AKADEMIE VED CESKE REPUBLIKY

Teze dizertace k ziskani védeckého titulu ,,doktor véd“ ve skupiné véd biologicko-ekologickych

Uloha vybranych vazoaktivnich systém(i podilejicich se na regulaci krevniho tlaku u rGznych
modell experimentalni hypertenze

Komise pro obhajoby doktorskych dizertaci v oboru Zoologie a fyziologie Zivocichii

Jméno uchazece: lvana Vanéckova

Pracovi$té uchazece: Fyziologicky tstav AV CR

Misto a datum: Praha, 26.4.2015



Podékovani

Rada bych na tomto misté podékovala viem, ktefi mé podporovali v nékdy nelehkém Usili, které
skyta prace na poli védeckém, zejména mé rodiné a mym rodic¢im. Déle bych chtéla vzpomenout na
své ucitele a mentory (v chronologickém sledu) doc. MUDr. Jifiho Jelinka, CSc., prof. MUDr. lJifiho
Hellera, CSc; prof. Ludka Cervenku, CSc., MBA a MUDr. Josefa Zichu, DrSc. Tém véem patii maj dik za
jejich pomoc. Podékovat bych chtéla i vSéem soucasnym a byvalym spolupracovniklim z Fyziologického

Ustavu AV CR a z Institutu klinické a experimentdlni mediciny.



Obsah

Akademie VED CSKE rePUBIIKY........cviviviveeceeeeeeteeteeeeet ettt ettt sttt ettt ettt seseseseananaeas 1
UVOU ettt ettt s e sttt e s s e st et et et e e s s et et et et es s e et et ettt s e s et et et e s s nanaeaetetesnanas 4
LG {1 T USRS 8
)T Y/ 1= o Yo Tl Sl o 1 AU T o3V 9
D) Y AVEY [ Te | 2RSSR 14

1) Funkce izolované ledviny u vybranych modeld experimentdlni hypertenze — PHR, DOCA-soln3,
Y 213 1 - 1 USSR 14

2) Renovaskularni hypertenze 2K1C — uloha angiotenzinovych AT, receptor(, kininovych B,

[ To=] o1 o) U AN N USRS 15
3) ReN-2 transgenni POTKANI ....cc.uii ittt et et e e re e e rae e eanee s 16
Uloha vazodilatadniCh SYStEMU ..........cveveeeveuieeeieieeeeccseees sttt sese s ssssaseses s s s s s eees 16
Uloha vazokonstrikENICh SYSEEME .......cvevevceieieieeecececeeieeee ettt ese e ases s s s s s enaes 17
5/6 nefrektomie - RAS @ ET BIOKA@........cccuviicuiiiiiicee ettt et 24
4) Inducibilni Ren-2 transgenni potkan (iTGR) ......ccceecveiiiieeiiie et et e sare e evee e 25
5) DANIOVI POTKANI 1eeiuvvieiieeciieeciee ettt ettt e e e et e e ta e e ate e s baeesabeesabaeenbaeesnbaeessseesnsesensaeesnseenn 26

6) Uloha vapnikového influxu a vapnikové sensitizace pfi udrzovani krevniho tlaku u vybranych

modell experimentalni NYPEITENZE ...........uvi it e e e e et ae e e e are e e eenareeeean 27
) & V< ORIt 30
I U1 o1 o o - [ 2T 32
5) Seznam predkladanych praci @ULOra.......cccueeiiciiiii ittt e e e e e e e e e e e eanes 34
6) Seznam poufZité literatury (Mimo Praci QULOIa)......cocciceeieieceiee ettt et 35



Uvod

Vysoky krevni tlak neboli hypertenze postihuje 30-40 procent dospélé populace, a predstavuje tak
zavazny medicinsky a ekonomicky problém. Ackoli objev primarni hypertenze se datuje do 70. let 19.
Stoleti, teprve Framinghamska studie (1) odhalila pfic¢innou souvislost mezi vysokym krevnim tlakem
a zvySenym rizikem infarktu myokardu, mozkové pfihody, ¢i srde¢niho a ledvinného selhani.

S postupujicim starnutim svétové populace se mortalita na kardiovaskuldrni choroby stdle zvysuje.
Pri¢iny hypertenze vSak z vétsi ¢dasti stale nejsou objasnéné, zahrnuji nejen faktory genetické ale i
faktory prostredi (2-4). Hypertenze vznika v dlisledku nerovnovahy vazokonstrikcnich a
vazodilatacnich systémui v organismu, a to jak na Urovni centrdiniho nervového systému, tak na
periferii (Obr. 1). Nasledkem prevahy vazokonstrikénich a/nebo nedostatku vazodilatacnich latek
dochazi k vzestupu periferniho cévniho odporu v disledku zvyseného odporu a remodelace
perifernich arteriol. V téchto procesech hraji dlleZitou Glohu jak ledviny (5), tak mozek (6;7). Zasadni
Uloha obou orgéand, a predevsim jejich vzajemna koordinace, v regulaci krevniho tlaku je
nepopiratelna (8). Uloha ledvin v regulaci krevniho tlaku a vylu¢ovéni sodiku byla potvrzena fadou
transplantacnich studii, které prokazaly jak u animalnich modeld, tak v humannich studiich, ze
hypertenze ,,cestuje” s ledvinou (9-13). Jeji vztah k vylu¢ovani sodiku byl precizné popsan Guytonem
(14;15), ktery ukazal, Ze pfi spravné funkci ledvin staci maly vzestup krevniho tlaku, aby bylo

vylouéeno dostatecné mnozstvi sodiku a zachovana homeostaza organizmu.

V posledni dobé se stale vice v souvislosti s hypertenzi hovofi o centralni sympatoexcitaci, neboli
aktivaci sympatickych drah v mozku, a jejim napojeni na oxidativni stres. Bylo zjiSténo, Ze v tomto
procesu hraji zasadni Ulohu AT, receptory a NADP(H) oxidaza (16-18), pficemz bylo prokazano, ze

peroralné podavané blokatory AT, receptori plsobi i centralné a vedou k sympatoinhibici (19).

Jak jiz bylo zminéno, krevni tlak je ddn rovnovahou mezi vazokonstrikénimi a vazodilataénimi
systémy. Renin-angiotenzinovy systém (RAS) je spolu se sympatickym nervovym systémem hlavnim
vazo-konstrikénim systémem, ktery se podili na akutni regulaci krevniho tlaku. Klasickou kaskadou
vznika hlavni produkt této kaskady - angiotenzin Il, jehoZ vazokonstrikéni plsobeni je
zprostredkovano pres AT, receptory. Blokdada RAS na riznych stupnich kaskady (pfimé reninové
inhibitory, inhibitory angiotenzin konvertujictho enzymu a blokatory angiotenzinovych receptort) je
proto po fadu let pouzivana jako ucinny prostfedek antihypertenzni terapie (20-23). V posledni dobé
je vsak velka pozornost vénovana i vazodilatacnimu plsobeni RAS, jehoz nejdllezitéjsim efektorem je
angiotenzin-1-7 (23). V rfadé studii bylo prokazano jeho antihypertenzni a organoprotektivni plsobeni

(24).



Dalsim vazokonstrikénim systémem, ktery se podili na dlouhodobé regulaci krevniho tlaku, je
endotelinovy systém. Endotelin-1 spolu s angiotenzinem |l pfedstavuji dva nejsilngjsi znamé
vazokonstriktory (25). Mimoto ET-1 plsobi prozanétlivé a proliferaéné. Uginky angiotenzinu Il a
endotelinu-1 se pfitom vzajemné potencuji. Cetné studie prokazaly, Ze se ET-1 uplatriuje

v patogeneze fady chorob, jako jsou naptiklad hypertenze, diabetes, srdec¢ni selhani a aterosklerdza,
ale také v procesech starnuti (26;27). Plsobeni ET-1 je zprostifedkovano dvéma typy receptord,
vazokonstrikéné plsobicimi ET, receptory na hladkosvalovych burikach a ETg receptory na
endotelidlnich burikach, které zprostfedkuji vazodilataci. Priznivé plsobeni blokatord ET, receptord
na zmirnéni organového poskozeni je pfic¢itano predevsim jejich antiproliferativnim Gcinkim. Dalsi

vyhodou selektivni ET, blokady je zachovani vazodilataéniho plsobeni ETg receptord.

Dalsi skupinou latek s potencialnimi vazoaktivnimi a natriuretickymi/natriumreten¢nimi vlastnostmi
jsou metabolity kyseliny arachidonové. Kyselina arachidonova je metabolizovana jednak cestou
cytochromu P450 (28) na kyseliny 20-hydroxytetraenové (HETEs) a kyseliny epoxyeikosatrienové
(EETs), a jednak cyklooxygenazovou cestou (cyklooxygenazou 1 nebo 2) na prostacyklin,
prostaglandiny a tromboxany, latky s mnohocetnymi G¢inky na kardiovaskularni systém, zanét,
srazlivost Ci bolest (29). Zatimco HETEs jsou silné vazokonstrikéni, EETs plsobi vazodilataéné a jsou
povazovany za tzv. endotelidlni hyperpolarizacni faktor (28). Obé skupiny pak inhibuji sodikovy
transport. Jejich uloha v hypertenzi a chronickém selhani ledvin byla prokdzana v radé studii (30-32).
Velkd pozornost byla vénovana zejména zvysSeni biologické dostupnosti EETs pomoci inhibice enzymu
solubilni epoxidhydroldzy (konvertuje EETs na neaktivni DiIHETESs) a jejimu vlivu na rozvoj hypertenze

a organové poskozeni (31).

Zatimco cyklooxygenaza 1 je konstitutivné produkovana v rGznych tkanich, cyklooxygenaza 2,
oznacovana jako inducibilni, vznika predevsim pfi zanétu. V ledvinach je vSak COX-2 exprimovana
konstitutivné a je regulovana angiotenzinem Il. Neni proto prekvapivé, Ze blokada COX-2 vykazovala
jak v experimentalnich tak v humannich studiich renoprotektivni plsobeni (33). Vzajemné
protichiidné plsobeni angiotenzinu Il a produktl cyklooxygenazy Il, zejména za podminek snizeného
pfijmu soli a s tim souvisejici aktivace renin-angiotenzinového systému bylo cilem rfady

experimentalnich studii (34).

Hlavnim oponentem pUlsobeni vazokonstrikénich systém je oxid dusnaty, parakrinné pUsobici
reguldtor cévniho tonu (35), ktery ma navic i vyznamné ucinky antiproliferacni a antiagregacni. Jeho
ucinky antagonizuji nejen prohypertenzni plsobeni angiotenzinu Il, ale také ET-1 a volnych

kyslikovych radikal(. Jeho uloha v oxidativnim stresu je pfitom ambivalentni, nebot na jednu stranu



je schopen snizovat tvorbu kyslikovych radikal( inhibici NADP(H) oxidazy, na druhou stranu pfi jeho
prebytku mlze reagovat se superoxidy za tvorby peroxynitritu (36). Velmi dllezitd je i jeho tlumiva

Uloha pfi udrzovani sympatického tonu ve vazomotorickych centrech v mozku (37).

Hypertenze je provazena zvysenym cévnim odporem, ktery je disledkem zvyseného vstupu vapniku
do bunék hladkého svalu cév (prostfednictvim napétové-fizenych vapnikovych kanald - L-VDCC) (38)
a/nebo zvysené citlivosti kontraktilniho aparatu k vapniku — vapnikové sensitizace (zprostfedkované
RhoA/Rho kindzovou drahou). Pfitom ulohu téchto dvou drah v regulaci krevniho tlaku nelze
hodnotit oddélené, protoze oba systémy jsou vzajemné propojené a podileji se na hladkosvalové
kontrakci (Ca influx) a jejim udrzovani (Ca sensitizace) (39). RhoA spolu s Racl patfi k malym Rho
proteindm, které se podileji na udrzovani kontrakce prostfednictvim fosforylace/defosforylace
myosin light chain fosfatazy. Uloze Rho A/Rho kindzové drahy v hypertenzi byla vénovana znaéna
pozornost, ale chronické pokusy s jeji inhibici ukazaly spiSe pozitivni vliv na snizeni orgdnového

poskozeni nez na snizeni krevniho tlaku (40).

Dulezitym faktorem podporujicim rozvoj hypertenze je zvySeny pfijem soli. Tyto zavéry podporuje
rada experimentalnich studii. Citlivost k prohypertenznimu plsobeni soli je zvySena zejména u
mladych jedinct (41). Hovofi se o tzv. vyvojovych oknech, v kterych je citlivost k nejriiznéjsim
podnétim zvysend. Mlada zvirata jsou rovnéz velmi citliva na antihypertenzni pdsobeni vapniku
(Ca™) ¢&i drasliku (K+) (42). V rozvinutych zemich je p¥ijem soli mezi 9-12 g/den (43). Na zakladé
raznych metaanalyz bylo spocitano, Ze jeho snizeni o 2-5 g/den by snizilo pocet kardiovaskularnich
pfihod 0 20 %, coZ vedlo Svétovou zdravotnickou organizaci k doporuceni jejiho snizeni ptijmu NaCl

na 4-6 g/den. Velmi dobré vysledky v tomto sméru maji ve Velké Britanii (44).

PFi studiu hypertenze jsou vyuzivany rizné modely, genetické, solné, nebo rendlni hypertenze. Tyto
modely umoziuji sledovat vliv rznych faktord (napfiklad zvySeného pfijmu soli), které se

v patogenezi hypertenze uplatniuji. V nasich studiich jsme pouzivali potkany s geneticky podminénou
hypertenzi - spontdnné hypertenzni potkan a Ren-2 transgenni potkan (TGR)(45), u néhoz je
hypertenze déna vloZzenim mysiho reninového genu. Inducibilni TGR (iTGR) potkani jsou stejné jako
TGR potkani modelem angiotenzin ll-dependentni hypertenze, pficemz Ren-2 gen je u nich pod
kontrolou promotoru a mlze byt ,,zapinan” ¢i ,vypinan“ pfidanim xenobiotika indol-3-karbinolu
potravou (46). Dahlovi sl senzitivni potkani jsou pfikladem solné hypertenze, jejiz vznik je spojen se
zvySenym prisunem soli. U potkand s DOCA-solnou hypertenzi je hypertenze navozena
deoxykortikosteron acetatem (47). Zhorseni jiz existujici hypertenze, které vede k selhdni ledvin, Ize u

potkant navodit ¢aste¢nou redukci ledvinné tkané (5/6 nefrektomie) (48). Jinym modelem



experimentalné navozené hypertenze, ktery vznika zidzenim jedné rendlni arterie, je dvouledvinova
jednosvorkova (two Kidney, one clip) Goldblattova hypertenze, kterd ve své terminalni fazi vede k

ledvinnému selhani.

Tento kratky Uvod mél pouze nastinit nékteré vybrané aspekty, které prispivaji k rozvoji hypertenze a
organového poskozeni a kterym byla vénovana pozornost v nasich studiich. Vzhledem k tomu, Ze se
jednd o multifaktoridlni chorobu, nelze fici, ktery faktor Ci systém je zodpovédny za vznik hypertenze.
Z uvedeného je patrna vzajemna provazanost a komplexnost systémd, které zajistuji jak kratkodobou
tak dlouhodobou regulaci krevniho tlaku. Na druhou stranu je tfeba fici, vysledky z experimentdlnich
vyzkum nelze jednoduse prfenést do humanni praxe, nicméné mohou pfispét k poznani

patofyziologickych procest a jejich moZzného ovlivnéni.



Cil prace

Cilem studii predkladanych v této disertaci bylo pfispét k objasnéni nékterych otdzek, které se tykaji
regulace krevniho tlaku na drovni jednotlivych vazoaktivnich systémi, které se podileji na patogenezi

hypertenze.

Hlavni pozornost byla vénovana:

studiu mechanismd vzniku hypertenze u vybranych modelli experimentalni hypertenze

pomoci izolované ledviny

- studiu pusobeni vazokonstrikénich a vazodilatacnich systémd, které se podileji na regulaci

krevniho tlaku a jejich vlivu na orgdnova poskozeni
- studiu ontogenetickych zmén v plsobeni jednotlivych vazoaktivnich systému na krevni tlak

- studiu mechanismd, které se podileji na kontrakci hladkého svalu — vapnikovému influxu a

vapnikové sensitizaci



Metodické pristupy

lzolovana ledvina

Prava ledvina byla izolovana a umisténa do vyhfivané komarky. Byla nakanylovana aorta, kterou byl
infundovan Krebs-Henseleitlv roztok obohaceny o polyvinyl pyrolidon, ktery jako koloidné osmoticka
latka udrzoval onkoticky tlak v ledviné. Déle byla kanylovdna v. cava abdominalni pro stanoveni
pratoku perfuzatu ledvinou. Do a. femoralis byla zasunuta kanyla pro snimani krevniho tlaku. Pro
stanoveni glomerularni filtrace byl pouzit vitamin By,. Z ureteru byla kvantitativné sbirdna moc.
Perfluze byla provadéna pfi rliznych Urovnich perfuzniho tlaku v rozmezi 110-170 mmHg. Byl pouZit
otevreny perfuzni systém bez pridavku erytrocytl. Obsah sodiku byl stanovovan pomoci atomové

absorpcni spektrofotometrie, koncentrace vitaminu By, spektrofotometricky.
Akutni clearancové studie

Tyto studie umoznily selektivni poddvani latek pfimo do rendlniho fecisté. Byla kanylovana leva
arterie femoralis katetrem, ktery byl umistén pfimo k odstupu levé a.renalis. Zaroven byl pomoci
druhého katetru, ktery byl kanylovan do pravé a.carotis, méren krevni tlak (model MLT 1050) a
odebirana krev pro dalsi analyzy. Dalsi katetr byl umistén do v.jugularis a byl jim infundovan
fyziologicky roztok s 1 % albuminem. Poté byla zvifata ponechdna 45 min v klidu, nasledoval prvni

kontrolni 30-ti minutovy odbér a poté zpravidla 2 experimentalni 30-ti minutové periody.
Vazoaktivni balance

Jeden den pred mérenim vazoaktivnich balanci byla potkanlim v lehké izofluranové anestézii
kanylovana vena jugularis pro nasledné podavani farmak a arteria carotis pro méfeni krevniho tlaku.
Obé kanyly byly vyvedeny v interskapularni oblasti. Méfeni zmén krevniho tlaku po podani farmak
bylo provadéno o 24 hodin pozdéji u 4 bdélych potkant umisténych v komurkach. Schéma
experimentalniho protokolu vychazi z prace Minamiho et al (49), pti kterém je provedena postupna
blokada hlavnich vazoaktivnich systému podilejicich se na regulaci krevniho tlaku — renin-
angiotenzinového systému (RAS)(captopril 10 mg/kg BW), sympatického nervového systému
(SNS)(pentolinium 5 mg/kg BW) a oxidu dusnatého (L-NAME 30 mg/kg BW). Po blokadé tvorby NO
pomoci L-NAME bylo dosaZzeno maximalni vazodilatace podanim pfimého donoru NO nitroprusidu

(20 mg/kg BW).



Vapnikova sensitizace a vapnikovy influx

Podil vapnikové sensitizace a vapnikového influxu byl stanovovan intravenéznim podanim rostoucich
davek fasudilu, inhibitoru Rho-kindzové cesty, resp. nifedipinu, blokatoru napétové fizenych
vapnikovych kanall (L-VDCC) bdélym zvifatim. Dale byla vapnikova sensitizace stanovovana po
predchozi blokddé RAS a SNS jako odpovéd na podani otvirace vapnikovych kanal( BAY K8644 (0,1-
80 pg/kg) pred a po podani fasudilu.

Renovaskularni Goldblattova 2K1C hypertenze

Tento experimentdlni zasah navozujici hypertenzi je provadén zGzZzenim prisvitu jedné renaini artérie,
na kterou je naloZena svorka o priméru 0,12 mm (mysi). V pribéhu 1 tydne dochazi k rozvoji

hypertenze, kterd je trvala.
Navozeni hypertenze u iTGR potkani

Potkantm byl do krmné diety pfimichan indol-3-karbinol v koncentraci 0,3 %, ktery aktivaci aryl-

hydrokarbonového receptoru spousti CYP1A1 promotor.
Mysi
Knockouti AT; a Ang-1-7 byli vytvoreni na pozadi C57BL/6, zatimco B, knockouti na linii FVB/N.
Méreni krevniho tlaku
- Pomoci manZety na ocase

Krevni tlak byl méren pletysmograficky pomoci okluzni manzety na ocase potkant, pozdéji za pomoci
poloautomatického pfristroje firmy Hatteras MT 4000 (USA), ktery umoznoval soucasné méreni 4

potkan( s 10 opakovanimi.
- Pfimou metodou v karotidé

Dalsi pouZitou metodou bylo pfimé méreni krevniho tlaku u bdélych nebo anestetizovanych potkana
kanylaci a.carotis. Katetr byl pfipojen na zapisova¢ PowerLab (ADInstruments) a data sbirdna po dobu

cca 15 minut. Souc¢asné mohla byt méfena az 4 zvirata.
- Telemetrickymi sondami

Pletysmografické méreni KT bylo pozdéji nahrazeno mnohem presné;jsi metodou telemetrického
snimani KT. Zvitata jsou pfitom zcela volné pohybliva, nejsou ni¢im stresovana a vysledky mohou byt
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ziskavany kontinualné po dobu nékolika tydn( - mésicl. Telemetrické sondy jsou umistény v bFisni
duting, pricemz kanyla je zavedena do aorty. Zivotnost mysich sond je pfiblizné 1 mésic, potkanich 4-

5 mésicd.
Morfologicka hodnoceni

Ledviny byly zvaZeny, fixovany v 4 % pufrovaném formaldehydu, dehydrovany a zality do parafinu.
Parafinové fezy byly barveny hematoxylinem-eosinem a Schiffovym reagens. Vzorky byly hodnoceny

nadhodnym vybérem, vidy 50 glomerull v kazdé ledviné svételnym mikroskopem Nikon Eclipse E 600.

Pro hodnoceni glomerularniho poskozeni byla zpoc¢atku pouzita metodika Yagila a kol. (Physiol
Genomics, 2002). Stupen 0=vSechny glomeruly normalni; stupen 1=1-2 glomeruly poskozené; stupen

2= 3-16 glomerul(l poskozenych; stuper 3= 17 a vice glomerul( poskozenych.

Pozdéji bylo glomerularni poskozeni hodnoceno glomeruloskleréznim indexem podle Saita (Kidney
Int., 1987) s pouzitim 100 glomerull a nasledujici Skalou: Stupern 0=vsechny glomeruly normaini;
stupen 1= sklerotizovana plocha v < nez 25 % celkové plochy glomerulu; stupen = sklerotizovana
plocha na 25-50 % celkové plochy glomerulu; stupen 2= sklerotizovana plocha na 50-75 % celkové
plochy glomerulu; stupen 3= sklerotizovand plocha na >75 % celkové plochy glomerulu; pficemz

glomeroskleroticky index (GSI) = (1 x n1) + (2 x ny) + (3 x n3) + (4 x ng)/(n1+ Ny + N3 + ny).

Elektronmikroskopické snimky byly potizeny transmisnim elektronovym mikroskopem Philips EM

286/Morgagni.
- Orgéanova poskozeni srdce a ledvin

Poskozeni srdce bylo hodnoceno pomérem hmotnosti srdce/télesna hmotnost, resp. leva komora/
télesna hmotnost jako index srdecni hypertrofie. Pomér hmotnosti ledviny/ télesnd hmotnost

ukazuje ledvinnou hypertrofii provazejici poskozeni ledvin.
Biochemické analyzy

Proteinurie (albuminurie) - Zvifata byla na 24 hodin umisténa do metabolickych kleci a byla jimana
mo¢. Proteinurie byla stanovovéna pomoci Biuretovy metody (Lachema, Ceska republika),

albuminurie pomoci kitu (Biolatest, Ceska republika).
Koncentrace angiotenzinu Il byly stanoveny pomoci RIA (Euro-Diagnostica, Svédsko).
Koncentrace endothelinu-1 byly stanoveny pomoci ELISA testu (Amersham, Némecko).
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Farmaka pouZitd v chronickych pokusech

Blokatory renin angiotenzinového systému

- blokatory receptort pro angiotenzin Il — candesartan (5 mg/kg/den), losartan (5 mg/kg/den)
v pitné vodé
- blokatory angiotenzin koncertujiciho enzymu — captopril (10 mg/kg/den) v pitné vodé
- reninovy inhibitor — aliskiren v osmotickych minipumpach (10 mg/kg/den)
- blokator AT, receptord- PD123319 (30 mg/kg/den) v osmotickych minipumpach
»RAS-independentni” terapie — labetalol (400 mg/l), hydrochlorothiazid (50 mg/I) a furosemid (125

mg/l) v pitné vodé
»Triple” terapie — hydralazin (80 mg/l), hydrochlorothiazid (30 mg/l) a reserpin (5 mg/l) v pitné vodé
Blokatory cytochromu P-450

- neselektivni CYP inhibitor 1-aminobenzotriazol (ABT) (50 mg/kg/den) - intraperitonealné

selektivni inhibitor tvorby HETEs — DDMS v osmotickych minipumpach (2 mg/den)

selektivni inhibitor solubilni epoxid hydroldzy — NCND (10 mg/kg/den) intraperitonedlné

neselektivni CYP inhibitor CoCl, (24 mg/kg/ob den) - intraperitonealné

Blokatory receptorli pro ET,, resp ET,/ETs receptory — atrasentan (5 mg/kg/den) v pitné vodé,
bosentan (100 mg/kg/den) v dieté

COX-blokada — NS-398 (1 mg/kg/den) v pitné vodé
Antisense oligonukleotidy proti AT, receptoru

Antisense oligonukleotidy byly syntetizovany firmou Generi Biotech jako 15-mery fosforothioaty
komplementarni k bazim +63 az +77 AT; mRNA, dle sekvence uddvané v literatufe (Peng, 1998). Byly
podavané jednorazové (Vanéckova a kol., 2007) nebo opakované (Vanéckova a kol., 2012) v davce

250 pg/kg BW) do veny jugularis v lehké izofluranové anestézii.
Antioxidacni terapie

Zvitatim byl podavan v pitné vodé tempol (2 mmol/l), mimetikum superoxiddizmutazy, po dobu 5

tydnd.
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Dalsi pouzivané techniky

Vzhledem ke spolupraci s dalSimi pracovisti byly v pfedloZzenych pracich pouzity i dal$i experimentalni
techniky, které zde nejsou detailné popsany. Pfipadné zajemce odkazuji na metodické ¢asti téchto

praci.
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1. Funkce izolované ledviny u vybranych modelit experimentdlni hypertenze - PHR,
DOCA-solnd, SHR a Dahlovi siil-senzitivni potkani

Na pocatku mé prdce v oblasti renalni fyziologie byly 3 ¢lanky vyuZivajici techniku izolované ledviny u
4 rGznych modell hypertenze — genetické (Spontanné hypertenzni potkan a Prazsky hypertenzni

potkan) (Vanéckova, 2002; Vanéckova et al, 1997), a solné (Dahlovi stl-senzitivni potkani)

(Vanéckova, 2002) a DOCA-solné hypertenze (Vanéckova et al, 1999), které byly studovany jak u

mladych, tak u dospélych potkani. Spolecnym rysem viech jmenovanych kment byla snizena
exkrece sodiku, ktera prispéla k rozvoji hypertenze. U Dahlovych potkanl (Obr.2A), spontanné
hypertenznich potkand (Obr.2B) a potkanli s DOCA-solnou hypertenzi (Obr.2D, E) byly patrné tyto
zmény jiz u mladych prehypertenznich potkand, zatimco u Prazského hypertenzniho potkana

(Obr.2C, D) se projevily az u dospélych zvirat.
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Obr. 2 — Exkrece sodiku u Dahlovych (A) a SHR potkan (B) pfi tlaku 110 mm Hg, exkretoricka kfivka u
PraZskych hypertenznich potkant (C a D) a potkan s DOCA-solnou hypertenzi (E a F)

Prdce vztahujici se k problematice:

Vanéckova, I., Heller, J., Thurau, K.: Possible contribution of impaired sodium excretion to the development
and maintenance of hypertension: a study of the isolated kidneys of the Prague hypertensive rat. Pflugers Arch.
1997 Sep;434(5):587-91, citovano: 1x

Vanéckova, 1., Jelinek, J., Kunes, J.: Function of the isolated perfused kidneys from young or adult rats with
post-DOCA-salt hypertension. Clin Exp Hypertens. 1999 May;21(4):407-21, citovano: 1x

Vanéckova, I.: Function of the isolated perfused kidney in young and adult spontaneously hypertensive and
dahl salt-sensitive rats. Kidney Blood Press Res. 2002;25(5):315-21, citovdno: 3x
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2. Renovaskuldrni hypertenze 2K1C — uloha angiotenzinovych AT; a AT, receptort, Mas
receptoru pro Angiotenzin-1-7, a kininovych B, receptorti

Model renovaskuldrni hypertenze - 2K1C (two-kidney, one-clip) odpovida lidské hypertenzi se
stendzou jedné renalni arterie, a je proto v experimentdlnim vyzkumu hojné vyuzivany. Dospélym
mysim byla na jednu renalini arterii naloZena svorka, ktera v pribéhu tydne indukovala u wild-type

mysi ndrast krevniho tlaku o cca 30 mm Hg (Obr.3A). Tento vzestup vsak byl vyrazné nizsi u mysi,

kterym byl knock-outovan gen pro AT, receptor (Obr.3B) (Cervenka et al, 2002; Cervenka et al,
2008). Protoze blokada AT, receptoru ani jeho aktivace nevedly u téchto mysi ke zméné tlakové
odpovédi, je zfejmé, Ze na rozdil od ATy, receptord AT, receptory nehraji u tohoto modelu zasadni
roli. Vyrazeni Mas receptoru pro angiotenzin 1-7 vedlo k vyraznému narGstu krevniho tlaku u téchto
zvifat (2K1C/ANG-1-7 knockout mice) (Obr.3C), coZ znamena, Ze tato antihypertenzni osa je

vyznamnym endogennim oponentem hypertenzogenniho plsobeni aktivovaného renin-

angiotenzinového systému (Rakusan et al, 2010). Naproti tomu vyrazeni kininovych B, receptor(

vyrazné zhorsilo pribéh az v udrZzovaci fazi 2K1C hypertenze (2K1C/B,R-/- knockout mice) (Obr.3D)

(Cervenka et al, 2003).
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Obr. 3 — Rozvoj renovaskularni hypertenze u wild-type mysi (A) a knock-outl s vyfazenim receptorti pro AT,
(B), Angiotenzin-1-7 (C) a bradykinin (D)
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Prdce vztahujici se k problematice:

Cervenka, L., Horacek, V., Vanéckova, I., Hubacek, J., Oliverio, M., Coffmann T. M., Navar G.:
Essential role of AT,, receptor in the development of 2K1C hypertension. Hypertension. 2002 Nov;40(5):735-
41. citovano 54x

Cervenka, L., Vanéckova, I., Maly, J., Horagek, V., EIDahr S. S.: Genetic inactivation of the B2 receptor in
mice worsens two-kidney, one-clip hypertension: role of NO and the AT2 receptor. J Hypertens. 2003
Aug;21(8):1531-8. citovano 13x

Cervenka L, Vanéckova I, Huskova Z, Vanourkova Z, Erbanovd M, Thumova M, Skaroupkova P,
Opocensky M, Maly J, Chabova VC, Tesarf V, Birgelova M, Viklicky O, Teplan V, Zelizko M, Kramer HJ, Navar LG.:
Pivotal role of angiotensin Il receptor subtype 1A in the development of two-kidney, one-clip hypertension:
study in angiotensin Il receptor subtype 1A knockout mice. J Hypertens. 26(7):1379-1389, 2008. citovano 32x

Rakusan D, Birgelova M, Vanéckova |, Vanourkova Z, Huskova Z, Skaroupkova P, Mrazova |, Opocensky
M, Kramer HJ, Netuka |, Maly J, Alenina N, Bader M, Santos RA, Cervenka L.: Knockout of Angiotensin 1-7
Receptor Mas Worsens the Course of Two-Kidney, One-Clip Goldblatt Hypertension: Roles of Nitric Oxide
Deficiency and Enhanced Vascular Responsiveness to Angiotensin Il. Kidney Blood Press Res. 33(6):476-488,
2010. Citovano 13x

3. Ren-2 transgenni potkani

Ren-2 transgenni potkan (TGR) je modelem experimentalni angiotenzin II-dependentni hypertenze,
ktera je disledkem vloZeni jediného genu (mysiho genu pro renin) potkanm kmene Hannover
Sprague Dawley (HanSD), a je spojena s endogenni aktivaci renin-angiotenzinového systému.
Heterozygotni zvifata vyvijeji v prabéhu 2. mésice Zivota hypertenzi, kterd vsak na rozdil od

homozygotnich potkan( neni maligni (Obr.4A, B).
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Obr. 4 - Rozvoj hypertenze (A) a pFeZivani (B) u HanSD a TGR potkant
Uloha vazodilataénich systémi

Oxid dusnaty

U prehypertenznich TGR potkan( byla zjisténa zvySend mRNA exprese neuronalni syntazy oxidu

dusnatého (nNOS) v renalnim kortexu oproti kontrolnim HanSD potkandm (Cervenka et al, 2002).

Akutni blokdda nNOS pomoci L-SMTC vyvolala vyrazny pokles glomerularni filtrace a pratoku u HanSD
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zvitat, zatimco u TGR potkan( vedla k fadovému vzestupu exkrece sodiku. Zda se tedy, Zze TGR
potkani v prehypertenzni fazi maji sice zvySenou expresi NO syntazy v cévnim fecisti ale
pravdépodobné snizenou reaktivitu cév k NO. Akutni clearancové studie navic ukazaly, ze
neselektivni blokdda NOS vedla k vy$simu vzestupu krevniho tlaku u prehypertenznich TGR nez u

kontrolnich zvirat (Vanéckova et al, 2005). Nase pozdéjsi pokusy hodnotici aktivitu jednotlivych

vazoaktivnich systém( ukazaly (Vanéckova et al, 2012), Ze podil NO-dependentni vazodilatace je

zavisly na véku zvitat - u mladych HanSD potkan( je vyrazné zvySena oproti vazokontrikci dané renin-
angiotenzinovym (RAS) a sympatickym nervovym systémem (SNS), v dospélosti je vazoaktivni
rovnovaha obou systém vyrovnana. Naproti tomu u homozygotnich TGR potkan( pfevaZuje podil

vazokonstrikénich systéma (Obr. 5).
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Obr. 5 - Srovnani podilu NO-dependentni vazodilatace (Cerné sloupce) a vazokonstrikce dané souctem RAS- a
SNS-dependentni vazokonstrikce (Sedé sloupce)

Prdce vztahujici se k problematice:

Vanéckova, I., Kramer, H. J., Maly, J., Backer, A., Bokemeyer, B., Cervenka, L.: Lack of a role of neuronal
nitric oxide synthase in the regulation of the renal function in rats fed a low-sodium diet.Kidney Blood Press
Res. 2002;25(4):224-31. citovano 9x

Cervenka, L., Kramer, H. J., Herbert, Maly, J., Vanéckova, I., Backer, A.,., Bokemeyer, B., Bader, M.,
Ganten, D., Mitchell, K. D.: Role of nNOS in regulation of renal function in hypertensive Ren-2 transgenic rats.
Physiol Res. 2002;51(6):571-80. citovano7x

Vanéckova, Ivana, Kramer, H. J., Novotnd, J., Kazdova L., Opocensky, M., Bader, M., Ganten, D.,
Cervenka, L.: Roles of nitric oxide and oxidative stress in the regulation of blood pressure and renal function in
prehypertensive Ren-2 transgenic rats. Kidney Blood Press Res. 2005;28(2):117-26. citovano 8x

Vanéckova I., Dobesova Z., Kunes J., Zicha J.: The effects of repeated delivery of angiotensin Il Atl
receptor antisense on distinct vasoactive systems in Ren-2 transgenic rats: young vs. adult animals,
Hypertension Res 35:761-768, 2012. citovano 3x

Uloha vazokonstrikénich systémi

Renin-angiotenzinovy systém
Rada studii prokazala pozdni dtsledky ¢asné lé¢by blokatory renin-angiotenzinového systému u

geneticky hypertenznich potkan( (41;50). Nase studie na TGR potkanech ukazala, Ze antihypertenzni

a organoprotektivni Ucinky vykazovala pouze dlouhodoba lécba AT, receptorovym antagonistou,
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zatimco Casna blokada AT, receptoru a blokada AT, receptorl neméla na pribéh hypertenze ani na

organové poskozeni zadny vliv (Vanéckova et al, 2007).

Ve 7

Az do vyhodnoceni velkych klinickych studii a zjisténi nepfiznivych vedlejsich ucinkd 1éCby se jevil
aliskiren (pfimy reninovy inhibitor), peroralné podavané antihypertenzivum zasahujici renin-

angiotenzinovy systém v jeho prvnim kroku, tj. konverzi angiotenzinogenu na angiotenzin I, jako

Ve

optimalni 1€k snizujici krevni tlak, ktery mél navic vyrazné nefroprotektivni uéinky. Nase studie na

v

TGR potkanech k tomuto poznani rovnéz pfispéla. Navic jsme ukazali, Ze antihypertenzni a

kardioprotektivni ucinek aliskirenu pretrvdva jesté tyden po vysazeni léCby (Obr. 6), ato jak u

mladych zvifat (preventivni studie), tak u potkand s rozvinutou hypertenzi (regresni studie).
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Obr. 6 — Vliv preventivni a regresni lécby aliskirenem na krevni tlak a srdecni hypertrofii

Jeho nefroprotektivni Ucinky v podobé snizeni proteinurie byly dany mimo jiné jeho vlivem na

obnovu struktury glomerul( (Obr. 7) (Rakusan et al, 2010). Provedli jsme i srovnani jeho Gcink(

s losartanem a zjistili jsme, Ze pres stejné rendlni koncentrace angiotenzinu Il a endotelinu-1 pouze

aliskiren normalizoval proteinurii (Vanourkova et al, 2010).

Potencialni vyhody genové terapie proti rliznym receptoridm byly prokazany u fady chorob. V nasich

dvou studiich jsme pouzili antisense oligonukleotidy proti AT, receptoru.
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Proteinuria - regression study
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Obr. 7 - Proteinurie u zvifat v regresnim protokolu
Po jejich ¢asném jednordzovém podani doslo u TGR potkan( k mirnému snizeni krevniho tlaku (30
mm Hg), které pretrvavalo pfiblizné 14 dni, ale nemélo dlouhodoby vliv na orgdnové poskozeni

(Vanéckova et al, 2007). Pti opakovaném podavani (4x po 10 dnech) doslo u mladych zvifat ke snizeni

krevniho tlaku doprovazenému redukci srdec¢ni hypertrofie. Pfi studiu mechanism, které vedou ke
snizeni krevniho tlaku pfi Ié¢bé antisense, jsme zjistili, Ze u mladych TGR zvirfat je tento efekt dan
snizenim sympatické vazokonstrikce, zatimco u zvifat s rozvinutou hypertenzi je to ddno zmensenim

angiotenzin-dependentni slozky krevniho tlaku (Vanéckova et al, 2012).

Prdce vztahujici se k problematice:

Vanéckova, 1., Kopkan, L., Huskova, Z., Vanourkova, Z., Schejbalova, S., Cervenka, L., Kramer H.J..:
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Persistent but Not Transient AT(1) Receptor Blockade. Kidney Blood Press Res. 30:38-44, 2007. citovano 3x

Vanéckova I., Kopkan L., Huskova Z., Variourkovd Y., Schejbalovd S., Cervenka L., Kramer H.J.: AT1
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47:63-67, 2007. citovano 5x

Variourkova Z, Kramer HJ, Huskovd Z, Cervenka L, Vanéc¢kova I: Despite similar reduction of blood
pressure and renal ANG Il and ET-1 levels aliskiren but not losartan normalizes albuminuria in hypertensive
Ren-2 rats, Physiol Res, 2010, 59(3):339-345. citovano 5x

Rakusan D, Kujal P, Kramer HJ, Huskovd Z, Vanourkova Z, Vernerova Z, Mrazova |, Thumovd M,
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proteinuria and normalization of glomerular area in Ren-2 transgenic rats, Am J Physiol, 2010, F-758-F766.
citovano 9x

Vanéckova |., Dobesova Z., Kunes J., Zicha J.: The effects of repeated delivery of angiotensin Il Atl
receptor antisense on distinct vasoactive systems in Ren-2 transgenic rats: young vs. adult animals,
Hypertension Res 35:761-768, 2012. citovano 3x
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Endotelinovy systém

Endotelin-1 a angiotenzin Il jsou dva nejsilnéjsi vazokonstriktory. Endotelin-1 pUsobi na 2 typy
receptorl - ET,, které zprostredkuji vazokonstrikci a ET; receptory, které zprostfedkuji vazodilataci.
Nase pokusy s heterozygotnimi a homozygotnimi TGR potkany byly zpocatku zaméreny na bosentan,
neselektivni blokator ET,/ET; receptort. Pokusy jsme provadéli pti zvyseném pfijmu soli (2 % NacCl), o
némz je zndmo, Ze aktivuje endotelinovy systém. Zjistili jsme, Ze bosentan sice nema antihypertenzni

ucinky, ale ma vyrazny nefroprotektivni potencidl, ¢imz vyrazné pfispél ke snizeni mortality zvifat a to

jak u homozygotnich samcl (Dvorak et al, 2004), tak heterozygotnich samc( a samic (Opocensky et

al, 2004).

U samcl bylo patrné vyraznéjsi poskozeni ledvin v dasledku rychlejsiho rozvoje hypertenze oproti
samicim, v disledku ¢ehoz byly i jejich hodnoty proteinurie mnohem vyssi. V dalsi sérii pokusl jsme
srovnavali ucinky neselektivni ET,/ETy blokady bosentanem a selektivni ET, blokady atrasentanem u
zvitat lé¢enych od odstavu (preventivni protokol) oproti zviratiim Ié¢enym aZ v dospélosti (regresni

protokol).
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Obr. 8 - Vliv preventivni a regresni Iécby blokatory ET receptorti na preZivani TGR potkant
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Prokazali jsme, Ze na rozdil od bosentanu je atrasentan schopen u TGR potkanu Ié¢enych od mladi
snizit krevni tlak, coZ spolu s jeho nefroprotektivnimi a kardioprotektivnimi Gcinky ukazuje na
moznost jeho lepsiho vyuZiti v Iécbé hypertenze a souvisejiciho orgdnového poskozeni (Vanéckova et

al, 2005; Vanéckova et al, 2006). U zvifat Ié¢enych atrasentanem v dospélosti bylo snizeni krevniho

tlaku vyrazné mensi, u homozygotnich potkand se na konci pokusu tlak dokonce nelisil od nelééenych
zvirat. Nicméné jeho ucinky sahaly ddle, za hranici danou prostym snizenim TK, protoze atrasentan
vyrazné sniZil poskozeni podocytd (filtracni bariéry ledvin), které vyznamné korelovalo s prezivanim

zvirat (Opocensky et al, 2006; Vernerova et al 2008 a review Vernerova et al, 2009) (Obr. 8, 9).
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Obr. 9 - Vliv preventivni a regresni 1é¢by blokatory ET receptord na krevni tlak TGR potkant
V posledni dobé je nase studium zaméreno na mechanismy plsobeni blokatord ET, receptort v
regulaci krevniho tlaku. Nase vysledky ukazuji, Ze antihypertenzni Uc¢inek chronické lécby
atrasentanem je dan snizenym influxem vapniku napétové-trizenymi vapnikovymi kanaly v dasledku

oslabené angiotenzin lI-dependentni vazokonstrikce spolu s chybéjici ET,-dependentni vazokonstrikci

(Obr.10) (Vanéckova et al, 2015).

Prdce vztahujici se k problematice:

Dvorak, P., Kramer, H. )., Backer, A., Maly, J., Kopkan, L., Vanéckov3, I., Vernerova, Z.,
Opocensky, M., TESAR, Vladimir., Bader, M., Ganten, D., JANDA, Jan, Cervenka, L.: Blockade of
endothelin receptors attenuates end-organ damage in homozygous hypertensive Ren-2 transgenic
rats. Kidney Blood Press Res, 2004, roc. 27, ¢. 4, s. 248-258. citovano 11x
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Opocensky, M., Dvorak, P., Maly, J., Kramer, H. J., Backer, A., KOPKAN, Libor, Vernerov4, Z.,
Tesaf, V., Zima, T.., Bader, M., Ganten, D., Janda, J., Vanéckova, I.: Chronic endothelin receptor
blockade reduces end - organ damage independently of blood pressure effects in salt - loaded
heterozygous Ren-2 transgenic rats. Physiol Res, 2004, 53(6):581-593. citovano 7x
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Obr. 10 - Vliv ET, receptorové blokady na krevni tlak, RAS-dependentni vazokonstrikci a vstup vapniku

Vanéckova, Ivana, Kramer, H. J., Bicker, A., Vernerova, Z., Opocensky, M., Cervenka, L.: Early
endothelin-A receptor blockade decreases blood pressure and ameliorates end-organ damage in
homozygous Ren-2 rats. Hypertension. 2005 Oct;46(4):969-74. citovédno 15x

Vanéckova, Ilvana, Kramer, H. J., Backer, A., Schejbalova S., Vernerova, Z., Eis, V., Opocensky,
M., Dvordk Pavel, Cervenka, L.: Early-Onset endothelin receptor blockade in hypertensive
heterozygous Ren-2 rats, Vascular Pharmacol 45:163-171, 2006. citovano 2x

Opocensky, M., Kramer, H. J., Bicker, A., Vernerova, Z., Eis, V., Certikova Chabova, V., Tesar
V., Vanéckova, I.: Late-onset endothelin-A receptor blockade reduces podocyte injury in homozygous
Ren-2 rats despite severe hypertension, Hypertension 48:965-971, 2006. citovdno 18x

Vernerova Z, Kramer HJ, Backer A, Cervenka L, Opocensky M, Huskova Z, Vanourkova Z, Eis V,
Chabova VC, Tesar V, Maly J, Vanéckova I.: Late-onset endothelin receptor blockade in hypertensive
heterozygous REN-2 transgenic rats. Vascul Pharmacol. 48:165-173, 2008. citovano 7x

Vernerova Z, Kujal P, Kramer HJ, Backer A, Cervenka L, Vanéckova I: End-organ damage in
hypertensive transgenic Ren-2 rats: influence of early and late endothelin receptor blockade, Physiol
Res, 58:569-78, 2009. citovano 3x review

Vanéckova I., Dobesova Z., Kunes., Zicha J.: Endothelin A receptor blocker atrasentan lowers
blood pressure by the reduction of nifedipine-sensitive calcium influx in Ren-2 transgenic rats fed a
high-salt diet, J Hypertension, 33(1):161-169, 2015.

Metabolity kyseliny arachidonové

Cyklooxygendaza-2
Cyklooxygenaza-2 je konstitutivné exprimovany enzym, jehoz vazodilatacné pusobici produkty
antagonizuji Ucinky angiotenzinu Il. Je zndmo, Ze za podminek sniZzeného prijmu soli je aktivita
cyklooxygendzy-2 (COX-2) v ledvinach zvysena. Chronické pokusy vsak ukazaly, Ze inhibice COX-2 u
mladych TGR potkan( neméla vliv na rozvoj hypertenze, proteinurii ani srde¢ni hypertrofii, a to ani za

normalniho ani za snizeného prijmu sodiku (Vanéckova et al, 2005). Akutni pokusy sice prokazaly

vysokou expresi COX-2 proteinu a vysoké koncentrace prostaglandinu E2 v ledvinach za podminek
snizeného pfijmu soli, ale blokdda COX-2 neméla Zadny vliv na renalni hemodynamiku nebo

vylucovani sodiku. To naznacuje, Ze metabolity kys.arachidonové vznikajici cestou COX-2 nehraji
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vyraznou kompenzacni tlohu v regulaci krevniho tlaku a rendlnich funkci u TGR potkan( (Vanéckova

et al, 2004).

Prdce vztahujici se k problematice:
Vanéckova, I., Cahova, M., Kramer, H. J., Huskova, Z., Skaroupkova, P., Komers, R., Bader, M., Ganten,
D., Cervenka, L.: Acute effects of cyclooxygenase-2 inhibition on renal function in heterozygous Ren-2-
transgenic rats on normal or low sodium intake. Kidney Blood Press Res, 2004, 27(4):203-210. citovano 6x
Vanéckova, I. Skaroupkovd, P., Dvorak, P., Certikovd Chabova, V., Tesaf, V., Bader, M., Ganten, D.,
Kramer, H. J.: Effects of sodium restriction and cyclooxygenase-2 inhibition on the course of hypertension,
proteinuria and cardiac hypertrophy in Ren-2 transgenic rats. Physiol Res. 2005;54(1):17-24. citovano 7x

Cytochrom P-450

Cestou cytochromu P-450 (CYP-450) vznikaji dvé skupiny latek — vazokonstrikéné pusobici HETEs a
vazodilata¢né pusobici EETs. HETEs mimo jiné plsobi natriureticky, ¢imz oponuji svym
vazokonstrikénim Géinkm. Nase pokusy ukazaly, Ze chronicka neselektivni blokdda CYP-450 vede ke
zmirnéni rozvoje hypertenze, snizeni srde¢ni hypertrofie a poskozeni ledvin, a to vice u zvirat, u

kterych byla 1éCba zahdjena jiz pred rozvinutim hypertenze (Obr. 11) (Chabova et al, 2007). Zvysené

renalni vylucovani HETEs spolu se sniZzenou aktivitou epoxygenazy (enzymu zvysujiciho produkci EETs)

zFejmé prispivaji k rozvoji hypertenze u TGR potkan( (Certikovd Chabova et al, 2007). Chronicka

selektivni blokada tvorby HETEs pfi soucasné inhibici solubilni epoxidhydrolazy (vedouci ke zvysené
biologické dostupnosti EETs) zmirnila rozvoj hypertenze a orgdnové poskozeni TGR potkan(

(Certikova Chabova et al, 2010).
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Obr. 11 - Vliv ¢asné a pozdni neselektivni blokady cytochromu P450 na krevni tlak
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Certikova Chabova V., Kramer Herbert J., Vanéckova I., Thumovéa M., Skaroupkova P., Tesar V., Falck
J.R., Imig ID., Cervenka L.: The roles of Intrarenal 20-Hydroxyeicosatetraenoic and Epoxyeicosatrienoic acids in
the regulation of renal function in hypertensive Ren-2 transgenic rats, Kidney Blood Pressure Res 30:335-346,
2007. citovano 7x

Certikovd Chabovd V, Walkowska A, Kompanowska-Jezierska E, Sadowski J, Kujal P, Vernerovd Z,
Vanourkovd Z, Kopkan L, Kramer HJ, Falck JR, Imig JD, Hammock BD, Vanéckova |, Cervenka L.: Combined
inhibition of 20-hydroxyeicosatetraenoic acid formation and of epoxyeicosatrienoic acids degradation
attenuates hypertension and hypertension-induced end-organ damage in Ren-2 transgenic rats, Clin Sci (Lond).
2010, 118(10):617-32. citovdno 17x

5/6 nefrektomie - RAS a ET blokada

Experimentdlni zdsah spocivajici v redukci renadlni masy odpovidd chronickému ledvinnému selhani,
coz je choroba, ktera postihuje miliony lidi na celém svété. Pokusili jsme se srovnat tGcinky RAS-
dependentni terapie (inhibitor angiotenzin konvertujiciho enzymu - ACE a blokator angiotenzinovych
receptorll - ARB) a RAS-independentni terapie (adrenergni antagonista v kombinaci s diuretiky
hydrochlorothiazidem a furosemidem). Zjistili jsme, Ze obé terapie normalizovaly krevni tlak a

s ,

prezivani zvirat, zabranily rozvoji srde¢ni hypertrofie a glomeruloskleréze, ale RAS-dependentni

7 sy ve

terapie méla navic zfejmé antiproteinurické Gcinky (Kujal et al, 2010). Nefroprotektivni ucinky

vykazuje i selektivni ET, blokada, ktera byla proto pouzita v dalsi studii, a to pravé v kombinaci s RAS
blokdadou. U dospélych zvirat, kterd byla Ié¢ena po dobu 20 tydn(, se vsak aditivni ucinky ET, blokady

neprojevily (Vanéckova et al, 2012). Ty byly zaznamenany, az kdyz byla lé¢ba prodlouZena o dalsich 6

mésicl. U takto dlouhodobé |é¢enych zvitat byla na konci pokusu vyrazné snizena mortalita, zfejmé

v diisledku snizené proteinurie a poskozeni glomerul( (Obr. 12) (Certikova Chabova et al, 2014).
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Obr. 12 — Rozvoj proteinurie a indexy renalniho poskozeni u modelu 5/6 nefrektomie
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effects, Clin Exp Pharmacol Physiol. 37:1159-1169, 2010. citovano 9x
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Véra Certikova Chabova, Zdenka Vernerova, Petr Kujal, Zuzana Huskova, Petra Skaroupkova, Vladimir
Tesaf, Herbert J Kramer, Elzbieta Kompanowska-Jezierska, Agnieszka Walkowska, Janusz Sadowski, Ludék
Cervenka and Ivana Vanéckova: Addition of ET, receptor blockade increases renoprotection provided by renin-
angiotensin system blockade in 5/6 nephrectomized Ren-2 transgenic rats, Life Sciences, 2014, 118:297-305.

6.4. Inducibilni Ren-2 transgenni potkan (iTGR)

Kmen iTGR se liSi od Ren-2 transgenniho potkana tim, Ze mysi Ren-2 gen je pod kontrolou promotoru,
ktery je spoustén prijmem xenobiotika indol-3-karbinolu (13C). Hypertenzi Ize tedy jednoduse

“w -

,zapinat” ¢i ,vypinat” pridavkem I3C do potravy. Potkani dostavali bud’ Ié¢bu namifenou proti RAS
(AT, receptorovy blokator candesartan), nebo tzv. ,triple terapii“ (hydralazin, hydrochlorothiazid a
reserpin), kterd nezasahuje do RAS. Oba typy IéCby normalizovaly krevni tlak, ale pouze Iécba

candesartanem méla kardioprotektivni ucinky (Obr.13) (Vanourkova et al, 2006). Naproti tomu

selektivni blokada ET, receptori neméla na rozvoj hypertenze u ITGR potkan( Zadny vliv (Vanourkova

et al, 2009).
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Obr.13 — Systolicky krevni tlak a srde¢ni hypertrofie u iTGR potkant
Akutni studie rendlni hemodynamiky vyuZivajici kratkodobou 24-hodinovou indukci Ren-2 genu

potvrdily zhorSenou autoregulaci renalni hemodynamiky spolu se snizenim sklonu natriuretické
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kFivky, coz odpovida Guytonové predstavé o zhorSeném vylucovani sodiku pozorovaném u rady

dalsich hypertenznich modeld (Erbanova et al, 2009).
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inducible hypertension. J Hypertens. 24(12):2465-72, 2006. citovano 25x

Erbanovd M., Thumovd M., Huskova Z., Vanéckovd l.,, Vanourkova Z., Mullins JJ., Kramer H.J,
Burgelova M., Rakusan D., Cervenka L.: Impairment of pressure-natriuresis precedes the development of
angiotensin llI-dependent malignant hypertension in Cyplal-REN-2 transgenic rats, J Hypertens 27: 575-86,
20009. citovano 13x

Variourkova Z., Kramer H.J., Erbanové M., Bicker A., Cervenka L., Huskova Z., Certikova Chabova V.,
Tesar V., Dvordk P., Maly J., Vanéckova I.: Endothelin receptor blockade does not affect blood pressure or
angiotensin Il levels in CyplAl-Ren-2 transgenic rats with acutely induced hypertension, Vasc Pharmacol
50:194-199, 2009. citovano 3x

5. Dahlovi potkani

Dahlovi potkani jsou typickym prikladem experimentalni hypertenze, jejiz vyvoj je zavisly na
zvy$eném prijmu soli. Stl-senzitivni jedinci (DS) reaguji rozvojem hypertenze, zatimco sll-rezistentni
potkani (DR) ji nevyvinou. Je zndmo, Ze rozvoji hypertenze lze zabranit pridanim drasliku do potravy.
Z nasich pokus vyplyva, Ze rozvoji hypertenze lze takto zabranit pouze u mladych DS potkant
(Obr.14A). Snizeni krevniho tlaku zvySenym prijmem drasliku je dano oslabenim sympatické
vazokonstrikce. U dospélych DS potkand nemél draslik Zzadny vliv na krevni tlak ani na vazoaktivni

systémy podilejici se na jeho regulaci (Zicha et al, 2011). Naproti tomu dospéli DS potkani na

vysokoslané dieté byli na rozdil od mladych jedincu citlivi jak na blokddu ET, receptor( (Obr.

14B)(Zicha et al, 2012) tak na antioxidacni terapii (Obr.15) (Vanéckova et al, 2013), pfi¢emz tyto

antihypertenzni u¢inky byly rovnéz zprostfedkovany oslabenim sympatické vazokonstrikce. To

naznacuje vyraznou vékovou odlisnost Dahlovych potkan( v citlivosti jednotlivych vazoaktivnich
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Obr.14 - Lécba draslikem (A) a ambrisentanem (B) u Dahlovych stl-senzitivnich potkant

26



C

YOUNG ADULT
225+
2259 W -@- Dahl S+tempol
Py 5 % NaCl+tempol
200 5 % NaCl+tempol Q o Dahls 2004 ¥
2175 f 1751
£
E E
o
2 150 @ 1501
1254 125
100 T T T T T T 100 T T T T T T
7 0 7 14 21 28 35 -7 0 7 14 21 28 35

days days
Obr.15 - Lééba tempolem u Dahlovych potkant
S ohledem na dlouhodobé zaméreni oddéleni Experimentalni hypertenze na tento model hypertenze
byla u pfilezitosti 50. vyroci vyslechténi tohoto kmene Lewisem K. Dahlem sepsdna rozsahla review
uverejnéna v asopise Physiological Research, zahrnujici poznatky o ontogenetickych aspektech,
iontovém transportu, membranovych poruchach, inzulinové rezistenci, télesnych tekutindach,

hemodynamice, vazoaktivnich systémech a Uloze intracelularniho vapniku (Zicha et al, 2012).
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2012. citovano 5x - review

6. Uloha vdpnikového influxu a vdpnikové sensitizace pri udrzovdni krevniho tlaku u
vybranych modelii experimentdlni hypertenze

Nase pozornost byla zpocatku zaméfena na ulohu vstupu vapniku L-VDCC kanaly, které byly
blokovany nifedipinem. Jak modely s aktivovanym RAS (TGR potkani a pertusis-toxinem Ié¢eni SHR
potkani) tak modely se zvySenou aktivitou sympatického nervového systému (SHR) reagovaly na

podani nifedipinu zménou TK Umérnou vysi bazalniho krevniho tlaku (Zicha et al, 2014). Pozdéji jsme

se zaméfili na Ulohu vapnikové senzitizace a ukazali jsme, Ze zatimco u normotenznich WKY potkan(
prevazuje podil vapnikové senzitizace, u spontanné hypertenznich potkant (SHR) je vyssi podil

vapnikového influxu (Behuliak et al, 2013). Mimoto jsme zjistili, Ze endogenni vazoaktivni systémy

moduluji vapnikovou senzitizaci; presorické systémy (RAS a SNS) ji posiluji, zatimco vazodilatacni
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systémy (NO) ji oslabuji (Zicha et al, 2014). Pozornost jsme vénovali také uloze vapnikového influxu a

vapnikové senzitizace a molekuldrné-biologické analyze nékterych komponent této drahy za vyvoje
hypertenze u SHR potkan( [tato prace je nyni v recenznim fizeni v Journal of Hypertension (Behuliak,

submitted to J Hypertens) a srovnani Ulohy téchto drah podilejicich se na vazokonstrikci u vybranych

modell experimentalni hypertenze (Behuliak, submitted to Am J Hypertens). Z nasich vysledkd

vyplyva, Ze u obou kmend je vyrazné nizsi podil vapnikové sensitizace na udrzovani krevniho tlaku u
intaktnich normotenznich zvifat (WKY, HanSD) (Obr.16 A, B). Naproti tomu u zvifat, kterym byly
zablokovany hlavni vazokonstrikéni systémy (RAS a SNS) je bazalni Ca sensitizace snizena u
hypertenznich potkand (SHR, TGR) (Obr.16 C, D). Z uvedeného tedy vyplyva, Ze je vapnikova

sensitizace vyznamnym zplsobem ovliviiovana jednotlivymi vazoaktivnimi systémy.
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Obr.16 — Tlakova odpovéd na podani fasudilu (inhibitor Rho kinazy) u intaktnich SHR a TGR potkani (A, B)
a u potkant se zablokovanymi presorickymi systémy (SNS a RAS) (C, D)
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Zavér
Nase vysledky, predkladané v této praci, objasnily fadu otazek tykajicich se jak pisobeni jednotlivych
vazoaktivnich systém{ pti vzniku, rozvoji ¢i udrzovani hypertenze a jejich vlivu na organové

poskozeni, tak véku, ve kterém jsou intervence do téchto systém( provadéné.

vvvvvv

- zména exkretorické schopnosti ledvin pfispiva k rozvoji hypertenze a u nékterych

experimentalnich modell ji dokonce predchazi

- AT, receptory maji zasadni tlohu pfi vzniku a rozvoji renovaskularni (dvouledvinové
jednosvorkové) hypertenze, oponuiji jim receptory Ang-(1-7), zatimco receptory AT, nemaji

vyznamnou Ulohu; B, receptory maji roli az v udrzovaci fazi tohoto typu hypertenze

- u potkanl s angiotenzin lI-dependentni hypertenzi (Ren-2 transgenni potkan; TGR) je tloha
oxidu dusnatého zavisla na véku zvitat: u prehypertenznich TGR potkan( je vyrazné snizena oproti
normotenznim kontroldam (HanSD), u kterych tato vazodilatacni slozka vyrazné pfevaZzuje nad Ulohou

vazokonstrikénich systému

- renin-angiotenzinovy systém (RAS) hraje zdsadni ulohu v regulaci krevniho tlaku u TGR

potkand, pficemz jeho uloha je vyznamnéjsi u homozygotnich nez u heterozygotnich potkant

- blokada AT, receptor(l pro angiotenzin Il pomoci candesartanu byla uc¢inna pouze pfi

dlouhodobém podavani, pozdni Ucinky ¢asné |écby nebyly zaznamenany

- blokada RAS na jeho pocatecnim stupni — konverzi angiotenzinogenu na angiotenzin | pomoci
pfimého reninového inhibitoru aliskirenu méla u TGR potkantd kromé antihypertenznich Gcinkd i
ucinky nefro- a kardioprotektivni; antihypertenzni a nefroprotektivni u¢inky na rozdil od blokddy ARB

lozartanem pretrvdvaly témér 14 dni po vysazeni [é¢by

- [é¢ba mladych heterozygotnich TGR zvifat pomoci antisense proti AT, receptoru sniZila krevni
tlak a to poklesem sympatické vazokonstrikce, u dospélych byla dana oslabenim angiotenzin-

dependentni vazokonstrikce

- u TGR potkanu je Iécba selektivnimi ET, receptorovymi antagonisty lepsi neZ neselektivni
ETA/ETg receptorova blokada - ma vyrazny vliv jak na snizeni renalniho, tak kardialniho poskozeni,

Castecné je schopna i sniZit krevni tlak
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- ucinek 1éCby atrasentanem, selektivnim ET, antagonistou, je dan snizenym influxem vapniku
napétové fizenymi vapnikovymi kandly v disledku oslabené angiotenzin ll-dependentni

vazokonstrikce a chybéjici ET,-dependentni vazokonstrikce

- metabolity kyseliny arachidonové vznikajici cyklooxygenazovou cestou nehraji ulohu v rozvoji

hypertenze u TGR potkan(

- naproti tomu metabolity kyseliny arachidonové vznikajici cestou cytochromu P450 — kyseliny

EETs a HETEs maji u TGR potkanl vyznamné antihypertenzni a organoprotektivni G¢inky

- u TGR potkant s chronickym ledvinnym selhanim (CHLS) navozenym 5/6 nefrektomii jsme
zjistili, Ze |écba zasahujici RAS je vyrazné lepsi nez |écba na RAS nezavisla (kombinace B-adrenergniho

antagonisty labetalolu a diuretik furosemidu a hydrochlorothiazidu)

- pridanim ET, receptorové blokady k blokddé RAS bylo u TGR potkant s CHLS zvyseno
preZivani a snizena proteinurie, ale pouze v dlouhodobém pokusu (10 mésict), u potkand IéCenych

polovic¢ni dobu (5 mésicl) jsme Zadné zlepSeni nezaznamenali

- u potkanl s indukovatelnou hypertenzi byla terapie pomoci RAS mnohem uc¢innéjsi nez tzv.

triple terapie sestavajici z hydralazinu, hydrochlorothiazidu a reserpinu

- suplementace Dahl stl-senzitivnich (DS) potkant draslikem méla antihypertenzni Gcinky, ale

pouze v pfipadé Ze byla zahajena v mladi

- naproti tomu dospéli DS potkani byli citlivi jak na 1é¢bu ET, receptorovym antagonistou
ambrisentanem tak i na antioxida¢ni terapii pomoci tempolu, pficemz antihypertenzni Gcinky obou

terapii byly dany oslabenim sympatické vazokonstrikce

- nami zkoumané modely experimentalni hypertenze reagovaly na podani nifedipinu (blokator
napétové fizenych vapnikovych kanall — L-VDCC) zménou krevniho tlaku dmérnou vysi bazalniho

krevniho tlaku

- vapnikovy influx je u hypertenznich potkan( (SHR, TGR) zvyseny, zatimco u kontrolnich
normotenznich potkant (WKY, HanSD) je vyssi podil vapnikové senzitizace; mimoto obé drahy jsou

vyrazné modulovany vazoaktivnimi systémy (oxidem dusnatym arenin-angiotenzinovym systémem)

Pfestoze se jedna predevsim o vysledky zakladniho vyzkumu, nékteré z nich mohou ptispét k lepsimu
pochopeni patofyziologickych proces, které se podileji na vzniku a rozvoji lidské hypertenze a
souvisejiciho organového poskozeni. Z téchto bych rada upozornila na renoprotektivni psobeni

aliskirenu, pfimého reninového inhibitoru, ¢i ET, receptorového antagonisty atrasentanu.
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Summary

Our studies presented in this thesis aimed at solving the questions related to the influence of distinct
vasoactive systems on hypertension onset, development and maintenance, and also on the impact of
these factors on organ damage and to the age at which the interventions to these systems are

applied. The main results could be summarized as followed:

- the changes in the excretory ability of kidney contribute to hypertension development and in

some experimental models they even precede hypertension

- AT, receptors play a major role in the onset and development of renovascular (two kidney,
one clip) hypertension and are opposed by ANG-(1-7) receptors, while AT, receptors play no
substantial role in this process; on the other hand, B, receptors are important only in the

maintenance phase of hypertension

- in a model of angiotensin lI-dependent hypertension — Ren-2 transgenic rats (TGR) we have
found that the role of nitric oxide is dependent on the age of animals, being substantially
attenuated in prehypertensive TGR in comparison with control HanSD rats; in young HanSD
the nitric oxide-dependent vasodilation is significantly enhanced compared to the

vasoconstrictor effects of renin-angiotensin and sympathetic nervous systems

- RAS system plays an essential role in blood pressure regulation of TGR, being even more

important in homozygous than in heterozygous TGR

- the blockade of RAS with angiotensin AT, receptor blocker (ARB) candesartan was effective
only when given over the long period; late effects of early therapy on BP were not

demonstrated

- RAS blockade at the first step — the conversion of angiotensinogen to angiotensin | blocked
with direct renin inhibitor aliskiren — had apart from antihypertensive effects also substantial
nephro- and cardioprotective effects, which in contrast with the treatment with ARB losartan

persisted for almost two weeks after the withdrawal of the therapy

- antisense therapy directed against AT, receptor decreased BP in young heterozygous TGR
due to the attenuation of sympathetic vasoconstriction, while in adult rats, it was due to the

dimished angiotensin-dependent vasoconstriction

- in TGR the treatment with selective ET, receptor antagonists is superior over non-selective
ETA/ETg antagonists and had substantial effects on amelioration of renal and cardiac damage;
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its antihypertensive effect is due to the reduced calcium influx through voltage-dependent

calcium channels (L-VDCC)

metabolites of arachidonic acid produced by cyclooxygenase pathway do not have a role in

hypertension development in TGR

in contrast, metabolites of arachidonic acid produced by cytochrome P450 (EETs and HETSs)

have significant antihypertensive and organoprotective effects in TGR

TGR rats with chronic kidney disease (CKD) induced by 5/6 nephrectomy were more
sensitive to RAS-dependent than to RAS-independent therapy (B-adrenergic antagonist

labetalol and diuretics furosemide and hydrochlorothiazide)

in addition, the addition of ET, receptor blockade to RAS therapy was successful in increasing
survival due to the dimished proteinuria, however only if the therapy was given over a long

period of time (10 months), while 5-month treatment did not show any positive effects

RAS therapy was also more effective in comparison with ,triple” therapy (composed of

hydralazine, hydrochlorothiazide and reserpine) in inducible TGR rats

potassium supplementation in Dahl salt-sensitive (DS) rats had antihypertensive effects only
in young animals; in contrast, adult DS rats were sensitive to ET, receptor blockade and to
antioxidant therapy with tempol, the antihypertensive effect of both treatments being due

to the attenuated sympathetic vasoconstriction

in various experimental hypertensive models, the blockade of voltage-dependent calcium

channels (L-VDCC) induced BP decrease proportional to basal blood pressure

while calcium influx was increased in hypertensive models (SHR, TGR), normotensive rats
(WKY, HanSD) had increased calcium sensitization; calcium sensitization being substantially

modulated by vasoactive systems (nitric oxide and renin-angiotensin system)

Although the main part of the experimental data is of basic research, some of them could contribute

to the better understanding of pathophysiological processes connected with human hypertension

and accompanying organ damage. In this context, | would like to stress the nephroprotective effects

of aliskiren (direct renin inhibitor), and atrasentan (endothelin A receptor blocker).
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