po
tem, da nimajo zunanje elasti¢ne lamine (lat. lamina elastica externa), imajo pa bolj razvito
notranjo elasticno lamino. Zaradi manjSega $tevila gladkomiSi¢nih celic (GMC), manj
razvite tunike adventicije in odsotnosti zunanje elastine lamine je posledi¢no njihova
stena tanjSa. Poglavitna razlika med perifernim in mozganskih Zziljem je, da mozgansko
zilje obdaja krvno-mozganska pregrada. Ta je sestavljena predvsem iz astrocitov, ki

direktno preprecujejo prehajanje snovi med krvjo in mozganskim tkivom (41).
1.3. ZGRADBA KRVNO-MOZGANSKE PREGRADE

Krvno-mozganska pregrada ali hematoencefalna pregrada (HEB) je visoko selektivno
prepustna membrana, ki locuje cirkulacijsko kri od mozganske zunajceli¢ne tekoCine
(BECF) v centralnem Ziv€evju (CNS). Je posledica tesnih stikov med endotelijskimi

celicami in centralnim Zivénim sistemom. Tesne stike tvorijo endotelijske celice in

vvvvv



gostota celic, ki je nekajkrat ve¢ja kakor med endotelijskimi celicami drugod v telesu.
Endotelijske celice krvno-mozganske pregrade so obdane s podaljski astrocitov in na ta
nacin pride do izmenjave snovi z zivénimi celicami (14).

Pregrada predstavlja odloCujo¢ dejavnik prehajanja zdravil v mozgane, saj omejuje
transport v mozgane na fizikalni (tesni stiki) in metabolni (encimi) nacin. Hkrati pa
omogoc¢a prehod snovem, ki so nujno potrebne za metabolno funkcijo zZivénega tkiva
(kisik). Pomembno vlogo ima pri varovanju mozganov pred S$tevilnimi bakterijskimi
infekcijami. Zaradi tega so bakterijske okuzbe mozganov redke. Izredna trdnost in tesnost
pa predstavlja tezave v primeru nekaterih zdravljenj, zato so okuzbe mozganov povezane z
zelo resnimi in hkrati tezko ozdravljivimi obolenji.

Problem pri diagnosticiranju in terapiji mozganskih obolenj je slab prehod terapevtskih
ucinkovin. V ta namen so razvili razli¢ne dostavne sisteme za dostavo zadostne koli¢ine
zdravilne ucinkovine v mozgane. Zelo obetaven vnos snovi skozi hematoencefalno
pregrado predstavlja razvoj nanotehnologije.

HEB je zgrajena iz mozganskih endotelijskih celic, astroglije, pericitov in perivaskularnih
mastocitov. Plast moZganskih endotelijskih celic je med seboj povezana s tesnimi in
adherentnimi stiki. Tesni stiki opravljajo dve funkciji; preprecujejo prehod majhnim
molekulam in ionom skozi medceli¢ni prostor in jih tako prisilijo, da prehajajo skozi celico
s pomocjo difuzije ali aktivnega transporta. Na ta nacin kontrolirajo vrsto in koli¢ino snovi,
ki lahko prehajajo bariero. Preprecujejo gibanje membranskih proteinov (integrinov) preko
celicnega stika (med apikalno in bazolateralno domeno), tako da vsak del membranske
povrSine ohrani svojo funkcijo npr. receptorsko posredovana endocitoza na apikalni
povrsini in eksocitoza na bazolateralni povrsini. V tesnih stikih se nahajajo trije integrini:
okludin, Kklavdin in celicne adhezivne molekule (JAM) (13). HEB ni samo mehanska
pregrada, ampak tudi dinamicna bioloSka enota, kjer poteka aktiven metabolizem in
transport s pomocjo prenasalcev. Razlicna hranila, kot so glukoza, aminokisline in
ketonska telesa, vstopijo v mozgane s pomocjo specifi¢nih prenasalcev. Veéje molekule,
kot so nevtrofini in citokini, pa vstopijo z receptorsko posredovano endocitozo. HEB
onemogoca privzem v mozgane vecini zdravilnih ucinkovin, z izjemo majhnih hidrofilnih
Spojin z maso, manj$o od 150 Da, in visoko hidrofobnih spojin z maso, manjso od 400-600

Da, ki preckajo membrano s pasivno difuzijo.
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Slika 2: Zgradba hematoencefalne bariere
(Darling D., 2009, str. 763).

Spojine, ki prehajajo membrano so opiati (morfin, metadon, meperidin), anksiolitiki
(diazepam, temazepam), SSRI s (paroksetin) in antipsihotiki (klorpromazin, prometazin)
(13).

1.4 MEHANIZEM KRCENJA IN SPROSCANJA GLADKOMISICNIH CELIC ZIL

Elektri¢ni, kemicni ali mehanski draZljaji so odgovorni za kréenje GMC zil. Ti povzrocijo
dvig znotrajcelicne koncentracije kalcija. Do dviga kalcija v citosolu pride zaradi sprostitve
Ca ?* iz ekstracelularnega prostora preko Ca®* kanalov, kot tudi preko sprostitve kalcija iz
znotrajcelicnih  zalog (sarkoplazemskega retikuluma). Kalcijevi ioni se veZejo na
beljakovino kalmodulin, ki ima Stiri vezavna mesta za kalcijeve ione. Nastali kompleks
aktivira MLC kinazo, ki fosforilira lahke verige miozina ob porabi adenozintrifosfata
(ATP) in omogoCi stik miozina in aktina (3). Nastali stik povzro¢i vazokonstrikcijo.
Vazodilatatorni in vazokonstriktorni mediatorji vplivajo na znotrajcelicno koncentracijo
kalcijevih ionov v GMC in tako uravnavajo njeno aktivnost. Vazokonstriktorji zvisajo
koncentracijo kalcijevih ionov in omogoc€ijo kaskado biokemijskih reakcij, ki privede do
premikanja aktinskih in miozinskih filamentov in s tem do skr¢itve GMC. Eden izmed
mehanizmov, ki povzro¢i dvig znotrajceli¢nega Ca®*, je vezava agonista, (noradrenalina,
angiotenzina Il, endotelina..) na 7 TM receptor. Ta je sestavljen iz 7 a-heliksov in vezava
liganda privede do konformacijske spremembe receptorja, kar omogoci aktivacijo
trimernega G-proteina, sestavljenega iz o, B in y podenote. o in y podenoti sta z membrano

povezani preko kovalentno vezanih mascobnih kislin. V neaktivirani obliki je na G protein



0z. natan¢neje na a podenoto vezan GDP. Po aktivaciji pride do zamenjave GDP-ja z GTP-
jem, kar vodi do konformacijske spremembe, v kateri a podenota disocira od  in y
podenote (34). Podenota o aktivira fosfolipazo C, encim, odgovoren za cepitev,
fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat v dva sekundarna prenasalca, inozitol trifosfat (IP3) in
diacilglicerol (DG). IP3 se veze na receptorje na sarkoplazemskem retikulumu in povzroci
sprostitev  Ca** v citosol celice. DG skupaj s Ca®* aktivira protein kinazo C (PKC), ki
fosforilizira specificne taréne proteine. V gladkih miSicah se nahaja veC razlicnih
izoencimov PKC, vsak s specificno tkivno vlogo (vaskularni, intestinalni, materni¢ni..).
PKC fosforilira L-tip Ca** kanalov (napetostno odvisni kanali) in ostale proteine, ki so

odgovorni za tvorbo pre¢nih mostickov med aktinom in miozinom (3).
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Slika 3: Mehanizem kréenja in sprostitve gladkih misic

1- povecana znotrajceli¢na koncentracija Ca*, po vstopu Ca** iz zunajceli¢nega prostora
in sprostitvi le-tega iz sarkoplazemskega retikuluma. 2 - vezava Ca®* na kalmodulin
(CaM). 3 - CaM aktivira kinazo miozinske lahke verige ( MLCK). 4 - MLCK fosforilira
lahke verige v miozinskih glavah in poveca aktivnost miozin ATP-aze. 5 - aktiviran miozin

drsi ob aktinu po mehanizmu drsecih filamentov in ustvarja kontrakcijo (Povzeto in prirejeno po

Brooks and Cole, 2013, 37).

Za defosforilacijo MLC je odgovoren encim miozin fosfataza, Ki je konstituivno aktiven,

zato je sproS€anje GMC odvisno le od zmanjSane aktivnosti MLCK. Dejavnost MLCK je



odvisna od koncentracije kalcija v celici in od obcutljivosti proteinov, vpletenih v
fosforilacijo in defosforilacijo MLC. (32,33) Fosforilacija lahkih verig miozina je
regulirana s strani MLC fosfataze, ki odstrani visoko energijske fosfate iz lahkih verig
miozina in sprozi relaksacjo GMC. Obstajajo tri podenote MLC fosfataze; 37 kDa velika
kataliticna podenota, 20 kDa velika variabilna podenota in 110-130 kDa velika miozin-
vezajo¢a podenota. Ko pride do fosforilacije miozin-vezajo¢e podenote, ta inhibira
encimsko aktivnost MLC fosfataze (3). U¢inek vazodilatatorjev izzove izhajanje kalcijevih
ionov iz GMC. To prekine delovanje aktinskih in miozinskih filamentov ter tako ustavi
njeno krcenje (7). Relaksacija GMC je rezultat odsotnosti kontraktilnih stimulusov ali pa je
posledica direktnega delovanja snovi, ki stimulirajo inhibicijo kontraktilnega mehanizma
(npr. atrijski natriureti¢ni dejavnik, ki je vazodilatator). Ne glede na vse, relaksacijski
mehanizem zahteva zniZzano koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija in povec¢ano aktivnost
MLC fosfataze. V znizanje znotrajcelicne koncentracije kalcija sta vpletena
sarkoplazemski retikulum in plazemska membrana. Oba vsebujeta Ca®*, Mg~ ATP-azo, ki
odstranjuje kalcij iz citosola. Na plazemski membrani pa se nahaja $e¢ Na'/Ca®
izmenjevalec, ki pripomore k zmanjSanju znotrajcelicnega kalcija. Med relaksacijo pride
do zaprtja napetostno in receptorsko odvisnih kalcijevih kanal¢kov zaradi zmanjSanega

vstopa kalcija v celico.

1.5 VLOGA ZILNEGA ENDOTELIJA

Posebnost odziva mozganskih arterij je t. i. stalna intrinzi¢na avtoregulacija pretoka, ki
S¢iti mozgane pred hitrimi nihanji krvnega tlaka (15). Ob povisanem pritisku znotraj zilne
svetline pride do kréenja zile, ob zmanjSanem pa do sprostitve — tako se ohranja stalen
pretok (60—160 mm Hg) ob fizioloskem nihanju tlaka (16).

Pri mozganskih arterijah so pomemben dejavnik odziva zil tudi astrociti. Arterije znotraj
dure so obdane z likvorjem in Sirokimi perivaskularnimi prostori ter pokrite s podaljski
specializiranih astrocitov, ki prek nevrohumoralnih dejavnikov sodelujejo pri uravnavanju
zilnega tonusa in prepustnosti endotelija.

Odziv mozganskih arterij na mediatorje, ki sproscajo ali krcijo zile ni linearen, temved
ritmicno oscilira (20). Impulzi izvirajo iz GMC ali endotelija, neodvisno od dihanja, ritma

srca, ozivéenja (20). Temu ritmi¢nemu spreminjanju zilnega tonusa ali premera pravimo



vazomocija. Opisana je tudi pri Cloveskih koronarnih arterijah, kjer je ritem hitrejsi in
vezan na frekvenco kréenja srca (20). Vazomocija bi lahko predstavljala obrambo tkiva
pred ishemijo, saj je ob vazomotornem odzivu pretok skozi zilo vecji, po drugi strani pa
naj bi bil vazomotoren odziv povecan pri nekaterih bolezenskih stanjih (npr. diabetes,
arterijska hipertenzija) (20). Klju¢ni dejavnik pri uravnavanju zilnega tonusa je endotelij,
ki tvori in izlo¢a tako dejavnike spros$canja kot kréenja. V fizioloSkih razmerah se odziva
na hemodinamske (npr. strizne sile) in humoralne spremembe (npr. spremembe Vv
parcialnem tlaku O, in pH) s spro$¢anjem $tevilnih snovi, ki povzroajo skrcitev ali
vpliva na krvni tlak in pretok skozi tkivo. Endotelijske celice izlo¢ajo Stevilne
vazokonstriktorje, npr. endoteline, angiotenzin 1, superoksidni anion (O%), vmesne
produkte prostaglandinov (PGG2 in PGH2), kr¢itveni dejavnik endotelijskega izvora in
tromboksan A;. Od endotelija odvisni dejavniki, ki povzrocajo sprostitev GMC, so dusikov
oksid (NO), ogljikov monoksid (CO), prostaciklin (PGI2), prostaglandin E2 (PGE2), C-
natriureticni  peptid (vazodilatator, ki poveca koncentracijo cikliénega gvanozin
monofosfata, cGMP), adrenomedulin (vazodilatator, ki povec¢a koncentracijo ciklicnega
adenozin monofosfata, cAMP), endokanabinoidi in skupina neznanih snovi, ki jih
oznacujemo s skupnim imenom hiperpolarizacijski dejavniki endotelijskega izvora (ang.
Endothelium derived hyperpolarizing factors, EDHFs). Preko povecanja spros¢anja NO iz
endotelijskih celic na spros¢anje GMC wvplivajo tudi ACh preko muskarinskih Ms
receptorjev na membrani endotelijskih celic, substanca P, bradikinin in histamin. NO
nastaja iz L-arginina v reakciji, Ki jo katalizira encim NO-sintaza (NOS). Opisane so tri
oblike NOS: endotelijska NOS (eNOS ali NOS I111), nevronalna NOS (nNOS ali NOS I) in
inducibilna NOS (iNOS ali NOS 11), ki je prisotna v endotelijskih celicah in gladkih
najdemo vse tri oblike NOS, vendar ima glavno vlogo pri uravnavanju Zilnega tonusa
eNOS. Ta predstavlja osrednjo izomerno obliko NOS — je konstitutiven encim, ki tvori NO
v obicajnih fizioloskih pogojih (10). Endotelijske celice spros¢ajo NO v S$pranjo med
endotelijem in GMC, od koder NO difundira v GMC, Kjer aktivira od hema odvisno topno
gvanilatno ciklazo, ki prek zvisanja koncentracije ¢cGMP vodi do sprostitve GMC (11).
Prek cGMP poti deluje tudi CO. Kadar je sinteza NO motena, se poveca vpliv iz endotelija
izlocenega EDHF na sproscanje zil. EDHF deluje preko aktivacije za kalij obcutljivih
kalcijevih kanalckov na membrani GMC (11). Prostaglandina PGE2 in PGI2 sproscata



gladko miSicno celico preko aktivacije adenilat-ciklaze in posledicnim dvigom
koncentracije cAMP. Povisana raven CAMP aktivira fosfokinazo A, kar zmanjsa delovanje
aktinskih in miozinskih filamentov. Predvidevajo, da povecan krvni pretok, ki v fizioloskih
razmerah poveCa strizne sile na endoteliju, sprozi sintezo PGE; in PGl
Hiperpolarizirajoci dejavnik endotelijskega izvora (EDHF) predstavlja proces, ki povzroci
ali napetostno odvisnih K™ kanalov, kar privede do sprostitve Zile (3). Ob dodatku
vazodilatornih snovi (npr.ACh, bradikinina) omogoca sprostitev GMC tudi, kadar je encim
NOS zavrt. Od endotelija odvisni dejavniki, ki povzrocajo kréenje GMC, so endotelin-1
(ET-1) (preko endotelijskih receptorjev tipa A) in presnovki arahidonske kisline (npr.
tromboksan A,, prostaglandin F2a). Angiotenzin II povzroc¢a kréenje prek spodbujanja
tvorbe ET-1 in prek receptorjev za angiotenzin na membrani GMC. Pomemben vpliv na
zilni tonus, ki ga nadzoruje endotelij, imajo tudi reaktivne kisikove spojine (angl. reactive
oxygen species, ROS) (1). Superoksidni anion, vodikov peroksid (H20,) in hidroksilni
radikal v nizkih koncentracijah in peroksinitrit v visoki koncentraciji povzrocajo sprostitev
GMC. Superoksidni anion v visoki in peroksinitrit v nizki koncentraciji povzrocita krcenje.
Pri tvorbi ROS v endotelijskih celicah so vpleteni encimi nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat (NADPH) oksidaza, ksantin oksidaza in lipooksigenaze (LOX) (11).

1.5.1 Disfunkcija endotelija

Okrnjeno delovanje endotelija je patofizioloski proces, ki se pri¢ne ob staranju organizma
in s tem tudi zil, zacetek in napredovanje procesa pospesijo dejavniki tveganja za sréno
zilne bolezni (kajenje, hipertenzija, sladkorna bolezen...) (21). Pri uravnavanju tonusa
zilne stene, pretoka krvi in delovanja trombocitov imajo poglavitno vlogo endotelijske
celice. Disfunkcija le-teh predstavlja motnjo v delovanju endotelija, ki privede do
porusenega ravnovesja med vazodilatacijskim in vazokonstriktornim delovanjem (13).
Najzgodnej$sa motnja v delovanju endotelija je nesposobnost razsiritve Zile in povecanja
pretoka v njej po fizioloskih ali farmakoloskih drazljajih (14). Kaze se zlasti z motenim od
endotelija odvisnim spro$¢anjem zil zaradi zmanjSane tvorbe NO prek zmanjSanega
izrazanja eNOS . Manjsi vpliv ima povecano izlocanje od endotelija odvisnih snovi, ki zile
kréijo (npr. angiotenzin II in ET-1), ter povecana tvorba ROS znotraj endotelijskih celic
(14, 22). Okrnjeno delovanje endotelija se pokaze kot zmanj$ana sposobnost kréenja Zile in

posledi¢no pride tudi do oslabitve avtoregulacije pretoka skozi mozgane. Poru$i se

10



ravnovesje med snovmi, ki Zilo spros$éajo oz. kréijo in se prevesi v smer nastajanja tistih, ki
zilo kr¢ijo. Poveéa se prepustnost endotelija, pride do agregacije trombocitov, adhezije
levkocitov in nastanka vnetnih citokinov, kar vse skupaj spodbuja napredovanje procesa
ateroskleroze. Dandanes se vse veC ljudi zateka k zdravljenju z naravnimi zdravili, ki v
mnogih primerih kazejo obetajoCe rezultate. V novejsi Studiji, opravljeni pod okriljem
azijskih raziskovalcev, so ugotovili da ikarin - glavni flavonoid v kitajski rastlini
Epimedium brevicornum, zmanjsa raven AP (beta amiloida) in ekspresijo amiloidnega
prekurzorskega proteina (APP) v podganjem hipokampusu, kar ugodno vpliva na
zdravljenje Alzheimerjeve bolezni. Raziskava skupine tajvanskih znanstvenikov je
pokazala, da flavonoid luteolin deluje protivnetno in nevroprotektivno tako, da zavira
vnetno signalno pot v podganji mikrogliji preko inhibicije delovanja NF-xB, STATI1 in
IRF-1 (31).

1.6 POLIFENOLNE SPOJINE IN NJIHOV UCINEK NA ZILJE

Polifenolne spojine so v naravi zelo razsirjene. Nahajajo se v sadju, zelenjavi, kakavu in v
pija¢ah, kot sta rde¢e vino in &aj. Stevilne raziskave so pokazale pozitiven uéinek uZivanja
hrane, bogate s polifenolnimi spojinami, na srénozilni sistem (21). Njihov ucinek je
odvisen od dnevnega vnosa in bioloske uporabnosti. Polifenoli prehajajo Erevesno
pregrado in dosezejo sistemski krvni obtok v koncentracijah, ki v in vitro studijah kazejo
farmakoloSke ucinke (16). Zas¢itni ucinki, preko katerih naj bi polifenolne spojine
delovale, vkljucujejo preprecCevanje nastajanja prostih kisikovih radikalov, spodbujajo
nastanek vazorelaksacijskih mediatorjev, kot so NO, EDHF in prostaciklin, ter zavirajo
nastanek vazokonstriktorjev, npr. endotelina-1 v endotelijskih celicah.

S poskusi na izoliranih arterijah so pokazali, da nekateri polifenoli povzroc¢ijo od endotelija
odvisno relaksacijo zil in povecajo sintezo eNOS. S polifenoli inducirana relaksacija arterij
naj bi vkljucevala tudi aktivacijo preko EDHF. Sadje in pijace, kot sta npr. vino in caj,
predstavljajo glavni vir polifenolov. Posamezni polifenoli kot je kvercetin, se nahajajo v
vecini rastlinskih izdelkov (sadju, zelenjavi, kosmicih, stro¢nicah, sadnih sokovih, ¢aju,
vinu..), medtem ko so nekateri specificni za to¢no dolo¢eno hrano (flavanoni so v citrusih,
izoflavoni v soji). V posamezni hrani najdemo razlicne vrste polifenolov, nikoli ni
zastopana samo ena vrsta. Na vsebnost polifenolov v rastlinah vplivajo okoljski dejavniki,
ki se delijo na pedoloske (tip zemlje, na kateri rastlina raste), klimatske (izpostavljenost

soncu, koli¢ina padavin) in pogoje pridelave (rastlinjaki, polja, hidroponi¢no kmetijstvo).
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Slika 4: Fizioloski ucinki polifenolov na razli¢na tkiva

Pomemben dejavnik je tudi stopnja zrelosti, ki vpliva na koncentracijo in delez razli¢nih
polifenolov. Shranjevanje in priprava zelenjave in sadja vpliva tudi na delez polifenolov,
predvsem tistih, ki hitro oksidirajo. Nacin oz. kuharska metoda priprave hrane ima
pomemben vpliv na vnos uéinkovin. Ze s samim lupljenjem in kuhanjem sadja in zelenjave
velik delez polifenolov izgubimo (29).

Celotni dnevni vnos polifenolov znasa priblizno 1g/dan. Vrsta in koliina zauZzitega
polifenola je odvisna od prehranjevalnih navad posameznika in drzave, v kateri se nahaja.
V Spaniji je bilo ocenjeno, da celoten vnos katehinov in proantocianidnih dimerov in
trimerov znaSa 18-31 mg/dan zaradi velikega vnosa jabolk, hrusk, grozdja in rdeCega vina

(29).
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Slika 5: Preglednica vsebnosti flavonoidov v hrani
(mg flavonoidov na 100g hrane).
(Valdes L., 2015, str. 2429)

1.6.1 Polifenoli

Delijo se v pet skupin: flavonoidi (flavonoli, flavononoli, flavan-3-oli, izoflavoni in
antocianidini), fenolne kisline (hidroksibenzojska kislina, hidroksicimetna kislina), fenolni
alkoholi, stilbeni in lignani. Kljuéni intermediat pri biosintezi polifenolov je
hidroksicimetna Kislina. Ta nastane iz Sikimske Kisline, Ki je skupni prekurzor Stevilnih
alkaloidov, aromati¢nih aminokislin in indolnih derivatov. Sikimska kislina se sintetizira iz
eritroze-4-fosfata in fosfoenolpiruvata. Sledi pretvorba v aminokislino fenilalanin po
Sikimski poti. Nato encim fenilalanin-amino liaza (PAL) katalizira nastanek cimetne

Kisline, iz katere se sintetizira ve¢ina fenolnih spojin (16).

Polifenoli so kemijsko zelo heterogena skupina. Na splosno velja, da se slabo absorbirajo v
¢revesju, hitro metabolizirajo v jetrih in hitro izlo¢ijo iz telesa. V hrani se nahajajo v obliki
estrov, glikozidov ali vezani na polimere. Za uspe$no absorpcijo mora poteci razgradnja
oz. hidroliza le-teh, da nastanejo prosti polifenoli. Razgradnja poteka s pomocjo ¢revesnih
encimov ali s ¢revesnimi bakterijami. V nekaterih primerih ¢revesne bakterije ne samo
razgradijo, ampak tudi metabolizirajo polifenole in s tem zmanjSajo delez celokupne
absorpcije. Sofasno z absorpcijo potekajo v tankem cérevesju reakcije metabolizma.
Absorpciji sledi metabolizem v jetrih, kjer potekajo vecCinoma reakcije metilacije,
konjugacije z glukuronsko kislino in s sulfatom. V krvi jih najdemo najveckrat vezane na
albumine. Eliminacija poteka preko urina ali zol¢a. Vrsta poti je odvisna od njihove
molekulske mase. Polifenoli z veliko molekulsko maso se ve¢inoma izlo¢ijo preko Zolca,

manj$i pa preko urina.
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1.6.2 Kavna Kislina

Spada med fenolne spojine in ima sposobnost vezave prostih radikalov, kar pomeni, da ima
antioksidativne lastnosti. Cista kavna kislina je rjavkast prah. Nahaja se v kavi, arganovem
olju, propolisu, sadju, zelenjavi in ostalin rastlinah (arniki, ameriskem slamniku,
nepozebniku, sonc¢ni¢nih semenih, timijanu, pehtranu, listu oljke, lubju evkaliptusa,
je¢menovih zrnih). Deluje protimikrobno proti bakteriji Escherichia coli, protivirusno in
antimikotiéno. Stevilo in mesto hidroksilnih skupin, vezanih na benzenov obro¢, vpliva na
toksicnost do dolocenega mikroorganizma. Vecja hidroksilacija pomeni vecjo toksi¢nost
(15,16). Ima tudi protivnetno in antibioti¢no delovanje (inhibira dihidrofolat reduktazo).
Ester kavne Kkisline in 2-fenil etanola (CAPE) ima sposobnost ublaziti sekundarne
poskodbe po mozganski kapi. V $tudiji so na podganjem modelu, pri katerem so izzvali
zaris¢no ishemijo v centralnem delu mozganov, ugotovili, da je nevroprotektiven ucinek
CAPE-ja odvisen od odmerka (1-10mg/kg telesne teze) in da ima dolg razpolovni Cas, Saj
se na mestu delovanja zadrzuje 18 ur. Po aplikaciji CAPE se je zviSala koncentracija NO in
glutationa, zmanjsala pa lipidna peroksidacija in koncentracija nitrotirozina. Okrepil se je
tudi mozganski krvni obtok. Vpliva tudi na zmanjSano izraZanje faktorja NF-xB, ki je
odgovoren za vnetne procese (zvisa koncentracijo adhezijskih molekul, citokinov in NO-
sintaze). Protivnetno delovanje se kaze tudi z zmanjSano ekspresijo ED1 (celicni marker
aktivacije mikroglije, makrofagov in monocitov). Inhibira apoptozo z zmanjSanjem
izrazanja kapsaze 3 in zveCanjem antiapoptopi¢nega proteina Bcl-xL. (16). Absorbira se s
paraceluralno difuzijo skozi enterocite v ¢revesju V Krvi jo najdemo v nespremenjeni

obliki po ¢emer sklepamo, da se izogne uc¢inku prvega prehoda (27).

O
X OH

HO
OH

Slika 6: Molekulska struktura kavne kisline

1.6.3 Maltol

Maltol je naravno prisotna organska spojina, ki se primarno uporablja kot ojacevalec

okusa. Najdemo ga v lubju macesna, borovih iglicah in prazenem sladu. Je bel kristalinicen
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prah, topen v vroc¢i vodi, kloroformu in ostalih organskih topilih. Zaradi vonja po sladkorni
peni in karameli dodan k hrani poudari njeno sladkobo in ima vonj po svezem pecivu ter
karameli (15). Z visoko selektivnostjo in afiniteto tvori kelate s kovinskimi ioni Fe®,
Ga*, AP* in VO™. V telesu poveta privzem aluminija, biologko uporabnost galija in
zeleza. V Studiji na podganjem modelu je maltol povecal nevrotoksi¢nost aluminija.

Izkazal se je kot mocen ojacevalec kopicenja aluminija v serumu, mozganih in kosteh (18).

0 CH3

OH
®)

Slika 7: Molekulska struktura maltola

1.6.4 Klorogenska kislina

Klorogenska kislina (CGA) je naravna spojina, ki je ester med kavno in kininsko kislino.
Je pomemben ¢len pri biosintezi lignina. Nahaja se v bambusu vrste Phyllostachys edulis
in Stevilnih drugih rastlinah. Je ena glavnih fenolnih komponent v breskvah, slivah in
kavnih zrnih zelene kave. V telesu po obroku upocasni sprostitev glukoze v krvni obtok.
Na trgu jo kot standardiziran ekstrakt zelene kave najdemo pod trgovskim imenom
Svetol®. Uporablja se kot aditiv h kavnim izdelkom, Zvegilnim gumijem in kot samostojen
izdelek. Ima protivnetne ucinke. Studija je pokazala, da CGA znacilno zavre produkcijo
NO in sprostitev TNF-a iz lipopolisaharida (LPS) stimulirane mikroglije. Zmanjsa LPS
stimulirano fosforilacijo, razgradnjo zaviralnega dejavnika kapa B-alfa (IxBa) in
preprecuje translokacijo nuklearnega faktorja kapa B (NF-kB). Preprecuje nevrotoksi¢nost,
povzroceno z aktivacijo mikroglije, in izboljsa prezivetje dopaminergi¢nih nevronov. In
vivo Studija je pokazala, da preventivno zdravljenje s CGA oslabi sprostitev LPS, IL-1p in
TNF-o v substanci nigri ter inhibira aktivacijo mikroglije. Zaradi teh ucinkov ima
potencialno nevroprotektiven ucinek pri nevrodegenerativnih boleznih, pri katerih igrajo
osrednjo vlogo provnetni dejavniki (19). Dobro je topna v etanolu in acetonu. Ima dve
izomerni obliki, kriptoklorogensko in neoklorogensko kislino. Izomera z dvema kavnima

kislinama pa se imenuje izoklorogenska kislina. To najdemo v kavi.
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Slika 8: Molekulska struktura klorogenske kisline

1.6.5 Gentizinska kislina

Gentizinska kislina (GA) je dihidroksibenzojska kislina. Je derivat benzojske kisline in
eden od metabolitov pri razgradnji acetilsalicilne kisline. Ima protivnetne, antirevmati¢ne
in antioksidativne lastnosti. Nastane kot stranski produkt pri metabolizmu aminokisline
tirozina in benzoata (20).

Nahaja se v listih afriSkega drevesa Alchornea cordifolia, v vinu in korenini rumenega
svis¢a. GA v ekstraktu korenine rumenega svi§¢a Se ze stoletja uporablja kot antiflogistik
(21). Topna je v alkoholu in etru. Temperatura talis¢a je od 200-205 °C (22). V in vivo
Studiji so ugotovili, da GA inhibira fibroblastne rastne faktorje (FGF). Ti so v normalnih
razmerah pritrjeni na zunajceli¢ni matriks. Pri patologiji Stevilnih bolezni pa pride do
njihove nebrzdane akumulacije v zunajceliéno obmocje zaradi nekontrolirane sinteze
Isprostitve. FGF spodbujajo tumorsko resistenco na kemoterapevtike in sevanje. Vpleteni
so v nastanek patoloskih angiogenez in s tem posledi¢no v nastanek in pospesitev stevilnih
bolezni, vklju¢no z rakom. V terapevtskem pogledu so torej snovi, ki nevtralizirajo
nepravilno mobilizirane fibroblastne rastne faktorje, med katere kot mocan inhibitor spada
GA (24).

Koncentracijsko odvisno inhibira oksidacijo LDL. V plazmi znacilno inhibira nastanek
holesterolnega estra hidroperoksida ter ima moc¢no antioksidativno aktivnost. K mo¢nemu
antioksidativnemu uc¢inku delno prispeva tudi anti-tromboti¢ni ucinek acetilsalicilne kisline
(23). V in vitro studiji na podganjih mozganih so pri§li do spoznanja, da GA inhibira
mozgansko glikolizo. V visokih koncentracijah v mozganih inhibira aerobno

mitohondrijsko dihanje (24).
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Slika 9: Molekulska struktura gentizinske kisline

2 NAMEN DELA

Namen diplomske naloge bo dolo¢iti u¢inke in mehanizem delovanja izbranih naravnih
spojin (maltol, kavna kislina, gentizinska kislina in klorogenska kislina), ki se nahajajo v
izvlecku lubja bele jelke, na izoliranih humanih mozganskih zilah in jih primerjati z uéinki
teh snovi na podganjih aortah. Humane mozganske arterije bomo pridobili med obdukcijo,
24 ur post mortem. S pomoc¢jo naprave za delo z izoliranimi zilami bomo merili
izometri¢no silo kréenja Zilnih obrockov in preucevali akutni uc¢inek spojin na s Phe
predhodno skréene Zilne obrocke (Protokol 1), akutne u¢inke Ach po inkubaciji z eno od
izbranih spojin (Protokol 2) in akutni uc¢inek naras¢ajocih koncentracij spojin na
predhodno skrcene zilne obroc¢ke po inkubaciji z L-NNA (Protokol 3). Rezultate bomo

statisti¢no obdelali z dvofaktorsko analizo variance (dvosmerna ANOVA).

Predvidevali bomo, da je njihov ucinek povezan z delovanjem v zilnem endoteliju z
zaviranjem nastajanja kisikovih radikalov in zaviranjem sinteze vazokonstriktorjev ter z

aktivacijo NO sintaze.

3 METODE

Reagenti in raztopine, ki smo jih uporabili pri poskusih na izoliraniih Zilnih obrockih:

» Modificirana raztopina po Krebs-Henseleitu (K-H raztopina), ki je sestavljena iz;
e 118 mM NaCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA),

e 47 mM KCI (Merck, Darmstadt, Nemcija),

e 1,2 mM MgSO, (Merck, Darmstadt, Nemcija),

o 12mM KH,PO4 (Kemika, Zagreb, Hrvaska),

e 25 mM NaHCOj3; (Merck, Darmstadt, Nemcija),

e 2,5mM CaCl, (Kemika, Zagreb, Hrvaska) in
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11 mM glukoze (Kemika, Zagreb, Hrvaska).

Raztopina za delo na mikrozilah, ki vsebuje:

119 mM NaCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA),

4,7 mM KCI (Merck, Darmstadt, Nemcija),

1,2 mM MgSO4 (Merck, Darmstadt, Nemcija),

25 mM NaHCOj; (Merck, Darmstadt, Nemcija),

1,2 mM KH,PO, (Kemika, Zagreb, Hrvaska),

5,5 mM glukoze (Kemika, Zagreb, Hrvaska),

0,027 mM etilendiamintetraocetne kisline (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA),
2,5 mM CaCl;, (Kemika, Zagreb, Hrvaska ).

Acetilholin (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA; M=181,7 g/mol); vazorelaksant s
koncentracijo maticne raztopine 10mM .

Fenilefrin (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA; M=167,2 g/mol); vazokonstriktor s
koncentracijo mati¢ne raztopine 10mM .

Kalijev klorid (KCl) (Merck, Darmstadt, Nemcija; M=74,56 g/mol);
vazokonstriktor s koncentracijo mati¢ne raztopine 3 M.

Karbogen (plinska mesSanica sestavljena iz 95 % O, in 5 % CO,; Messer Slovenija
d.o.o, Ruse, Slovenija)

No-nitro-L-arginin  (L-NNA) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Nemcija);
selektivni inhibitor sintaze duSikovega oksida (NOS), s koncentracijo maticne
raztopine 0,012 M.

Ogljikov dioksid (CO,) (Messer, Ruse, Slovenija); plinska mesanica, sestavljena iz
75 % CO- in 25 % Ny, ki smo jo uporabili za evtanazijo podgan.

Mati¢ne raztopine sem pripravila v precis¢eni deionizirani vodi in jih redc¢ila do ustreznih

koncentracij.

Aparature, oprema in pribor:

Reagente in preiskovane vzorce sem shranjevala v:

hladilnik, +4 °C Gorenje (Velenje, Slovenija)
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zamrzovalnik, -20 °C Gorenje (Velenje, Slovenija)

Za tehtanje in raztapljanje sem uporabila;

analizna tehtnica KERN ALS 120-4, Kern&Sohn GmbH (Balingen, Nemcija)
analizna tehtnica Sartorius BL210S, Sartorius AG (Goettingen, Nemcija)

naprava za o€iS¢eno deionizirano vodo USF Maxima (ELGA, Durham, Velika
Britanija),

polavtomatske pipete Eppendorf Research 200 pl in Eppendorf Reference 2500 pl
(Eppendorf AG, Hamburg, Nemcija),

ultrazvoéna kadicka SONIS 2 GT (Iskra PIO, d.o.o., Sentjernej, Slovenija),

merilne valje, ¢aSe, bucke ( velikosti od 5 mL-100 mL) in steklene palcke.

Za izolacijo podganjih torakalnih zil sem uporabila:

petrijevko,
20 mL ¢aso,
Skarje,
pinceto,
skalpel,

povecevalno steklo.

3.1 PRIPRAVA MATICNIH RAZTOPIN IZBRANIH SPOJIN

Vse spojine smo pripravili v maticni raztopini koncentracije 10 mM. Ostale koncentracije

spojin (0,001 puM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 pM) smo dobili z redéenjem

mati¢ne spojine s precisc¢eno deionizirano vodo.

Uporabili smo:

maltol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija; M=126,11 g/mol),
klorogensko kislino (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nem¢ija; M=354,31 g/mol),

kavno kislino (Merck-Schuchardt, Miinchen, Nem¢ija; M=180,16 g/mol),
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e gentizinsko Kislino (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nem¢ija; M=154,12 g/mol)

CGA in kavna Kislina sta topni v dimetilsulfoksidu (DMSOQ). Spojine smo zatehtali, jih
raztopili v minimalni koli¢ini topila in nato dodali precis¢eno deionizirano vodo do

koncentracije mati¢ne spojine.

GA je topna v vodi. Spojino smo zatehtali in raztopili v pre¢iS¢eni deionizirani vodi.

Maltol je topen v DMSO in etanolu. Po zatehtanju smo ga raztopili v minimalni koli¢ini
DMSO-ja in ga nato do koncentracije mati¢ne spojine red¢ili s precis¢eno deionizirano

vodo.

Pripravili smo tudi razred¢itve vseh devetih preiskovanih spojin, in sicer koncentracije 1
mmol/l, 0,1 mmol/l, 10 pmol/l, 1 pmol/l in 0,1 pmol/1.
Pri pripravi red¢itev smo za raztapljanje uporabili 70 % etanol (Pharmachem d.o.o0.,

Ljubljana, Slovenija), DMSO (Merck, Darmstadt, Nemcija) in deionizirano ocis¢eno vodo.

3.2 POSTOPEK IZOLACIE ZIL
3.2.1 Postopek izolacije podganjih torakalnih aort

Za poskuse na zivalih smo pridobili dovoljenje Veterinarske uprave Republike Slovenije
S§t. 34401-14/2011/12 s priglasitvijo evtanazije z dne 21. 02. 2012. Za poskuse smo
uporabili podgane linije Wistar, vzrejene na Institutu za farmakologijo in eksperimentalno
toksikologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. Tehtale so 190-340 g, stare so
bile 3-6 mesecev. Uporabili smo 13 sam&kov in 5 samick. Zivali so bile hranjene s
standardnimi briketi za podgane (Altromin 1324, Lage, Nemcija). Vseskozi so imele na
razpolago vodo, dnevno nocni ritem je bil ustvarjen z menjavanjem svetlobe in teme
vsakih 12 ur. Temperatura okolja, v katerem so bivale, je bila stalna (24 + 1 °C). Poskuse
smo opravljali med 8.00 in 20.00 od 20. junija do 15. avgusta 2013. Vsako spojino smo pri
vsakem protokolu preizkusili na 5—6 Zilnih obro&kih (ZO) 2—3 podgan.
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Zivali smo evtanazirali s CO, tako, da smo jih zaprli v komoro s stalnim dotokom CO..
Najprej je Zival izgubila zavest, nato je nastopila smrt. Po nastopu smrti smo Zival pustili v
komori $e nekaj minut, nato smo priceli z izolacijo zil. Trebusno steno smo odprli 2 cm
pod ksifoidnim izrastkom spodnjega dela prsnice. Z odstranitvijo trebusne prepone smo si
prikazali srce in velike zile v prsnem kosu in trebusni votlini podgane. Od torakalne aorte
smo locili sosednje vezivno tkivo in mascevije ter izrezali aorto iz Zivali. Zgoraj smo aorto
prekinili pod izstopii¢em leve arterije subklavije, spodaj nad trebusno prepono. Zilo smo
pod lupo odistili preostalega veziva in nato iz torakalne aorte pripravili 8 ZO, dolgih 3—4
mm. ZO smo namestili v kivete naprave za poskuse na izoliranih Zilah, ki so bile
napolnjene s K-H. Od evtanazije Zivali do namestitve ZO je preteklo v povpreéju 20-30

minut.

3.2.2 Postopek izolacije ¢loveskih moZganskih arterij

Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (St. 84/03/13).
Izolirane ¢loveske mozganske arterije smo pridobili med obdukcijo, uporabili smo zile na
mozganski bazi (sprednja mozganska arterija, zadnja mozganska arterija, bazilarna in
vertebralna arterija). Zile za poskus smo odvzeli povpreéno 24 ur post mortem. Kadavri so
bili razli¢nih starosti in spolov (7 Zensk, 16 moskih, starost 38—88 let). Izlocili smo
kadavre, ki so umrli po/med operacijo zaradi moznega vpliva anestetikov in zdravil na
delovanje zil. Takoj po odvzemu vzorcev smo Zile shranili v raztopini za mikrozile, nato
smo jih narezali na 8—16 ZO, dolgih 3—4 mm, in jih vpeli v napravo za poskuse na
izoliranih zilah. Odvzeli smo Zile brez ateroskleroticnih sprememb 0z. z minimalnimi
spremembami. Za vsako spojino smo pri vsakem protokolu uporabili 57 ZO treh razli¢nih

kadavrov.

3.2.3 Naprava za poskuse na izoliranih Zilah

Naprava za poskuse na izoliranih Zilah je sestavljena iz vodne kopeli, v kateri je med seboj
povezanih 8 kivet s prostornino 10 ml. Kivete imajo lo¢en dovodni in odvodni sistem za

izmenjavo medija (K-H) ter dovod plina .
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elektromehanski pretvornik

cevka za kisik :U_
cevka za dovod K-H —— )
— cevka za odvod grelne tekocine
=
ogrevalni plasé H NG ;
N kaveljéek
zilni obrocek sidro
cevka za dovod grelne tekocine
10 ml kaveta — r J cevka za odvod K-H

Slika 10: Slika naprave za poskuse na izoliranih Zilah

K-H smo prepihovali s plinsko mesanico 95 % O, in 5 % CO,. Temperaturo vodne kopeli
smo vzdrzevali s pomocjo termostatsko nadzorovane vodne ¢rpalke pri 37,0 + 0,5 °C.
Ostale spojine smo dodajali v kivete skozi zgornjo odprtino s polavtomatskimi pipetami.
70 smo vpeli med dve vzporedni nerjaveci kovinski Zici. Prva (sidro) je bila pritrjena na
drzalo znotraj kivete, druga (kaveljcek) pa je bila povezana z elektromehanskim
pretvornikom (ITIS, Ljubljana, Slovenija). Elektromehanski pretvornik je spremembo sile
izometriénega kréenja ZO pretvarjal v spremembo elektriéne napetosti, ki se je preko
ojacevalca (DEWETRON Ges.m.b.H, Gradec, Avstrija) in A/D pretvornika (National
Instruments NI PCI-6013, ZDA) zapisovala na trdi disk osebnega racunalnika. Podatke, ki
smo jih dobili, smo obdelali s programsko opremo DEWESoft 6.5 (DEWESoft d.o.0.,

Trbovlje, Slovenija).

3.3 POTEK DELA

Vse poskuse tako na podganjih kot na humanih Zzilnih obrockih smo zaceli enako, in sicer z
napenjanjem vpetih zilnih obrockov z doloCeno silo na zacetno napetost, odvisno od
premera zile. Nato smo cakali, da se zile umirijo in se vrednosti kréitve obdrzijo na
mirovnem potencialu (MP).

Ko se je Zilna napetost ustalila, smo preverili odzivnost obrockov s 60 mmol/l KCI1 (pri
podganjih obrockih) ali 50 mmol/l KCI (pri humanih obrockih) (slika 4.2a, slika 4.3a, slika
4.4a). Po dosegu konstantne skrc¢itve (dosega platoja), smo obrocke nekajkrat izprali z
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raztopino K-H. Postopek smo ponovili dvakrat pri podganjih obrockih in trikrat pri
humanih, nekako do enakomernosti odziva.

Nato smo obroc¢ke skréili z 1 umol/l Phe (slika 4.2b, slika 4.3b, slika 4.4b). Ko je skréitev
dosegla plato, smo z 1 pmol/l ACh izzvali od endotelija odvisno sprostitev zilnih
obroc¢kov. Po 5 minutah smo Zilne obrocke sprali s K-H raztopino. Zatem smo izvedli tri

razli¢ne poskuse s pripadajo¢imi protokoli.

3.3.1 Protokoli poskusov

Poskuse smo izvedli po treh protokolih: protokol 1 (akutni u¢inek spojine na predhodno
skréene Z0), protokol 2 (akutni u¢inek ACh na predhodno skréene ZO po inkubaciji s
spojino) in protokol 3 (akutni uéinek spojine na predhodno skréene ZO po inkubaciji z L-
NNA).

Zaletek vseh protokolov je bil vedno enak (slika 4.2): ZO smo vpeli med sidro in
kaveljcek ter jih potopili v kiveto s K-H. Pred poskusom smo jih 90 minut uravnavali na
mirovni potencial (MP) 20 mN. V tem ¢asu smo vsakih nekaj minut kivete sprali s K-H, da
smo odstranili ostanke krvi in zagotovili zadostno prehranjenost ZO s kisikom. Ko se je
vzpostavil MP, smo preverili odzivnost ZO. V kiveto smo dodali KCl do konéne
koncentracije 60 mM (pri ¢loveskih Zilah do 50 mM). Ko je bila od endotelija neodvisna
skréitev konstantna, smo ZO sprali s K-H in podakali na vzpostavitev MP. Pri podganjih
zilah smo KCI dodali dvakrat, pri ¢loveskih tako, da se je odziv zil ustalil. 70 smo
ponovno sprali in polakali na vzpostavitev MP. Nato smo ZO skréili z agonistom al
adrenoreceptorjev Phe v koncentraciji v kiveti 1 uM. Ko je skr¢itev dosegla plato, smo z
ACh (koncentracija v kiveti je bila 1 uM) izzvali od endotelija odvisno sprostitev ZO, da
smo preverili, ¢e je endotelij ohranjen. ZO smo nato sprali s K-H in pocakali na

vzpostavitev MP; ko je bil le-ta dosezen, smo zaceli s protokolom 1, 2 ali 3.
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Slika 11: Grafi¢ni prikaz zacetnega dela poskusa na izoliranih podganjih torakalnih aortah

(A) in na izoliranih ¢loveskih mozganskih arterijah (B).

*- zacetek spiranja s K-H, /- nadaljevanje poskusa po protokolu, Phe - fenilefrin, ACh -
acetilholin, KCI - kalijev klorid, MP - mirovni potencial.

Protokol 1 - akutni udinek spojine na predhodno skréene Zilne obrocke

V kiveto smo dodali Phe v konéni koncentraciji 1 uM. Ko je skréitev ZO dosegla plato,
smo zaceli s kumulativnim dodajanjem preiskovanih spojin do koncentraci v kiveti 0,001
uM, 0,01 pM, 0,1 pM, 1 uM, 10 uM, 100 pM (slika 4.3). Po kon&anem poskusu smo ZO
izprali s K-H, pocakali na vzpostavitev MP, jih skr¢ili s Phe (koncentracija v kiveti je bila
1 uM) in sprostili z ACh (koncentracija v kiveti je bila 1 pM). Tako smo preverili odziv

endotelija. Po konanem poskusu smo ZO shranili za unienje v pooblagéenem zavodu.
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Slika 12: Protokol 1

*- zaCetek spiranja s K-H, /- poskus sledi zacetnem delu, Phe - fenilefrin, ACh -
acetilholin, MP - mirovni potencial.

Protokol 2 - akutni u¢inek ACh na predhodno skréene Zilne obrocke po inkubaciji s

spojino

Po zacetnem delu protokolov smo v kiveto dodali preiskovano spojino v konéni
koncentraciji 10 uM v kiveti in ZO inkubirali 20 min. Nato smo izzvali skréitev ZO s Phe
(koncentracija v kiveti je bila 1 pM). Ko je skréitev dosegla plato, smo zaceli s
kumulativnim dodajanjem ACh do koncentracij v kiveti 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 puM,
100 uM (slika 4.4). Po konéanem poskusu smo ZO sprali s K-H, po¢akali na vzpostavitev
MP, jih skréili s Phe (koncentracija 1 uM v kiveti) in sprostili z 1 uM ACh, (koncentracija

v kiveti je bila 1 pM). ZO smo po kon¢anem delu zavrgli.

1 uM Phe 1 uM Phe 1 uM ACh

kumulativno dodajanje ACh

*
inkubacija s
spojino
MP

Slika 13: Protokol 2
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*- zaetek spiranja s K-H, /- poskus sledi zafetnemu delu, Phe - fenilefrin, Ach -

acetilholin, MP - mirovni potencial.

Protokol 3 - akutni ucinek spojine na predhodno skréene Zilne obro¢ke po inkubaciji
z L-NNA

Po zacetnem delu protokolov smo v kiveto dodali L-NNA, ki zavira delovanje NOS, v
konéni koncentraciji v kiveti 360 pM in ZO inkubirali 30 min. Nato smo izzvali skréitev
70 s Phe (koncentracija v kiveti je bila 1 uM). Ko je skréitev dosegla plato, smo za&eli s
kumulativnim dodajanjem preiskovanih spojin do koncentracij v kiveti 0,001 uM, 0,01
uM, 0,1 pM, 1 uM, 10 uM, 100 pM (slika 4.5). Po konéanem poskusu smo ZO sprali s K-
H, pocakali na vzpostavitev MP, jih skr¢ili s Phe (koncentracija 1 pM v kiveti) in sprostili

z ACh, ki je dosegel koncentracijo 1 uM v kiveti. ZO smo po konéanem delu zavrgli.

1 uM Phe ) . » 1 uM Phe 1 uM ACh
' lnmulativno dodajanje spojine ' '

dap | A
Ll

MP

inkubacija z
L-NNA

Slika 14: Protokol 3

*- zaCetek spiranja s K-H, /- poskus sledi zac¢etnemu delu, Phe - fenilefrin, ACh -
acetilholin, MP - mirovni potencial, L-NNA - Nw-nitro-L-arginin.

3.3.2. Obdelava podatkov

S pomocjo racunalniskega programa DeweSoft 6.1 (DEWESoft d.o.0., Trbovlje, Slovenija)
smo doloc¢ili visino platojev (silo izometri¢ne kontrakcije) pri posameznih poskusih.
Dobljene podatke smo nato statistiCno in grafi¢no obdelali z racunalniskim programom
GraphPad Prism 5.01 (GraphPad, ZDA). Rezultate meritev pri posameznih koncentracijah
smo povpre€ili in izrazili kot aritmetine sredine s standardnimi napakami ocen
aritmeti¢nih sredin (SEM). Stevilo ZO v posameznem protokolu smo prikazali v rezultatih.

Vse vrednosti, ki smo jih uporabili za izraCune, prikazuje slika 4.6. Pri protokolih 1 in 3
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smo izratunali odstotek sprostitve predhodno skréenih ZO po dodatku spojine (razlika med
platojem po dodatku Phe in platojem po dodatku spojine doloCene koncentracije (x %, B
na sliki 4.6a), tako da smo za 100 % vzeli razliko med platojem po dodatku Phe in MP
neposredno pred dodatkom Phe (A na sliki 4.6a). Pri protokolu 2 smo za vsako
koncentracijo ACh po inkubaciji izra¢unali odstotek sprostitve ZO, predhodno skréenih s
Phe, tako da smo primerjali razliko med platojem Phe in platojem ACh doloCene
razredCitve po inkubaciji (x %, C na sliki 4.6b) z razliko med platojem po dodatku Phe in
MP neposredno pred dodatkom Phe (100 %, A na sliki 4.6b).

Phe Phe
a kumulativno b kumulativno
dodajanje spojine dodajanje ACh
R -
& 4
5 A / A
L ‘I'J/ |
IVIP / '\\ IV[P i \\\
;, f ;!I’ v <2 ‘

Slika 15: Shematski prikaz vrednosti, ki smo jih uporabili za racunanje po protokolih 1 in 3

(@) in po protokolu 2 (b).

/| — poskus sledi zacetnemu delu, / — nadaljevanje poskusa, ACh — acetilholin, Phe —
fenilefrin, MP — mirovni potencial, A — razlika napetosti med platojem Phe in MP
neposredno pred dodatkom Phe, B — razlika napetosti med platojem Phe in platojem
spojine dolo¢ene koncentracije, C — razlika med platojem Phe in platojem ACh dolocene

koncentracije.

Z dvofaktorsko analizo variance (dvosmerna ANOVA) z Bonferronijevim popravkom smo
primerjali:

e odzive izoliranih ZO ¢&loveka in podganjih ZO po protokolu 1,

e 0dzive izoliranih ZO ¢&loveka in podganjih ZO po protokolu 2,

e ucinek ACh pri koncentraciji 1 uM na predhodno skréene ZO po inkubaciji in pred

inkubacijo s spojino (protokol 2) in
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e odstotek spro$éanja predhodno skréenih ZO po dodatku spojine po protokolu 1 in 3.

Statisticno pomembno razliko pri primerjavi rezultatov je predstavljala vrednost p < 0,05,
ki je oznaCena na grafu (*) in prikazana v opisu pod grafom. Na grafu smo prikazali
odvisnost u¢inka na ZO od logaritma koncentracije (log c) in stolpi¢ni diagram, ki

prikazuje akutni u¢inek ACh koncentracije 1 uM v odvisnosti od inkubacije s spojino.

4 REZULTATI

Med raziskavo pridobljene rezultate smo analizirali z dvofaktorsko analizo variance
(dvosmerna ANOVA) s popravkom po Bonferroniju. Za prikaz podatkov smo uporabili
graf u¢inka spojine na ZO v odvisnosti od logaritma koncentracije in stolpi¢ni diagram, ki
prikazuje uéinek ACh koncentracije 1uM v odvisnosti od inkubacije s spojino. Vrednost
sprostitve ZO, prikazane na y-osi, so podane kot odstotek sprostitve. Totke na grafu in
viine stolpcev na diagramu predstavljajo aritmeti¢ne sredine uéinka, ki smo jih dobili s
povpre¢jem rezultatov meritev pri posameznih koncentracijah. Tockam smo prilagodili
sigmoidno krivuljo odziva. SEM smo prikazali s c¢rtami, ki potekajo skozi tocke
aritmeti¢nih sredin ucinka na prvem grafu in skozi najvisji del stolpca na drugem grafu ter
S0 vzporedne z y-0sjo.

Statisticno znacilne p vrednosti so oznacene na grafih (*). Njihova vrednost je podana v

opisu pod grafom.

4.1 KAVNA KISLINA

Na predhodno skréene ZO smo ugotavljali akutni uginek kavne kisline in akutni u¢inek

Ach na predhodno skréene ZO po inkubaciji s kavno kislino.

Akutni u¢inek kavne kisline na predhodno skréene zilne obrocke
Na predhodno skréenih ZO podgan in ¢loveka smo ugotavljali odziv na kumulativno
dodajanje kavne kisline in jih med seboj primerjali. Kon¢na koncentracija kavne kisline v

kiveti je znasala 100 uM (oznaka -4 na grafu).
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Slika 16: Grafi¢ni prikaz odziva podganijih in ¢loveskih ZO, predhodno skréenih s Phe, na
kumulativno dodajanje kavne kisline .
(n — tevilo ZO).

Akutni u¢inek ACh na predhodno skréene Zilne obrocke po inkubaciji s kavno Kislino
Na predhodno skréenih ZO podgan in &loveka smo ugotavljali odziv na kumulativno
dodajanje ACh po inkubaciji z 10 uM kavno kislino in jih med seboj primerjali. Kon¢na
koncentracija ACh v kiveti je znasala 100 uM (oznaka -4 na grafu).
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Slika 17: Grafi¢ni prikaz odziva ¢loveskih in podganjih ZO, predhodno inkubiranih s
kavno kislino in nato skréenih s Phe, na kumulativno dodajanje ACh.

Levi graf predstavlja odziv podganjih in ¢loveskih ZO, predhodno inkubiranih s kavno
kislino in nato skrcenih s Phe, na kumulativno dodajanje ACh. Desni graf prikazuje odziv
podganjih in &loveskih ZO predhodno skréenih s Phe, na dodajanje 1 pM ACh pred in po
inkubaciji s kavno kislino (n — $tevilo ZO, SEM - prikazan s értami, ki potekajo skozi
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tocke aritmeti¢nih sredin uéinka na levem grafu in skozi najvisji del stolpca na desnem

grafu ter so vzporedne z y-0sjo).

4.2 MALTOL

Akutni u¢inek maltola smo preverili na predhodno skréene ZO brez (slika 5.1) in z (slika

5.3) inkubacijo z L-NNA. Nato smo $e preverili u¢inek ACh na predhodno skréene ZO po

inkubaciji z maltolom (slika 5.2).

Akutni u¢inek maltola na predhodno skrcene Zilne obrocke
Na predhodno skréenih ZO podgan in &loveka smo ugotavljali odziv na kumulativno

dodajanje maltola in ju med seboj primerjali (slika 5.1). Kon¢na koncentracija maltola v

Kiveti je znaSala 100uM (oznaka - 4 na grafu).
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Slika 18: Grafi¢ni prikaz akutnega odziva predhodno skréenih podganjih in ¢loveskih ZO
na kumulativno dodajanje maltola.
(n - stevilo ZO).

Akutni uéinek ACh na predhodno skréene Zilne obrocke po inkubaciji z maltolom
Po inkubaciji z 10uM maltola smo ugotavljali odziv na predhodno skréenih podganjih in
&loveskih ZO na komulativno dodajanje ACh in jih primerjali med seboj.

Kon¢na koncentracija ACh v kiveti je dosegla 100 uM (oznaka -4 na grafu).
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Slika 19: Grafi¢ni prikaz odziva ¢loveskih in podganjih ZO, predhodno inkubiranih z
maltolom in nato skréenih s Phe.

Levi graf prikazuje vpliv razli¢nih koncentracij ACh na odziv zilnih obro¢kov podganje
torakalne aorte in ¢loveskih mozganskih arterij, predhodno inkubiranih z maltolom in nato
skréenih s Phe. Na grafu * predstavlja statistino znacilno razliko (p=0,0267) med ZO
podgane in &loveka; ** predstavlja statistiéno znagilno razliko (p=0,0071) med ZO
podgane in ¢loveka; *** predstavlja statistitno znacilno razliko (p=0,0058) med ZO
podgane in ¢loveka. Desni graf prikazuje odziv Zilnih obro¢kov podganje torakalne aorte
in ¢loveskih mozganskih arterij, predhodno skréenih s Phe na dodajanje 1uM ACh pred in
po inkubaciji z maltolom. **** predstavlja statisticno znacilno razliko (p=0,0211) med

odzivom ZO ¢loveka pred in po inkubaciji z maltolom.

5.1.3 Akutni udinek maltola na predhodno skréene Zilne obroc¢ke po inkubaciji z L-
NNA

Na predhodno skréenih ZO podgan in ¢loveka smo ugotavljali odziv na kumulativno
dodajanje maltola po inkubaciji s 360 pM L-NNA in jih primerjali z akutnim ucinkom
maltola na predhodno skréene ZO brez inkubacije z L-NNA. Koné¢na koncentracija maltola

v kiveti je dosegla 100 uM (oznaka -4 na grafu).
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Slika 20: Grafi¢ni prikaz odziva ¢loveskih in podganjih ZO, predhodno inkubiranih ali
neinkubiranih z L-NNA in nato skréenih s Phe, na kumulativno dodajanje maltola.

Levi graf predstavlja odziv Zilnih obrockov izolirane podganje torakalne aorte, predhodno
inkubiranih ali neinkubiranih z L-NNA in nato skréenih s Phe, na kumulativno dodajanje
maltola. Desni graf predstavlja odziv zilnih obroc¢kov, izoliranih iz ¢loveskih mozganskih
arterij, predhodno inkubiranih ali neinkubiranih z L-NNA in nato skréenih s Phe, na
kumulativno dodajanje maltola. * predstavlja statisticno znacilno razliko (p=0,0011) med

odzivom ZO ¢loveka z in brez inkubacije z L-NNA.

4.3 KLOROGENSKA KISLINA

Ugotavljali smo akutni u¢inek CGA na predhodno skréene ZO, nato pa $e akutni uéinek
ACh na predhodno skréene ZO po inkubaciji s CGA. Na predhodno skréenih podganjih in
&loveskih ZO smo ugotavljali odzive na kumulativno dodajanje CGA in jih med seboj

primerjali. Kon¢na koncentracija CGA v kiveti je dosegla 100 uM (oznaka -4 na grafu).
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Slika 21: Grafi¢ni prikaz odziva ¢loveskih in podganjih ZO, predhodno skréenih s Phe, na

kumulativno dodajanje CGA.

* predstavlja statisti¢no znacilno razliko (p=0,0078) med podganjimi in ¢loveskimi ZO (n

— stevilo ZO).

Akutni u¢inek ACh na predhodno skréene Zilne obrocke po inkubaciji s klorogensko

kislino

Na predhodno skréenih podganjih in &loveskih ZO smo ugotavljali odzive na komulativno

dodajanje ACh po inkubaciji s 10 uM CGA in jih med seboj primerjali. Kon¢na
koncentracija CGA v kiveti je dosegla 100 uM (oznaka -4 na grafu).
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Slika 22: Grafi¢ni prikaz odziva ¢loveskih in podganjih ZO, predhodno inkubiranih s CGA

in nato skréenih s Phe, na kumulativno dodajanje ACh.
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Levi graf predstavlja odziv podganjih in ¢loveskih ZO, predhodno inkubiranih s CGA in
nato skréenih s Phe, na kumulativno dodajanje ACh. Desni graf prikazuje odziv podganjih
in ¢loveskih ZO, predhodno skréenih s Phe, na dodajanje 1 uM ACh pred in po inkubaciji s
CGA (n — stevilo ZO).

4.4 GENTIZINSKA KISLINA

Na predhodno skréenih ZO smo ugotavljali akutni uéinek GA in akutni u¢inek ACh po
inkubaciji z GA.

Akutni u¢inek gentizinske Kkisline na predhodno skréene Zilne obrocke
Na predhodno skréenih ZO ¢loveka in podgane smo preverjali odzive na kumulativno
dodajanje GA in jih med seboj primerjali. Kon¢na koncentracija GA v kiveti je znasala 100

UM (oznaka -4 na grafu).
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Slika 23: Grafi¢ni prikaz odziva podganijih in ¢loveskih ZO, predhodno skréenih s Phe, na
kumulativno dodajanje GA.
* predstavlja statistiéno znaéilno razliko (p=0,0007) med podganjimi in &loveskimi ZO (n

— §tevilo ZO).

Akutni u¢inek ACh na predhodno skréene ZO po inkubaciji z gentizinsko kislino.

Na predhodno skréenih podganjih in ¢loveskih ZO smo ugotavljali odzive na kumulativno
dodajanje ACh po inkubaciji z 10 uM GA in jih med seboj primerjali. Konc¢na

koncentracija ACh v kiveti je znaSala 100 uM (oznaka -4 na grafu).
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Slika 24: Grafi¢ni prikaz odziva ¢loveskih in podganjih ZO, predhodno inkubiranih z GA
in nato skr¢enih s Phe, na kumulativno dodajanje ACh.

Levi graf prikazuje odziv podganjih in ¢loveskih ZO, predhodno inkubiranih z GA in nato
skréenih s Phe, na kumulativno dodajanje ACh. Desni graf prikazuje odziv podganjih in
&loveskih ZO, predhodno skréenih s Phe, na dodajanje 1 uM ACh pred in po inkubaciji z
GA. Na y osi so podane vrednosti sprostitve zilnih obrockov, ki so prikazane kot odstotek

glede na najvecjo skréitev s Phe. Stolpci predstavljajo aritmeti¢ne sredine odstotkov

sprostitve (n — stevilo ZO).
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5 RAZPRAVA

Namen diplomske naloge je bil preveriti odziv podganjih in ¢loveskih Zilnih obrockov na
in vitro uporabo izbranih polifenolnih spojin, ki se nahajajo tudi v lubju kocevske bele
jelke. Za primerjavo smo izbrali zivalski model podganje torakalne aorte, ker je ta pogost,
dostopen in do neke mere primerljiv s humanim tkivom. U¢inke naSih izbranih spojin na
Zilnih obroc¢kih humanih mozganskih arterij smo primerjali z uéinki na podganjih
torakalnih aortah.

Raziskava je potekala po treh razli¢nih protokolih. V prvem smo preverili akutne ucinke
spojin na podganje in ¢loveske Zilne obrocke. Glede na dosedanje Studije smo pricakovali,
da se bodo zilni obrocki po dodatku spojin sprostili. V drugem protokolu smo Zilne
obrocke predhodno inkubirali s spojinami in na ta nac¢in posnemali njihovo kroni¢no
uzivanje. Dodajali smo ACh in ugotavljali, ali predhodna inkubacija vpliva na endotelijsko
posredovano sprostitev preko ACh. Pricakovali smo izrazitej$i sprostitveni u¢inek ACh, saj
polifenolne spojine okrepijo vazorelaksacijo. S tretjim protokolom pa smo poskusali
potrditi ali ovreci vpliv spojine na endotelijsko posredovano sprostitev zil z vplivom na

eNOS in NO, tako da smo zilne obrocke inkubirali z L-NNA, ki zavre delovanje eNOS.

5.1 KAVNA KISLINA

Akutni uéinek kavne kisline na predhodno skréene ZO ¢loveka in podgane se je pokazal
kot sprod¢anje ZO. Sprostitveni u¢inek se je pri podgani pokazal pri koncentracijah, visjih
od 0,1 uM, pri ¢loveku pa pri koncentracijah, vi§jih od 10 uM. Akutni ucinek kavne kisline
je bil pri vseh koncentracijah vedji na podganjih ZO, vendar ni bil statisti¢no znacilen. Za
raziskavo vpliva kavne kisline na podganje ZO so kavno kislino izolirali iz izvle¢kov listov
drevesa Phyllanthus acidus, katere v tajski tradicionalni medicini uporabljajo za
zdravljenje arterijske hipertenzije. Raziskavo so izvedli na podganah linije Wistar, ki so
jim intravensko vbrizgali ekstrat Phyllanthus acidus 0,3-100 mg/kg (vseboval je 1-10
mg/kg kavne kisline) in merili krvni tlak v karotidni arteriji, sledila je evtanazija in
priprava ZO torakalne aorte. Pri in vivo poskusih je kavna kislina v najvisji koncentraciji
(10 mg/kg TT) znizala vrednosti srednjega arterijskega tlaka in zmanjsala frekvenco bitja
srca, pri ex vivo poskusih pa je predhodno skréene zile s Phe sprostila. Ugotovili so, da
kavna kislina deluje spros¢ujo¢e preko endotelija in tudi preko drugih mehanizmov.
Izkljucili so delovanje na GMC preko odprtja kalijevih kanalov in delovanja gvanilat

ciklaze (36).
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Inkubacija s kavno Kislino pri nasih poskusih ni statisti¢no znailno spremenila odziva ZO
na ACh, tako pri ¢loveskih kot pri podganjih ZO. Iz tega lahko sklepamo, da uéinki kavne

kisline ob kroni¢nem vnosu niso povezani z uc¢inki ACh.

5.2 MALTOL

Sprostitveni akutni uéinek maltola se na humanih ZO pokaze pri koncentracijah, visjih od
0,1 uM, na podganjih ZO pa pri koncentracijah, vi§jih od 0,001 uM .

Pri humanih, predhodno inkubiranih ZO je maltol znacilno inhibiral delovanje ACh,
medtem ko se na podganjem modelu u¢inek ACh pred in po inkubaciji ni razlikoval. Glede
na to, da ACh deluje preko spodbujanja izlo¢anja NO, lahko sklepamo, da maltol pri
¢loveku zavira tvorbo NO in deluje relaksacijsko na endotelij preko drugih mehanizmov.
To je bilo dokazano v raziskavi Schmitta in sodelavcev na spojini, podobni maltolu (50).
Ob primerjavi odzivov podganjih in &loveskih ZO na ACh po inkubaciji z maltolom smo
dokazali (statisticno) znacilno zmanjSanje ucinka pri koncentracijah 0,1-10 pM/L na
&loveskih ZO. Razliko v delovanju ACh na ZO obeh vrst Zil bi lahko pripisali razli¢ni
zgradbi Cloveskih in podganjih zilnih sten. Podganje torakalne arterije imajo ve¢ GMC in
na ta nacin bolje kompenzirajo zmanjSan ucinek ACh na endotelijske celice kljub zavrti
tvorbi NO.

Pri inkubaciji humanih ZO z L-NNA je prislo do statistiéno znaéilno zmanjsanega odziva
na maltol pri koncentraciji 100 pM. Sprostitev &loveskih ZO po inkubaciji z L-NNA se je
pojavila Sele pri koncentraciji 100 puM, zato sklepamo, da je akutni ucinek maltola
posredovan preko NOS. Obcutno razliko med akutnimi in kroni¢nimi ucinki bi lahko
pripisali tudi majhnemu Stevilu vzorcev oz. Stevila zivali. Med akutnimi u¢inki maltola z in
brez inkubacije z L-NNA pri podganjih ZO ni bilo statistiéno znacilne razlike. Po
inkubaciji podganjih ZO z L-NNA je bil odziv pri nizjih koncentracijah manj§i najmanj za
9 %, pri visjih pa do 23 %. Razlog, da statisticno znacilne razlike nismo dokazali, bi lahko
pripisali preveliki variabilnosti v odzivu ZO in majhnemu $tevilu vzorcev (n=5). Iz
rezultatov bi lahko sklepali, da je relaksacijski uc¢inek maltola na podganji endotelij le
delno posredovan preko eNOS, delno pa preko endotelijskih dejavnikov (npr. PGI,
EDHF...). Razlike v delovanju maltola med ¢&loveskimi in podganjimi ZO bi lahko
pripisali razlikam v zgradbi zilne stene, zaradi razlicnega organa, v katerem je bila zila

odvzeta, in drugim medvrstnim razlikam. Cloveske moZganske zile v primerjavi S
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sistemskimi arterijami nimajo zunajne elasti¢ne lamine in je zaradi tega njihova Zilna stena

tanj$a, miSic manj in tudi manjsi odziv.
5.3 KLOROGENSKA KISLINA

Vazodilatacijski ué¢inek CGA na predhodno skréene ZO ¢loveka in podgane se je pokazal
pri koncentracijah, visjih od 1 uM. Vecji sprostitveni ucinek se je pri vseh koncentracijah
spojine pokazal na ZO ¢loveka v primerjavi s podganjimi ZO. Statistiéno znagilno razliko
je opaziti pri koncentraciji 100 uM. Inkubacija s spojino ni statisticno znacilno spremenila
odziva ZO na ACh. Predvidevamo lahko, da kroni¢no uZivanje spojine nima uéinka na
delovanje ACh. In vivo Studija, ki je bila opravljena na spontano hipertenzivnih podganah
je pokazala, da CGA posreduje od endotelija odvisen padec krvnega tlaka ob akutnem in
kroni¢énem jemanju spojine in izboljsa od ACh odvisno delovanje endotelija (38). V
primerjavi z naSo raziskavo je bila ta opravljena na drugi liniji podgan in na in vivo
modelu, rezultati pa so bili podobni, saj CGA na delovanje ACh ni vplivala znacilno.

Leta 2012 so Mubarak in sodelavci opravili raziskavo na zdravih prostovoljcih. V rednih
intervalih so jim merili krvni tlak 60-150 min po zauzitju 400 mg CGA, Ki je povzrocila
padec krvnega tlaka (39). Aktivnost eNOS in NO ni bila spremenjena, zato so zakljucili, da
uc¢inek CGA na padec krvnega tlaka ni povezan z aktivnostjo eNOS. NaSa raziskava je
tezje primerljiva z raziskavo Mubaraka in sodelavcev, saj je bila opravljena na mozganskih
zilah, kjer se mehanizmi uravnavanja tlaka razlikujejo od ostalih mehanizmov v telesu, in
opravljena je bila na in vitro modelu, katerega rezultate je tezko prenesti na in vivo model
(40).

5.4 GENTIZINSKA KISLINA

Spro§éujo¢ ucinek GA se je na predhodno skréenih ¢loveskih ZO kazal pri koncentracijah,
visjih od 100 pM, medtem ko na podganje ZO ni imela uginka. Odziv podganjih ZO pri
koncentraciji 100 uM je bil statisticno nepomemben.

Pri inkubaciji z GA ni bilo statistitno znaéilnih sprememb pri odzivu podganjih in
&loveskih ZO na ACh.

Iz tega je razvidno, da tako kronicen kot akuten vnos GA nima pomembnega uéinka na
zilni tonus. Cloveske Zilne obrocke je sproidala $ele pri koncentraciji 100 uM. V nasi
raziskavi nismo potrdili, da GA povzroc¢a od endotelija odvisno spros¢anje GMC, vendar

bi lahko spojina vseeno delovala za$¢itno na ¢loveske zile v napredovani fazi okrnjenega
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delovanja endotelija, ki se klini¢no kaZe z ateroskleroticnimi spremembami. ZmanjSano
oksidacijo LDL in moc¢an antioksidativen u¢inek spojine so dokazali v raziskavi, opravljeni

na Cloveski plazmi (37).
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6 SKLEP

Na podlagi raziskave smo prisli do ve¢ ugotovitev:

Vse raziskovane spojine imajo spro$éujo¢ ucinek na ¢loveskih in podganjih Zilnih
obroc¢kih, predhodno skréenih s Phe.

Ucinki spojin na c¢loveske mozganske arterije se razlikujejo od ucinkov na
podganjih torakalnih aortah. Klorogenska kislina (p=0,0078) in gentizinska kislina
(p=0,0007) sta pri koncentraciji 100 uM statisticno znacilno bolj sprostili ¢loveske
arterije kot podganje aorte.

Po predhodnem skréenju zilnih obrockov s Phe je inkubacija s spojinami preko
povecane tvorbe NO povzro¢ila mocnejsi odziv zil na ACh. Med akutnim u¢inkom
ACh na predhodno skréene Zilne obrocke ¢loveka in podgan pred in po inkubaciji S
spojinami ni bilo statisti¢no znacilnih razlik.

Relaksacijski uc¢inek spojin na zilne obrocke je posredovan preko endotelijsko
odvisnih mehanizmov s povefanim sproS¢anjem NO prek poviSane aktivnosti
endotelijske NOS. Inkubacija ¢loveskih zilnih obrockov z zaviralcem NOS je
statisticno znacilno zmanj$ala akutni ucinek maltola (p=0,0011) za 75,8 % pri
koncentraciji 100 uM. Inkubacija podganjih Zilnih obrockov z zaviralcem NOS je

neznacilno zmanjSala akutni u¢inek maltola za najve¢ 23,1 %.

Ugotovili smo, da so vse spojine imele relaksacijski ué¢inek na mozgansko zilje, in

zaradi tega predstavljajo velik potencial pri zdravljenju nevrodegenerativnih bolezni.
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