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Uloha renalni dysfunkce v patofyziologii progrese chronického

srde¢niho selhani: preklinické studie na zvirecich modelech.

Abstrakt

Prace se zabyva tlohou a mozZnosti farmakologického ovlivnéni eikosanoidd,
zejména kyselin epoxyeikosatrienovych (EETs), epoxygenazovych metabolit
kyseliny arachidonové (AA), u animalniho modelu chronického srde¢niho selhani
(CHSS) navozeného objemovym pfetizenim po vytvofeni aorto-kavalni pistéle
(ACF) u hypertenznich transgennich potkanti (TGR). Potvrdili jsme sniZenou
tkanovou koncentraci EETs v myokardu levé komory a v ledving, pravdépodobné
zpusobenou zvySenou degradaci pomoci solubilni epoxid hydrolazy (sEH).
Farmakoterapie peroralnim analogem EET (EET-A) zlepSila ptezivani ACF TGR
oproti nelécené skuping, ale bez statisticky vyznamného zlepSeni pii kombinaci
EET-A s inhibitorem angiotenzin-konvertujicho enzymu (ACE1). Pfiznivy vliv
terapie EET-A byl dan zlepSenim srde¢nich parametrii a zménSenim plicni
kongesce, nikoliv zmirnénim rendlni dysfunkce. U ACF TGR samct (nikoli u
samic) mé¢la kombinace sEH inhibitoru (sEHi) s ACEi horSi pfezivani oproti
monoterapii ACEi. Nase vysledky podporuji dalsi budouci vyzkum a mozné vyuziti
farmakologického ovlivnéni CYP-dependentniho metabolismu AA, zejména
analogli EETs, v terapii srdecniho selhani a zdlraziiuji vyznam testovani novych

farmakologickych ptistupli u obou pohlavi, véetné€ preklinickych studii.

Klicova slova
chronické srde¢ni selhani, chronické renalni selhani, cytochrom P450, EET-A,
epoxyeikosatrienové kyseliny, renin-angiotenzin-aldosteronovy systém, solubilni

epoxid hydrolaza, tlakové-objemova analyza



The role of renal dysfunction in pathophysiology of congestive heart

failure progression: preclinical animal studies.

Abstract

The thesis describes effects and pharmacological targets of eicosanoids,
especially epoxyeicosatrienoic acids (EETs) that are epoxygenase metabolites of
arachidonic acid (AA), in animal model of congestive heart failure (CHF) induced
by volume overload via aorto-caval fistula (ACF) in hypertensive transgenic rats
(TGR). Our data show that ACF TGR exhibits tissue deficiency of EETs in the left
ventricle and kidney, probably mainly caused by increased EETs degradation by
soluble epoxide hydrolase (sEH). Treatment by orally active EET analogue (EET-
A) improved the survival rate in ACF TGR compared to placebo. However, after
adding EET-A to angiotensin-convertase enzyme inhibitor (ACEi) treatment, the
survival of ACF TGR only tended to improve compared with the effects of EET-A
or ACEi given alone. The protective effects of EET-A treatment were mediated by
improving cardiac parameters and reducing lung congestion, not dominantly by
renal mechanisms. We also found that among male (not in female) the combination
of sEH inhibitor (sEHi) and ACEi treatment worsened the mortality of ACF TGR
compared to ACEi monotherapy. Our data support the notion that targeting the
CYP-dependent epoxygenase pathway of AA should be considered in attempts to
develop new pharmacological strategies for HF treatment and enhance the

importance of testing the gender differences in pre- and clinical studies.

Keywords
chronic kidney disease, congestive heart failure, cytochrome P450, EET-A,
epoxyeicosatrienoic acid, pressure-volume analysis, renin-angiotensin-aldosterone

system, soluble epoxide hydrolase



1. Uvod do problematiky

1.1. Chronické srdec¢ni selhani

Chronické srdecni selhani (CHSS) je jednou z nejvyznamnéjSich globalnich
pficin mortality a morbidity. Odhady prevalence uvadi 2-3 % v rozvinutych zemich
s ro¢ni incidenci az 300 na 100 tis. obyvatel (Conrad et al. 2018; Metra & Teerlink
2017). Za posledni desetileti se prevalence onemocnéni v rozvinutych zemich
zvysila 0 23 % (Conrad et al. 2018), je odhadovano, Ze do roku 2030 se ma dale
zvysit az 0 46 % a jesté vice zatizit zdravotnické systémy (Savarese & Lund 2017).

Klinicky pribéh onemocnéni je ve vétSiné piipadl progresivni, ale nelinearni,
charakterizovany epizodami akutnich dekompenzaci, 1 navzdory naristajici péci
(Chaudhry & Stewart 2016). Progndza pacientli s CHSS neni ptizniva, uvadi se
ro¢ni mortalita od 6-7 % u stabilnich pacienti s CHSS, pies 25 % u akutniho nebo
akutné¢ dekompenzovaného CHSS, po 75 % u pokrocilého ¢i terminalniho CHSS
(Chaudhry & Stewart 2016; Metra & Teerlink 2017). Celkové je Sletd mortalita
od diagnostikovani CHSS kolem 50 %, coz je horSi neZ u vétSiny nadorovych
onemocnéni (Riehle & Bauersachs 2019). Proto je urgentné potieba vyvijet nové
farmakologické a nefarmakologické intervence vedouci k udrieni stabilni faze
CHSS azlepSeni prognozy pokrocilého CHSS, kcemu; je zdasadnim

piedpokladem detailni znalost patofyziologie studovanad na animalnich modelech.

1.2. Kardiovaskularni systém a ledviny

Pacienti s CHSS maji Casto vice komorbidit, v€etné renalni dysfunkce, uvadi
se, ze prevalence chronického onemocnéni ledvin (CKD) s glomeruldrni filtraci
(GFR) pod 60 ml/min/1,73m" u pacientti s CHSS je 40-50 % (McAlister et al. 2004;
Van Deursen et al. 2014). Naopak pouze okolo 17 % pacienti s CHSS ma normalni
filtra¢éni frakci s GFR nad 90 ml/min/1,73m”> (McAlister et al. 2004). GFR je
nezavislym prognostickym prediktorem pro rozvoj i progresi kardiovaskularnich
onemocnéni, véetné CHSS (Damman et al. 2009). Vice nez 60 % pacienti s CKD

maji néjakou formu kardiovaskularntho onemocnéni a zavaznost CKD silné



koreluje s prognozou. U pacienti s GFR pod 60 ml/min/1,73m’ je riziko rozvoje

CHSS 3krat vétsi nez u zdravé populace (Kottgen et al. 2007).

1.3. Eikosanoidy

Kyselina arachidonova (AA), vyznamna slozka bunécnych membranovych
fosfolipidi, je metabolizovana 3 hlavnimi cestami - cyklooxygenazovou drahou na
prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany; lipoxygenazovou drahou na lipoxiny,
leukotrieny a hydroxyeikosatetraenové kyseliny (HETEs) a enzymy z rodiny
cytochromu P-450 - o-hydroxyldzami na hydroxyeikosatetraenové kyseliny
(HETEs) aepoxygenazami na epoxyeikosatrienové kyseliny (EETs) (Obr. 1).
Vzniklé produkty jsou dale upravovany B-oxidaci, esterifikaci a dalSimi reakcemi a
davaji tim vzniknout vicero aktivnim metabolithm s rozmanitymi funkcemi
v organismu; hraji dilezitou Ulohu v regulaci krevniho tlaku, pfi zanétlivych
procesech, v regulaci vylu€ovani sodiku 1 ledvinnych, plicnich a srde¢nich funkci

(Imig et al. 2022; Vackova et al. 2019; Zhang et al. 2018).

< Membranové fosfolipidy >

Kyselina arachidonova

Cyklooxygenazy Lipooxygenazy [Cytochrom P450]
(COX-1, COX-2)

Leukotrieny [w-hydroxyla’zyJ [Epoxygena’va
Lipoxiny

Prostaglandiny

HETEs

Tromboxany

Prostacykliny

5,6-EET
8,9-EET

11,12-EET
14,15-EET

()

Obr. 1 Metabolity kyseliny arachidonové.
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1.3.1. Epoxyeikosatrienové kyseliny

EETs jsou parakrinni latky s vyznamnymi vazodilataénimi, natriuretickymi a
kardioprotektivnimi vlastnostmi (Imig et al. 2022). RozliSujeme 4 zékladni
izomery, podle umisténi epoxidové skupiny, které vznikaji z AA U¢inkem
epoxygenaz tiidy CYP2C a CYP2J: 5,6-EETs, 8,9-EETs, 11,12-EETs a 14,15-
EETs. Jejich zastoupeni se li§i druhové 1 orgdnové, a rovnéz se méni v pribéhu
starnuti (Imig 2019; Roman 2002). EETs jsou produkovany bunikami endotelu a
plsobi zejména autokrinné a parakrinné na hladkou svalovinu cév. Limitaci jejich
biologického Uc€inku je rychlé odbouravani solubilni epoxidovou hydrolazou (sEH)
na biologicky netuc¢inné dihydroxyeikosatrienové kyseliny (DHETs) (Nayeem et al.
2010; Sudhahar et al. 2010).

1.3.2. 20-hydroxyeikosatetraenova kyselina

Oproti EETs jsou ucinky 20-HETE na kardiovaskuldrni systém komplexné;si,
protoze jednak plsobi vazokonstrikéné a ma tim padem hypertenzni potencial, na
druhou stranu v ledvinach zvysuje natriurézu.

U experimentalnich 1 genetickych model hypertenze, srdecniho 1 renalniho
selhani, je produkce a rovnovdha EETs a 20-HETE naruSena. Proto se predpoklada,
ze spravné zvolené farmakologické ovlivnéni téchto drah by mohlo vést k novym

potencidlnim terapeutickym moznostem (Imig ef al. 2022; Kaseda et al. 2018).

VAZOKONSTRIKCE VAZODILATACE
20-HETE EETs
H_/

Normalni cévni tonus

Obr. 2 Vaskularni G€inky EETs a 20-HETE.
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Obr. 3 Mechanizmy putsobeni EETs a 20-HETE na bunku hladkého svalu
(upraveno dle Zhang et al. 2018). PLA — fosfolipaza A, PLC — fosfolipaza C, PGI, —
prostaglandin I,, IP; — inositoltrifosfat, DAG — diacylglycerol, E,, — membranové

napeti
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Obr. 4 Mechanizmy ptisobeni EETs a 20-HETE na nefron (upraveno dle
Zhang et al. 2018). TALH — tlusty segment vzestupného raménka Henleho klicky,

CCD — korova ¢ast sbéraciho kanalku
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2. Hypotézy a cile disertacni prace

Na zakladé vyse zminénych aktudlnich znalosti pfedpoklddame, ze zvySeni
tkariové dostupnosti EETs, navozené podavanim analogu EETs (EET-A) nebo
inhibici sEH (sEHi), zmirni rozvoj kardidlni a rendlni dysfunkce a zlepSi priibéh

a preZivdani animdlniho CHSS.

Cilem naseho preklinického projektu bylo prokdzat sniZeni tkdainiové (kardialni
a rendlni) dostupnosti biologicky aktivnich EETs u animdlniho modelu CHSS
(ACF TGR) a zhodnotit viiv farmakologickych moZnosti ovlivnéni tohoto systému
na preZivani, kardialni a rendlni funkce:
1) ACF TGR + monoterapie EET-A vs. monoterapie ACEI, vs. kombinovana
terapie ACEi + EET-A a vs. placebo (voda)
2) ACF TGR + kombinovana terapie ACEi + sEHi vs. monoterapie ACEi a vs.
placebo (voda)

DalSim cilem bylo zhodnotit pohlavni rozdily v odpovédi na lécbu ACF TGR

kombinovanou terapii ACEi + sEH..
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3. Material a metodika

3.1. Pokusna zvirata - HanSD a TGR(Ren2)27 potkani

Potkani TGR(Ren2)27 (dale TGR) byli vyslechténi z Hannover Sprague-
Dawley (dale HanSD) metodou mikroinjekce DBA/2J Ren2 useku transgenni DNA
(my$i gen pro renin) do zralého cerstvé oplodnéného oocytu HanSD potkana
(Mullins et al. 1990). Vzhledem ktomu, Ze jsme se v naSich projektech
nezaméiovali pfimo na zkoumani patofyziologie rozvoje srdecniho selhani na
podklad€é extrémni aktivace RAAS, pouzivali jsme heterozygotni zvirata, ktera
vznikla zkfiZzenim transgen-negativni HanSD samice s homozygotnim TGR
samcem, a ktera rozvijeji mirngj$i hypertenzi s maximalnim systolickym krevnim
tlakem ve véku deviti tydnli kolem 240 mmHg a nedochéazi u nich k srde¢nimu
selhani (Opocensky et al. 2004).

Vsechna zvitata byla chovana na zdklad¢ platnych smérnic a zavedené praxe v
Centru experimentdlni mediciny Institutu Klinické a Experimetnalni Mediciny
(IKEM, Praha). Zvitata byla chovéna v cyklu svétlo/tma (12 h svétlo a 12 h tma) a
krmena standardni normoslanou, normoproteinemickou dietou (0,45% NaCl, 19—
21% obsah proteintl) vyrobenou firmou SEMED (Praha, CR) pro laboratorni
potkany.

3.2. Chemikalie

Inhibitor ACE (ACEIi): pro inhibici angiotenzin konvertujicitho enzymu jsme
pouzili bézné dostupné, klinicky uzivané a ve vodé rozpustné farmakum Gopten 2
mg (Abbot, Praha, CR) s tu&innou latkou trandolapril, které bylo podavéano
potkanim v pitné vod¢ ad libitum, v koncentraci 6 mg/l. Tato koncentrace byla v
ptedeslych pracich nasi laboratofe validovana jako dostatecnd k inhibici RAAS u
tohoto modelu (Jichova et al. 2016).

Analog 14,15-epoxyeikosatrienové kyseliny (EET-A): chemickym vzorcem
sodium 2-(Z-(13-(3-pentyl)ureido)-tridec-8-enamido) malonat je zavedeny analog
EETs, vhodny pro in vivo experimenty (Imig et al. 2010). Podava se také v pitné

12



vodé, v koncentraci 10 mg/kg télesné hmotnosti, jejiz u€innost byla ovétfena
farmakokinetickymi in vivo studiemi (Khan et al. 2014; Walkowska et al. 2021).
cAUCB (sEHi): chemickym  vzorcem  cis-4-[4-(3-adamantan-1-yl-
ureido)cyclohexyloxy] benzoova kyselina, je inhibitor sEH, jehoz roztok jsme
ptipravili rozpusténim 26 mg krystalického cAUCB a 150 mg (2-hydroxypropyl)-p3-
cyclodextrinu (Sigma-Aldrich, Praha, CR) v 5 ml etanolu (Penta, Praha, CR).
Roztok jsme 5 min sonikovali a poté doplnili do litru. Pro zachovéni zasadit¢ho pH
roztoku jsme piidali hydrogen uhli¢itan sodny (3 ml/l). Roztok byl podavan v pitné
lahvi ad libitum. Tento protokol pfipravy 1 davka byly pouZivany i v ptedeslych
studiich na$i laboratofe (Honetschldgerova et al. 2011b, 2011a; Sporkova et al.
2011), v nichz jsme si ovéfili, ze koncentrace cAUCB je pro inhibici sEH

dostate¢na.

3.2. Metody

3.2.1. Aorto-kavalni pistél

Aorto-kavalni pistél (ACF) byla vytvofena mikrochirurgicky na podkladé
ptvodniho popisu (Garcia & Diebold 1990) dle zavedeného protokolu v nasi
laboratoti (Melenovsky et al. 2011, 2012a) po ukonceném 8. tydnu Zivota potkantl,

po dalSich dvou tydnech byla zahajena 1écba.
3.2.2. Echokardiografie

Echokardiografie potkanil probihala po 2, anebo 20 tydnech farmakoterapie na
anestezovanych zvifatech (Thiopental, VAUB Pharma, CR, davka 50 mg/kg) piimo
pfed invazivni tlakové-objemovou analyzou levé komory srde¢ni na animalnim
ultrazvukovém pftistroji Vevo® 2100 Imaging System se sondou MS250S (13-24
MHz), (FUJIFILM VisualSonics, Inc., Toronto, ON, Canada) dle upraveného

potkaniho protokolu zavedeného v nasi laboratoti (Melenovsky et al. 2012b).
3.2.3. Tlakové-objemova analyza levé komory srdecni

Invazivni tlakové-objemova analyza levé komory srde¢ni (pressure-volume

analyza, P-V analyza) byla provadéna bezprostiedné po echokardiografickém

13



vySetfeni na stale inicidln¢ anestezovanych potkanech. Protokol ptipravy P-V
analyzy a samotné hemodynamické méfeni parametri LK byl adaptovany dle
ptivodni prace na potkanech (Pacher et al. 2008). Po skonfeni méfeni byl pokus
ukoncen pifedavkovadnim zvifete vysokou davkou Thiopentalu, ktery zpusobil

bezbolestné a nestresujici utraceni.
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4. Vysledky

4.1. Analog epoxyeikosatrienové kyseliny (EET-A)

4.1.1. Hodnoceni aktivity RAAS, SNS a CYP metaboliti a enzymi
v ¢asnych fazich srde¢niho selhani u ACF TGR

Byl pozorovan vyznamny rozdil v aktivit¢ CYP-dependentni epoxygenazové
cesté metabolismu AA. V ledviné i v LK byla sniZena zejména koncentrace 11,12-
EETs a 14,15-EETs, ktera byla doprovdzena vyznamnym zvySenim jejich
biologicky inaktivnich metaboliti (DHETS). Biologickd dostupnost aktivnich EETs,
dand pomérem EETs / DHETSs, byla v ledviné 1 v LK sniZena o 65 % u skupiny
TGR ACF oproti TGR kontroldm. Proteinovd exprese enzymu zodpovédného za
produkci EETs nebyla vledviné ani v LK TGR ACF oproti TGR kontrolam
vyznamné ovlivnéna, ale v LK TGR ACF byla oproti TGR kontroldm vyznamné
vys$i exprese proteinu sEH, enzymu dominantné degradujiciho EETs na inaktivni

DHETs.

4.1.2. Vliv dvoutydenni monoterapie EET-A a kombinované terapie EET-A
s ACEi na srde¢ni funkce u ACF TGR

Neléceni ACF TGR vykézali vyznamné vyssi vahu plic nez kontrolni TGR,
coz poukazuje na vyraznou plicni kongesci. Monoterapie EET-A nenormalizovala
zadny z vahovych parametrii u ACF TGR. Naopak monoterapie ACEi 1 kombinace
ACE1 s EET-A vyznamné snizili celkovou vahu srdce, vahu LK, PK i plic az na
uroven kontrolnich TGR.

Neléceni ACF TGR méli echokardiograficky zvySeny systolicky objem 1
srde¢ni vydej (dusledek pistéle), vyrazné zvétSené rozméry LK 1 PK a snizeni RWT
(relative wall thickness), znacici excentrickou hypertrofii. Déale byla u ACF TGR
patrna systolicka dysfunkce LK (méfena ejekéni frakci a frakénim zkracenim LK)
s neporusenou systolickou funkci PK (méfeno zménou plochy PK — fraction area

change — FAC), oproti kontrolnim TGR. Zadn4 z monoterapii nezabranila témto
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zméndm, kombinovand terapie ACEi a EET-A zmirnila srde¢ni hypertrofii
(tloustku predni a spodni stény LK) u ACF TGR oproti nelécenym ACF TGR.
Invazivni P-V analyza LK ukazala, Ze nelé¢eni ACF TGR m¢li vyznamné nizsi
maximalni tlak v LK, (+dP/dt)max i (-dP/dt)max, dale snizeny end-systolicky
tlakové-objemovy vztah (ESPVR), predtizenim modifikovanou systolickou praci
(PRSW), snizenou celkovou periferni cévni rezistenci (TPR) a zvySenou tenzi ve
stén¢ LK (wall stress) oproti kontrolnim TGR, zaddna z terapii neméla vliv na tyto
parametry. Navic, neléeni ACF TGR vykazali vyrazné zvySeny end-diastolicky
tlak v LK, end-diastolicky objem LK a prodlouZenou relaxacni konstantu tau
v porovnani s kontrolnimi TGR, tyto parametry zlepSily vSechny 1éCebné rezimy

(monoterapie ACEi, EET-A 1 jejich kombinace).

4.1.3. Vliv dvoutydenni monoterapie EET-A a kombinované terapie EET-A
s ACEi na renalni hemodynamiku a funkce u ACF TGR

Neléceni ACF TGR méli nizsi stiedni arteridlni tlak (MAP) nez kontrolni
TGR, podobny jako kontrolni HanSD. VSechny terapeutické reZzimy (monoterapie
ACEi, EET-A 1 jejich kombinace) vyznamné¢ snizily arterialni tlak u ACF TGR na
srovnatelné hladiny mezi sebou. Nebyl rozdil mezi skupinami v mife glomerularni
filtrace (GFR). Neléceni ACF TGR vykézali vyrazné snizeny pratok krve ledvinou
(PKL) (témét 40 % relativni redukce), dale sniZeni diurézy, absolutni natriurézy 1
frakéni exkrece sodiku oproti kontrolnim TGR, ¢emuzZ Zadny terapeuticky rezim

vyznamné nezabranil.

4.1.4. Vliv dlouhodobé monoterapie EET-A a kombinované terapie EET-A

s ACEi na mortalitu, albumiurii a srde¢ni funkce u ACF TGR

VSichni kontrolni (bez ACF) HanSD i1 TGR potkani ptezili do konce
experimentu (22 tydni po ACF, 20 tydnl terapie). Neléceni ACF TGR zacali
umirat ve dne +3 (17 dni po vytvofeni ACF) a ke dni +70 byli vSichni mrtvi.
Terapeutické rezimy vyznamné zvysili prezivani ACF TGR oproti nelécené skupiné
s procentudlnim prezitim na konci experimentu 45,5 % (monoterapie EET-A), 59,4
% (monoterapie ACEi) a 71 % (kombinace EET-A a ACEi), rozdily mezi
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terapeutickymi skupinami nebyly vyznamné (ACF TGR + EET-A vs. ACF TGR +
ACEi, p = 0,25; ACF TGR + EET-A vs. ACF TGR + EET-A + ACEi, p = 0,20;
ACF TGR + ACEFi vs. ACF TGR + EET-A + ACEi, p = 0,83; neléceni ACF TGR

vs. vSechny terapeutické skupiny, p <0,05; kontrolni TGR vs. vSechny terapeutické
skupiny, p <0,05).

Na zacatku experimentu (den 0, tj. 2 tydny po ACF / sham proceduie) vykazali
kontrolni TGR 20krat vyssi albuminurii nez kontrolni HanSD potkani. Ve skupiné
ACF TGR byla albuminurie 2 tydny po vytvoifeni ACF 2,5krat niz§i nez u
kontrolnich TGR, coz bylo pravdépodobné zpusobeno inicialni renalni hypoperfuzi
kratce po vytvotreni ACF a nasledném poklesu krevniho tlaku.

Vsechny terapeutické rezimy snizily albuminurii u ACF TGR, vyrazné&ji pfi
terapii s ACE1 (monoterapie ACEi1 1 kombinace ACEi s EET-A) oproti monoterapii
EET-A, kdy byly hodnoty albuminurie na konci experimentu niz§i nez u
kontrolnich HanSD potkant (0,14 + 0,02 a 0,13 + 0,02 vs. 3,9 £ 0,2 mg/24 h; p
<0,05 pro oba rezimy — ACE1 1 ACEi1 + EET-A).

Stupen bilateralni srde¢ni a LK hypertrofie na konci experimentu (22 tydnt po
ACF) byl u obou monoterapii podobny jako u nelécene skupiny ACF TGR 4 tydny
po ACF procedute. Kombinovana terapie ACEi s EET-A vyznamné zmirnila rozvoj
bilateralni srdecni hypertrofie a plicni kongesce oproti monoterapiim ACEi ¢1 EET-
A.

Echokardiograficky byly na konci experimentu u vSech terapeutickych rezimi
zvétseny systolicky 1 diastolicky rozmér LK oproti nelécené skupiné ACF TGR 4
tydny po ACF procedute. Zaroveit doSlo u vSech skupin k podobné vyraznému
zhorSeni funkce PK oproti Casnym fazim srde¢niho selhani (série 2), hodnoceno
parametrem zmény plochy PK (FAC).

Invazivni P-V analyza LK u prezivSich potkant na konci experimentu ukézala
zvySeny end-diastolicky objem a tlak v LK u obou monoterapeutickych rezimi,
ktery byl srovnatelny s hodnotami nelé€enych ACF TGR 4 tydny po ACF
proceduie, avSak kombinovana terapie ACEi s EET-A end-diastolicky tlak v LK
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snizila na uroven pozorovanou u kontrolni TGR skupiny, u end-diastolického
objemu LK se jednalo o nesignifikantni trend k jeho zmenSeni.

Vsechny skupiny ACF TGR m¢li oproti TGR kontrolam na konci experimentu
snizené systolické 1 diastolické hemodynamické parametry (ESPVR, EDPVR,
PRSW). ACF TGR s monoterapiemi ACEi 1 EET-A méli vys§i napéti steny LK
(wall stress) v porovnani s kontrolnimi TGR, ale kombinovana terapie ACEi s EET-

A tento parametr vyznamne¢ snizila na uroven srovnatelnou s kontrolnimi TGR.

4.2. Inhibitor solubilni epoxid hydrolazy (sEHi)

4.2.1. Vliv monoterapie sEHi a kombinované 1écby sEHi s ACEi na
prezivani ACF TGR

VSichni HanSD 1 TGR potkani po sham procedufe piezili do konce
experimentu (51 tydn po ACF). Neléeni ACF TGR zacali vyznamnéji umirat 3
tydny po ACF a po 29. tydnu jiz nezil zddny. Monoterapie ACEi zvySila piezivani
na kone¢nych 84 % (p <0,05 oproti nelé€enym ACF TGR). Kombinovana 1écba
sEHi a ACEi zlepsila prezivani na 53 % oproti nelécenym ACF TGR (p <0,05),

avSak oproti monoterapii ACEi byla vyznamné horsi (p <0,05).

4.2.2. Vliv monoterapie sEHi a kombinované 1é¢by sEHi s ACEi na vahy
organt a renalni funkce u ACF TGR

Kontrolni TGR méli vyraznou srde¢ni (zejména levokomorovou) hypertrofii
(vyjadienou pomérem vahy LK k délce tibie) v porovnani s kontrolnimi HanSD
potkany (p <0,05). U nelé€enych ACF TGR doslo k dalsi progresi hypertrofie oproti
kontrolnim TGR (p <0,05). Monoterapie ACEi a také jeho kombinace se sEHi
vyznamné snizila celkovou srde¢ni 1 LK hypertrofii az k hodnotdm srovnatelnym s
kontrolnimi TGR.

U vahy PK nebyl pozorovan rozdil mezi kontrolnimi TGR a HanSD potkany,
neléceni ACF TGR vSak méli vdhu PK vyznamné zvySenou oproti kontrolnim TGR
(p <0,05), coz ukazuje na rozvoj i1 pravostranné srdecni hypertrofie. Oba

terapeutické reZimy vyznamné snizily hypertrofii PK na podobnou Groven.
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Neléceni ACF TGR méli vyssi vahu plic oproti kontrolnim TGR 1 HanSD, coz
znaci rozvoj plicni kongesce u ACF TGR (p <0,05). Ob¢ lécby ji vyznamné
zmirnily, ovSem stale nad trovenn kontrolnich TGR (p <0,05). Nebyl pozorovan
rozdil u vahy jater a ledvin mezi skupinami.

Kontrolni TGR byli vyrazné hypertenzni oproti kontrolnim HanSD (p <0,05).
Neléceni ACF TGR méli nizsi arterialni tlak (TK) nez kontrolni TGR, ale stale
zustaval vyssi nez u kontrolnich HanSD (p <0,05). Terapeutické rezimy srovnatelné
snizily TK u ACF TGR v porovnani s neléCenymi ACF TGR na urovent dokonce
niz8i neZ kontrolni HanSD (p <0,05).

Nebyl pozorovan rozdil v PKL u kontrolnich TGR a HanSD, nelé¢eni ACF
TGR m¢éli ale vyrazné niz§i PKL (p <0,05), GFR se mezi skupinami vyrazné
neliSila. NeléCeni ACF TGR m¢éli dale niZsi diurézu a absolutni i frakéni exkreci
sodiku v porovnani s kontrolnimi HanSD 1 TGR (p <0,05). Monoterapie ACEi a ani
kombinovana lécba ACEi se sEHi vyznamné nezvratily pokles PKL, ani

nenormalizovala zadny z parametrt sodikové exkrece.

4.2.3. Pohlavni rozdily v mortalité HanSD a TGR po ACF: efekt
monoterapie ACEi a kombinované 1é¢by ACEi s sEHi

VSichni HanSD samci 1 samice po sham procedute piezili do konce
experimentu (51 tydnti po ACF). Neléceni ACF HanSD samci a samice zacali
vyrazn¢ umirat kolem tydne 15 (16 tydnl po ACF), pribéh a konecné procento
preziti bylo u obou pohlavi srovnatelné. U samct ptezilo 7 z 26 zvitat (27 %), u
samic 8 z 27 (30 %, p >0,05). Monoterapie ACEi zlepsila pribéh u ACF HanSD,
samci 1 samice zacali umirat aZz po 35 tydnech a finalni procento pteziti bylo u
samct 1 samic podobné. U kombinované 1é€by ACEi a sEH byly vysledky obdobné
jako u monoterapie ACEi1, u samcii 1 samic.

VSsichni kontrolni TGR samci i samice piezili do konce experimentu. Neléceni
samci ACF TGR zacali umirat v tydnu 2 (3 tydny po ACF) a vSichni zemfeli do
tydne 20. Nelécené samice ACF TGR zacali umirat v tydnu 4 (5 tydnil po ACF) a

celkové preziti bylo 32 %. Monoterapie ACEi zlepSila piezivani u samcii 1 samic s
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podobnym celkovym procentem pteziti 74 % (samci) a 65 % (samice), (p >0,05).
Kombinovana lécba ACEi a sEHi také zlepsila pfezivani u samcit ACF TGR oproti
nelécené skupiné s celkovym ptezitim 38 %, coZ bylo vyznamné hor$i nez u
monoterapie ACEi (p <0,05). Naopak kombinovana 1écba ACEi a sEHi zlepsila
pribéh u samic ACF TGR a s konecnym procentem pieziti 84 % byl naznacen i

trend ke zlepSeni oproti ACEi monoterapii (p >0,05).
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5. Diskuze

5.1. Analog epoxyeikosatrienové kyseliny (EET-A)

5.1.1. Aktivita neurohumoralnich systémi u srde¢niho selhani navozeného

ACF

Aktivita vazoaktivnich / neurohumoralnich systémi byla hodnocena v ¢asné
fazi srde¢niho selhani navozeného ACF (2 tydny po ACF procedute, v dob¢ tésné
pied zahajenim terapeutickych rezimt v dalSich sériich). Nase data naznacuji, ze
ACF u tohoto modelu ANG II-dependentni hypertenze vede k Casnéjsi aktivaci
intrarendlni a systémové vazodilatacni / natriuretické osy RAAS (dle koncentraci
ANG 1-7 a poméru ANG 1-7 / ANG II) oproti t€ vazokonstrik¢éni / sodikoreten¢ni,
ktera se dle neurohumoralni hypotézy podili na dlouhodobé progresi srdecniho
selhani. Nase vysledky jsou v souladu se zjisténim, ze zvySeny pomér ANG 1-7 /
ANG II predikuje kompenzovanou fazi CHSS (Wang et al. 2020). Souhrnné se tedy
vtuto dobu jednd o casnou fazi kompenzovaného srde¢niho selhani bez
hyperaktivace dlouhodobé¢ maladaptivnich neurohumoralnich systém.

Pti zaméfeni na dalS$i vazoaktivni systémy jsme zjistili snizenou tkanovou
dostupnost biologicky aktivnich EETs v ledviné a v myokardu LK u ACF TGR, coz
nebylo déno jejich sniZzenou produkci (dle proteinové exprese CYP2C23 a
CYP2J3), ale spiSe zvySenou degradaci na biologicky méné aktivni DHETS, navic
jsme v ledviné 1 v myokardu LK detekovali zvySenou proteinovou expresi sEH,
enzymu, ktery se podili na metabolizovani EETs na DHETs. To podpofilo nasi

hypotézu a zkoumani terapeutickych rezimii s EET analogem a inhibitorem sEH.
5.1.2. Vliv terapeutickych rezimi na prezivani

Prokézali jsme vyrazn€ ptiznivy vliv monoterapii EET-A 1 ACEi1 na sniZeni
mortality u ACF TGR. To podporuje nasSi vySe zminénou hypotézu negativniho
vlivu sniZzené tkanové dostupnosti biologicky aktivnich EETs u CHSS.

NaSe vysledky demonstruji zlepSeni piezivani u modelu ACF TGR s obéma

monoterapiemi, 1 kdyz kazda plsobi ptes jiny humordlni systém, coz indukuje
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hypotézu, Z7e by kombinovand terapie pomoci EET-A a ACEi mohla zlepSit
piezivani nad ramec monoterapii. Toto vSak v nasi studii nebylo potvrzeno. I kdyz
procento pfeziti na konci experimentu bylo u kombinované terapie numericky vyssi
nez u monoterapii, nedoséhlo statistick¢ signifikance. Experiment byl ukoncen
podle protokolu po 20 tydnech terapie, bohuzel nevime, zda by se ptiznivy efekt
kombinované terapie neprojevil pozd¢ji. Tuto uvahu podporuji vysledky
echokardiografie a vahy organti u ptezivsich potkanti na konci experimentu, kde byl
pozorovan piiznivy efekt kombinované terapie na celkovou srde¢ni 1 samostatnou
PK a LK hypertrofii a na plicni kongesci oproti monoterapiim. Navic, invazivni P-V
analyza LK u téchto prezivSich potkant prokizala u kombinované terapie sniZeni
end-diastolického tlaku v LK a snizeni napéti stény LK (wall stress) oproti
monoterapiim.

Ptesné mechanizmy ptiznivého ovlivnéni end-diastolického objemu, tlaku a
izovolumické relaxace LK s naslednou sniZzenou plicni kongesci v kritické fazi
srdecniho selhani u ACF TGR nejsou do detailu objasnény, ackoliv vime, Ze tento
efekt kombinované terapie ACEi s EET-A neni dan snizenim afterloadu, protoze
nedoslo ke sniZeni celkové periferni rezistence (TPR), jak po 2 tydnech 1écby, tak
na konci piezivaci série. Proto bychom radi v budoucnu studovali tyto ptiznivé
terapeutické efekty na bunééné a subcelularni Grovni napf. analyzou exprese

messanger RNA (mRNA) v myokardu LK.

5.2. Inhibitor solubilni epoxid hydrolazy (sEHi)

Hlavnim zji$ténim této studie je, Ze piidani sEHi k zavedené terapii ACEi
nezlepSilo pfezivani a ani neovlivnilo rozvoj renalni dysfunkce u ACF TGR,
kombinovana 1é¢ba méla naopak horsi prezivani nez monoterapie ACEi, pro coz
nemame jasné vysvétleni, pouze pracovni hypotézu.

Bylo prokazano, Ze jak zavedend antihypertenzni 1écba ACEi (pfes intrarenalni
blokadu RAAS (Gonzalez-Villalobos et al. 2013; Kobori et al. 2007), tak i1 sEHi
(zvySeni intrarendlnich EETs a vazodilatacni a natriureticky efekt (Elmarakby 2012;

Fleming 2014; Imig et al. 2021)) plsobi snizeni krevniho tlaku. Proto by
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kombinovana 1€cba, navic pii progresivni rendlni dysfunkci, a tim padem snizovani
eliminace 1é¢iv, mohla v dlouhodobém piisobeni vést k poklesu krevniho tlaku pod
uroven renalnich autoregulacnich schopnosti (Carlstrém et al. 2015). To by mohlo
vést k dalSimu zhorSovani renalnich funkci a zvysSeni mortality ACF TGR na této
kombinované 1é¢bé. AvSak nase data z tohoto experimentu ukazala, Ze se arterialni
tlak tfeti tyden po ACF vyznamné neliSil u kombinované 1écby (96 = 3 mmHg) a
monoterapie ACEi (101 = 3 mmHg, p >0,05). V obou ptipadech zistaval arterialni
tlak v mezich rendlni autoregulace. Bohuzel jsme ale neprovadéli hodnoceni delSiho
vlivu 1écby na krevni tlak, coZz by vyzadovalo dlouhodobé telemetrické

monitorovani u neanestezovanych zvitat.

5.3. Vliv monoterapie ACEi a kombinované 1é¢by ACEi a sEHi na

prezivani HanSD i TGR samic a samcu po vytvoreni ACF

Nezjistili jsme vyznamny rozdil v ptezivani po vytvoreni ACF mezi
neléCenymi samci a samicemi HanSD potkani, coZ je v souladu s nasim nedavnym
zjisSténim, Ze normotenzni HanSD potkani nevykazuji Zadné vyznamné pohlavni
rozdily u modelu CHSS indukovaného ACF (Cervenka et al. 2016). Zaroveti nami
sledované terapeutické rezimy, jak v monoterapii ACEi, tak v kombinaci se sEHi,
mély podobny vliv na HanSD samce 1 samice po ACF. Dale jsme prokazali
postupné sniZzeni UCinnosti monoterapie ACEi u pokrocilého CHSS pfi
dlouhodobém sledovani u samcii 1 samic po ACF, kdy po 35. tydnu zacali ob¢
pohlavi vyznamné umirat. To podporuje nutnost kombinovanych terapeutickych
pfistupt s cilenim na vice patofyziologickych mechanizmi progrese CHSS, vcetné
hledédni novych farmakologickych moznosti (Braunwald 2015; Kassi et al. 2018;
McDonagh et al. 2021). Navic zjisténi, ze ptidani sEHi do kombinace s ACEi1 déle
nezlepSilo prezivani u ACF HanSD oproti monoterapii ACEi, je v souladu s nasi
nedavnou praci, kde monoterapie sEHi nezlepSila vyznamné piezivani u samcl
ACF HanSD navzdory zvySeni myokardidlni a rendlni tkanové dostupnosti EETs na

tirovet zjisténou u kontrolnich potkanti (Cervenka et al. 2015). HanSD potkani tedy
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nevykazuji vyznamné pohlavni rozdily v pribéhu CHSS navozeném ACF a ani
v odpovédi na terapeutické rezimy s ACE1 a sEHi.

U hypertenznich TGR potkant byly vysledky rozdilné. Zjistili jsme, Ze TGR
samci maji po vytvoreni ACF statisticky signifikantné vyssi mortalitu nez TGR
samice. Monoterapie ACEi méla srovnatelny protektivni vliv na pribéh ACF
navozeného CHSS u samcu 1 samic, avSak kombinovana 1é¢ba ACEi a sEHi mé€la u
samctu a samic TGR opacny efekt: zvysila mortalitu u ACF TGR samct, ale snizila
j1 u ACF TGR samic, oproti monoterapii ACEi. Hypertenzni TGR potkani tedy
vykazuji vyrazné pohlavni rozdily v pribéhu CHSS navozen¢ho ACF i v efektu
farmakoterapie sEHi. Pfi budoucich studiich zkoumajicich patofyziologické aspekty
CHSS u hypertenznich potkanii s aktivovanym RAAS (TGR) a potencidln¢ nové
terapeutické moznosti by se experimenty mély provadét na obou pohlavich.

Limitaci této prace je, Ze jsme detailnéji nezkoumali pohlavni rozdily na

srde¢ni funkce métené echokardiograficky ¢i invazivni P-V analyzou LK.
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6. Zavér

V ramci na$i hypotézy se podatilo prokazat sniZzeni tkafiové dostupnosti EETs
v myokardu LK a ledvin¢ u animalniho modelu CHSS ACF TGR. To bylo ddno
zejména jejich zvySenou degradaci pomoci sEH na neaktivni metabolity.

Zaroven jsme ov¢tili, ze farmakologické ptistupy zvySujici dostupnost EETs
vedou ke zlepSeni pribchu a piezivani tohoto modelu CHSS. V kombinaci s ACEi
byl u EET-A pozorovan nesignifikantni trend ke zlepSeni pfeZzivani dany pifedevSim
zlepsenim srdecnich parametrli a sniZenim plicni kongesce. Neprokazali jsme vSak
vyznamny protektivni vliv této kombinované 1écby na rendlni funkce u ACF TGR.
Kombinovana 1écba pomoci sEHi s ACEi1 zlepSila pfezivani ACF TGR oproti
placebu, ale nevedla k zmirnéni mortality, ¢i rendlni dysfunkce oproti monoterapii
ACEi, u samcl (nikoliv u samic) vedla dokonce k signifikantnimu zhorSeni
piezivani.

Autor prace se podilel ve spolupraci s kolegy Centra experimentalni mediciny
Institutu klinické a experimentalni mediciny (IKEM) na provadéni metod vSech
dil¢ich projektd této pradce, =zejména samostatn¢ provadél vSechna
echokardiografickd a invazivni hemodynamickd vySetfeni srdce. Statisticky
zpracovaval ziskané vysledky a interpretoval je spolu se svym Skolitelem a
konzultantem.

Ptinosnost této prace je zejména v prikazu snizené tkanové dostupnosti EETs
u tohoto modelu CHSS a komplexnim zhodnoceni vlivu riznych farmakologickych
ptistupt k jejimu zvySeni na prezivani, srdeCni a ledvinné funkce, kde byl prokazan
pfiznivy mortalitni efekt zejména zlepSenim srdecnich parametrfi a snizenim plicni
kongesce. Tato animalni data podporuji dalsi vyzkum, vcetné klinického, v oblasti

eikosanoid a CHSS, ktery by v budoucnu mohl pomoci v diagnostice a terapii.
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7. Souhrn

Na naSich datech jsme prokazali snizeni tkaniové dostupnosti EETs v myokardu
LK 1 vledviné jiz v Casnych fazich srde¢niho selhani navozeného objemovym
pietizenim pomoci ACF u TGR, coz se mize spolupodilet na rozvoji kardiorenalniho
syndromu a progresi srde¢niho selhani do fatalniho konce. Proto jsme se zaméfili na
farmakologické moznosti zvySeni tkdniové dostupnosti EETs:

1) Monoterapie EET-A oddalila manifestaci srdecniho selhani a zlepSila prezivani
ACF TGR. U kombinace EET-A s ACEi jsme zejména ke konci experimentu
pozorovali nesignifikantni zlepSujici se trend oproti monoterapii ACEi. I pfes rozvoj
rendlni dysfunkce u modelu ACF TGR nebyly prokadzany renoprotektivni ucinky
terapii EET-A ¢i ACEi. Pfiznivy vliv na pfezivani byl zprostfedkovan zlepSenim
srdeCnich parametrii, pfedev§im snizenim bilateralni srdec¢ni hypertrofie a nizsi plicni
kongesci, coz bylo zvlasté vyrazné u kombinované 1¢cby EET-A s ACEi.

2) Ptidani sEHi do kombinace k ACEi nevedlo k zmirnéni progrese CHSS, ¢i
zlepseni prezivani u ACF TGR, u samcii vedla dokonce k signifikantnimu zhorSeni.
Navic nebylo pozorovano ani zlepSeni renalnich funkci. Proto se zvySovani dostupnosti
EETs pomoci blokady sEH v kombinaci s ACEi nejevi jako vhodna IéCebna strategie u
CHSS.

3) Dale jsme zjistili, ze u animalniho modelu CHSS indukované¢ho ACF vykazuje
monoterapie ACEi podobné piiznivé ucinky u TGR samc i1 samic. Naopak
kombinované 1é€ba ACEi se sEHi méla rozdilny efekt: zvysila mortalitu samcti ACF
TGR (oproti monoterapii ACEi) a snizila ji u samic. To naznacuje, ze u CHSS a
hypertenze se zvySenou aktivitou RAAS, ma pohlavi vyznamny vliv na pribéh a
ptezivani CHSS. Proto by mély byt pohlavni rozdily v preklinickych studiich
hodnoceny.

NaSe vysledky souhrnné podporuji dalsi budouci vyzkum a mozné vyuziti
farmakologického ovlivnéni CYP-dependentni epoxygenazové drdhy metabolismu

AA, zejména analogti EETs, v terapii srdecniho selhani.
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8. Summary

Our data show that the ACF TGR in the early phase of CHF exhibits substantial
tissue deficiency of EETs in the left ventricle and kidney. That might significantly
contribute to developing cardiorenal syndrome and progression of HF to the fatal end.
Therefore we investigated the pharmacological options to increase the bioavailability
of the EETs:

1) EET-A treatment delays the onset of decompensation of HF and improves the
survival rate in ACF TGR. In combination therapy by EET-A and ACEi, the survival
of ACF TGR only tended to improve compared with ACEi monotherapy. Although
ACF TGR develops severe renal dysfunction, we did not prove the renoprotective
effects of either EET-A or ACEi. Beneficial actions on survival were mediated by
improving cardiac parameters, i.e., reducing bilateral cardiac hypertrophy and lung
congestion. That was particularly pronounced after the combined treatment with EET-
A and ACEi.

2) The addition of sEHi to ACEi treatment did not provide better protection
against CHF progression or increase the survival rate in ACF TGR; indeed, the rate
decreased significantly among males. We did not prove any improvement of renal
functions either. Thus, increasing tissue EETs via sEH inhibition in combination with
ACEi does not seem to be a promising approach to attenuate renal dysfunction and
further progression of CHF.

3) We further found that the treatment with ACEi alone displayed similar
beneficial effects on the course of ACF-induced HF in male and female TGR. In
contrast, the combined therapy with ACEi and sEHi showed sex-dependent effects: it
increased mortality (relative to ACEi treatment alone) in males and reduced it in
female rats. Thus, our study strongly suggests that in HF individuals in whom
hypertension and increased RAS activity run in parallel, the patients’ sex is a co-
determinant of the rate of progression of HF. Therefore, in pre-clinical studies, sex-
linked differences should be seriously considered.

Our data strongly support the notion that targeting the CYP-dependent
epoxygenase pathway of AA, especially EET analogs, should be considered in
developing new pharmacological strategies for HF treatment.
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