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Uvodni prohl&seni

Vsechny pokusy provedené vrdmci ndsledujicich studii byly provedeny dle standardd
Americké fyziologické spoleCnosti a odborné komise na ochranu zvirat proti tyrdni v Institutu
Klinické a Experimentdlni Mediciny v Praze a jsou plné v souladu se zdkonem na ochranu
zvitat proti tyrdni. Pro kazdou studii byl vypracovdn vlastni projekt pokusu, ktery byl
schvilen odbornou Komisi na ochranu zvifat proti tyrani v IKEM a pfislusnou rezortni komis{
MZ CR.
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1. Uvod

Endotel, lokalizovany na-rozhrani mezi cévni sténou a cirkulujici krvi, se podili na udrzovéni
kardiovaskularni homeostdzy nékolika dilezitymi funkcemi: regulovdnim angiogeneze a
zanétlivé odpovédi, udrZovanim rovnovazné hemostdzy, permeability cévni stény a kontrolou
krevniho tlaku. Ackoli je endotel tvofen jedinou vrstvou bunek, jejich mnoZstvi je pfiblizné
srovnatelné s mnoZstvim bunék v jatrech.

Objev endotelinu-1 (ET-1) pred vice neZz 20 lety Yanagisawou, resp. jeho izolace z
endotelidln{ buriky, byl rychle nasledovédn tivahou o vyznamu role tohoto peptidu sloZeného z
21 aminokyselin v patogeneze kardiovaskuldrnich onemocnéni. Pomérn€ velmi rychle, béhem
cca 5 let, se podarilo vytvorit farmakologické latky, které brani vzniku ET-1, resp. blokuji
jeho piisobent.

Endotelinovy systém a renin-angiotenzinovy systém predstavuji dva nejsiln€j${ znamé
vazokonstrikéni systémy. ET-1, ktery piisobi pfevdzné parakrinné vazbou na své dva G-
proteinové receptory ETa a ETg, méd kromé& vazokonstrikéniho plsobeni i vyznamnou roli v
regulaci rendlni hemodynamiky a vydeji soli a tekutin ledvinami. Zvlast€ u stl-senzitivnich
modelll hraje ET-1 vyznamnou roli v patogenezi hypertenze a v rozvoji orgédnového
poskozeni. Nefroprotektivni G¢innost blokddy ET receptorl je srovnatelnd s blokddou renin-
angiotenzinového systému. Existuje v§ak pomérné vyraznd diskrepance v plsobeni ET-1 u
jednotlivych modeld hypertenze. U modelll s exogennim podanim angiotenzinu II existuje
prokazatelnd endotelin-dependentni slozka, na rozdil od modeli s endogenni produkci
angiotenzinu II.

Tato disertatni préace je rozdé€lena do nékolika kapitol. Prvni ¢dst je vénovdna fyziologii
regulace krevniho tlaku a patofyziologii hypertenze, dal$i ¢4st se zabyva ulohou renin-
angiotenzinového systému pii vzniku hypertenze a dale zvlast€ udlohou endotelinového
systému s podrobné&j$im popisem jeho jednotlivych soudasti - endotelind, endotelinovych
receptoru a jejich interakci v patogenezi hypertenze a hypertenzniho organového poSkozeni.
Nasleduje kapitola o modelu hypertenze pouzitém v naSich pokusech, coz je hypertenzni
kmen transgennich potkant sinkorporovanym  myS$im  Ren-2 reninovym genem
(TGR[mRen2]27). V zéavéru teoretické casti je hodnocena interakce systému renin-
angiotenzinového a endotelinového.

Nésleduji vlastni experimentalni studie.
Ve své praci jsem se soustiedil na objasnéni vyznamu neselektivni blokddy ET receptort

bosentanem ve srovndni s blokddou selektivnim blokdtorem ET receptorli atrasentanem,
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jejich vlivu na zlepSeni pfeZivani a ochranu cilovych organ pred poSkozenim, a to pii
aplikaci v mladf a v dospélosti u heterozygotnich a homozygotnich Ren-2 transgennich

saméich potkant krmenych normalni a vysokoslanou dietou.

2. Mechanismy regulace krevniho tlaku

Hodnota arteridlniho krevniho tlaku je ddna soucinem velikosti srde¢niho vydeje a perifern{

e

cévni rezistence. Systolicky tlak je nejvy$8i dosaZend hodnota tlaku béhem systoly,

diastolicky tlak je naopak nejniz$i hodnota, na kterou klesne tlak v prubéhu diastoly. Rozdil
mezi ob&ma hodnotami se nazyva pulsovy tlak nebo tlakovd amplituda. Casto je pouZivéana
zvlaste pii elektronickém meéfeni tzv. stfedni hodnota tlaku. Jednd se o prumérnou hodnotu
tlaku krve za celou srde¢ni revoluci. Protoze diastola trvd déle neZ systola, nenf stfedni tlak
prumérem mezi systolickym a diastolickym tlakem, ale vice se bliZi diastolickému tlaku.
Hodnota stiedniho tlaku je ovlivilovdna také srdecni frekvenci, nebot zvySeni srde¢ni
frekvence zkracuje diastolu vice neZ systolu. Stald hodnota stiedniho arteridlniho tlaku je
predpokiadem spravné funkce tkani, coZ je zajiStovano vice mechanismy. RozliSujeme
akutni, stiednédobé a dlouhodobé mechanismy regulace TK. Akutn{ regulace TK, tj. reakce
organismu ve vtefinach po vyznamné zméné€ krevniho tlaku, je zprostfedkovana na prvnim
mist¢ autonomnim nervovym systémem, a to po aktivaci arteridlnich baroreceptor,
chemoreceptor nebo ischemickych receptori centrdlniho nervového systému (Tucker et al.,
1999, Oparil, 1995). Cilem je adekvatné pfizptsobit velikost kapacity cirkulace jeji naplni,
coZ napr. zabrani zhrouceni cirkulace pfi zivot ohrozujicim krvaceni (Vesely, 2002). V akutni{
regulaci sehrdva vyznamnou ulohu vedle autonomniho nervového systému slozka hormonéln{
— uvolfiovani adrenalinu, noradrenalinu a vasopresinu. V akutni az stfednédobé regulaci
krevniho tlaku, tj. v ¢asovém rozmezi minut az nékolika hodin, nabyvaji dileZitosti dalsi
hormonélni pasobky jako je angiotenzin II a aldosteron a dal$i kontroln{ mechanismy jako
naprf. reflexni vazodilatace cévniho fecist€ a pfesuny tekutin mezi intra- a extravaskularnimi
prostory. Dlouhodobé mechanismy nastupuji ve dnech a jsou schopny pfizplisobit velikost
naplné kapacité cirkulace: tloha regulace nervovymi mechanismy rychle ustupuje, nebot
difve zminéné receptory se adaptuji na nové podminky. Z dlouhodobého hlediska se klicové
role ujimaji ledviny se svym vlivem na objem pfedevsim extracelularni tekutiny a na hladiny
hlavnich osmotickych sil této tekutiny, tj. na hladinu sodiku a chloridd s bikarbonatem, jako
hlavnimi extracelularnimi anionty (Guyton et al., 1995, Vander, 1995). Usttedn{ tloha ledvin
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byla potvrzena vysledky fady transplantadnich studii, kde pokusy na zvifatech ukdzaly, Ze
hypertenzi lze pfenést transplantac{ ledviny z hypertenzniho darce normotenznimu piijemci

(Heller et al., 1993, Rettig et al., 1996, Zicha a Kunes, 1999, Coffman a Crowley, 2008).

Princip mechanismu dlouhodobé kontroly TK ledvinami pomoci tlakové diurézy a natriurézy.

ECT= extraceluldrni tekutina
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zmenSeni objemu extraceluldrni tekutiny a ndpln€ cévniho recist€. Tento posledni faktor
zpusobi pokles Zilntho ndvratu s ndslednym poklesem srde¢niho vydeje. Pokles srde¢niho
vydeje zpﬁsob]’ normalizaci krevniho tlaku. UvaZujeme-li opa¢nou situaci, tj. mechanismus
tpravy sniZzené¢ho krevniho tlaku cestou sniZzeného vyluovdni ledvinami s ndslednym
zvySenim zilniho névratu a zvySenym srdeénim vydejem, je nutno kromé& pfimého zvySen{
srde¢niho vydeje zduraznit i dal§i mechanismus zvySeni krevniho tlaku. Déje se tak zvySenim
periferni cévni rezistence tzv. autoregulaci neboli vazokonstrikci arteriol, které tak chréani
tkdné pred nadbyte¢nym prokrvenim. Z dlouhodobého hlediska je tento druhy d@sledek
zvySeného srde¢niho vydeje duleZitéjsi, nebot se periferni cévni rezistence zvySuje oproti

srde¢nimu vydeji az pétindsobné.

Podobné jako v celém vaskuldrnim feciSti, tak i v ledvinach existuje autoregulace krevniho
pritoku, kterd je zajiSténa souhrou aferentni a eferentni arterioly s dominantni funkci
aferentni arterioly, jejiz prusvit je regulovdn myogennim mechanismem tzv. Baylissovym
efektem (Heller et al., 1993). Hlavnim tukolem autoregulace v ledvinach je udrzovat stalou
glomeruldrni filtraci a pritok plazmy ledvinou a to nezavisle na pomérech v systémovém
reisti. Aferentni arteriola se podili na regulaci pratoku ledvinou i dal$im mechanismem - tzv.
granulované myoepitelidlni buriky v tunika media aferentni arterioly tvoi{ spolu s kuboidnimi
bunikami na zacétku distdlnfho tubulu a s extraglomerularnimi mesangidlnimi burikami tzv.
juxtaglomeruldrni apardt. Tento aparat produkuje vazokonstrikéni latku zatim neobjasnéné
povahy a vytvari tak princip tubuloglomeruldrni zpétné vazby. Jako o nejpravdépodobnéjsim
medidtoru TGF se uvazuje o adenozinu (Vallon et al., 2000). ZvySeny krevni tlak vede pres
zvySeni glomeruldrniho tlaku ke zvySen{ glomeruldrni filtrace a tak ke zvySeni koncentrace
sodikovych iontd v distdlnim tubulu. Macula densa neboli ony kuboidni burky
juxtaglomerularniho aparétu vylou¢i vazokonstrikéni latku (adenozin, ATP, superoxid) ( Itoh
et al.,, 1985, Liu et al., 2004) snéslednym zdZenim aferentni arterioly a poklesem
glomerularni filtrace. Ackoli nezndme identitu samotné vazokonstrikéni latky, jsou zndmy
modulédtory  tubuloglomeruldrni zpétné vazby. Angiotenzin II zvySuje citlivost
tubuloglomeruldrni zpétné vazby, coz ve svém dlsledku znamena pokles vylu¢ovani sodiku
(glomerularni filtrace zastdvd nizkd i pri niz8i doddvce natria do oblasti macula densa)
(Navar, 1998). Dalsim moduldtorem je oxid dusnaty, ktery naopak snizuje citlivost zpétné
vazby (Levine et al., 2004). V pfipad€ jeho nedostatku opét dochazi ke snizeni vyluCovani

sodiku, tj. efekt odpovida plisobeni angiotenzinu II.




V patogenezi hypertenze hraje kli€ovou roli zhorSena schopnost ledvin vyloudit potfebné
mnozstvi sodiku. V hodnoceni u¢inku krevniho tlaku na diurézu se zacalo pracovat s tzv.
funkéni rendlni ‘kfivkou (Guyton a Hall, 1976), kterd ukazuje, jak i jen malé zvySenf
arteridlniho tlaku zvySuje rendlni vydej vody. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim tohoto
mechanismu je zvySend produkce oxidu dusnatého, uvoliiovaného z endotelu arteriol v
disledku zvySeného mechanického namdhdni endotelu pifi zvySeném tlaku, ktery sniZuje
reabsorpci sodiku v tubulech. Experiment prokdzal, Ze diuresa pfi TK 200 mmHg se zvySuje
6-8x, naopak ustdva pti TK pod 50 mmHg, normdlni je pfi hodnoté¢ 100 mmHg. Byl zaveden
pojem tlakova natriuréza, ktery vyjadiuje vztah krevniho tlaku a vyluCovani sodiku, se
stoupajicim tlakem se zvySuje vyluCovdn{ sodiku. Graficky se optimalni vztah rendlng
perfusniho tlaku a obratu pri vylu€ovéni sodiku vyjadiuje zobrazenim tzv. ekvilibra¢niho
bodu, tj. misto k¥iZzeni funkénf rendlnf kfivky a kfivky pi{jmu vody a soli. Zména vyS3e tlaku a
tedy zéaroven ekvilibraéniho bodu je realizovatelnd v tomto modelu bud zménou sklonu
natriuretické krivky (tzv. posun kfivky) ¢i zménou pfijmu soli a vody (Guyton, 1990). Sklon
kfivky ovliviiuji latky pusobici parakrinné i endokrinné. Mezi hlavni modulédtory tlakove-
natriuretické kifivky charakterizované poklesem glomeruldrni filtrace (GF) a zvySenou
tubuldrni reabsorpci — vedou tedy ke sniZeni sklonu kfivky — patfi sniZeni objemu
extraceluldarni tekutiny, zvySend aktivita renin-angiotenzinového syst€ému, zvySend
sympatickd nervova aktivita ¢i inhibice vazodilata¢nich prostaglandind. Naopak mezi faktory,
které posunuji kiivku doleva, patf{ inhibice renin-angiotenzinového systému, sniZeni sekrece
antidiuretického hormonu, sniZzeni exkrece aldosteronu, atridlni natriureticky faktor, zvySend

aktivita kalikrein-kininového systému a expanze extracelularni tekutiny (Navar, 1998).

3. Patofyziologie vzniku hypertenze

Zjednodusené lze podle patofyziologickych mechanismt podilejicich se v inicidlni fazi na
vzniku hypertenze uvést rozdéleni na objemové zavisly typ hypertenze a vazokonstrikéni
typ hypertenze. Prvn{ typ se vyskytuje pfevainé u dvou situaci. Jednak je to neschopnost
fyziologickych mechanismii reagovat pfiméfené na expanzi extraceluldrni tekutiny nebo
neregulovatelnou produkci faktorti vedoucich k retenci sodiku (nadmérnd sekrece aldosteronu
pi1 adenomu nebo hyperplasii kiiry nadledvin, déle defekty enzymi typu 11-beta hydroxylazy
podilejicich se na tvorb& glukokortikoidl vedouci k naprodukci mineralokortikoidl). Tyto

vlivy vedou ke zvySené reabsorpci sodiku a expanzi extraceluldrn{ tekutiny se zvySenim
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srde¢nfho vydeje srozvojem zvySené periferni cévni rezistence s naslednym zvySenim
krevniho tlaku (Navar, 1997). U tohoto typu na samém zacdtku diky kratkodobym nervovym
regulagnim mechanisméim perifern{ cévni rezistence klesd. Druhy typ je méné Casto podminén
napf. zvySenou aktivitou sympatického nervového systému pfi nadprodukci katecholamind
z feochromocytomu, ¢astéji nadprodukci angiotenzinu II, napf. pfi zizeni prisvitu rendlni
artérie  (nejCastéji aterosklerotickym procesem nebo napf. vexperimentu jako tzv.
Goldblattovsky typ hypertenze) (Navar et al., 1998). SniZeny plitok krve do ledvin (napf. pfi
ztraté¢ krevniho objemu) vede k mohutné vazokonstrikéni reakci s nédslednou retenci
sodikovych iontl a vody, zvySenim stfednich plnicich tlakd a srde¢niho vydeje s naslednym
rozvojem zvySené€ perifern{ cévni rezistence. Pres postupnou normalizaci hladin angiotenzinu
IT a plasmatické reninové aktivity poté Casto krevni tlak zUstdvd i nadale zvySeny. Divodem
je vysokd intrarendlni koncentrace angiotenzinu II, v tomto piipad¢ zfejmé vzniklého tzv.
non-reninovou cestou (Cervenka et al., 1999). Pfedpokldda se, Ze pifmy vaskuldrni a
tubuldrni uc¢inek angiotenzinu 1l déle sehrdvd dileZitou roli v udrZeni hypertenze. Podstatné
jsou i angiotenzinem II podminéné zvySené hladiny aldosteronu vedouci k vyznamné retenci
sodiku.

Hypertenzni organové poskozeni organu je charakterizovano jednak pracovnim pfetiZzenim
srdce s néslednou hypertrofii jeho svaloviny nekorespondujici s rozvojem cévniho fecisté a
naslednou ischémii, ddle vyraznym urychlenim aterosklerotického procesu v korondrnim
feciSti a dale pak poSkozenim cévniho feCisté i v jinych lokalizacich s moZnosti komplikac{

napr. krvacivého typu v CNS, mikrovaskularné je podminéno zmé€nami na o¢nim pozadi atd.

3.1. Uloha renin-angiotenzinového systému p¥i vzniku hypertenze

Renin-angiotenzinovy systém ma klicovou udlohu mezi mechanismy, které reguluji
sodikovou rovnovéhu a objem extraceluldrni tekutiny (Cervenka et al, 2000). Je obvykle
aktivovan v pifpad€ ohroZeni homeostazy télesnych tekutin, napf. pfi sniZeném pfijmu soli a
tekutin s poklesem objemu extracelularni tekutiny pfi krevnich ztratdch. Dale je inhibovan za
podminek relativniho nadbytku soli v potrav€é nebo v piipadé rtznych typd ledvinného
poskozeni.

Pfi fungujicim renin-angiotenzinovém systému je krevni tlak relativné necitlivy ke zmé&ndm
v pfijmu soli. Jednou z hlavnich pricin této stability je potlaceni vzniku angiotenzinu Il pfi

zvySeném piijmu soli. Mechanismy odpovédné za citlivost tlaku k soli nejsou zatim zcela
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jasné. Pocet osob citlivych k vysokému prijmu soli se pohybuje v normotenzn{ populaci okolo
30-40%, v hypertenzni populaci 40-50%. Jedinci citlivi k vysokému piijmu soli jsou ve
star§fm v&ku postiZzeni vy$sim vzestupem TK neZ kontroln{ osoby.

Systém renin-angiotensin II a aldosteron je zfejmé& nejucinnéjsi reguldtor krevniho tlaku.
Angiotensinogen, prekursor angiotensinu, je tvofen v jatrech a je protedzou reninem
premeénén na angiotensin I. Renin, ktery je produkovany v juxtaglomeruldrnim aparitu
ledviny, se tvoii v pfipad€ poklesu TK nebo objemu extraceluldrni tekutiny, pfi stresu,
snizeném pii{jmu NaCl, zvySené aktivit€¢ sympatického nervového systému nebo aktivaci
baroreceptori. Signdl z macula densa v podobé snizené aktivity kotransportéru NKCC2 vede
k produkci prostaglandinu E2 (PGE2). Ten aktivuje parakrinn€ receptory EP4 na povrchu
juxtaglomeruldrnich bunék, ndsleduje zvySend produkce reninu a exprese mRNA pro renin
(Schnermann J, 2001). Angiotenzin I je $t€pen angiotenzin konvertujicim enzymem (ACE) na
angiotenzin II. ACE se nalézd na membranich endotelovych bunék, ale i v buikdch
proximdlniho tubulu. Dédle v rozpustné formé cirkuluje i v plazmé€. Renin dale inaktivuje
vazodilata¢né plisobici bradykinin.

Existuji dva hlavni typy receptorli pro angiotenzinu II - AT-1 a AT-2 receptory, které maji
proteinovou povahu a patii mezi tzv. serpentinové s G proteinem-sprazené receptory (7x
prochézeji buné¢nou membranou). AT-1 receptory zprostiedkovavaji hlavni fyziologické
ucinky angiotenzinu II (Campbell DJ, 2001), tj.vazokonstrikci, bun.rist, atd.

Vyznamny je 1 tzv. intrarendlni RAS, kde hladiny intrarenédlniho angiotenzinu II jsou 1000x
vy$8{ neZ plasmatické a kde intrarendlni angiotenzin II vznikd z mistn{ produkce diky
pfitomnosti angiotenzin-konvertujictho enzymu prfimo v cévéach i tubulech ledvin. Tamtéz
prokazatelnd pfitomnost AT1 receptori (Navar LG, 1993) zprosttedkovava ucinky
angiotenzinu II na rendlni hemodynamiku a vylu€ovéni soli, oba tyto faktory se vzijemnou
interakci potencuji s naslednou retenci sodiku v organismu, retenci tekutin a rozvoji
hypertenze. Koncentrace angiotenzinu a hustota AT receptort je vyrazné vyssi ve dieni nez
v kire.
Klasicky renin-angiotenzinovy systém pasobici vazokonstrikci byl v poslednich letech
doplnén poznatky o existenci vazodilataéniho ramene. Vazokonstri¢ni rameno umoziuje
tvorbu a degredaci hypertenzniho, rist stimulujictho peptidu angiotenzinu II. Vazodilata¢ni
rameno je antagonistou prvniho ramene, dava vznik vazodilatdtoru angiotenzinu(1-7) s
antiprolifera¢nimi déinky (Santos RA et al., 2000). Rovnovdhu mezi dvéma rameny udrZuje
angiotenzin-konvertujici enzym 2. V pfipadé nerovndhy muZe vzniknout hypertenze ¢i
hypotenze.
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Produkce aldosteronu je v nadledvindch stimulovana angiotensinem II. Jeho hlavni dlohou je
reabsorbce natria v distdlnim tubulu. Komplex aldosteronu a cytoplazmatického
mineralokortikoidnfho receptoru v jadfe stimuluje transkripci genti , mRNA a novych
proteint. V buiikdch P aldosteron zvySuje polet otevienych epitelovych Na® kandlt (ENaC)
na apikalnich membranéch a tak zvy3uje kotransport Na* do bunék.

Renin-angiotenzinovy systém je pro tvorbu aktivnich angiotenzini rozdélen v rameno
vazokonstrikéni a vazodilatacni. Vazokonstri¢ni rameno je tvofeno prohypertenznim, rast

stimulujicim peptidem
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3.2. Uloha

endotelinového systému Altualzované schema revisn — angioterzinového systému vieiné ACE 2.

pri vzniku hypertenze

3.2.1 Endoteliny

Endotelin-1 (ET-1) je bilkovina sloZend z 21 aminokyselin, kterd byla poprvé izolovana

Yanagisawou a spol. v roce 1988 z aortalnich endotelidlnich bunék vepfe. Je zndm jednak
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jako jeden ze dvou nejuc¢innéjSich vazokonstriktort, ale zaroven jako mitogen a to in vivo i in
vitro (Yanagisawa et al., 1988). Prospé$nost podavani blokatord ET receptorti v redukci
organového postiiém’ cilovych orgéni je ziejmé podmin€na jejich antiproliferativnim
pusobenim (Mohacsi et al., 2004).

Produkce endotelinu-2 a endotelinu-3 je fddové mens$i nez endotelinu-1. Endotelin-1, na
rozdil od dvou zbyvajicich, je produkovan endotelidlnimi bunkami, které produkuji jeho

nejvetsi mnozstvi. Na druhou
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hypertenze by mohly odpovidat ETA receptory, naproti tomu tloha ETg receptori by mohla
spocivat ve zprostiedkovani vazodilatace v perifernim feciSti a natriuretickém piisobenim
v renélnich tubulech (Kirkby et al., 2008). Neselektivni blokdda tak vede nejenom k potlaceni{
Skodlivého plsobeni zprostiedkovaného ET 4 receptory, ale zdroveti vede k blokddé pozitivni
role ETg receptorti. V posledn{ dobé zfistdva hlavnim problémem interpretovat nejednoznaénd
data, kterd prindSi studium prinosu blokatori neseletivnich ETs i ETg a selektivnich ET4
receptord.

Rodina endotelinti se sklada ze tif peptidd (ET -1, ET-2 a ET-3) (Inoue et al., 1989), kazdy
o velikosti 21 aminokyselin. Lidskd ET-1 mRNA vytvoi{ prepropeptid sloZzeny z 212
aminokyselin, ktery je rozSt€épen ucinkem endopeptidas na pro-ET-1 odstranénim kratké
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sekvence a posléze na big-endotelin 1 enzymem zvanym furin, ktery byl opakované prokdzan
v endotelidlnich bunkdch kravské aorty (Blais et al., 2002). Lidsky big-endotelin, bilkovina o
38 aminokyselinich, ktera je detekovatelnd v periferni cirkulaci, je rozitépen endotelin
konvertujicim enzymem na endotelin 1. Existuji tii izoformy endotelin konvertujictho
enzymu — ECE-1, ECE-2 a ECE-3. ECE-1, objeveny v roce 1994 (Shimada et al., 1994), ma
nejvetsi fyziologickou ulohu diky svému Sirokému rozsahu plsobnosti a svou rozséhlou
expresi jednak na endotelidlnich burikach, ale i exokrinnich buiikdch, dale buiikach hladkeé
svaloviny a na neuronech. ECE-1 je schopen kromé& big ET roz§tépit i jin€ biologicky aktivn{
peptidy jako je bradykinin, substance P, angiotenzin I, inzulin, av§ak s malou uc€innosti
(Johnson et al., 1999). Existuje né€kolik izoforem ECE-1, které se 1i$i navzdjem svym N-
zakon¢enim a které jsou vSechny koédovany jednim genem, ktery se nachédzi na 1.
chromozomu (ECE-la, ECE-1b, ECE-lc, ECE-1d). Jednotlivé izoformy maji nepochybné
rozli€nou tlohu uz jenom proto, jak jsou rozliéné orientovdny jejich katalytické oblasti, a to
bud' extraceluldrné (napf. ECE-la, ECE-1c) nebo intraceluldrné¢ (ECE-1b a ECE-1d). Tyto
izoformy mohou byt moduldtorem aktivity a lokalizace ECE-2 a ECE-3 izoforem. Rovnéz
ECE-2 m4 4 izoformy, které jesté nejsou tak pfesné definované jako u ECE-1. ECE-2 se
podili na dpravé big endotelinu-1 (Harrison et al., 1993). Neddvno byla navic prokdzéana
alternativni cesta tvorby endotelinu-1 chymézou pfes endotelin-1 (1-31), ktery in vitro
prokdzal vyznamnou kontraktilni roli jak ve vaskularni, tak i1 nevaskularni hladké svaloviné
(Nakano et al.,, 1997), resp. endotelinu-1 (1-32) matrix metalloproteinazou, ktera
zprostfedkovava vznik ET-1 (1-31 a 1-32) (Fernandez-Patron et al., 1999).

V endotelidlnich burikédch je tzv. konstituéni nebo regulovanou cestou (rychlé uvoliovéni)
(Russel a Davenport, 1999) produkovan endotelin-1, ktery je ndsledné v cytoplasmé
skladovan ve vesikuldch Golgiho apardtu, coz je zaroven velmi pravdépodobné misto
ovlivnéni jeho produkce tzv. regulovanou cestou za pomoci enzymu ECE (Barnes et al.,
1998). Produkce ET-1 konstituéni (pomalej${ cestou) je regulovdna na trovni genové
transkripce. Syntéza je zvySena pres protein kindzu C a fosfolipazu C turbulentnim
proudénim, sniZenim shear-stresu, hypoxii, cytokiny, angiotenzinem II, adrenalinem a LDL
lipoproteinem. Naopak produkce ET-1 je sniZzena (mechanismem cyklického nukleotidu -
cAMP) pfi zvySenych hladinach oxidu dusnatého, vazodilatadnich prostaglandini a
natriuretického peptidu, zvySeném shear stresu - tzv. te€ném napéti (Gray a Webb, 1996).

Ackoliv bylo prokazano, ze hlavnim fyziologickym mistem produkce ET-1 u lidf a zvitat
je endotel (Properzi et al., 1995), je nyni prokdzana schopnost produkce ET-1 i u bunék

hladké svaloviny, makrofagl, leukocytl, fibroblastii i kardiomyocyti (Nunez et al., 1990,
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Resink et al., 1990, Firth a Ratcliffe, 1992). V ledvinéch je zifejmé& nejvyssi koncentrace ET-1
v t€le (Morita et al., 1991) a to v tubuldrnich bufikdch, podocytech 1 mesangidlnich burikach
(Kohan, 1997).

Odstranovani ET-1 z plazmy se déje primdrmné v plicich (Anggard et al., 1989)
endocytdzou a cestou degradace pres vazbu na komplex ligandu s ETg receptorem (Dupuis et
al., 2000) (tzv.clearance). Ulohu ETg receptort v katabolismu ET-1 dokladd experimentalné
prokdzany az ¢tyfnasobny vzestup hladiny ET-1 po odstranéni ETp receptori z endotelidlnich
bunék (Bagnall et al., 2006). V katabolismu endotelinu-1 se vyznamné uplatiiuje enzym
neutrdlni endopeptidaza 24-11 (Abassi et al., 1992), enzym ze skupiny metalloendopetidéz,
ktery ma i dal$i ulohy — podili se na jeho hydrolyze v plicni tkdni, membrdnach buné&k
v ledvindch nebo v tkdni myokardu po IM. Tento enzym se zarovenl podili 1 na pfeméné big-
endotelinu na endotelin-1 a podili se také na alternativnim vzniku ET-1 pies ET-1 (1-31)
(Okishima et al., 2001). Vyznamnou ulohu ledvin v katabolizmu ET-1 demonstrovalo
vyznamné€ zhorSené odstrafiovani exogenné podaného ET-1 po experimentdlni bilaterdlni
nefrektomii u krys (Shi et al., 1994). Nedavna studie metodou mikro PET prokdzala, Ze
katabolizmus rendlniho ET-1 se d€je jak enzymatickou, tak receptorovou cestou a poukdzala 1

na ulohu jater jako dalSiho dulezitého orgdnu podilejicim se na odstrafiovani ET-1 (Johnstrom

et al., 2005).

3.2.2 Endotelinové receptory

Endotelinové receptory jsou G-proteiny, které jsou kodévany dvéma geny (Arai et al.,
1990, Sakamoto et al., 1991). ETa a ETg receptory vdzi ET-1 se stejnou afinitou, ale ETa
receptory vazi ET-3 az stondsobné méné nez ETg receptory (Davenport, 2002). ET4 receptor
vaze endotelin-1 s vy$S§i afinitou nez endotelin-2 a oba dva vice neZ endotelin-3, zatimco ETp
receptor vaze vSechny tfi endoteliny se stejnou afinitou. Dalsi klasifikace ETg receptorti na
subtypy, o které se nejdrive uvaZovalo na zdkladé praci s antagonistou PD142893, se
pozdé€jSimi kinetickymi studiemi a vysledky delece gen& pro ETg receptor ukdzala jako
nepotiebnd (Mizuguchi et al., 1997).

ET-1 se vdaZze na ETa receptory nachézejici se na hladké svaloviné cév s nédslednym
uvolnénim vépniku a kontrakei hladké svaloviny. ETA receptor je tvofeny G proteinem
s navdzanou fosfolipdzou C a tvorbou IP3. RovnéZ ETg receptory lokalizované v hladké
svaloviné cév vedou ke kontrakci (Moreland et al., 1992). Vzdjemny pomé&r poctu receptort

ETA/ETg v hladké svaloving cév se zvySuje s velikosti cév (Tschudi a Liischer, 1994). V
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lidském srdci, kardiomyocytech a fibroblastech se prevdzn€ nachazi ETa receptory, exprese
ETjg receptort je vyraznéjsi v pfevodnim systému (Molenar et al., 1993). ET-1 se vdze na ETg
receptory cévniho endotelia, které cestou aktivace endotelidlni syntdzy oxidu dusnatého
(eNOS) stimuluji tvorbu oxidu dusnatého s vazodilataénimi vlastnostmi, coZ koriguje ETx
zprostfedkovanou vazokonstrikci (Verhaar et al., 1998). Navic oxid dusnaty inhibuje tvorbu
ET-1, a tim dotvéii znacnou komplexnost interakei mezi endotelinem-1 a oxidem dusnatym.
Intravenézné podany ET-1 vyvol4 nejdiive pfechodnou vazodilataci s hypotenzi podminénou
aktivitou oxidu dusnatého s rozvojem ndsledné, dlouhodobé hypertenzni reakce zplisobené
vazokonstrikén{ odpovédi na pisobeni ET-1.

Endotelinové receptory jsou pritomny ve vSech tkanich, coZ odpovida fyziologické roli
endotelind, jakoZto rozsifené vazoaktivni bilkoviny, kterd pfispivd svym autokrinnim a
parakrinnim pisobenim k udrZeni cévniho tonu. U lidi, jak uZz bylo zminé€no, jsou ETa
receptory pfevazn€ na hladké svalovin€ cév, rovnéz je zde malé mnozstvi (pod 15%) ETg
receptorti, které prispivaji k vazokonstrikci, jak ve zdravé, tak i nemocné tkéni (Maguire,
2001) . ETg receptory jsou zastoupeny hlavné v ledvindch, pfevazné mimo vaskulérni fe€isté
a to zvlast€ ve dreni ledviny (Karet a Davenport, 1996), kde zdsadnim zplisobem ovliviiuji
regulaci vylu¢ovani sodiku a vody ledvinami, a tak hraji dileZitou ulohu v udrZovani
normalniho systémového tlaku. ETg receptory lokalizované v endotelu jsou ziejmé dileZité
v uvoliiovani vazodilata€nich pidsobku tzv. endothelial — derived relaxing factor (EDRF), jako
je oxid dusnaty, a prostanoidd typu prostacyklinu (Warner et al., 1993). Dale se nachdzeji
receptory i mimo vaskuldrni struktury, jako jsou butiky epiteld nebo se napf. nachézeji v CNS
a to jak na butikdch glie, tak na neuronech. Endotelin stimuluje proliferaci v riznych typech
bungk, hlavn€ v hladké svaloving, cestou ET, receptorti, ale i napf. stimulaci ETg receptort
proliferaci astrocytl. Ve vétSiné€ t€chto bunék ma endotelin dlohu komitogenu potencujici

efekt jinych ristovych faktord jako napt. platelet — derived growth factor (PDGF).

3.2.3 Fyziologicke funkce endotelinu a jeho moZny podil v patofyziologii hypertenze a postiZeni
kardiovaskularniho aparatu

Endoteliny jsou od samého zaddtku prezentovany v souvislosti s jejich vazomotorickym
pusobenim (Yanagisawa et al., 1988) a postupné se poznani roziifovalo o dal3i
kardiovaskuldrni souvislosti aktivace ET receptori.

Cévni tonus je mimo jiné€ udrzovéan na piislu$né tdrovni pisobenim ET-1, a tak systémové
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podéni blokdtord ET-1 receptorti snizuje u lidi TK (Haynes et al., 1996). U vétSiny
ZivociSnych druhl vede bolusove podéni ET-1 ke kratkodobé hypotenzi, kterd je ndsledovana
postupnym vzestupem krevniho tlaku. Tento uvodni pokles TK, ktery napf. u mySi nebyl
prokdzan, je podminén aktivaci na endotelidlnich bunkédch navazanych ETg receptord s
uvolnénim NO a dalSich vazodilata¢nich substanci odvozenych od endotelu (DOrleans-Juste
et al., 2002). Naopak vazokonstrikéni medidtory (napf. tromboxan A2) potencuji presoricky
efekt ET-1, ktery plsobi pfes aktivaci ETa receptord hladké svaloviny cévni stény.
Vazokonstrikce vznikla aktivitou ETg receptori v cévni sténé je dokumentovédna v riznych
lokalizacich, ale na udrZzovéni cévniho tonu se nepodili. Selektivni antagonismus ETg
receptort prokazateln€ u zdravych dobrovolnikd zvySuje periferni cévni rezistenci (Strachan
et al., 1999), coz ukazuje, Ze rovnovdha mezi vazodilataéni a vazokonstri¢ni aktivitou po
stimulaci ETg receptortl je na strané vazodilataéniho pisobeni. Za patologickych okolnosti je
tato rovnovdha naruSena a prevaZzuje vazokonstrikce (Cardillo et al., 1999, Pernow et al.,
2006). Hypertenze nebyla prokazana u mysi, u kterych genetickou manipulaci bylo dosaZeno
zvySeni aktivity ET-1 na endotelidlnich burikdch (Amiri et al., 2004), coZ poukazuje na
sloZitost interakce vazokonstrikéni stimulace vlivem ET, a zarovenl zvySenim aktivity ETg
receptort s ndslednou vazodilataci vlivem stimulace NO a natriuretickou cestou. Tento
mechanismus zfejmé zajiS§fuje ochranu spiSe pii fyziologickém neZ? farmakologicky
navozeném zvySen{ koncentrace ET-1.

Endotelin v8ak kromé& svého mohutného vazokonstrikéntho plsobeni rovnéz potencuje
bunéénou hypertrofii s ndslednym ristem lokdlnich cévnich struktur, vede k bunéné
proliferaci svoji vySe zminénou roli komitogena a inhibici apoptézy ovliviiuje mnoZstvi
bunék. Ddle je schopen stimulovat kolagenn{ syntézu a tak ménit sloZeni extraceldrni matrix
(Tostes et al., 2002), coZ by mohlo vysvétlovat jeho ucast na hojen{ tkdni, ma tedy proristové
vlastnosti. Profibrotické ptsobeni by vysvétlovalo jeho roli v patogenezi aterosklerdzy.
Endotelin v8ak muze plsobit i akutni klinické stavy jako vazospasmus mozkovych cév po
subarachnoiddlnim krvaceni (Vajkoczy et al., 2005), vazospasmy u Raynaudova syndromu,
ale i chronické stavy jako napf. erektilni dysfunkci (Kim et al., 2002).

Podéni exogenniho endotelinu, jak bylo prokdzano, vede ke zvySeni krevniho tlaku u krys,
pst i zdravych dobrovolnikl. Podani blokatort endotelinovych receptort se ukazalo jako
efektivni zvlast€ u nékterych t€zkych forem experimentdlni hypertenze a u hypertenze
s vyraznym podilem sl senzitivni slozky. Z provedenych praci na Ren-2 transgennich
potkanech lze konstatovat, ze selektivni blokdda ETs receptort je oproti neselektivni blokadé

v

¢innéjsi v ovlivnéni hypertenze i v zabrénéni rozvoje orgdnového poskozeni (Van&tkova et
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al., 2005, Opocensky et al., 2004). Mezi dal$i modely hypertenze, kde bylo podéan{ blokatora
endotelinovych receptorti efektivni (napf. neselektivnim antagonistou endotelinovych
receptort bosentané}n) patti DOCA-stl hypertenzn{ krysy (Lariviere et al., 1993), dale
aldosteron-salt (Park a Schiffrin, 2001), Dahl stl-senzitivni (Barton et al., 1998) a SHR
stroke-prone (Nishikibe et al., 1993), tedy modely sexogenné navozenym zvySenim
angiotenzinu II (oproti mdlo efektivnim G¢inkiim u tzv. Goldblattovské hypertenze). Prakticky
bez efektu na rozvoj hypertenze bylo podani téchto antagonisti u spontdnné€ hypertenznich
krys. Pri objasnéni mechanizmu zvySené citlivosti na stl v patogenezi hypertenze ve vztahu
ke dvéma druhim endotelinovych receptori se na zdkladé provedeného vyzkumu
pfedpoklddd, Ze ETa receptory podporuji zvySenou citlivost na stl, oproti ETg receptortim,
které pred ni chrani. Delece genu pro ETg receptor vede k rozvoji stl senzitivni hypertenze u
hlodavet (Gariepy et al., 2000). Je zndmo, Zze cévy v ledvindch jsou vysoce citlivé na
preglomerularni a postglomeruldrni vazokonstrikéni plisobeni endotelinu, pravdépodobné
diky vysokému poctu ET receptord v téchto orgdnech. Napf. u Dahl sil-senzitivnich krys
blokdda ETa receptort (Barton et al., 1998, Kassab et al., 1998) vedla k poklesu krevniho
tlaku, znovuobnoveni produkce oxidu dusnatého a uprave histologickych znamek poSkozeni
ledvin — tato pozitivni uloha v korekci ledvinného poSkozeni by mohla byt zodpovédna za
globalni pozitivni antihypertenzni plisobeni té€chto latek. O ETpg receptorech se nové zjistilo,
ze hraji kli€ovou roli v reabsorpci sodiku pres ovlivnén{ sodikovych kandlt (Gariepy, 2000).
Rozvinutd hypertenze je charakteristickd zvySenou periferni cévni rezistenci, kterd mize
byt podminéna jednak zmé€nami ve strukture cév, jednak zvySenym vazokonstrik¢nim tonem,
ddle snizenim tlohy endogennich vazodilatatorti, ale také kombinaci téchto mechanisma. Jiz
pied delSi dobou byl popsdn moZny mechanismus zvySen{ periferni cévni rezistence, kterému
pfedchédzi pomérn€ malé pocateni zvySeni tlaku se spuSténim cévnich strukturdlnich zmén,
které vede ke zvySeni cévni rezistence s dalSim zvySenim krevniho tlaku a nastartovani jakési
vzestupné spirdly. ZvySend cévni rezistence vede k procesu remodelace drobnych arterii
(Intengan a Schiffrin, 2000), kterd je vyjadfitelnd zvySenim poméru tloustky medie k Sifce
lumen — toto je zfejmé& adaptalni mechanismus na zvySeni napéti cév pii zvySeném tlaku. Je
velmi pravdépodobné, Ze remodelace je spiSe adaptacni mechanismus neZ primdrn{ reakce,
jak ukézaly experimentalni transplantace arterii z normotenznich zvifat hypertenznim.
Existuji dva modely remodelace tzv. eutroficka (Mulvany, 2002) - neméni se celkovy primér
cévy, pouze pomér lumen a medie v jeji prospéch — napf. u esencidlni hypertenze nebo

experimentdlnich modell typu spontdannich hypertenznich krys, Goldblattovska 2K 1C, a tzv.

hypertrofickd remodelace u sekunddrnich hypertenzi pfi onemocnéni ledvin a opét u
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nékterych modeld hypertenze charakteristickych zvétSenim pficného priméru cévy diky
hypertrofii medie. Dv& rizné podoby remodelace ukazuji na to, Ze kromé krevniho tlaku se na
struktufe cév podileji i dal§f faktory. To by mohlo vysvétlovat asto pozorovanou skutecnost,
Ze v riznych experimetdlnich pracich pozorujeme efekt blokdtorti endotelinovych receptort
v zabrdnén{ hypertrofické remodelace bez toho, aby byl vyznamné ovlivnén krevni tlak.
Endotelin by mohl mit primarné trofickou funkci a pouze sekunddrni tlohu v regulaci
krevniho tlaku vazokonstrikci. Nejednoznaéné vysledky jsou v hodnoceni vlivu blokétori
endotelinovych receptori na remodelaci velkych cév resp. maly pocet studii potvrzuje
vysledky jako napf. u DOCA-salt hypertenze, kde blokdda ET receptorli podporuje apoptézu
v medii aorty, coZ prispiva ke zvétSeni plochy v pri¢ném fezu cévou (Sharifi a Schiffrin,
1997).

Hladiny endotelinu zjistitelné  imunoreaktivné, které navic nekoreluji s mnozstvim
endotelinu v tkdnich, nejsou u esencidlni hypertenze zvySené (Schiffrin, 1999), kromé
hypertenznich Afroameri¢ant, u kterych je jeho hladina zvysSend. Déle hladina endotelinu die
provedené regresni analyzy koreluje s hladinou kreatininu, vékem a koufenim a nekoreluje
s krevnim tlakem. Blokdda ETa receptori vede ksilnéjS8i vazodilataci na predlokti u
hypertonikli neZ u normotoniki, coZ ukazuje na vyznam ETA receptorti v regulaci cévniho
tonu (Cardillo et al., 1999). Naproti tomu ETg receptory maji tlohu vazodilatitorti u
normotenznich pacientli. Lze prohlasit, Ze u hypertenznich ¢ernochl je zvySeny na aktivité
receptori ET, zavisly cévni tonus, ktery se podili na vazokonstrikci a na zvy$eni krevniho
tlaku.

Vysledky experimentdlnich studii prokazuji, Ze blokdda ET receptorii brani vzniku
renalniho postizeni, vétSinou bez pruvodniho poklesu krevniho tlaku. Napf. pokusy
u modeld spontdnné hypertenznich krys krmenych DOCA a soli 1éCenych blokétory ET
receptort se vyrazn€ zabranilo vzniku postizeni ledvin (Li et al., 1996). U modelu s interakci
L-NAME se podafilo blokatorem ET receptorti vyrazné ovlivnit vznik postiZeni rendlnich cév
(zanétlivé a proliferativni) i postiZzeni renovaskuldrni hemodynamiky a to bez vyznamného
pruvodniho poklesu krevniho tlaku (Bouriquet et al., 1996). Zistdvd otdzkou, zda toto
pozitivni pusobeni neni omezeno na podavani blokatorti ET receptorti pouze v ¢asném stadiu
rozvoje hypertenze. Ledviny jsou vyznamnym cilovym orgdnem pusobeni ET-1. Exogenné
podany ET-1 méni regiondlné prutok ledvinou, typicky plisobi vazokonstrikci v kife a
vazodilataci ve dfeni (Rubinstein et al., 1995). Vazodilatace v kife je zprostfedkovana ETg
receptory, zatimco efekt na vétSi rendlni cévy a glomerularni aferentni a eferentni je

podminén ob&ma receptory, ETao 1 ETg (Dhaum et al., 2006). V ledvindch hraje ziejmé
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vyznamnou roli v regulaci tlaku i parakrinni plisobeni ET-1 vzniklého piimo v burikdch
sbéraciho kanalku ve drfeni (Ge et al., 2006).

Hypertrofie levé srde¢ni komory je ¢asnou kardidlni komplikaci hypertenze a

predstavuje piidatny samostatny rizikovy faktor pro dal§i postizeni srdce. In vitro ma
endotelin troficky ucinek na kardiomyocyty, coZ napovida jeho tcast v procesu hypertrofie,
kterd by tak mohla byt blokovdna antagonisty ET receptort. Jejich podani branilo vzniku
hypertrofie komor zplsobené poddvanim exogenniho angiotenzinu II (Herizi et al., 1997) a
poddvanim noradrenalinu.
Prevence remodelace srde¢nich komor byla prokdzéana pri dloudobéj$im (8 tydnl) poddvéni
blokatorti ET receptort, ale ne po kratké dob¢ jednoho tydne. Byl popisovéan podstatny Gcinek
na srde¢ni vykon a na redukci rozvoje dilatace levé komory srde¢ni (Rothermund et al.,
2000). V tomto ptipad€ vsak jejich efekt nebyl oddélen od privodniho sniZenf krevniho tlaku.
Vysledky u jednotlivych modelii experimentalni hypertenze byly velmi nejednoznacné a
navic spiSe podminéné hemodynamickym pisobenim. I u nékterych modeli (napf. u SHR ), u
kterych neni efektivni antihypertenzni odpovéd na poddvani blokétord ET receptorti, byla
zlepSena popisovand perivaskuldrni fibréza stejné tak u DOCA-salt hypertenznich krys
léCenych selektivnim blokdtorem ETa spolu s intersticidlni fibrézou (Ammarguellat et al.,
2001). U Ren - 2 transgennich potkanl je srdce vlivem hypertrofie levé komory zvétSené v
porovnani s normotenznimi potkany. Endotelin mlze mit v myokardu i pozitivni roli
zvétSovanim density kapilar v subendokardidlnich prostorech levé komory nebo v hojeni ran
jizev po nekréze myokardu, coZ nepiimo potvrdily nepfiznivé vysledky poddvani blokatora
ET receptort prvni den po IM (Nguyen et al., 2001).

V nedavné dobé€ byla publikovdna préce, ve které byla poprvé popséna zvySend aktivita
endotelinového systému u jinak zdravych muzt vy$§tho ve€ku, kterd ukazovala, Ze
vazokonstri¢n{ napéti je v€kem zvySeno srovnatelné s pacienty s hypertenzi, coz prokazatelné
bylo ovlivnitelné pravidelnou aerobni aktivitou (Van Guilder et al., 2007). Lze konstatovat,
Ze endotelinem-1 ovliviiovany vazokonstrik¢ni tonus se zvySuje s v€kem a piispivd k
patogenezi hypertenze (Stauffer et al., 2008).

Prevence cévnich mozkovych prihod mutzZe byt tGspéSna zvlast€ pii snizovani krevniho
tlaku. Jak bylo prokdzano u zvifecich modell s krdtkym preZivanim pfi maligni hypertenzi,
SHR-SP, incidence mozkovych infarkti vyznamné poklesla pii 1é€bé antagonistou ET
receptortl 1é¢enych od 6. do 8. tydne veku (Okada et al., 1995). 1 zde byly podobné efekty
popsany jiz v ddvkdch, které vyznamné neovliviiovaly krevni tlak. Pfesny mechanismus

ochranného piisobeni v mozku vsak jesté nebyl vysvétlen.
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3.2.4 Endotelialni dysfunkce

Stale vice a vice pfibyvaji dikazy o tom, Ze na samém pocCitku patofyziologie
kardiovakularnich chorob stoji jako jeden z hlanich mechanisml endotelialni dysfunkce,
kterd je definovand jako porucha reaktivity cévni stény spojend s prozanétlivym a
protrombogennim stavem (Félétou a Vanhoutte, 2006). Dlouhodob€ je vznik endotelidlni
dysfunkce spojovan s poklesem oxidu dusnatého, v posledni dobé se vSak uvaZuje o tom, Ze
nedostatek oxidu dusnat€ého vznikd v diisledku nadbytku endotelinu-1 (Iglarz a Clozel, 2007).
ET-1 vede k poklesu oxidu dusnatého dvéma hlavnimi mechanismy. Jednak sniZenim jeho
produkce a to ET-1 potencovanou syntézou kaveolinu-1, coZ je jeden z hlavnich regulacnich
proteini syntézy NO cestou negativniho ovlivnéni aktivity enzymu eNOS (endotelidlni
syntdza oxidu dusnatého) (Kamoun et al., 2006). Druhym mechanismem je zvySeni
degradace oxidu dusnatého. Nadprodukce ET-1 je spojena s poruchou NO podmin&né
vazorelaxace v rezistetnim cévnim teCisti a zvySenou produkci ROS (reaktivni oxidaéni
produkty) (Amiri et al., 2004). ET5 a ETg receptory v hladké svaloviné¢ a ETg receptory
v endotelu dovedou zvySit produkci ROS, které mimo jin€ naru$uji funkci eNOS a to hlavné
cestou oxidace jejiho hlavniho kofaktoru tetrahydrobiopterinu (BH4). Nedostatek BH4 vede
ktomu, Ze jednou zhlavnich pfi¢in produkce ROS, zvlast€ superoxidového anionu, je
nakonec samotnd eNOS. Tento superoxidovy anion reaguje s NO a vznikd peroxynitrit
(ONOO-), mohutné oxidaéni Cinidlo samotného BH4. DalSi prace pfispély ke shrnujicimu
zavéru, ze ET-1 vede ke zvySené produkci ROS, snizeni dostupnosti BH4 s néslednou
poruchou funkce eNOS, tzv. eNOS uncoupling, vedouci k endotelidlni dysfunkci (Iglarz a
Clozel, 2007).

Nadprodukce endotelinu-1 cestou ETg receptord vede k prozdnétlivému fenotypu
endotelidlnich bunek i ke zvySeni von Willebrandova faktoru (vWF). Prevazuji vysledky, ze
neselektivni inhibitory ETA/ETg maji pro ovlivnéni endotelem podminéné vazodilatace spolu
s inzulinovou rezistenci vét8i vyznam neZ selektivni ET 4 blokdda (Shemyakin et al., 2006).

Uloha endotelinového systému se prokdzala rtiznymi mechanismy i v patogenezi
aterosklerézy (Dashwood a Tui, 2002). Jeho proliferaéni pisobeni vede k tvorbé& fibrézni
tkdn€,  imunoreaktivita tkdilového a cirkulujictho ET-1 odpovidd stupni postizeni
aterosklerotickym procesem (Lerman et al., 1991). Ddle jiz bylo uvedeno, ze zvySend hladina
ET-1 pfes ovlivnéni produkce NO vede k vazodilatatni dysfunkci, ET-1 stimuluje agregaci

desti¢ek, expresi adhezivnich molekul, rGstu a proliferaci bun€k hladké svaloviny a
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fibroblastl - v8echno jsou podstatné komponenty v procesu aterosklerézy (Ross, 1999). ET-1
déle aktivuje chemotaxi leukocytl a podporuje vznik zénétu v cévni sténé stimulaci cytokinli
- interleukinu 6 a turrnor nekrotizujiciho faktoru (Liischer a Barton, 2000), prozanétlivych
medidtort NF-kB (Schiffrin, 2001), tj. klicovych faktort zdnétlivé komponenty aterosklerdzy.
DileZitou roli hraje i transkripéni faktor AP-1 (aktiva¢ni protein), ktery reguluje dilezité

biologické a patologické procesy (Fujioka et al., 2004).

4. Hypertenzni model — Ren—-2 transgenni potkan (TGR)

Hypertenzni kmen transgennich potkani s inkorporovanym mysim Ren-2 reninovym
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genem (TGR[mRen2]27) vytvofeny Mullinsem (Mullins et al., 1990), pfedstavuje geneticky

pfesné definovany model renin-dependentni (tedy zéroveri ANG-II dependentni) hypertenze,
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ktery se 1isf od svych kontrolnich (transgen-negativnich) normoteznich potkanii pravé timto
jedinym genem. Do genomu normotenznich Sprague-Dawley potkant byl vloZzen mysi Ren-2
reninovy gen. Tento kmen je charakterizovany normaéln{ hladinou angiotenzinu II a zvySenou
expresi Ren-2 genu v kife nadledvin a cévni sténé (Langheinrich et al., 1996). Svym jasnym
genetickym zdkladem se 1is{ napf. od potkanl se spontdnni hypertenzi (SHR), u kterych nen{
geneticky zdklad hypertenze objasnén. Heterozygotni transgenni potkani vzniknou spojenim
transgen-pozitivntho potomka s transgen-negativnim SD potkanem opacného pohlavi.
Spojenim dvou heterozygotnich zvifat vzniknou homozygoti pro dany gen. TGR je
optimalnim modelem angiotenzin II-dependentni hypertenze sendogenni aktivaci renin-
angiotenzinového systému, ktery je ve velké mife pouZivdn ke studiu funkénich a
strukturdlnich zmén ledvin, které nachdzime u hypertenze a to: pokles glomeruldrni filtrace a
pfitomnost proteinurie asociované s glomerulosklerézou. Navic hypertenze u tohoto modelu
je charakterizovana siil-senzitivni slozkou (Callahan et al., 1996). Vysokoslané dieta vyrazné
zhorSuje rendlni poSkozeni, a tim pfispivd ke zvySeni mortality, jak bylo prokdzano u
homozygotnich samcli TGR (Dvotdk et al., 2004). Morfologické zmény rendlniho
parenchymu jsou akutni (vznik fibrinoidni nekrézy) a chronické (kolaps kapildrniho trsu ¢i
sklerotizace) (Vernerova, 2007).

Postup pouzivany k vytvareni linif transgennich potkanl je ve stru¢nosti ndlesledujici : u
29-30 dennich samic se poddvanim gonadotropini navodi superovulace, po spafeni s
plodnymi samci se odeberou oocyty z vejcovodu pod mikroskopem, které se z tzv.
dércovskych samic mikroinjekei implantuji tzv. péstounkdm, samicim k tomu predem
pripravenym pérenim s vasektomovanymi samci. Pf{tomnost transgenu u potomstva je
kontrolovdna metodou Southern blot nebo PCR (Paul et al., 1994).

Heterozygotni Ren-2 transgenni potkani zacinaji rozvijet hypertenzi ve 4.-5. tydnu véku,
maxim. hodnoty okolo 240 mmHg jsou dosaZeny kolem 9.-10. tydne véku. Pozdé&ji tlak opét
klesd (Kasper et al., 2005). Homozygotni zvifata vyvijeji mnohem vyssi krevni tlak (aZ okolo
300 mmHg), z ¢ehoZ vyplyva, Ze stuperl hypertenze zavis{ na mnozstvi transgenu. U tohoto
modelu hypertenze byl potvrzen sexudlni dimorfismus - vy$e krevniho tlaku samcii a samic se
liSi, samice maji v priméru o 30-40 mmHg nizsi krevni tlak. U TGR samcl dochdzi k
2004). Homozygotni zvitata vykazuji men$i vahovy pfirGstek, neléend umiraji v Casném
veéku za pfiznakl maligni hypertenze (Dvordk et al., 2004).

Heterozygotn{ samci TGR predstavuji vhodnéj$i model hypertenze, protoze na rozdil od
homozygotnich jedinct vyvijejicich maligni hypertenzi, je jejich hypertenze mirné€jsi, coz
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dovoluje dlouhodobé studie, a jejich hypertenze se tak vice podoba hypertenzi u lidi. Zde se
morfologicky obraz hypertenzniho poSkozeni parenchymu ledviny podobd zméndm, které
nachézime u benigni nefrosklerézy, pfedstavovanym sekundarni formou fokalnf segmentalni
sklerézy a hyalinézy glomeruld (Vernerovd, 2007). Vysokosland dieta u heterozygotnich
TGR indukuje prechod z benigni do maligni faze hypertenze (charakterizované klinicky
zvySenou mortalitou, ndristem proteinurie a ibytkem vahy).

Proteinurie je zptsobena hlavné poskozenim podocytl, které zajistuji celistvost filtracni
bariéry, a jsou tak podstatné pro existenci normdlniho fungovani samotné bazalni membrany
glomerull, ale i pfitomnych endotelidlnich bunék. Pouze nékolik studii se zabyvalo tlohou
poSkozeni podocyth na rozvoji experimentalni hypertenzni glomerulopatie (Ortmann et al.,
2004, Macconi et al., 2000, Nagase et al., 2006). Rozlicné faktory majici vliv na méfeni
reninovych koncentraci (pH, pohlavi, genetika, vék) brani jednozna¢nému zavéru, zda je tento
model spojen se zvySenou nebo sniZzenou aktivitou reninu (Lee et al., 1996). Plazmatické
koncentrace proreninu jsou signifikatné zvySené oproti kontrolnim skupindm.

Nejvétsi exprese transgenu u TGR, jak jiz bylo vySe popséano, je v nadledvinkach, dédle v
mozku, v zazivacim traktu, v mocovych cestiach, v ledvindch (Engler et al., 1998).
Nadledviny TGR jsou zvétSené ve srovnani s kontrolami. Oboustrannd adrenalektomie vede
k rychlému poklesu plasmatickych koncentraci proreninu a bran{ reaktivnimu zvySeni reninu
po nefrektomii, coZ ukazuje podstatny podil ledvin na hladin€¢ plazmatického reninu a
proreninu (Tokita et al., 1994).

Podocytarni poskozeni lze u heterozygotnich hypertenznich TGR prokézat nejen analyzou
exprese cytoskeletalnich proteinti (hladkosvalovy aktin a vimentin) a podocytarnich markert
(desmin, neprilysin), ale 1 na ultrastrukturdlnf drovni. V naSi prdci jsme prokdzali, Ze
neselektivni blokdda ET receptorti sniZuje podocytdrni poSkozeni, ale k dplné restituci
podocytdrnich funkci (dle imunohistochemickych a ultrastrukturdlnich vySetfenf) nedochézi.
Lécba selektivnim ETx blokatorem atrasentanem vede k dpravé podocytarniho poskozeni, coz
v nasich pokusech navic statisticky vyznamné korelovalo 1 s prezivanim (Opocensky et al.,
2006). Ultrastrukturdlni poSkozeni podocyti by mohlo slouzit jako marker renalniho

poskozeni.

5. Interakce renin-angiotenzinového a endotelinového systému

N

Renin-angiotenzinovy a endotelinovy systém predstavuji dva nejmocnéjsi dosud
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poznané vazokonstrikéni systémy. DuleZitd role RAS v patofyziologii hypertenze a v rozvoji
hypertenzniho poSkozeni cilovych organt byla jasné prokazéna. Jak jiz bylo vySe uvedeno,
byla objasnéna dloha i ET systému v patogenezi stl-senzitivniho modelu hypertenze a s nim
spojenym poskozenim cilovych orgdnt. Jejich vzdjemnd interakce pfitahuje zvySenou
pozornost. Bylo prokadzano, ze angiotenzin Il stimuluje expresi preproET mRNA a
uvolfiovani endotelinu-1 v kulturdch buné€k endotelu, hladké  svaloviny a bunék
mesangidlnich. Navic bylo prokdzdno zvySeni ledvinové exprese preproET mRNA a
koncentrace endotelinu u potkant s infundovanym angiotenzinem II. Situaci vSak komplikuje
fakt, Ze u hypertenznich modeli se zvySenou endogenni produkci angiotenzinu II se
nepodafilo prokdzat, Ze je zde sloZka dependentni na aktivit€¢ endotelinovych receptoru. Lze
vSak konstatovat, Ze existuje nékolik zfetelnych prikazii skute¢nosti, Ze angiotenzin II
stimuluje uvoliovdni endotelinu-1 a je zndmé, Ze endotelinovy systém hraje diileZitou tlohu
v patogenezi hypertenze a doprovodného poSkozeni cilovych orgdni u angiotenzin II-
dependentnich modelt hypertenze sexogennim poddnim angiotenzinu I1 (Banes-Berceli et
al., 2007).

Potravou prijimany sodik hraje dilezZitou tlohu v patogenezi nejen hypertenze u lidi, ale i
u stl-senzitivnich modeld hypertenze. Je zndmo, Ze zvySeny pifjem sodiku vede ke
Skodlivému naruSeni srde¢nich funkci a k dysfunkci cévniho endotelu, ktery uvolnénim
endotelinu-1 prispivéd k cévnim zméndm, které nachdzime u stl-senzitivni hypertenze. Jednak
vime, Ze selektivni blokdda ETa receptorii sniZzuje krevni tlak pfedeviim u stl-senzitivnich
modeld hypertenze, ale v posledni dob€ nartstajici mnozstvi fakth svéd¢i pro to, Ze pfi
vysokém piijmu sodiku potravou je vyznamny vliv ETg receptorli zejména na
zprostredkovani zvySeného vylu¢ovéni sodiku z téla ven.

Ve své prdci jsme se soustfedili na prukaz vyznamu casné neselektivni blokddy ET
receptorti bosentanem a dale na vyznam blokaddy selektivnim blokdtorem ETa receptort
atrasentanem, na zlepSeni pfeZivani a dédle na ochranu cilovych orgédnii pied poSkozenim
homozygotnich Ren-2 transgennich saméich potkani krmenych vysokoslanou dietou. Toto se
nam podarilo prokdzat pro oba prepardty, ale pouze u atrasentanu do$lo soucasné€ 1 k poklesu
tlaku.

Z naSich pokust dale vyplynulo, Ze ndstup maligni hypertenze je signifikatné opozdén u
heterozygotnich samic TGR s vysokoslanou dietou ve srovndni s dietou normoslanou. Toto
pozorovani je v souladu s nédlezy u jinych hypertenznich modeld, kde samci rovnéz jevili
znamky vazn€jStho orgdnového poSkozeni a byl u nich zjist€n vySSi tlak neZ u samic
(Reckelhoff, 2001). Nékteré studie naznaCuji vztah mezi renin-angiotenzin-aldosteronovym
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systémem a poctem androgennich receptorl. Bylo prokdzéno, Ze androgenni receptorova
blokéda sniZi vyvoj hypertenze a zabrani orgdnovému poSkozeni u samcii kmene TGR. Z toho
vychézi teorie, Ze androgény maji stimulani G¢inky na RAS (Engler et al., 1998).

Dalsi pozorovéni se tykalo rozdild stupné hypertenzniho poSkozeni a jeho vztahu ke stéri
zvitat, protoZe je zndmo, Ze mladS{ zvifata jsou vice ndchylnd na hypertenzni{ poSkozeni, ale
také 1épe reaguji na podanou terapii (Kune$ a Zicha, 2006). U heterozygotnich TGR bylo
prokazdno, Zze ET receptorovd blokdda ma stejny efekt, pokud je aplikovdna u zvifat s jiz
stabilizovanou hypertenzi (tzv. regresni protokol sléc¢bou podanou od 52.dne) nebo u
mladych jedincd (preventivni protokol — lé€ba ihned po odstaveni — 29.den). T&Z8i orgdnové
posSkozeni bylo prokdzdno u preventivniho protokolu (Vané&ckova et al., 2006). Zd4 se, ze

v s

u nich t€Z8{ hypertenze s vaznéj$imi zndmkami hypertenzntho poskozeni.

6. Shrnuti teoretické ¢asti

Nedavné schvéleni uzZivani bosentanu, sitaxsentanu a ambrisentanu pro lé¢bu primarni
plicni hypertenze je prvnim konkrétnim prikazem klinické prospéSnosti 1é€ebnych postupl
ovliviiujicich endotelinovy systém v lé€bé kardiovaskuldrnich onemocnéni. Lécba tohoto
onemocnéni, které mé jinak velmi Spatnou prognézu, ukazuje potencidl této terapeutické
skupiny, u které 1 dal8i data ukazuji slibnou perspektivu pro onemocnéni typu rezistentni
hypertenze, chronick€ho onemocnéni ledvin nebo subarachnoidalntho krvdceni. Naproti tomu
nutno piipomenout selhdni 1é¢by ET-1 blokétory u srde¢niho selhdni. Na tomto misté je nutné
zdlraznit opatrnost v prejimdni vysledkd studif in vitro na zvitatech a jejich aplikaci v
humanni mediciné.

Endotelin a jeho role vochrané cilovych orgdnt pfed poSkozenim by mohla byt
podminéna funkci tzv. lokalniho regulatora cévniho recisté, tim jak predev$im ovliviiuje
strukturu a sloZeni cévni stény (napf. ovlivnénim rustu, oxidativniho stresu, zdnétem a
apoptozou) spi¥e neZ cévni reaktivitu. Vliv hypertenze se postupné vyrazné zvetduje pii
nartstajicim rozsahu poSkozeni cilovych orgdnt, kde se zpocitku hemodynamické zmény

fixuji ve zmény strukturdlni. Idedlni antihypertenzivum by mélo byt zéroved i
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vaskuloprotektivni, aby se zabrdnilo poSkozeni nejdllezitéjSich cilovych orgdnd jako jsou

ledviny, srdce, mozek a samotné cévy.

7. Studie ¢.1

Casn4 blokida endotelinovjch A receptotii sniZuje krevni tlak a zmenSuje poskozeni

cilovych organt u homozygotnich Ren-2 potkant
Cil studie:

Neddvno jsme prokézali, Ze neselektivni endotelovd ET4 /ETjg receptorova blokédda zretelné
zlepSuje miru prezivani a poskozeni cilovych orgdnd u homozygotnich transgennich samci
(TGR) pro mys{ Ren-2 reninovy gen bez vlivu na sniZeni krevniho tlaku. ProtoZe aktivace
ET4 receptoru by méla byt zodpovédna za $kodlivé pisobeni ET v rozvoji hypertenze, byla

vvvvv

receptorovd blokéda.
A. Uvod:

Endotelin-1 byl popsdn jako jeden z nejmocnéjSich vazokonstriktord (Yanagisawa et al.,
1988, Maguire et al., 2002), ktery hraje rovnéz roli v hemodynamice ledvin a vylu¢ovani soli
a vody (Simonson, 1993). Navic Cetné studie ukdzaly, Zze ET systém hraje dileZitou roli v
patogenezi sil-senzitivnich modeli hypertenze a privodného poskozeni cilovych orgdni
(Roux et al., 1999). Nefroprotektivni efekt blokdtort ET receptori u téchto modell je
srovnatelny s blokadou renin-angiotenzinového systému (Schiffrin, 2002). ProspéSny efekt
blokdtorid ET receptord v ovlivnéni cilovych orgdnl vychdzi z jejich antiproliferativniho
plisobeni (Mohacsi et al., 2004). Pfesto vSak existuji velké rozdily v d¢inku ET mezi
jednotlivymi modely hypertenze. Zviteci modely s exogenné podanym angiotenzinem Il
(ANG 1II) vykazuji ET-dependentni sloZku, zatimco hypertenzni modely s endogenné

zvySenou produkci ANG 1I ji nemaji (Moreau et al., 2003).

V nasi predchozi praci jsme prokdzali, Ze lécba bosentanem podstatné zlepSuje miru prezivani
u homozygotnich transgennich potkani (TGR) pro mysi Ren-2 reninovy gen krmenych jak
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dietou s normdlnim mnoZstvim soli, tak vysokoslanou a to bez efektu na sniZeni krevniho
tlaku (Dvordk et al., 2004). Zatimco se vénovalo vice pozornosti ochrannému plisobent
neselektivni ET blokédy u homozygotnich TGR (Dvofdk et al., 2004, Opocensky et al.,
2004), neni k dispozici informace tykajici se ucinku selektivani ETa blokaddy na pribéh
hypertenze a poSkozeni cilovych organi u homozygotnich TGR a mdlo informaci je
dostupnych o heterozygotnich zvifatech (Rothermund et al., 2003, Rossi et al., 2000). Je
dobfe zndmé, ze mladd zvifata jsou vice vnimava k riznych hypertenznim podnétim (Zicha
and Kunes, 1999) a Ze lécebnd opatfeni provedena v tomto veéku jsou ucinnéjSi neZ v
pozdé€jsim véku ( Blezer et al., 1999). Pfesto u Dahl-senzitivnich potkanl bylo prokédzdno, Ze
ETx receptorova blokada je u€inna pouze u dospélych, a ne u mladych zvifat (DobeSova et

al., 2003).

Model transgenniho hypertenzniho TGR(mRen2)27 potkana (Mullins et al., 1990) je cenny
monogeneticky model renin-dependentni (a tedy 1 ANG II-dependentni) hypertenze, ktery
vykazuje funkéni a strukturdlni zmény ledviny obvykle pfitomné u hypertenze, a to sniZzenou
glomerulérni filtraci a proteinurii spojenou s glomerulosklerézou (Bachmann et al., 1992,
Rothermund et al., 2003). Protoze je vSeobecné pfijimdno, Ze ET se podili na vzestupu
krevniho tlaku (TK) zvIast€ u experimentdinich modeld se stl-senzitivni sloZkou hypertenze
(Callahan et al., 1996), zabyvali jsme se u¢inkem neselektivni ET receptorové blokady nebo

selektivni ET 4 receptorové blokady na preZiti a TK na vysokoslané dieté.
B. Experimentalni cast:

Protokoly v této studii byly naplanovany v souladu s Principy péce a uziti zvifat Vyborem
Americké Fyziologické Spolecnosti a jsou v souladu s Metodikou péce a uZivani
laboratornich zvifat, jak jsou publikovany Nédrodnim Institutem Zdravi a byly schvalené

Ceskym vyborem pro pédi o zvitata (protokol 79/2001 a 923/2003).
Zvirata

Homozygotni TGR (kmen s ndzvem TGR(mRen2)27) a jejich kontrolni skupina
normotenznich Hannover Sprague-Dawley potkant (HanSD) byli chovani v pokojové teploté
25°C s 12 hodinovym cyklem svétlo/tma.V8echna zvifata pouZivand v této studii byla
chovana v Centru experimentalni mediciny Institutu experimentaln{ a klinické mediciny, kam

byla dodéna z Max Delbriick Centra Molekuldrn{ Mediciny (Berlin, Némecko). Zvifata byla
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pfevedena na vysokoslanou dietu (HS) (2%NaCl) okamZit€¢ po odstavu (29 dnl) a dostavala
pitnou vodu. Ve stejné dobé bylo zahdjeno poddvdni neselektivniho blokdtoru ETA/ETg
receptori bosentanu nébo blokétoru selektivnich ET, receptorti atrasentanu (ABT-627; A-
147627). Bosentan (Actelion, Alschwill, Switzerland) byl pfiddn do vysokoslané diety tak,
aby celkové mnozstvi ve stravé odpovidalo 100 mg kg den”'. ABT byl pfidan do pitné vody,
ddvka byla piizptisobena tak, aby odpovidala 5 mg kg™ den’'. Nasledné byly vySetiovény tyto

experimentalni skupiny:

samci HanSD na vysokoslané diet€ HS (n = 24);
samci TGR + HS, neléCeni (n = 21);
samci TGR + HS + bosantan (n=16);
samci TGR + HS + atrasentan (ABT-627;n=16).

Popis experimentu a funkéni vySetireni

Systolicky tlak byl 2x tydné meéfen pletysmografickou metodou na ocase, ovéfenou v
minulosti v na$i laboratofi (Heller and Hellerovd, 1998).Ve véku 50 a 80 dnl byla zvifata
individudlné¢ umisténa do metabolickych kleci, byl jim po dobu 24 hodin méfen pfijem

tekutin, vydej moci a stejné tak 1 proteinurie.

Na konci pokusu (90.den) byla zvifata zvdZena a anestezovéna thiopentalem sodnym (50 mg
kg'l), poté byl méfen stfedni arteridlni tlak (MAP) pfimym meérenim v karotické arterii a
zaznamendvan automatizovanym systémem sbéru dat PowerLab (ADInstruments). Ledviny a
stdce byly rychle vynaty a zvdZeny. Poméry vaha/ledviny (KW)/ vdha t€la (BW) a védha srdce
(HW)/ BW byly pouzity jako ukazatelé organové hypertrofie. Kilira pravé ledviny a levé
komory byla zmrazena v tekutém dusiku pro stanoveni ET-1 za pomoci enzymaticky-
vazaného immunorbent assay test (ELISA) (Amersham, Braunschweig, Germany). Leva
ledvina byla rychle wvynata, fixovdna 4% formaldehydem, vysuSena a pouzita k
morfologickému vySetfeni. Parafinové fezy byly obarveny hematoxylinem/eosinem a PAS
reakci. Vzorky byly vySetfeny slepou metodou. Jak jiz bylo diive zminéno (Yagil et al.,
2002), 50 glomeruld bylo vySetfeno semikvantitativnim zplisobem: stupenn 0 = vSechny
glomeruly v normé; stupel 1 =1 az 2 glomeruly postizeny; stupeil 2 = 2 ale <17 postizenych

glomerull; stupeni 3 = 17 a vice postiZzenych glomeruld.
Statisticka analyza
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Statistickd analyza dat byla provedena za pomoci softwaru Graph-Pad Prism (Graph Pad
Software). Ziskand data byla vySetfena pomoci dvoucestné ANOVA. Pro statistické
porovnani vysledkﬁ ziskanych pro védhu srdce a ledvin a pro koncentrace ET-1 byla pouZzita
metoda jednocestnd ANOV A. Pokud neni uvedeno jinak, jsou vysledky uvedeny jako prumeér
+ SEM, kde n pfedstavuje pocet zvifat. Za statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty,

které prekrocCily 95% hranici pravdépodobnosti (p<0,05).
C. Vysledky

TK

Hodnoty systolického TK (SBP) jsou zobrazeny do bodu, kdy piezivani potkani bylo stdle
100%. Po odstaveni (29. den), zac¢al SBP postupné rast u vSech 3 skupin homozygotnich TGR
na vysokoslané diet¢ (obrazek SA). Tento vzestup byl podobné rychly u TGR samcl na HS
diet€, s nebo bez 1éCby bosentanem a dosdhl 236+5 resp. 228+ mm Hg 50.den pokusu. Lécba

selektivnim blokatorem ETa receptort ABT-627

>

vedla k silnému zbrzdéni vzestupu SBP, které
zaCalo uz 32.den vé€ku. Od 50. dne byl SBP
vyznamné niz$i ve skupiné TGR lécenych ABT-
627 (190+5 mm Hg) ve srovniani s TGR potkany
bez (2365 mm Hg, P<0,01) nebo s Iébou

Systolicky krevni tlak (mm Hg)

bosentanem (228+5 mm Hg, P<0,01). Statisticky Vek (cy)

vyznamny rozdil mezi MAP na konci experimentu
* #

(90.den) mezi sam¢imi TGR na HS dieté s nebo bez 2 x4
lé¢by bosentanem (193+5 proti 198+5 mm Hg)
nebyl prokdzdn (obrdzek 5B). S lécbou ABT-627
byl MAP vyznamné niz$i (o 30+3 mm Hg,P<0,05)

Stredni arteridni tlak (mm Hg)
g

nez u nelécenych TGR, ale neklesl az k hodnotdm

nalezenym u HanSD (129+4 mm Hg). & &

Obrazek 5

Systolicky krevni tlak béhem pokusu (A) a stfedni krevni tlak na konci experimentu (B) u HanSD (-/-) a u Ren-2
transgennich potkant (TGR, +/+) na vysokoslané diet¢ (HS). ¥*P < 0,01 proti neoznaenym hodnotdm, #P< 0,05
proti viem ostatnim hodnotdm.

s 2 2

Stupen prezivani
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VSichni HanSD samci na vysokoslané diet€ preZili aZ do konce experimentu. Od 50. dne
vyvoldval vysokoslany rezim podstatny a stdle se zvySujici vzestup mortality u nelééenych
zvirat, s mirou pfeil’\./'énf pouze 48 % 90. den (obrazek 6A). Jak 1é¢ba bosentanem tak 1écba
ABT-627 snizovala mortalitu homozygotnich zvitat krmenych vysokoslanou dietou s mirou
pfezivani 79 % resp. 92 % (P< 0,01), se statisticky vyznamnéjSim tuc¢inkem ABT-627 (P<
0,05).

Proteinurie
ProtoZe nebyly zjiSt€ny statisticky vyznamné

"]

80~

rozdily v proteinurii mezi skupinami ve véku

50 dnd, nejsou vysledky prezentovdny. Ve
——TGR-HS

véku 80 dnt maji HanSD potkani na

—*—TGR+Bosentan

Mira prezivani

40-]
——-TGR+ABT-627

vysokoslané diet€ vyznamné niz$i stupen

20+

proteinurie nez vSechny skupiny TGR (obrazek

T T T T T T T T —
29 3% 43 50 57 6 7 78 85 90

B vek (dny) 6B). Neléceni TGR krmeni HS prokdzali 4x
s R vet§i proteinurii ve srovndni s kontrolnimi
# HanSD zvifaty (78,4+2,3 proti 19,4+0,9 mg/24
w - hodin; P< 0,01). Létba bosentanem &astend
§°° sniZila proteinurii, zatimco 1é¢ba ABT-627
n ) zfetelné proteinurii zlepSila (52,4+1,6 resp.
36,8+1,4 mg/24 hodin, oba P< 0,01).
Obrazek 6

Mira prezivani b&hem experimentu (A) a proteinurie ve v€ku 80 dnll (B) u homozygotnich samich Ren-2
transgennich potkant (TGR;+/+) ve srovnidni s HanSD (-/-) na vysokoslané diet¢ (HS).*P< 0,01 proti
neoznaenym hodnotdm, #P< 0,01 proti ABT-627, @P< 0,01 proti ostatn{m hodnotam.

Hmotnost téla a ledviny

Vsechny pfezivajici homozygotni TGR skupiny pfibiraly na hmotnosti do 6. az 7. tydne véku;
poté zlstala télesna hmotnost stabilni do konce experimentu. U HanSD hmotnost stoupala
postupné a byla statisticky vyznamné vys$Si ve srovndni s homozygotnimi TGR. Nebyly
zjiSt€ny rozdily v poméru hmotnost ledviny/t€lo mezi jednotlivymi experimentdlnimi

skupinami (data neprezentovdna).




*T Hypertrofie levé srdecni komory
4] @
= " iy * Pomér hmotnosti levé srde¢ni komory Kk
2 :T I hmotnosti t€la byl statisticky vyznamné zvySeny
,zj —_ u vSech homozygotnich TGR na vysokoslané
o1 :;;:: . ? izﬂ li%im_ diet& ve srovnéani s kontrolnimi HanSD potkany
¢ PR na stejné diet (HS) (Obrazek 7A). U nelétenych
Bm_ * . TGR vzrostl na 4,07+£0,07, tedy na troven o 63%
gos T vySS8i neZ u HanSD. Lécba bosentanem vedla k
s podstatnému sniZzeni LW/BW pomeru
%M (3,71£0,01). S ABT-627 byl rozvoj hypertrofie
gm —_ levé srdeéni komory vyznamn€ zpomalen
& & @off (LW/BW 3,39+0,06; P< 0,01).
Obrazek 7

Hmotnost levé srdeéni komory (A) a glomerulosklerézni index (B) u homozygotnich Ren-2 transgennich
potkani (TGR;+/+) ve srovnan{ s HanSD (-/-) na vysokoslaném pi{jmu (HS) *P< 0,01 oproti neoznatenym
hodnotdm, #P< 0,01 oproti ABT-627, @ P< 0,01 oproti viem ostatnim hodnotdm.
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Obrazek 8

Reprezentativni histologické prepardty z ledvin HanSD potkanl (A) a z homozygotnich Ren-2 transgennich
potkani na vysokoslané dieté bez (B) nebo s 1é€bou neselektivnim endotelinovym antagonistou bosentanem (C)

nebo selektivnim antagonistou ET A receptori ABT-627 (D), vSechny preparéty barveny PAS, zvétSeno 20x.
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Glomeruloskleroza

Na zdklad¢ histologickych zmén byly spolteny miry glomerulosklerézy, které jsou
prezentovdny na Obrazku 7B. Obrazky od 8A po 8D ukazuji morfologické zmény ledvinného
postizeni. U HanSD na HS diet€ nebyly prokdzdny zndmky postiZzeni ledvin, pouze byly
popsany fokdlné¢ segmentdlni znidmky glomeruldrni sklerézy. Oproti tomu glomeruly
homozygotnich TGR na vysokoslané diet¢ prokazovaly zndmky pokroCilé sklerézy a
rozSiten€ vaskularni sklerézy. Glomerulosklerézni index u TGR na HS diet¢ byl vyrané
zvySen ve srovnani s HanSD. Glomerulosklerézni indexy u homozygotnich TGR bez nebo s
léCbou bosentanem byly t€mér stejné, cévni zmény byly o néco mensi u TGR s Iécbou
bosentanem. Toto ledvinné postizeni bylo v8ak podstatné zmenseno u ABT-627, kde nebyly

popsany zmény cév a glomeruld, a tak se histologické zmény podobaly obrazu u HanSD.
Tkanové koncentrace ET-1

Jak ukazuje Obrazek 9A, hladiny ET-1 v ledvinné kife u homozygotnich TGR samct na HS
diet€ 4x prevySily hodnoty HanSD na stejné diet¢ (0,68+0,11 proti 0,22+0,03 fmol/mg

proteinu P<0,05). Po léCb&é bosentanem se
obsah ET-1 u TGR snizil na droveit HanSD
(0,20+£0,02 fmol/mg proteinu), zatimco po
lécbé ABT-627 se obsah ET-1 sniZil pouze
mirn€¢ pod hodnoty pozorované u nelééenych

TGR (0,56+0,02 fmol/mg proteinu,

Koncentrace ET-1 v ledvinné kure (imol/mg proteinu)
°
P

nevyznamné).

Obsah ET-1 v levé komofe u neléfenych
homozygotnich TGR krmenych HS dietou byl
4x vétsi nez u HanSD (2,15+£0,21 proti
0,62+0,06, P<0,05) (Obrazek 9D). Jak lécba

bosentanem tak i ABT-627 vyznamné sniZila

tyto hodnoty na uroveii HanSD (0,89+0,12
resp. 0,42+0,03). o

Koncentrace ET-1 v levé komore (fmol/mg proteinu}
I

Obrazek 9

Koncentrace endotelinu-1 v ledvinné kiie (A) a v levé srdeéni komote (B) u HanSD potkand (-/-) a u
homozygotnich Ren-2 transgennich potkani (TGR;+/+) na vysokoslané diet¢ (HS) bez nebo s 1é¢bou
bosentanem nebo ABT-627. *P<0,01 proti neoznalenym hodnotdm; P<0,05 proti nelé¢enym TGR.
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D. Diskuse

Dle naSich znalosti je toto prvni studie, kterd hodnoti i¢inky ¢asné 1é€by pomoci blokady
selektivnich ET receptort proti blokdd€ neselektivnich ETA/ETg receptor u homozygotnich
TGR na HS. Neddvno jsme prokézali, Ze blokdtor neselektivnich ETA/ETg receptori bosentan
zfeteln€  zlepSil miru pfezivani a zmenSil poSkozeni cilovych orgdnd u samcich
homozygotnich TGR bez snizeni TK (Dvorék et al., 2004). Tato studie rozSifuje tyto nalezy o
snahu vySetfit roli ET, receptori v patogenezi a 1€¢b& posSkozeni cilovych orgdni pfi
poddvdni HS diety. Jak bosentan tak ABT-627 prokazatelné¢ zlepSuji miru prezivani
homozygotnich TGR. Ale pouze 1é¢ba pomoci ABT-627 statisticky vyznamné snizuje TK.
Navic zatimco blokdda neselektivnich ET receptort byla pouze mirné G¢innd v ochrané srdce
a ledvin, blokdda selektivnich ETa receptori prokdzala vyznamné nefroprotektivni a
kardioprotektivn{ u¢inky, redukovala proteinurii, glomerulosklerézni index a hypertrofii levé
komory. Rozdil mezi i¢innosti ABT-627 a bosentanu by bylo moZzné zpochybnit, protoze by
se mohlo jednat o problém u¢innosti. Bylo vSak prokdzdno, Ze ABT-627 jako antagonista ET
receptordl je U€innéjSi nez bosentan a Ze jejich ucinnost je hodné€ ovlivnéna vazbou na sérovy
albumin ( Wu-Wong et al., 1996, Wu-Wong et al., 1997). Ackoli jsme zatim nezji§fovali
i¢innost ABT-627 u TGR, ddvka pouzivanad v naSich experimentech je obecné prijimand a
ovefend jinymi autory (D“Angelo et al., 2005, Opgenorth et al.,1996), ackoliv ob& vyssi
déavky (35 a 70 mg na kg a den) (Blezer et al., 1999) a dokonce i niz8{ ddvka (2 mg na kg a
den) (Ballew et al., 2001) byly jiZ pouZity. ProtoZe vyssi{ ddvky mohou mit nespecifické
bosentanu jsme jiz di¥ive provedli experimenty u homozygotnich TGR potkani a HanSD, u
kterych davka bosentanu (100 mg na kg a den) zcela zablokovala reakci krevniho tlaku na
intravenézn{ bolusové podani ET-1 ((250 ng) (Dvotdk et al., 2004). Tato davka se podoba
t€m, které podavali jini autofi (Muller et al., 2000, Rossi et al., 2000, Seccia et al., 2003).

NaSe soucasné vysledky jsou v souladu s naSimi pfedchozimi zjist€nimi, Ze neselektivni
blokdda ET receptori bosentanem zlep$ovala stupen prezivani, ale neméla i¢inek na pribéh
hypertenze u homozygotnich ( Dvordk et al., 2004) nebo heterozygotnich TGR (Rossi et al.,
2000, Rothermund et al.,2003). Ke stejnému zdvéru dosli Karam et al. (1996), ktef{ rovnéz
prokazali renoprotektivni plisobeni bosentanu nezdvislé na snizeni krevniho tlaku. Ohledné
role blokdtorti ET 4 selektivnich receptori existuji rozporuplné Gdaje. Zatimco néktefi autoii

zjistili, Ze blokdda ET, receptort sniZuje krevni tlak u riznych hypertenznich modeld jako
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napf. Sabra stil-senzitivni potkan (Rothermund et al., 2003), DOCA-salt potkani (Allcock et
al., 1998), salt-loaded SHR-SP (Okada et al., 1995) nebo potkani transgenni pro lidsky
angiotenzinogenovy é reninovy gen (Bohlender et al., 2000), Rothermund et al. (2003)
nenalezli ochranné plisobeni ETa blokddy u heterozygotnich Ren-2 zvifat. Ac¢koli jsou jejich
vysledky zcela opatné od naSich, lze je vysvétlit odliSnym nafasovanim experimentd,
odliSnym vékem zvifat ¢i uZitim heterozygotnich namisto homozygotnich zvitat. Zaprvé,
zatimco my jsme zacali s lé€bou okamzZit€¢ po odstaven{ zvirat, jejich vysledky pochazeji ze
zvitrat starych 10 az 30 tydnd. Navic Blezer et al. (1999) zjistili u stroke-prone SHR potkant,
Ze Casnd blokdda na rozdil od pozdni blokddy brénila rozvoji edému mozku, sniZzovala TK a
proteinurii s prodluZzovanim miry prezivani. Je tak moZné, Ze pouze Casnd blokdda ETa
receptorti je efektivni v omezeni poSkozeni cilovych organl. Konstatovéni, Ze ET hraje roli v
patogenezi hypertenze a proteinurie, ale nepodili se na udrzovani po$kozeni cilovych orgént,
viak vyzaduje dalSi ovéfeni. Zadruhé, rozdil mezi heterozygotnimi a homozygotnimi zvifaty
pravdépodobné€ spoc¢ivd v tizi hypertenze, kterd je spojena s vyS$8i produkci ET-1 u
homozygotnich zvitat (OpocCensky et al., 2004). Whitworth a kol. (1995) prokézali, Ze pouze
heterozygotni zirata s t€Zkou hypertenzi maji vyznamné vyssi expresi preproET-1 mRNA v
tkani ledviny ve srovnani s potkany s benign{ hypertenzi. Kromé toho pouze u téchto modell
maligni hypertenze, u kterych byly prokdzdny zvySené plazmatické hladiny ET-1, md ETa
receptorovd blokdda hypotenzni efekt, ktery naznafuje roli ET u tohoto onemocnéni
(Nishikibe et al., 1993), Zatfeti, ackoli to nen{ pfili§ pravdépodobné, nelze zcela vyloucit, Ze

rozli¢né ET 4 blokdtory mohou mit rizné Géinky.

Uloha ET v patogenezi poskozeni cilovych orgdnii se jevi jako zcela jasn4, protoZe jak
bosentan tak ABT 627 vyznamné& sniZily celkovou miru prezivdni. Existuji vS8ak presto
vzdjemné si odporujici idaje ohledné nefroprotektivity a kardioprotektivity ET4 receptorové
blokady. Prosp€s$né ucinky byly zjistény u potkanu se srdednim selhdnim (Sakai et al., 1996),
u Sabra stl-senzitivni hypertenze (Rothermund et al., 2003) nebo u stroke-prone SHR (Orth
et al., 1998), zatimco Rothermund et al. (2003) nebo Rossi et al. (2000) neprokdzali
prospésny vliv u Ren-2 modeld. Kromé faktu uziti heterozygotnich misto homozygotnich
zvifat nejsme schopni podat uspokojivé vysvétleni k t€mto odli§nostem, navic Rossi et al.

(2000) pouzili zvitata stejného stari jako my.

Prosp&s$ny ucinek ET4 receptorové blokady lze jednoznaéné dokéazat na naSich histologickych

nalezech. Nejpozoruhodnéjsi zmény jsme prokdzali v cévnim fedisti. Jsou charakterizovany

34




hyalinni sklerézou aferentni arterioly a fibrotickym ztlu§t€nim intimy preglomeruldrnich
arteri{ zpisobenou hypertrofii a hyperplazii bun€k hladké svaloviny. Rozsah glomeruldrnich
zmén byl piimo imémy zévaznosti cévnich zmén. Glomeruldrni strukturdlni zmény byly od
stupné lehkého zvInén{ bazdlni membrany po stfedni expanzi mezangidlni matrix po Uplny
kolaps glomerulu a sklerézu. Lécba bosentanem lehce zmensSila cévni poSkozeni, ale vyraznéji
nezmenSila glomerulosklerézni index, zatimco lé¢ba ABT-627 plné ochranila parenchym

ledviny od hypertenzniho poSkozeni.

Stale vSak zustava aktudlni otdzka, pro€ existuje mezi selektivni a neselektivni blokddou ET
receptort rozdil v u¢innosti ptisobeni na TK a jakym mechanizmem k tomuto rozdilu dochézi.
Moznym vysvétlenim je rozdilné pusobeni ET-1 na ET4 a ETj receptorech a jejich blokatort
na molekuldrni urovni. Zatimco vazba jak ABT-627, tak i ET-1 vede k ¢asteSné internalizaci
receptoru, tak pouze ET-1 je schopen vyvolat intracelularni funkéni odpovéd (Chiou et al.,
2000). Navic v potkannich aortalnich krouZcich je pouze ABT-627 schopen zabranit ET-1
indukovatelnou kontrakci. Pfesto vSak zGstdvad otazkou, jestli tato pozorovani vysvétluji
spravné nase ndlezy. Zv14st s ohledem na vysokoslany pfijem je potfeba myslet na piidatnou
roli ETp receptort, které vazi a odstraniuji ET-1 z cirkulace, a tak redukuji ET A receptorovou

aktivaci.

Také Pollock and Pollock (2001) u Sprague-Dawley potkani prokazali, ze ETg receptorova
blokdda vedla ke vzestupu stfedniho arteridlniho tlaku, ktery byl vyznamné vyS$si u potkani
na vysokoslané dieté. Tito autofi vyslovili hypotézu, Ze odpovédi na ndloZ soli se ET podili na
regulaci TK cestou ETg receptort. Je mozné tedy predpokladat, Ze neselektivni blokdda nejen
omezuje Skodlivé pilsobeni ET, receptori, ale zaroven Skodi blokddou prospé$ného
vazorelaxaéniho pusobeni ETg receptort, ktery je zprostfedkovan uvoliovanim oxidu
dusnatého a prostaglandinia (de Nucci et al., 1988). Otazka je ale jesté komplikovanéjsi, nebot
zaprvé: byly identifikovdny 2 rizné ETg receptory ( Gellai et al., 1996, Just et al., 2004)
( ETg na cévnim endotelu plsobi vazodilataci, zatimco ETg, na hladkych svalovych buiikdch
zprostiedkovava vazokonstrikci) a zadruhé: rtizné plsobeni téchto receptori je popisovano u
riznych Zivo¢isnych druhu (Gellai et al., 1996, Brooks et al., 1994, Cirino et al., 1997) (na
rozdil od ostatnich druhG napf. Brooks neprokdzal u psi ETg, zprostiedkovanou
vazokonstrikci). Navic Just et al. (2004) uvazovali o tom, Ze neexistuje pouze dudlni pisobeni
(konstrikéni a vazodilataéni pisobeni) ETg receptort, ale Ze rovnéz jejich vzdjemnd interakce

s ET s receptory ur€uje jejich fyziologickou funkci. Toto téma vyZaduje jesté dalsi zkoumani.
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E. Zavér

Shrneme-li vySe uvedené ndlezy vychazi z toho zdvér, Zze ET systém muze byt aktivovan
druhotné po aktivaci renin-angiotenzinového systému. ET-1 hraje zfejmé hlavni roli v
kardiovaskuldrnim a ledvinném poskozeni pouze za podminek t€zZké hypertenze nebo zevné
podminénym zvySenim ANG II, kdy ET-1 exprese je stimulovdna a vede k vyznamné
navySeni jeho tkdnové koncentrace. Navic nase vysledky jednoznacné ukazuji, Ze selektivn{
blokdda ETa receptorl svymi d¢inky prevysuje neselektivni ETA/ETg receptorovou blokadu
jejim piisobenim na zmirnéni hypertenze, hypertenznitho orgénového poskozeni a miry

prezivani.
F. Perspektivy

Zatim jeSté neni jednoznacné objasnéno, zda prospéiny vliv Casné selektivni ET A blokddy na
krevni tlak a poskozeni cilovych organii pozorovany u homozygotnich Ren-2 transgennich
potkanil na HS dieté bude rovnéz patrny u zvifat s jiz fixovanou hypertenzi. Tato otdzka spolu
s podilem ETg receptorti na regulaci TK vyZaduje dal$i zkoumdni. Pfi uvaZovani nad
terapeutickymi diisledky naSich zjisténi lze konstatovat, ze selektivni ET4 blokdda by méla
mit prednost pfed neselektivni blokddou pfi ochran€¢ pfed hypertenzi a jejimi orgdnové

vazanymi disledky.
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8. Studie ¢. 2

Pozdni blokada endotelinovych A receptoru redukuje rozsah podocytarniho poskozeni u

homozygotnich Ren-2 transgennich potkanu pres zavaznou hypertenzi

Cil studie:

Neddvno jsme u homozygotnich hypertenznich Ren-2 transgennich samcl (TGRs) krmenych
vysokoslanou dietou prokéazali, Ze ¢asné podavan{ selektivnich blokatori endotelinovych (ET)
receptort A (ETA) nebo neselektivnich blokatord ETA/ETg receptort zlepSuje pieZivani a
zmenSuje proteinurii, glomerulosklerdzu a srde¢n{ hypertrofii, zatimco selektivni ET 5 blokdda
zéroven vyznamné sniZuje vzestup krevniho tlaku. Je prokdzano, Ze antihypertenzni terapie je
ucinngjsi, pokud se s ni zaéne v raném véku. NaSe prdce méla prokdzat, zda blokdda ET
receptorti zahdjend v pozdéjSim véku u zvifat s jiz pfitomnou hypertenzi bude mit podobny

ochranny dcinek jako ma Casné zahdjend 1écba.

A. Uvod

Hypertenzni kmen transgenniho potkana pro Ren-2 reninovy gen [TGR], oznaceny
TGR[mRen2 ]27) (Mullins JJ et al., 1990) je cenny monogeticky model renin-dependentni a
tedy 1 angiotenzin Il (ANG 1II) dependentni hypertenze, charakteristicky typickymi rysy
maligni hypertenze, jako je sniZeni glomerularni filtrace a proteinurie spojend
s glomerulosklerézou (Bachman et al., 1992, Rothermund et al., 2003). Tento model navic

vykazuje vyznamnou sul-senzitivn{ slozku (Callahan et al., 1996).

Endotelin (ET)-1 je zndmy jako jeden z nejsilnéjSich vazokonstriktort (Yanagisawa et al.,
1988; Maguire et al., 2002) a také mitogent in vivo i in vitro (Hirata et al., 1989). Prospésné
ic¢inky blokatord ET receptori na redukci posSkozeni cilovych orgdnii byvaji pripisovany
jejich antiproliferativnimu poskozeni (Mohacsi et al., 2004) . Cetné studie prokézaly, Ze ET
systém hraje daleZitou roli v patogenezi vysokého krevniho tlaku (TK) u stl-senzitivnich
modell hypertenze spolu s pruvodnym poskozenim cilovych orgdni (Roux et al., 1999). Za
Skodlivymi vlivy ET-1 v rozvoji hypertenze stoji zfejmé aktivace ET A (ETj4) receptort,
zatimco role ET B (ETg) receptori spolivd ve zprostredkovani periferni vazorelaxace a
rendlni tubuldrni natriurézy. Neselektivni blokdda proto inhibuje nejenom nepfiznivé vlivy

ET-1 zprostiedkované ET. receptory, ale zéaroven blokuje antihypertenzni ucinky

zprostfedkované ETg receptory. A protoZe do dne3niho dne jsou dostupnd pouze rozporuplnd
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data tykajici se blokddy selektivnich ET4 a neselektivnich ETam receptord, je nutn€ objasnit

relativni pfinos selektivni proti neselektivni blokddé ET receptori.

Nékolik na sob& nezavislych studif ukazuje, Ze ANG II stimuluje uvoliovani ET-1. Navic je
zndmé, ze ET systém hraje dllezitou roli v patogenezi hypertenze a privodného poskozeni
cilovych organi u sul-dependentnich a ANG Il-dependentnich modeld hypertenze

vyvolanych exogenim podanim Ang [l (Moreau et al., 2003).

Stl v potravé hraje dllezitou roli v patogenezi hypertenze nejen u lidi (Weinberger MH
1996), ale i u stl-senzitivnich modeld hypertenze (Dahl et al., 1968). Z jedn€ strany tedy
zvySeny prijem sodiku vyvoldva Skodlivé disledky a vede k dysfunkci endotelu cév, ktery
pfes uvolnéni ET-1 piispiva k cévnim zmeénam nalezenym u na stl-citlivé hypertenze, na
druhou stranu v8ak selektivni blokdda ETa receptorti snizuje TK predev§im u stl-
dependentnich modell hypertenze (Schiffrin EL, 2002). Navic pfibyvaji dikazy pro to, Ze
vysoky prijem soli ma podstatny tc¢inek na ETg receptory tim, ze podporuje vyS$si vylucovani

sodiku z téla ( Vassileva et al., 2003).

Proteinurie mize byt zpisobena poskozenim podocytl, které za normalnich podminek udrzuji
neporuSenou filtra¢n{ bariéru a kontroluji sloZzeni glomeruldrni bazalni membrany (GBM)
(Pavendstadt et al., 2003), fungovéni endotelidlnich bunék a samotné GBM. Poskozeni
podocytl byvé popisovdno u mnohych typil proteinurii provazenych ledvinnymi chorobami,
véetné nefrotického syndromu, diabetické nefropatie a lupusové nefritidy (White et al., 2004,
Hayden et al., 2005). Pouze n€kolik studii studovalo vyznam podocytdrniho poSkozeni u

experimentalni hypertenzni glomerulopatie (Nagasse et al., 2006).

V nasi predchozi studii jsme ukézali, Ze ¢asnd 1é¢ba bosentanem, neselektivnim antagonistou
ETA/ETg receptori, a atrasentanem, selektivnim blokatorem ET  receptori, zlepSila preZivani
a zmenSila stupefi pos$kozeni cilovych orgdnt u homozygotnich TGR samct krmenych
vysokoslanou dietou (HS), ale pouze atrasentan zamezil vzestupu TK (Vanéckova et al.,
2005). Je dobfe zndmé€, Ze mladd zvitata jsou vnimavéjs$i k hypertenznim stimulim nez
dospélé zvitata (Zicha and Kunes, 1999), proto intervence uskute¢néné v ¢asném veéku byvaji

obvykle Gi¢innéjsi (Blezer et al., 1999).

V této studii bylo na¥im cilem za prvé zjistit, zda selektivni ET nebo neselektivni ET /g

receptorové blokdda u homozygotnich TGR samcl na vysokoslané diet¢ bude mit podobny
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ochranny d¢inek na preZiti, poSkozeni cilovych orgdni a TK na dospélé potkany s fixovanou
hypertenzi jako méla ¢asnd blokdda u mladych potkant pred vzestupem TK a za druhé, zda
selektivni ET, receptorovd blokéda je za téchto experimentdlnich podminek G€innéj$i nez

neselektivni blokdda ET »/ETg receptort.
B. Experimentalni ¢ast

Protokoly v této studii jsou v souladu s Metodikou péce a uzivani laboratornich zvifat a jsou

schvélené Ceskym vyborem pro péci o zvirata (protokol 79/2001 a 923/2003).
Zvirata

Homozygotni TGR samci a jejich normotenzni kontroly kmene Hannover Sprague-Dawley
(HanSD) byli chovani pfi teplot¢ 25°C s 12 hodinovym cyklem svétlo/tma a méli volny
piistup ke krmivu a vodé€. VSechna zvitata pouZivand v této studii byla chovdna v Centru
experimentdlni mediciny Institutu experimentdlni a klinické mediciny, kam byla dodédna z

Max Delbriick Centra molekuldrni mediciny (Berlin, Némecko).
Vlastni experiment

Ve véku 51 dnti zacali byt HanSD a 3 skupiny TGR krmeni HS dietou (2% NaCl). Ve stejné
dobé 1. skupina TGR dostévala placebo (neléceni TGR), 2 dals{ skupiny TGR potkant byly
lé¢eny bud' neselektivnim blokdtorem ET/ETg receptort bosentanem (Actelion) nebo
blokétorem selektivnich ET receptort atrasentanem (ABT-627; Abbott]. Bosentan byl priddn
do stravy tak, aby jeho celkové mnoZstvi ve stravé odpovidalo 100 mg kg' den” (Roux et al.,
1999). Tato davka byla nasi laboratoi{ jiz difve stanovena jako dostate¢na pro efektivn{
blok4du ET receptorti (Dvorék et al., 2004). Atrasentan byl pfidan do pitné vody, davka byla
piizpiisobena tak, aby odpovidala 5 mg kg den” (Mulder et al., 2000), kter4 byla oznatena
riznymi vyzkumniky jako dostate¢na k i¢inné blokadé ET receptori (Opgenorth et al.,
1996, D Angelo et al., 2005).
Nasledné byly vySetfovany tyto experimentalni skupiny:

samci HanSD na vysokoslané dieté¢ HS (n = 14);

samci TGR + HS, neléceni (n = 18);

samci TGR + HS + bosantan (n=14);

samci TGR + HS + atrasentan (ABT-627; n=24).
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Uréeni TK, proteinurie a télesné vahy

Od 32. dne byli potkani vdZeni a byl jim 1x tydn€ méfen systolicky tlak pletysmografickou
metodou na ocase oveéfenou v minulosti v nadi laboratofi (Heller and Hellerova, 1998). Ve
véku 50 a 80 dnli byla zvifata individudlné umisténa do metabolickych kleci, byl jim po dobu
24 hodin méfen pfijem tekutin a vydej moci, rovné€Z proteinurie. Bilkoviny v mo€i byly

stanoveny pomoci biuretové metody (Lachema).

Na konci pokusu (90.den) byla zvifata zvdzena a anestezovdna thiopentalem sodnym (50 mg
kg"), poté byl mefen stiedni arteridlni tlak (MAP) pifmym méfenim v karotické arterii a
zaznamendvan automatizovanym systémem sbéru dat PowerLab (ADInstruments). Ledviny a
srdce byly rychle vynaty a zvazeny. Poméry véha/ledviny (KW)/véha téla (BW) a vdha srdce
(HW)/BW byly pouzity jako ukazatel€ orgdnové hypertrofie.

Stanoveni tkanovych koncetraci ET-1

Tkéané levé srde¢ni komory a kiry pravé ledviny byly zmraZeny tekutym dusikem a byla

v nich stanovena koncentrace ET-1 Elisou (Amersham).
Histologické vySetreni

Levd ledvina byla rychle vynata, fixovdna 4% formaldehydem, vysuSena a zalita. Parafinové
fezy byly obarveny hematoxylinem/eosinem a PAS reakci a vySetfeny za pomoci svételného
mikroskopu Nicon Eclipse E 600. Rezy byly vySetfovany zaslepenym zptisobem. Jak jiz diive
bylo popséno, bylo ndhodné vybrano 100 glomerull v kazdé skupiné, které byly zhodnoceny
za pomoci semikvantitativni $kély (stupenn 0: normalni glomeruly; stupen 1: sklerotickd
plocha < 25% celkové glomeruldrni plochy nebo zfetelné adheze mezi kapildrnim trsem a
Bowmanovym pouzdrem; stupen 2: sklerotickd plocha mezi 25% az 50%; stupeii 3:
sklerotickd plocha mezi 50% az 75%; stupenl 4: sklerotickd plocha 75% az 100% z celkové
glomeruldrni plochy. Glomeruloskler6zni index (GSI) byl vypocitin podle vzorce: GSI =
(Ixnp) + (2xn2) + (3xn3) + (4xngy/ no + Ny + np + n3+ ng,, kde ny je pocet glomeruld v kazdém

stupni glomerulosklerézy.

Elektronova mikroskopie a méreni tloust ky GBM
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Malé casti kiry z formalinem fixovanych a v pararafinu zalitych ledvin byly vyiaty a
vySetieny za pomoci elektronového mikroskopu. Z kazdé€ skupiny byla vySetfena dvé
zvifata.Vzorky byly' zality v Epon 812. Ultratenké fezy byly obarveny uranyl acetatem a
citratem olova. Prepardty byly vySetfeny v elektronovém mikroskopu Philips EM
286/Morgagni (FEI Company). Hodnoceni bylo provedeno dvéma nezdvislymi vySetiujicimi
zaslepenou metodou. Tlou$tka GBM byla méfena v 5 glomerulech na jednoho potkana a byl
stanoven primér z 50 méfeni na glomerulus. Byla méfena kolmd vzdalenost mezi okrajem
endotelidlni buiiky k epitelidlni burice bazdlni membrany. Svrastélé oblasti GBM a zeSikmené
fezy byly z méfeni vynaty. Méteni GBM byla provedena za pomoci analyzy verze 3,2 (Build
765 Gmbh).

Statisticka analyza

Statistickd analyza dat byla provedena pomoci softwaru Graph-Pad Prism (Graph Pad
Software). Pro porovndni mezi skupinami byla pouZzita dvoucestnd ANOVA. Pro statistické
porovnani vysledki pro HWs a KWs a pro koncentrace ET-1 byla pouZita metoda
jednocestnd ANOVA. Pro vztah mezi podocytarnim poSkozenim a prezitim bylo pouZito
hodnoceni pomoci metody nejmenSich ¢tverct linedarni regresni analyzy. Pokud nenf uvedeno
jinak, jsou vysledky uvedeny jako primér + SEM, kde n predstavuje pocet zvitat. Za
statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty, které prekro€ily 95% hranici

pravdépodobnosti (P<0,05).
C. Vysledky
Systolicky a stredni arterialni tlak

U HanSD potkant ziistal SBP po celou dobu experimentu v pasmu normotenze (Obr. 10A). U
ttech TGR skupin rostl SBP od odstavu po vék 46 dnl. Tésn€ pied nasazenim vysokoslané
diety tak dosahl S1.den SPB 198,1+6,] mm Hg u neléenych potkand, 201,0+5,4 mm Hg u
potkant lé¢enych bosentanem a 192,0 +3,8 mm Hg u potkanu lé¢enych atrasentanem. 60.den
véku byl SBP 198,6+5,5 a 209,2+5,6 mm Hg u neléenych a resp. bosentanem lé¢enych TGR,
zatimco lé¢ba atrasentanem vedla k vyznamné niz§imu SBP (173,9+4,3 mm Hg; P<0,05), ale
nedosahla SBP HanSD potkant (151,3+5,5 mm Hg). 81.den véku byl SBP 151,3+5,2 mm Hg
u HanSD potkani a 210,8+3,4, 210,7 £8,5 a 200,0+5,6 mm Hg u pfezivSich nelécenych,

lécenych bosentanem a lé¢enych atrasentanem TGR potkant. 90.den, na konci experimentu,
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nebyl MAP odliSny u pfeZivajicich HanSD, léCenych bosentanem a léCenych atrasentanem
(153,6+6,5, 159,3£10,5 a 165,3+5,2 mm Hg). U
neléCenych TGR by]rMAP vy$si 200,7+18,9 mm

2004

ﬂ Hg, ale statisticky se neodliSoval od ostatnich

£
£
skupin TGR. 2o
é 3004 i - TGR -a-TGR+Bosentan
2 -0 -Hans$D -%-TGR+Atrasentan
Mira prezivani &7
32 39 46 5'3 80 67 74 81
Mira pfezivdni u HanSD potkant byla 93% a .
. “ B '
TGR léCenych atrasentanem 96%, coz bylo
100+

statisticky vyznamné odliSné od neléCenych a

bosentanem lé€enych TGR (P<0,05; obr.10B),

——TGR
604 —&—TGR+Bosentan

~¥—TGR+Alrasantan

Mfra preZivan(

kteff od 60., resp. 53.dne v€ku zacali postupné

umirat. Miry ptezivan{ byly 50%, resp. 60% na

32 38 46 53 60 57 74 81 a8

konci experimentu.

Obrazek ¢.10
SBP (A) a mira pfeZivani (B) v pribéhu experimentu u homozygotnich Ren-2 TGR (+/+) samcli na vysokoslané
dieté. #P<0,01 vs neoznalenym hodnotdm, *P<0,05 atrasentan (ABT-627) vs neléenym nebo bosentanem

lé€enym TGR.
Proteinurie
A | o .
Pred 1€¢bou nebyly v 50.dni véku zaznamendany
=] 74dné statisticky vyznamné rozdily v proteinurii
'%w. mezi TGR skupinami (obrazek 11A). V 80.dni
§ * véku méli neléeni TGR vyznamné vySsi
| proteinurii neZ HanSD potkani (32,95+2,0 proti
) o 13,75+2,22 mg proteinu za 24 hodin; P<0,05;
obrazek 11B). Jak bosentan, tak i atrasentan
B sniZily proteinurii na droven kontrolnich HanSD
32: potkand (14,702,775 resp. 21,06x1,38 mg
%25 proteinu za 24 hodin; P hodnota nevyznamné
i odlignd).

Obrazek &.11: Proteinurie v 50.dni véku pred 1écbou (A) a v 80.dni véku (B) u homozygotnich TGR (+/+)
samcli na vysokoslané dieté v pribéhu 1é¢by. #P<0,05 vs kontrolni HanSD(-/-); #P<0,05 vs nelé¢enym TGR.
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Hmotnost téla (BW)

Béhem studie vdzili HanSD potkani statisticky vyznamné vice neZ skupiny TGR potkant.
Mezi skupinami TGR potkant byla nejniZ$f hmotnost téla u nelé¢enych TGR, u kterych byl
(354,3%8,2 g) vyznamné (P<0,01) vysS3i neZ neléfenych a bosentanem lécenych TGR
(227+18,1 resp, 240,0+10,1 g). U atrasentanem lé¢enych TGR potkant, byla hmotnost vySsi
neZ v ostatnich skupindch TGR potkant (310,7 +5,7 g; P<0,01), ale nedosdhla hmotnosti
HanSD potkant.

Relativni hmotnost srdci (HWs) a ledvin (KWs)

U nelé¢enych TGR byl pomé&r HW/BW 4,15+0,08 ve srovnani s 3,13+0,09 u HanSD potkant

(P<0,01), ale jeho zvySeni bylo vyznamné zabranéno 1é¢bou bosentanem 1 atrasentanem

(3,67+0,04 resp. 3,61+0,06; P<0,01). Podobné pomér hmotnosti levé komory k hmotnosti téla
byl 3,08+0,09 u nelécenych TGR proti 2,21+0,08 u HanSD potkand a jeho vzestupu bylo
vyznamng¢ zabrdnéno jak 1é¢bou bosentanem tak atrasentanem (2,65+0,04 resp.
2,58+0,06:P<0,01). Na konci pokusu nebyl zaznamendn rozdil v poméru KW/BW mezi
skupinami TGR potkanu (4,74+0,18, 4,62+0,2 a 4,11+0,15 postupné u nelécenych, lé€enych

bosentanem a potkant Ié¢enych atrasentanem).
Glomerulosklerozni index

Na konci experimentu jsme neprokdzali statisticky vyznamné rozdily v glomeruloskleréznich
indexech mezi HanSD potkany (0,149 +0,016) a preziv§imi neléCenymi (0,152+0,024),
lé¢enymi bosentanem (0,140+£0,018) a atrasentanem léfenymi TGR (0,160+0,022).
Pozorovali jsme pouze mirné zmény parenchymu ledviny a mirnou hyalinézu aferentnich
arteriol u v8ech 4 skupin potkant. PostiZzeni glomerult se pohybovalo od lehkého zvinéni
bazdlni membriny a7 po fokélni mezangidlni expanzi. Uplnd destrukce glomerulu byla

pfitomna pouze vyjime¢né.




Obrazek ¢.12

Reprezentativni snimek z elektronového mikroskopu podocytl a GBM u HanSD potkanil (A), a neléenych (B)
TGR, TGR I€¢enych bosentanem (C) a TGR 1écenych atrasentanem (D) (zveétseni 4400krat).

VySetreni elektronovym mikroskopem a méreni GBM

Mezi jednotlivymi skupinami byly pozorovany hlavnf strukturalni odchylky v tloustce GBM
azmeény podocyti. V porovnani HanSD potkanii (Obrazek 12A) a TGR krmenych HS dietou
byly nalezeny ndpadné glomeruldrni zmény na ultrastrukturdlni drovni, jako jsou
nepravidelnd zesileni, zvinén{ a ¢aste¢né preruseni GBM. Vybézky podocyti byly Sirsi a
nepravideln€ splyvaly. Ojedinéle obsahovaly podocyty elektron-denzni zrnka a tukové
kapénky ve své bazélni ¢asti (Obrdzek 12B). TGR léCeni bosentanem vykazali pouze maly
stupeni podocytdrnich abnormalit; splyvani vyb&zkl se témér nevyskytovalo. Vyb&zky
podocytl se zddly Stihlejsi a del§i. Vyskytu lipidovych kapének a vakuol v cytoplazmé
podocytll bosentan nezabranil (Obrazek 12C). Podocyty zvifat lé¢enych atrasentanem
vykazovaly normdlni strukturu, byly pravidelné€ uspofadany (Obrazek 12D) a podobaly se
kontrolnim HanSD potkanim. U v8ech 4 skupin potkant byla nalezena vyznamnd korelace
(P<0,001) mezi poskozenim podocytu (x=GBM Sitka) a stupném prezivani (y=168-0,69x;
’=0,7295; P<0,0001).

Sitka GBM v elektronovém mikroskopu byla u neléenych (157,942,0 nm) a bosentanem
lé¢enych TGR vyznamné vyssi (148,6+£2,0 nm) nez u HanSD potkanid (111,0+0,9 nm).
Nenalezli jsme vyznamny rozdil mezi TGR potkany lé¢enymi atrasentanem a HanSD potkany

(115,2%1,1 nm).

44




ET-1 tkanové koncentrace

Ve srovnani s HanSD byl obsah ET-1 v kufe ledviny zvySen u prezivajicich nelé¢enych TGR
potkanti (0,18+0,02 proti 0,14+0,02 fmol/mg proteinu; P<0,05). U bosentanem a atrasentanem

lé¢enych TGR byly kortikdln{ koncentrace ET-1
A podobné jako u HanSD potkant (0,14+0,04

resp.0,13+0,01 fmol/mg proteinu (obrazek 13A).

0.2

U nelécenych TGR prevysila koncentrace ET-1

v srde¢n{ komore 4x jeho koncentraci u HanSD

potkani (0,99+0,12 proti 0,21+0,02 fmol/mg

Koncenlrace ET-1 v ledvinné kure (fmol/mg proteinu)

& proteinu; P<0,05). U bosentanem lé¢enych TGR
B koncentrace ET-1 v levé komofe byla mirné ale
statisticky vyznamné snizena na 0,76x0,09
fmol/mg proteinu (P<0,05) ve srovnani s
nelé¢enymi TGR, zatimco u atrasentanem

lé¢enych TGR byla koncentrace 0,20x0,06

Koncentrace ET-1 v levé komore (Imol/mg protainu)

fmol/mg proteinu, a byla tak srovnatelnd s

- HanSD potkany (obrézek 13B).

Obrazek 13

ET-1 koncentrace v ledvinné kare (A) a levé srdedn{ komote (B) u HanSD potkani (-/-) a u homozygotnich Ren-
2 TGR potkand (+/+) na vysokoslané dieté¢ bez nebo s léCbou bosentanem nebo atrasentanem ( ABT- 627).
*P<0,05 proti normotenznim HanSD (P<0,05) proti neléenym TGR (+/+).

D. Diskuse

U homozygotnich Ren-2 transgennich potkand s jiZz rozvinutou hypertenzi nebyly dosud
G¢inky farmakologické blokddy ET systému studovany. V této studii jsme se tedy zabyvali
dvéma otdzkami: (1) ma ET receptorovd blokdda podobny ochranny tcinek na hypertenzi,
poSkozen{ cilovych orgdnu a prezivani homozygotnich TGRs na vysokoslané dieté i pokud se
s n{ zatne az v pozdéj$im obdobi Zivota podobné jako tomu je, pokud se tak aplikuje po

odstavu a (2) je u€inné&j$i neselektivni ETA/ETg nebo selektivni ET4 receptorové blokada ?

vV

Je v§eobecné pfijiméno, Ze zvySeny dietni pfijem sodiku zapfiifiuje hypertenzi u stl-citlivych
lidi a zvifat a vyvolava endotelovou dysfunkci prostfednictvim zvySené produkce ET-1, kterd
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muze byt stimulovana Ang II. Ackoli by zvySeny pfijem sodiku mél sniZit tvorbu Ang II, nase
predchozi pokusy ukdazaly, Ze se plazmatické hladiny a mnoZstvi Ang II v ledvinidch u
bdélych TGR samch ve v&ku 32 az 90 dnd, nezmenSuji (VanéCkova et al., 2005). A tak
uzavirame, ze aktivovany cirkulujici a tkafiovy renin-angiotenzinovy systém u bdélych TGR
neni modulovan nebo resp. neni ovlivnitelny zménami v rovnovdze sodiku. Dadle
predpokldaddme, Ze u TGR by mohl zvySeny plazmaticky a rendlni ANG II zvysit produkei
ET-1, coZ by mohl byt jeden z moZnych mechanizmii podilejicich se na rozvoji hypertenze

a/nebo organového posSkozeni u TGR samctl.

Neddvno jsme prokdzali (Vanéckova et al., 2005), Ze jak l1écba neselektivnim blokatorem
ETA/ETg receptorti bosentanem, tak i selektivnim blokatorem ETa receptorl atrasentanem,
zreteln€ zlepSuje prezivani homozygotnich TGR, pokud je zahdjena okamZzité po odstavu a Ze
atrasentan na rozdil od bosentanu navic i statisticky vyznamné€ sniZuje krevni tlak. Navic
selektivni ETA blokdda ma podstatné nefroprotektivni a kardioprotektivni G&inky, které
pfevySuji GuCinky neselektivni blokady. Nyni predkladané vysledky jsou ¢aste¢né v souladu s
vysledky naSi pfedchozi studie (Vanéckova et al., 2005). Blokdda ET 4 receptort atrasentanem
podstatn€ prodluZzuje pfezivani, zlepSuje té€lesnou hmotnost a na rozdil od neselektivni
blokady bosentanem rovné€z prechodné€ snizuje SBP. Tento pouze docasny pokles TK je
prekvapivy, nebot pouZzitd davka je vSeobecné prijimédna jako dostate¢nd ddvka k blokade
ETA receptorti (Opgenorth et al., 1996, D"Angelo, 2005). Jak bosentan tak i atrasentan
zmenSuji hypertrofii srdce a normalizuji proteinurii. NejdulezitéjSim rozdilem oproti nadim
prfedchozim zavérum (Vanéckova et al., 2005) byla v této studii skutenost, Ze bosentan byl
mnohem méné ucinny ve snizeni mortality oproti atrasentanu. Pfesto jsou tato zjiSt€ni v
souladu s predeslymi vysledky Rothermunda et al. (2003), ktery neprokdzal zlepSeni
prezivani heterozygotnich Ren-2 potkant pii podavdni neselektivniho blokatoru ETA/ETg
receptorti. Tento nedostatek UGCinnosti lze pfic¢ist bud pozdnimu pocétku 1€¢by a/nebo
pravdépodobnéji pozdéjSimu poddvéani vysokoslané diety s ndslednym menSim vzestupem
tkdnové koncentrace ET-1. Vét$i ucinnost selektivnich blokdtori ETa receptorli neZ
neselektivnich blokétori ETA/ETg receptord na miru pfezivani muze byt disledkem spiSe nez
antivazokonstrikénim, jejich antiproliferatnim pusobenim (Mohacsi et al., 2004). Existuji dva
typy ETg receptorti, jmenovit€ ETg, a ETg, receptory zprostfedkujici bud’ vazodilataci nebo
vazokonstrikci (Gellai et al., 1996). NaSe vysledky tomu nasvéd¢uji, Ze vazokonstrikéni ETg»

receptory hraji méné vyznamnou roli v regulaci TK, protoZe soucasnd blokdda ETa , ETs

receptort nesnizuje TK, na rozdil od efektu ET 4 antagonisty, coZ svéd¢i pro podstatny dcinek
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vazodilatatnich ETg, receptorti. AvSak zatim jsou k dispozici rozporuplné ddaje, které se
tykaji tohoto tématu. Ackoli Matsumura et al. (1999) prokédzali, Ze u deoxykortikosteroid-
acetat potkanl selektivni blokdda ETg nemd vazomotoricky efekt, naznacujici zanedbatelny
vliv vazodilatatnich ETg receptori umisténych na endotelu a vazokonstrikénich ETg
receptor hladké svaloviny buné&k, naproti tomu vyznamnd tloha vazodilatatnich ETp
receptort byla nalezena u kfeckt (Honore et al., 2005), potkant (Williams et al., 2004) a lidi
(Reinhart et al., 2002), kde jejich blokada vedla v hypertenzi.

Ackoli se u naSich TGR vyvinula t€Zkd proteinurie, ve svételném mikroskopu byly
pozorovany pouze lehké odchylky na ledvinném parenchymu. Pomoci elektronového
mikroskopu jsme vSak nalezli vyznamné morfologické odchylky mezi jednotlivymi
vySetfovanymi skupinami. Zahrnovaly ztlusténi GBM a degenerativni zmény na podocytech.
Prokédzali jsme, Ze léCba atrasentanem normalizovala tloustku GBM a redukovala rozsah
podocytarniho poSkozeni. Navic byla prokdzdna vyznamna korelace mezi podocytdrnim
poSkozenim a prezivanim, kterd ukazuje velkou zdvislost dalSiho prezivani zvifat na spravné
funkci podocytl. Nase vysledky jsou v souladu se studiemi Bartona et al. (1998), ktefi
prokdzali pozitivni ucinek selektivni ET, blokddy na cévni strukturu. Podobné vysledky
pfinesli i Ortmann et al. (2004) u star$ich potkani kmene Wistar in vivo. NaSe zjiSténi jsou
vsouladu s vysledky Matsumury et al. (1999), ktefi nalezli pii ET, receptorové blokadé
redukcei histopatologickych zmén indukovanych reZimem soli a deoxycorticosteroid-acetétu,
coZ podporuje jejich pfedpoklad, Ze blokdda ET 4 receptorti ma pozitivni strukturdlnf vliv na
tlouS§tku GBM a na rozsah glomerulosklerézy a proteinurie. Podocyty se proto zdaji cflovou
strukturou pro ET-1, jak jiZ dfive prokdzali Rebibou et al. (1992). Pfesto pfesny mechanismus
redukce proteinurie pfi ETa receptorové blokdd€ nebyl zatim objasnén. Na jedné strané
pfijatelné vysvétleni pro rozpor mezi nedetekovatelnymi glomerulosklerotickymi zménami a
pfitom zvySenou proteinurii by mohlo byt, Ze vylu¢ovéni proteinu spiSe koreluje se zmé€nami
na ultrastrukturdlni drovni, které predchédzeji zméndm na drovni svételné mikroskopie. Tuto
myslenku podporuji zjisténi Boffa et al. (2003), ktef{ zjistili glomerulosklerotické zmény az
po 4 tydnech hypertenze indukované nedostatkem NO. Presto nelze vyloucit moZnost, Ze

vyznamné postiZzend zvifata se nedoZiji konce experimentu a pouze zvifata lehce postiZzend

e,

tomto Casovém obdobi nezjiStovali pfitomnost glomerulosklerézy. Na druh€ strané ucinky

inhibitord  angiotenzin-konvertujictho enzymu nemohou jit na vrub méfitelnym
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ultrastrukturdlnim zméndm struktur cévni stény, ale spiSe jsou podminény zménami ve
vnitinich funk&nich vlastnostech, jak ukdzali Macconi et al. (2000). Predpokladdme, Ze
patologické zmény podocytﬁ a GBM, které se objevuji ¢asné nejen pri diabetické nefropatii,
ale také u hypertenze mohou hrat vyznamnou roli u mikro a makroalbuminurie. Jednim ze
spole¢nych spoustéc pro tyto uddlosti se zda oxida¢né-redukéni stres (Hayden et al., 2005).
NasSe ndlezy jsou v souladu s vysledky Nagaseho et al. (2006), ktefi popsali imunohisto
chemicky prvni prokazatelné podocytarni poSkozeni ve 2. tydnu poddvani soli u Dahl-
senzitivnich potkanil, kdyZ proteinurie byla pouze mirné zvySena. Ultrastrukturdlni zmény se
objevily o 3 tydny pozdéji. Tyto asné ultrastrukturdlni zmény mohou mit dilezitou dlohu v
dlouhodobém procesu remodelace pri glomeruloskleréze. Tésny vztah mezi podocytdrnim
poskozenim a proteinurii nasvédcuje pro to, Ze podocytarni poSkozeni je podstatou proteinurie
a glomerulopatie u hypertenznich homozygotnich Ren-2 potkani. Predpoklddd se, ze

klicovymi medidtory podocytarniho poSkozeni je mechanicky a oxidalni stres (Pavenstadt et

al., 2003).

A

DalSim zajimavym zjiSt€nim je fakt, Ze TGR v této studii méli niZ8{ koncentrace ET-1 jak v
ledvinné kife tak 1 levé komofe nez v na$i predeSlé studii (Opgenortth et al., 1996).
Nejpravdépodobnéj$im vysvétlenim pro tento jev je fakt, Ze TGR v této studii méli leh&i
formu hypertenze a zndmky hypertenzntho poSkozeni diky pozdnimu zacatku vysokoslané
diety. To je v souladu s vysledky Whitwortha et al. (1995), ktery prokdzal vyznamné
zvySenou expresi prepro-ET-1 mRNA pouze u zvitat s t€Zkou hypertenzi. Je zajimavé, ze ET,
blokdda siln€ sniZovala tkadové ET-1 v komore pravdépodobné tim, Ze odstranila ET-1 z ET4
receptort prevladajicich v této tkdni na rozdil od tkdn€ ledviny, kde pfevaZzuji ETg receptory.
Rovnéz u jiného potkaniho hypertenzniho modelu, jmenovité u Dahl stil-senzitivnich potkand,
prokézal Barton et al. (1998) pokles ET-1 proteinu po 1€¢b&é ET blokédtorem. Koncentrace
ET-1 v ledvin€ nebyla ovlivnéna selektivni ET 4 nebo neselektivni ET receptorovou blokadou
pravdépodobné proto, Ze v tomto orgdnu dominuji ETg receptory a sniZzené odstraiiovani ET-1

cestou ETg mize kompenzovat vytésnéni ET-1 z ET 4 (a ETg) receptort.
E. Zavér

Souhrné lze konstatovat, Ze v nasi studii byly TK, proteinurie, glomerulosklerézni index, HW
a tkariové koncentrace ET-1 u dospélych TGR niZ$i nez u mladych TGR potkandi v nasi
pfedchozi studii (Vanétkova et al., 2005). Tyto ndlezy jsou v souladu s mySlenkou, Ze mlada

zvifata jsou citlivéjsi na hypertenzni podnéty (Zicha and Kunes, 1999) napt. na vysokoslanou
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dietu a mohou tedy vyvinout t€Z8i hypertenzi a hypertenzi podminéné posSkozeni cilovych
organti a déle potvrzuji predchozi predpoklad, Ze ET systém se podili na hypertenzi a
hypertenz{ podmfnénéin poskozeni cilovych organi u TGR na vysokoslané dieté.
Nejdalezit€j§i na naSich zjiSténich je fakt, Ze ultrastrukturdlni zmény pfedchézeji
histologickym odchylkdm popsatelnym svételnou mikroskopii a koreluji s mirou preZzivani.
Mohou tedy slouzit jako marker budouciho poSkozeni dlouho pfed manifestaci proteinurie.
Chronickd selektivni ET s blokdda zahdjend jiZ v Case fixované hypertenze u homozygottnich

TGR na vysokoslané diet€ prokdzala podstatny protektivni Gc¢inek na miru prezivani a rust

potkanil s pfechodnym zpomalenim vzestupu TK.
F. Perspektivy

Tato studie pfindsi dal$i diikaz, ze selektivni ETa receptorovd blokdda je lep$i nez
neselektivni blokdda ET receptori a ukazuje na moznost pouziti ultrastrukturdlnich

podocytéarnich zmén jako mozného prognostického markeru ledvinného poSkozeni.
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9. Studie €.3

Casna blokada endotelinovych receptori u hypertenznich heterozygotnich Ren-2

potkanu
A. Cil studie:

Prvotnim cilem bylo objasnit dlohu ET-1 pfi vzniku a posléze i pfi udrZzen{ hypertenze u
heterozygotnich Ren-2 transgennich potkant. Na§im druhym cilem bylo objasnit vliv
vysokoslaného pf{jmu na prubéh hypertenze, poSkozeni cilovych orgdnt a na pfezivani, stejné
tak i moznou roli ET-1 u TGR za téchto podminek. V této praci jsme srovnavali u¢inek
neselektivni blokady a selektivni blokddy ETa receptord u TGR s riznym obsahem sodiku v

dieté, kdyz receptorova blokada byla zahdjena v asném obdobi jejich Zivota.
B. Uvod

Pfed téméf dvéma desetiletimi byl objeven peptid endotelin-1 (ET-1) (Yanagisawa et al.,
1988) s velmi silnymi vazokonstrikénimi G¢inky. Jeho plsobeni zprostiedkuji dva druhy
receptor, a to ET, a ETp receptory. Zatimco vazokonstrikéni ETa receptory v cévnim
systému jsou umistény na hladkych buiikach cévni svaloviny, tak hlavni funkci pfevdzné na
endotelu lokalizovanych ETg receptori se zda byt vazodilatace spolu s funkci vychytavani
ET- 1. Navic byly u potkana popsany 2 rizné ETg receptory — ETg, a ETg, se zcela opacnou
ulohou (Gellai et al., 1996).

Od nélezu ET-1 pfibyvalo mnozstvi diukazi o tom, Ze ET-1 hraje kli€ovou roli u rliznych
kardiovaskularnich onemocnéni v€etné chronického srde¢niho selhdni, ischemické choroby
srde¢ni, hypertenze, aterosklerozy a plicni hypertenze. U téchto chorobnych stavi je hladina
cirkulujici ET-1 zvySena a lé¢ba ET inhibitory se ukézala byti prospéSnou (Masaki, 2004).
Nespecificky ET receptorovy blokator bosentan byl pfijat jako lé¢iva latka k 1€¢b€ plicni
hypertenze (Kenyon and Nappi, 2003). Pfes naristajici dikazy o tom, Ze ET systém hraje
dtlezitou roli v patogenezi systémové arteridlni hypertenze, neni mechanismus jeho téinku

stale dobfe objasnén.

NaSe experimenty byly tedy provedeny, aby se zaprvé objasnila dloha ET-1 pfi vzniku a
posléze i pfi udrzeni hypertenze u heterozygotnich Ren-2 transgennich potkant.

Heterozygotni potkani pro mySi reninovy gen (TGR) (ndzev kmene TGR(mRen2)27) jsou
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modelem monogeneticky definované hypertenze (Mullins et al., 1990) majici stl-senzitivni
slozku (Callahan et al., 1996). Zvlastni diraz byl didn na objasnéni rozdilu piisobeni
neselektivni ETa/ETg a selektivni ETa receptorové blokddy. Prospéch specifické ETa
receptorové blokddy miiZe byt spojen se skuteCnosti, Ze na rozdil od nespecifické receptorové
blokddy neinhibuje vazodilata¢ni (de Nucci et al., 1988) a natriuretickou (Konishi et al.,
2002) odpovéd na stimulaci ETg receptori. Vedle své vazokonstrikéni funkce ovliviiuji ETa
rovnéz bunécnou proliferaci riznych typt bunék, zvIast€ bunék hladké svaloviny cév (Hirata
et al., 1989). Proto tedy blokdda ETa receptori mize byt prospé$nd v oslabeni cévniho
poskozeni vedouctho k poskozeni cilovych organl. Toto antiproliferativn{ plisobeni ET 4 na
sebe upoutalo pozornost védcl v oblasti onkologického vyzkumu (Salani et al., 2002, Nelson,

2003).

ProtoZe sodik ve strave hraje roli v patogenezi hypertenze nejenom u lidi (Weinberger, 1996),
ale také u sial-senzitivnich modelt hypertenze (Dahl et al., 1968), bylo na§im druhym cilem
objasnit vliv vysokoslaného pfijmu na prib&h hypertenze, poskozeni cilovych orgdni a na
pfezivani a moZnou roli ET-1 u TGR za téchto podminek. Je vSeobecné pfijimdno, Ze mlada
zvifata jsou vice vnimava na hypertenzni stimuly (Zicha and Kune§, 1999) a Ze rovnéz
lé¢ebnd opatieni v tomto obdobi jsou vice d¢innd. Presto byly vSak publikovany rozporuplné
vysledky o dloze ET-1u heterozygotnich TGR, a to bud, Ze je neucinny (Rothermund et al.,
2003) nebo plsobi hypotenzné (Gardiner et al., 2000) u neselektivni nebo selektivni ET
receptorové blokady u dospélych zvifat, na rozdil od Ziddného G¢inku u mladych zvitat

(Whitworth et al., 1995, Rossi et al., 2000).

V této praci jsme srovnavali d¢inek neselektivni blokddy a selektivni blokddy ET s receptorti u
TGR potkant s riznym obsahem sodiku v dieté, kdyZ receptorovd blokdda byla zahdjena v

¢asném obdobif jejich Zivota.
B. Experimentalni ¢ast

Protokoly v této studii byly provddény v souladu s Metodikou péce a uzivani laboratornich

zvitat a jsou schvélené Ceskym vyborem pro péi o zvifata (protokol 79/2001 a 923/2003).
Zvirata

Pouzili jsme heterozygotn{ transgenni samce potkanti pro mysi reninovy gen [TGR; ndzev

kmene TGR(mRen2)27 ] a jejich kontrolni skupinu saméich normotenznich potkant
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Hannover Sprague-Dawley (HanSD). Zvitata byla chovana za standartnich podminek a méla
volny pfistup ke krmivu a vodé. VSechna zvifata pouzivand v této studii byla chovdna v
Centru experimentalni mediciny Institutu experimentdlni a klinické mediciny, kam byla
dodana z chovnych zvifat dodanych Max Delbriick Centra molekuldrni mediciny (Berlin,

Neémecko).
Popis experimentu

Zvitfata byla krmena bud dietou s normélnim mnoZstvim soli (NS, 0,45% NaCl) nebo
vysokoslanou dietou (HS, 2%NaCl), se kterou bylo zacato 29.den v€ku. V tomto momenté
byla zéroven zahdjena terapie bud’ neselektivnim blokatorem ETA/ETg receptort bosentanem
nebo blokdtorem selektivnich ET4 receptorli atrasentanem. Bosentan (Actelion, Alschwil,
Switzerland) byl pfidan do stravy tak, aby celkové mnoZstvi strav odpovidalo 100 mg kg
den” (Roux et al., 1999). Tato ddvka byla nasi laborato¥ jiz d¥fve stanovena jako dostate¢nd
pro efektivni blokddu ET receptort (Dvofék et al., 2004). Selektivni blokator ETA receptort
atrasentan (Abbott, Chicago, USA) byl pfidin do pitné vody, tydenni dévka byla
prizplisobena tak, aby odpovidala 5 mg kg den (Mulder et al., 2000), kterd byla oznatena
jako dostate¢nd k dcinné blokddé ET, receptorti (Opgenorth et al., 1996, D"Angelo et al.,
2005). Na zacédtku pokusu byla zvifata rozd€lena do 8 skupin a byla krmena dietou s
normalnim obsahem soli (NS) nebo vysokoslanou dietou (HS). Kontroly byly podobnym
systémem rozdéleny do stejnych stravovacich rezZima.

Nésledné byly vySetfované exeperimentalni skupiny:

HanSD + NS (n=24);

TGR + NS, neléceni (n=18);

TGR +NS +bosentan (n=18);

TGR+NS+atrasentan (n=18);

HanSD + HS (n = 24);

TGR + HS, neléceni (n = 24);

TGR + HS + bosantan (n=18);

TGR + HS + atrasentan (n=23).

Urdeni TK, proteinurie a télesné hmotnosti

Od 29. dne byli potkani pravideln vézeni a byl jim méfen v tydennich intervalech systolicky

tlak pletysmografickou metodou na ocase (Hatteras Instruments, Cary, North Carolina,
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USA).Ve véku 50 a 80 dnl byla zvifata umisténa do metabolickych kleci, byl jim po dobu 24
hodin méren pfijem tekutin a vydej moci. Bilkoviny v moc€i byly stanoveny pomoci biuretové

metody (Lachema).

Na konci pokusu (90.den) byla zvitata zvdZena a anestezovana thiopentalem sodnym (50 mg
kg"), poté byl méren stfedni arteridlni tlak (MAP) pfimym meéfenim v karotické arterii a
zaznamendvan automatizovanym systémem sbéru dat PowerLab (ADInstruments, Mountain
View, California, USA). Ledviny a srdce byly zvdZzeny. Poméry hmotnost ledviny
(KW)/hmotnost téla (BW) a hmotnost srdce (HW)/BW byly pouzZity jako ukazatelé organové
hypertrofie.

Stanoveni tkanovych koncetraci ET-1

Leva srde¢ni komora byla rychle vynata a klra pravé ledviny byla rychle oddélena. Obé tkdné
byly ihned zmraZeny tekutym dusikem pro stanoveneni koncentrace ET-1 ELISOU

(Amersham, Braunschweig, Germany).
Histologické vySetreni

Leva ledvina byla rychle vyfata, fixovdna 4% formaldehydem, vysuSena a zalita do parafinu.
Parafinové fezy byly obarveny hematoxylinem/eosinem a PAS reakci a vySetfeny za pomoci
svételného mikroskopu Nicon Eclipse E 600. Rezy byly vySetfovény zaslepenym zpiisobem.
Jak jiz bylo dfive popsdno (Yagil et al., 2002), 50 glomeruld bylo zhodnoceno pomoci
semikvantitativni $kaly (stuperi O: normdlni glomeruly; stupefi 1:1-2 glomeruly postizenys;
stuperi 2: vice neZ 2 ale méné nez 17 postizenych glomeruldl; stupeil 3:17 a vice nez

postizenych glomeruld).
Statisticka analyza

Statistickd analyza dat byla provedena za pomoci softwaru Graph-Pad Prism (Graph Pad
Software). Ziskand data byla vySetfena pomoci dvoucestné ANOVA. Méli jsme dva
sdruzujic{ faktory (dieta a terapie) a jeden hodnotic{ faktor (mé&fen{). Newman-Keuls post hoc
test byl pouzit pro vicendsobné srovnavéni. Pro statistické porovnédni vysledki pro HWs a
KWs a pro koncentrace ET-1 byla pouZita metoda jednocestné ANOVA. Pokud neni uvedeno

jinak, jsou vysledky uvedeny jako primér =+ SEM, kde n predstavuje pocet zvifat. Za
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statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty, které prekrocily 95% hranici

pravdépodobnosti (P<0,05).

C. Vysledky
Mira prezivani

VSechny TGR skupiny na NS diet€ ptezily do konce experimentu. Neléteni a bosentanem-
léCeni TGR na HS dieté zacali umirat v 50.den pokusu (Obr.14A) a jejich mira pfeZivan{ na
konci experimentu byly 77% resp. 83%. Oproti tomu poddni atrasentanu zietelné zlepSilo
piezivani, a to na 100 % na konci experimentu. Nulova mortalita byla zji§t€na v HanSD

potkant na obou dietach.
Systolicky a stredni arteridlni krevni tlak

SBP nelécenych a bosentanem lé¢enych TGR rostl setrvale v prib&hu experimentu na obou
dietdch a 78. den pokusu na NS diet€¢ dosdhl 234+3,6 resp. 214,2+4.1 mm Hg (p<0,05)
(Obrazek 15A) a na HS dieté 238,2+5,8 resp. 223,1+3,5 mm Hg (n.s.) (obrazek 15B). Od 36.
dne v&ku (cca tyden po zahdjeni 1é¢by atrasentanem ) byl SBP u atrasentanem lé¢enych TGR
na obou dietdch vyznamné niz8i nez u neléCenych a bosentanem-lécenych TGR a dosahl 78.
den véku na NS dieté 170,7+4,3 mm Hg a na HS dieté€ 201,2%3,0 mm Hg (p<0,01). Statisticky
vyznamny vzestup TK b&hem celého experimentu vyvolany HS dietou byl prokdzan u vSech
vySetfovanych skupin. SBP u kontrolnich HanSD byl vyznamné€ niz8{ ve srovnéni s TGR
skupinami na obou dietdch a zlstal v normotenznim rozmez{ béhem celého experimentu
s 128,6£2,4 na NS diet€ a 140,6 +£10,7 mm Hg na HS dieté. Na konci experimentu byl MAP
vyznamné vy$§i u neléenych a bosentanem-lé€enych TGR neZ u jejich normotenznich
kontrol jak na NS (206,0+4,4 resp. 196,6+7,2 mm Hg, n.s.) tak na HS dieté (210,2+3,9 resp.

206,6+6,7; n.s. (obrdzek 14B). Naproti tomu lé¢ba atrasentanem vedla k podstatné€ niz${mu

MAP ve srovndni s neléfenymi nebo bosentanem lé¢enymi zvifaty (156,6+6,5 na NS a

169,9+7,.4 mm Hg na HS, P<0,01).
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Obrazek 14

Mira pfeZivdni béhem experimentu na vysokoslané diet€ (A) a stfedni arteridlni tlak na konci experimentu
(90.den) (B) u heterozygotnich Ren-2 transgennich samci TGR (TGR;+/-) na normdlni a vysokoslané dieté.
*P<0,05 vs neoznaené hodnoty, #P<0,05 oproti véem ostatnim hodnotam.
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Obrazek 15
Systolicky krevni tlak b&hem experimentu u heterozygotnich Ren - 2 transgennich potkanii (TGR;+/-) na

normédlnim (A) nebo na vysokoslaném (B) pfijmu *P<0,05 vs. neoznaenym hodnotdm, #P<0,05 bosentanem
léCenf potkani oproti vSem ostatnim hodnotdm.
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Proteinurie

>

HanSD na NS diet¢ vykazovali 50. den véku oo
nizkou proteinurii (5,6+£0,92 mg proteinu/den) T

30+
20 *

(obrdzek 16A), kterd byla pouze lehce zvySena

HS dietou (7,59+1,05 mg proteinu /den) a jak ]

Proteinurie 50.den (mg proteinw24 h)
o =3
.-
-

bylo ofekdvano, obé hodnoty se 80. den dale

zvySily (11,56%1,15 na NS resp. 19,96+5,78 & &

proteinu/den na HS) (obratek 16B). Oproti tomu

o

NS dieta HS dieta

vylu¢ovani proteinu u neléCenych TGR na NS a
HS diet¢ bylo 50. a 80. den véku vyznamné
zvySeno, vice viak 80. den. Lé¢ba bosentanem

méla tendenci k Céstecné redukci proteinurie,

Proteinurie 80.den (mg proteinu24 h)
8

zatimco 1écba atrasentanem normalizovala 5

vylu¢ovdni  proteindi  t€mé&f na  Grovedl |

pozorovanou u HanSD zvirat.

Obrazek 16
Proteinurie 50. (A) a 80. den (B) v€ku u heterozygotnich Ren - 2 transgennich samct (TGR;+/-) na normélni a

vysokoslané diet€¢ *P<0,01 proti kontrolnim HanSD, #P<0,05 oproti neléCenym a/nebo bosentanem-lééenym
TGR.

A NS diota L, Hedem Hmotnost téla a organi

Nebyly pozorovdny vyznamné rozdily prirGstku
télesné hmotnosti mezi jednotlivymi TGR skupinami
béhem experimentu, dietetick€ rezimy nemély na
. piirGstky vahy vliv (data nejsou prezentovana). Indexy
. HW/BW a KW/BW jsou zobrazeny na obrdazku 17.
Jak lze ocCekavat, méli neléceni TGR vyznamné vyssi
index HW/BW nez HanSD (4,06+£0,09 resp.
B NS dicta HS dieta 2,79+0,21 na NS a 4,53+0,12 resp. 3,74+0,20 na HS
] diet&) (obrazek 17A).

HW/BW

Obrazek 17

Indexy HW/BW (A) a KW/BW(B) u heterozygotnich Ren-2
transgennich samcll (TGR;+/-) na normilni a vysokoslané dieté.
Indexy urCeny ve stanovenych jednotkdch *P<0,05 wvs.
neoznaCenym hodnotdm, #P<0,05 oproti vSem ostatnim
hodnotdm.




Lécba bosentanem neméla vliv na pomér HW/BW (3,82+0,06 na NS a 4,53+0,09 na HS).
Naproti tomu lé¢ba atrasentanem zplsobila podstatny pokles poméru HW/BW jak na NS
(3,54+0,05), tak i na HD diet€ (4,26+0,08). HS dieta indukovala v&tSi hypertrofii srdce nez
NS dieta ve vSech skupinich potkan. Nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v
indexech KW/BW mezi vSemi vySetfovanymi skupinami a to jak v rdmei NS skupin, tak 1 na

HS dietach; prfesto byly indexy KW/BW vyznamné zvySeny u potkant na HS ve srovnani s

NS dietou (Obrazek 17B).

Au_ NS dieta
Glomerulosklerézni indexy 5 e
é *
?‘; 10
U kontrolnich HanSD potkanG u obou dietnich : *@
5 051 1
rezimd nebyly zaznamendny téméf zddné znamky % 4@
. " . , R - -
glomerularniho poSkozeni (obrdzek 18A a B). U ¥ P
< <&
neléCenych TGR na NS diet¢ jsme naSli patrny
B HS dieta
vyznamny vzestup glomerulosklerézy, ktery dale x$
rostl po HS prijmu. LéCba bosentanem casteCné .
Eu £ @85S
sniZila, zatimco atrasentanem zcela utlumila tyto g
E|.0-
organové zmeény. : |l T #e
s
Obrézek 18 B
Glomerulosklerézni indexy u heterozygotnich Ren-2 & @-'f

transgennich  samc (TGR;+/-) na normdlni (A) a
vysokoslané (B) diet¢ *P<0,05 proti kontrolnim HanSD, #P<0, 05 proti bosentanem léCenym TGR, @ P<0,05
proti neléCenym TGR, $ proti odpovidajicim skupindm na NS dietg.

Tkanové koncentace ET-1

Jak ukazuje obrazek 19A, HS dieta vyznamné zvySuje obsah ET-1 v levé komofe u vsech

-

skupin zvitat. Obsah ET-1 v levé komofe u nelécenych TGR byl vyznamné vy$Si oproti
HanSD. Bosentan a zvlaSt€ atrasentan vyznamné sniZily obsah ET-1 v levé komoie a to
dokonce pod droveit HanSD. Podobné ET-1 v kife ledviny (obrdzek 19B) byl vyznamné
vy$$i u neléCenych TGR nez u HanSD. Prekvapivé byl obsah ET-1 v ledviné niZsi u

bosentanem léfenych nez u atrasentanem lé€enych zvitat. Nebyl prokdzan vyznamny rozdil

mezi potkany na HS dieté a NS dieté.
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NS dieta % HSdieta

°

Obrazek 19

Koncentrace ET-1 v levé komore (Imol/mg proteinu)

Koncentrace endotelinu-1 v levé komore (A) a kiife
ledviny (B) u HanSD (-/-) u heterozygotnich Ren-2
transgennich samctl (TGR;+/-) na normdlni (A) a
vysokoslané (B) diet¢ bez nebo s [€¢bou
bosentanem nebo atrasentanem *P<0,05 proti
kontrolnim HanSD, #P<0,05 proti nelé¢enym TGR.

NS dieta HS dista

%

4

o«
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Koncentrace ET-1 v ledvinné kure (Imol/mg prolsinu) m

9 ol ol
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D. Diskuse & ¢ PN

Heterozygotni TGR predstavuji vhodny model hypertenze, nebot na rozdil od homozygotnich
TGR, ktef{ vyvinou té€Zkou maligni hypertenzi, je jejich hypertenze lehci, coZz umoziuje
dlouhodobéjsi studie. Proto bylo naSim prvnim tkolem porovnat moZny prospéSny efekt
neselektivntho ucinku ETA/ETg v porovnini se specifickou ET, blokddou u mladych
heterozygotnich TGR na normalné slané dieté. ProtoZe naSe pfedchoz{ prace (Opocensky et
al., 2004) prokazala, Ze chronickd lécba heterozygotnich TGR na vysokoslané dieté
neselektivnim blokdtorem ETA/ETg blokdtorem bosentanem vyznamné zlepSila stupeii
prezivani a redukovala poskozeni cilovych orgdnl bez privodné zmény TK, bylo druhym
cilem naS{ prdce zjistit vliv vysokoslané diety na prib&éh hypertenze, stupefi poSkozeni
cilovych organli a preZzivani u mladych heterozygotnich TGR, a didle mozné ulinky ET

receptorové blokady.

V této studii, kdy délka 1é€by byla polovi¢ni oproti nasi prfedchozi praci (Opocensky et al.,
2004), jsme casteCné potvrdili naSe predchoz{ zjiSténi, a to Ze nefroprotektivni ucinky
bosentanu jsou nezdvislé na zménach TK. Roz3ifili jsme tato pozorovan{ o studium ucinki
selektivni ET 4 receptorové blokddy na hypertenzi a pfidruzené poskozeni cilovych orgéni.
Absence vlivu bosentanu na sniZzen{ TK je v souladu s pfedchozimi vysledky Whitwortha et
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) al. (1995) a Rossiho et al. (2000) zjisténymi u mladych TGR. ZvySené mnozstvi dukazi
ukazuje, Ze i¢inky ET-1 na hypertenzogenn{ a orgdnové poskozeni jsou zprostfedkovany ET o
receptory zvI4st€ u modeld sil-dependentni hypertenze (Moreau and Shiffrin, 2003). Na jedné
stran€ tedy neni prekvapujici, Ze jsme prokazali vyznamny tcinek selektivniho blokatoru ETa
atrasentanu na snizen{ TK u naSich mladych heterozygotnich TGR. Na druhé€ strané¢ nemdme
piijatelné vysvétleni pro to, Ze Rossi et al. (2000) neprokéazali zddny pokles TK se selektivnim
ETa blokatorem, kromé toho, Ze pouZivali jiny ET, blokétor, a to BMS-182874 a po krat${
dobu 1é¢by. Presto zde existuji rozporuplné vysledky ohledné blokdtori ET s receptort i u
jinych experimentdlnich hypertenznich modeld. Zatimco zadny vliv na TK nebyl prokdzén u
1- svorkové -2 -ledvinové hypertenze (Ehmke et al., 1999, Saam et al., 2003) a dvojité
transgennich potkant (Bohlender et al., 2000), byly naopak u¢inky blokatori ET receptort
na snizeni TK popsédny u Sabra sil-senzitivniho kmene (Rothermund et al., 2003), u DOCA-
stl potkant (Allcock et al., 1998) a stroke-prone SHR (Blezer et al., 1999). AvSak pouze
posledni experimentdlni price byly provddény za podminek podobnych naSi studii a to u
mladych zvifat. Mimoto naSe piedchozi pokusy u homozygotnich TGR podporuji mySlenku
vyznamného dopadu selektivni receptorové blokddy na TK v ¢asném v&ku (Vanéckova et al.,
2005) se snizujicim dcinkem této receptorové blokddy nalezené se zvySujicim se v€kem
(Opocensky et al., 2006). Rozdil v ucinnosti neselektivni a selektivni blokady je dan
pravdépodobné skutecnosti, Ze selektivni blokdda inhibuje pouze vazokonstrikéni ETa
receptory a neinhibuje vazodilataéni ETg recepotory zprostfedkujici uvoliovdni NO a
prostaglandini (de Nucci et al., 1988). Navic byla prokdzdna role ETg receptort jako
promotora natriurézy u ETg.deficientnich potkant, ktef{ vyvinuli hypertenzi po podavéni
vysokoslané diety (Gariepy et al., 2000). U té€chto zvitat sniZila selektivni ETa receptorova
blokdda systolicky TK (Elmarakby et al., 2004). Je zajimavé, Ze nedavné prace se zkfiZenou
transplantaci ledvin prokazaly, Ze citlivost na sll je pravdépodobné spojena s ETp receptory

lokalizovanymi extrarendln€ (Ohkita et al., 2005).

Co se tykd druhého cile nasi studie, a to zjistit vliv vysokoslané diety na pribéh hypertenze,
stupeil poskozenf cilovych orgédnti a pfeZivani heterozygotnich TGR, a moZnych dusledkt ET
receptorové blokady, jsme zjistili, Ze vysokoslana dieta vyznamné€ zrychlila hypertenzi u
heterozygotnich TGR. Mimoto byl Ucinek vysokoslaného pifjmu na prubéh hypertenze
vyznamny nejenom u neléfenych zvitat, ale rovnéZ u bosentanem a atrasentanem léCenym
TGR, cozZ jasné prokazuje, Ze tento kmen md zfetelnou stl-senzitivni komponentu (Callahan

et al., 1996). Navic vysokoslana dieta u tohoto kmene zvySuje mortalitu a zhorSuje ledvinné a
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kardidlni postizeni. Na rozdil od naSich pfedchozich zjiSténi u heterozygotnich TGR
(Opocensky et al., 2004) byl bosentan v této studii pouze Céastecné Uspeésny v blokovani
studii by mohla byt polovi¢n{ délka trvani stdvajici studie ve srovndni{ s pfedchozi praci. Na
rozdil od toho atrasentan vyznamné snizil jak SBP, tak 1 MAP, zlepsil prezivani a mél

vyznamné nefro- a kardioprotektivni t¢inky.

V souladu s nasi predchozi studii na homozygotnich TGR (Vanéckova et al., 2005) byl obsah
ET-1 v levé komore, ktery byl vyznamné niz8i u heterozygotnich oproti homozygotnim TGR,
snizen bosentanem pouze ¢aste¢né, zatimco atrasentanem ve vyznamné vySSi mife. To je v
souladu se zjiSt€nim Whitwortha et al. (1995), ktefi prokazali vétSi expresi preproET-1
mRNA u svych zvifat s t€zkou hypertenzi. Nizsi koncentrace ET-1 po 1éCbé atrasentanem je v
souladu s ndlezy Bartona et al. (1998) u Dahlovych stl-senzitivnich potkant, ktery pozoroval
snizeni mnozstvi ET-1 proteinu po ET4 receptorové blokadé, které je zfejm€ podminéno

veét§sim vychytdvanim ET-1 z ET receptort pfevazujicich v této tkdni.

NaSe préce potvrzuje zdvéry Ortmanové et al. (2004), ktefi u starnoucich potkanli kmene
Wistar s podocytdrnim poskozenim prokazali pozitivni G¢inek selektivnich ETa receptorii na
glomerulosklerézu a proteinurii. U naSich heterozygotnich TGR jsme prokdzali podobny
stupefl ledvinového postiZzeni. Presto, Ze neni objasnén presny mechanismus Gc¢inku, je mozné
vysvétieni odvodit z vlivu ET receptorové blokddy na podocyty, které jsou ,,gatekeperem™

prichodu albuminu a které jsou asi postizeny ptisobenim ET.

VySe uvedené nélezy prokazuji, Ze odpovéd na klicovou otazku rozdilu mezi dcinnosti
selektivni proti neselektivni receptorové blokdd¢€ vyzaduje dal$i zkoumdni. Neselektivni
blokdda potlatuje nejen vazokonstrikéni a proliferativni Gc¢inky zprostredkované ETa
receptory, ale zdroven blokuje vazodilatatni pusobeni zprostfedkované uvolnénim oxidu
dusnatého (de Nucci et al., 1988), a natriuretické dCinky zprostiedkované ETg receptory
(Konishi et al., 2002). Situaci ddle komplikuji zavéry neddvné studie Inscha et al. (2005),
které podpoftily Givahu, Ze oba typy ET receptorti pusobi vazokonstrikci aferentnich arteriol v
ledvindch a ze tedy existuje mozna interakce mezi ETa a ETg receptory pfi kontrole primeéru
aferentni arterioly. Interakce ETa a ETg receptori byla jiz pfedpokidddna Justem et al. (2004),
kteff pfi zkoumadni fyziologickych funkei ET systému vyslovili ndzor, Ze je nutno vzit v tivahu
nejenom dvoji ptisobeni ETg receptorl, ale rovnéZz jejich vzdjemnou interakci s ET4

receptory.
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E. Zavéry

Shrneme-li naSe zdvéry, lze fici, Ze siln€ podporuji pfedpoklad, Ze vysokoslana dieta
akceleruje hypertenzi a doprovodné postizeni cilovych organli u mladych heterozygotnich
TGR léCenych od odstavu. Dale naSe vysledky ukazuji, Ze na rozdil od neselektivni ET
receptorové blokddy vykazuje specifickd ET a receptorovd blokada podstatny pozitivni uc¢inek
na TK, organové poskozeni a prezivani na normalni a zvI4sté na vysokoslané dieté. Selektivn{

ET, receptorova blokdda by se tak mohla stit novym ndstrojem léCby sil-senzitivn{

hypertenze.




10. Studie ¢.4

Pozdni endotelova receptorova blokada u hypertenznich heterozygotnich Ren-2

transgennich potkana
A. Cil studie

V nasi pfedchozi prici s pozdnim zacatkem lécby u homozygotnich TGR jsme prokdzali, Ze
ultrastrukturdlni poSkozeni pfedchazi morfologickym zméndm a proteinurii. Z tohoto diivodu
jsme se v této studii vé€novali imunohistochemickym zméndm, které se objevuji v ¢asnych
fazich renélnfho hypertenznfho poSkozeni. DalSim cilem bylo zjistit, zda pozdni 1é¢ba ET
receptorovou blokddou md u dospélych heterozygotnich potkani podobné uGcCinky na

hypertenzi a poSkozeni cilovych organi jako mé ¢asna 1é¢ba.
B. Uvod

Entotelin (ET)-1 je mohutny vazokonstriktor (Yanaginasawa et al., 1988) a navic ma
mitogenni vlastnosti in vivo i in vitro (Hirata et al., 1989). ET-1 je nejhojnéji produkovany
ET, kterd probiha dvoji sekre¢ni cestou — tzv. konstitutivni cesta ablumindlné z endotelidlnich
buné€k do hladkych svalovych bunék a sekre¢ni odpoveédi na zevni podnéty z endotelidlnich
bunééné specifickych zdsobnich granuli (Davenport and Maguire, 2006). PGsobeni ET je
zprostfedkovédno aktivaci dvou G-protein - vdzanych receptorovych subtypl ETa a ETg.
Zatimco ET, receptory zprostiedkuji vazokonstrikci a jsou lokalizovdny na hladkych
svalovych burikach cév, ETg receptory jsou lokalizovdny pfevdzné na endotelovych burikach
a jsou odpovédné za vazodilataci spolu s jejich clearancovou funkci zprostfedkovanou ETg
receptory (Brunner et al., 2006). Navic ddle zprostfedkuji rendlni tubuldrni natriurézu (Ge et
al., 2006). Ackoli ETg receptory byly primdrné povaZovény za medidtory vazodilatace a
natriurézy, bylo zji§t€no, Ze knockoutovand my$ pro ETg receptory sbérnych kanélka
vykazovala hypertenzi a retenci sodiku (Ge et al., 2006), Fink et al., 2007 nedavno ukézali, Ze
chronickd aktivace ETp receptort sarafatoxinem 6¢ zapfi¢inila hypertenzi, na jejimz vyvolani

se predpokldda mozné pusobeni sympatiku (Pollock et al., 2000).

Skodlivy vliv ET-1 ve vyvoji hypertenze je pfipisovén aktivaci ET s receptort, zv1asté jejich
mitogennimu plsobeni (Bouallegue et al., 2007). Neni proto tedy piekvapivé, Ze vysledkem

blokddy ET4 je orgdnovd protekce (Barton et al., 2006). Navic vyhoda selektivni ET4 blokady
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je rovnéZ dana tim, Ze neselektivni receptorovd blokdda inhibuje nejenom vazokonstrikéni

pusobeni ET,, ale i prospé$né vazodilataCni a natriuretické d¢inky ETg receptort.

K dispozici je nyni velké mnoZstvi ddaju, které ukazuji, ze ET produkce je stimulovdna
angiotenzinem II (ANG II) a naopak, Ze ET systém hraje dileZitou dlohu v patogenezi ANG-
IT dependentni a sul-dependentnich modeld hypertenze (Shiffrin, 2005). My (Vanéckové et
al., 2000) a ostatni (Pollock and Pollock, 2001) jsme prokézali, Ze ET systém se vyznamné
aktivuje pfi zvySeném piijmu soli. ACkoli ET A receptorova blokdda sniZzuje TK hlavné u stl-
dependentnich modelt hypertenze, byl popsan i vyznamny piinos ETg reptorii, které pfi
zvySeném piijmu soli zprostfedkovdvaji zvySené vyluCovani sodiku z téla (Vassileva et al.,

2003).

Ren-2 transgenni potkani [oficidlni ndzev kmene TGR(mRen2-27)] predstavuji model ANG
II-dependentni maligni hypertenze (dano inzerci murinového reninového genu) se silnou stl-
dependetni slozkou (Callahan et al., 1996, VanéCkova et al., 2006). U jeho homozygotni

varianty se vyvij{ zdvazna hypertenze s typickymi znaky maligni hypertenze jako napf. ztrata

véhy a poSkozeni funkce ledvin a srdce vedouci k véts{ mortalit€. Heterozygotn{ zvifata tak

predstavuji vhodnéjs{ model pro dlouhodobé studie.

V nas{ pfedchozi praci s pozdnim zacdtkem lé¢by u homozygotnich TGR jsme prokdazali, ze
ultrastrukturdlni poskozeni pfedchazi morfologickym zméndm a proteinurii. Z tohoto diivodu
jsme se v této studii v€novali immunohistochemickym zménam, které se objevuji v Casnych
fazich rendlniho hypertenzniho poSkozeni. Ke zhodnoceni zmén v podocytdrnim fenotypu
jsme pouZili desmin (marker podocytarniho poSkozen{), CD 10, a aktin hladké svaloviny

| (cytoskeletalni protein) a protein intermedialnich vldken vimentin.

Pristup 1€Cit zvifata aZ po rozvinuti hypertenze se vice podobd redlné klinické situaci. A tak
pfesto, Ze je dobfe zndma skuteCnost, Ze mladd zvifata jsou vice citlivd na hypertenzni
podnéty a rozli¢né farmakologické intervence (Kunes§ and Zicha, 2006), posunuli jsme 1€Cbu

az do doby jiZ rozvinuté hypertenze.
C. Experimentalni ¢ast

Protokoly v této studii byly provadény v souladu s Metodikou péCe a uzivani laboratornich

zvirat a jsou schvalené Ceskym vyborem pro pééi o zvitata (protokol 3/2007).
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Zvirata

Heterozygotn{ transgenni potkani (kmen s ndzvem TGR(mRen2)27) a jejich kontrolni skupina
normotenznich Hannover Sprague-Dawley (HanSD) potkant byli chovani v pokojové teploté
25°C s 12 hodinovym cyklem svétlo/tma a méli volny pfistup ke krmivu a vodé. VSechna
zvifata pouzivana v této studii byla chovdna v Centru experimentidlni mediciny Institutu
experimentdlni a klinické mediciny, kam byla doddna z chovnych zvitat dodanych Max

Delbriick Centra molekularni mediciny (Berlin, Némecko).
Popis experimentu

Zvitata dostavala od 52. dne véku vysokoslanou dietu (HS) (2%NaCl). Ve stejné dobé bylo
zahdjeno bud poddvani neselektivniho blokatoru ETA/ETg receptorl bosentanu nebo
blokatoru selektivnich ETa receptorG atrasentanu. Bosentan (Actelion, Alschwill,
Switzerland) byl pfiddvan do vysokoslané diety tak, aby celkové mnozstvi stravy odpovidalo
100 mg kg™ den™. Selektivni blokator ET receptori atrasentan (Abbott Laboratories, Abbott
Park, 1L, USA) byl pfiddn do pitné vody; tydenni ddvka byla pfizpGsobena tak, aby
odpovidala 5 mg kg'den™.

Nésledng byly vySetfovdny experimentdln{ skupiny:

samci HanSD na vysokoslané dieté¢ HS (n = 14)
samci TGR + HS, neléCeni (n = 18)
samci TGR + HS + bosantan (n=14)

samci TGR + HS + atrasentan (n=24).
Urceni TK, proteinurie a télesné hmotnosti

Od 32. dne byli potkani véZeni a byl jim méfen v tydennich intervalech systolicky tlak
pletysmografickou metodou na ocase, ovéfenou jiZz dfive v na$i laboratofi (Heller and
Hellerov4, 1998). Ve véku 50 a 80 dnl byla zvifata umisténa do metabolickych kleci, byl jim
po dobu 24 hodin méfen pfijem tekutin a vydej moci. Bilkoviny v moci byly stanoveny

pomoci biuretové metody (Lachema).

Na konci pokusu (90.den) byla zvifata zvdZena a anestezovana thiopentalem sodnym (50 mg

kg"), poté byl méfen stiedni arteridlni tlak (MAP) piimym méfenim v karotické arterii a
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zaznamenavdan automatizovanym systémem sbéru dat PowerLab (ADInstruments, Mountain
View, California, USA). Ledviny a srdce byly rychle vyfdaty a zvdZzeny. Poméry hmotnost
ledviny (KW)/hmotnost t€la (BW) a hmotnost srdce (HW)/BW byly pouzity jako ukazatelé

organové hypertrofie.
Stanoveni tkanovych koncetraci ET-1

Tkéané kiry pravé ledviny a levé srde¢ni komory byly ihned zmrazeny tekutym dusikem pro
stanoven{ koncentrace ET-1 ELISOU (Amersham, Braunschweig, Germany), jak jiz bylo

dtive popsano (Schiffrin, 2005, Vanéckova at al., 2006, Opocensky et al., 2006).
Histologické vySetreni

Levé ledvina byla rychle vynata, fixovdna 4% formaldehydem, vysuSena a zalita do parafinu.
Parafinové fezy byly obarveny hematoxylinem/eosinem a PAS reakci a vySetfeny pomoci
svételného mikroskopu Nicon Eclipse E 600. Rezy byly vySetiovany zaslepenym zplisobem.
Jak iz bylo dfive popsdno (Saito et al., 1987), v kazdé skupin€ bylo ndhodné vybrano 100
glomeruld, které byly zhodnoceny pomoci semikvantitativni $kély stuper O: normdlnf
glomeruly; stuped 1: sklerotickd plocha < 25% celkové glomerularni plochy nebo zietelné
adheze mezi kapilarnim trsem a Bowmanovym pouzdrem; stuperi 2: sklerotickd plocha mezi
25 % az 50 %; stupenl 3: sklerotickd plocha mezi 50 % az 75 %; stupeil 4: sklerotickd plocha
75 % az 100 % z celkové glomerularni plochy. Glomerulosklerézni index (GSI) byl vypocitdn
podle vzorce: GSI = (1xn;) + (2xny) + (3xn3) + (4xngy/ no + n; + N2 + N3+ ng, kde ny je pocet

glomeruld v kazdém stupni glomerulosklerézy.
Elektronova mikroskopie

Malé ¢asti kiry ledviny byly vynaty a vysetfeny pomoci elektronového mikroskopu. Byla
vzdy vySetfena dvé zvirata z kazdé skupiny. Vzorky byly obarveny osmiem, dehydrovdny a
zality v Epon 812. Ultratenké fezy byly obarveny uranyl acetdtem a citrdtem olova. Preparaty
byly vySetfeny pomoci elektronového mikroskopu Philips EM 286/Morgagni (FEI Company).

VySetieni byla provedena zaslepenou metodou.

Imunohistochemické vySetreni
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Byly pouzity fezy o tlouStce 5 um, které byly pouzity ze vzorkll formalinem a v parafinu
fixovanych tkani. Aktivita endogenni peroxidazy byla inhibovana 3 % H»>O, v metanolu po
dobu 30 minut, nésledovalo 15 minutové oplachovdni v tekouci vodé. Nespecifickd aktivita
byla vyloucena predchozim oSetfenim vzorki 1 % kozim sérem (Dako Cytomation, Glostrup,
Denmark) s 1 % kravskym fetdlnim albuminem po dobu 2 hodin. Vzorky byly inkubovany s
mySimi monoklondlnimi protildtkami proti lidskému aktinu (hladkého svalstva) (1A4, 1:50,
Dako, Cytomation, Glostrup, Denmark) nebo monoklondlnimi my$imi antthumannimi CD10
protildtkami (56C6, 1:20, Novocastra, Newcastle, UK), monoklondlnimi mySimi protildtkami
proti desminu (D33, 150, Dako, Cytomation, Glostrup, Denmark), monoklondlnimi mySimi
protilatkami proti vimentinu (V9, 11:50, Dako, Cytomation, Glostrup, Denmark) vzdy po
hodiné. K vizualizaci fezli inkubovanych s primarnimi protildtkami byl pouZit Kit Histofine
(Nichirei, Tokyo, Japan). Barvivo 3,3 diaminobenzidin (Liquid DAB + Substrate, Dako
Cytomation, Glostrup, Denmark) bylo pouZito na vSechny fezy a kontrastni barveni bylo
provedeno pomoci Mayersova hematoxylinu. Jako negativni kontrola byly vzaty fezy tkan{

bez primérnich protilétek.
Statisticka analyza

Statistickd analyza dat byla provedena pomoci softwaru Graph-Pad Prism (Graph Pad
Software). Pro porovndni mezi skupinami byla pouzita dvoucestnd ANOVA. Statistické
porovndni vysledkl pro vadhu srdce a ledvin pro koncentrace ET-1 byla pouZita metoda
jednocestnda ANOVA. Pokud nenf uvedeno jinak, jsou vysledky uvedeny jako primér + SEM,
kde n predstavuje pocet zvifat. Za statisticky vyznamné byly povaZzovdny hodnoty, které

prekroCily 95 % hranici pravdépodobnosti (P<0,05).
D. Vysledky
Mira prezivani

VSichni kontroln{ HanSD potkani pfeZzili do konce exeprimentu (data neprezentovana). Jeden
z nelécenych a bosentanem lé¢enych TGR zemrel ve veku 43 dni, tedy jesté pred zacatkem
experimentu (obrdzek 20A). Zatimco nelé¢eni TGR umirali béhem celého experimentu, l1é¢ba

bosentanem stabilizovala prezivani do 78. dne v&ku, poté tito potkani postupn€ umirali. Na

konci experimentu byla mira prezivani 71 a 83 % u nelélenych, resp. u bosentanem-l€¢enych




TGR, coZ nebylo statisticky vyznamné. Lécba atrasentanem statisticky vyznamné zlepsila

prezivani na 92 %, ktera se neodliSuje od 100 % prezivani u HanSD potkand.

Systolicky krevni tlak

Systolicky krevnfi tlak (SBP) u HanSD zistaval v A !
##

{ i et L L 27 '
normotenznim  rozmezi po celou dobu N i
experimentu (obrazek 20B). Na rozdil od toho z \’\‘_.

5
SBP u viech TGR od 29.dne v€ku rychle rostl. & THTGR NS

§ 40 ——TGAR + HS + Bosentan
Na zacatku experimentu, 52. den véku, se SBP ol - TGR+ HS + Auasentan
neliSil mezi nelécenymi, bosentanem léCenymi a 0

% 36 45 50 57 64 71 78 85 &0
atrasentanem  léenymi  TGR  (221,0+5,2;
214,5+3,1 resp. 215,2+2.6 mm Hg). Bosentan 2107
prechodné snizil SBP mezi 57. a 64. dnem véku, 00

ale na konci experimentu se neodliSoval od

nelécenych TGR (228,0+4,0 resp. 236,9+5,7 mm

1704

Systolicky krevni tlak (mm Hg)

1204 ——TGR + HS =+—TGR + HS + Bosentan
Hg). Od 71. dne pokusu byl SBP u atrasentanem , j e enSD S —a_TGR + HS+ Atasentan
P4 - . N L s »~ A - 2
léCenych TGR vyznamné niZSi neZ u nelétenych D S e

nebo bosentanem lé¢enych TGR.

Obrazek 20

Mira pfezivini (A) a systolického krevniho tlaku (B) b&hem experimentu u heterozygotnich Ren-2 transgennich
potkant (TGR;+/-) na vysokoslané dieté (HS)*P<0,05 bosentan proti nelé€enych TGR #P<0,05 atrasentan proti
neléCenym TGR, P<0,05 @ atrasentan proti bosentanem 1é¢enym TGR.

Glomerulosklerozni index

Hypertenzni glomeruldrni postiZeni bylo charakterizovdno stfedni mezangialni expanzi a
sporadicky segmentalni skler6zou kapildrniho trsu (prevaziné stupen 1). NejveétSi stupen
postizeni byl prokdzdn u neléCenych TGR. Lécba bosentanem casteCné zmenSila, zatimco
atrasentan Upln€ zmirnil morfologické hypertenzni zmény v glomerulech (obrazek 21). Cévni
zmény v ledvindch byly rovn€z lehké a jejich rozsah odraZel glomeruldrni zmény. Na
ultrastrukturalni drovni byly u neléCenych TGR nalezeny pouze lehké regresivni zmény

podocytl s CasteCnym splyvanim vyb&zkd. LéCba bosentanem zlepSila (omezila rozsah
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splyvdni podocytarnich vyb&€Zzki) a atrasentanem obnovila normalni podocytarni architekturu

(obréazek 22).
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Obrazek 21
Glomerulosklerézni indexy u heterozygotnich Ren-2 transgennich potkand (TGR; +/-) na vysokoslané dieté (HS)
na konci experimentu *P<0,] proti neoznacenym hodnotdm, #P<0,01 proti nelé¢enym TGR.

Obrazek 22

Snimek podocytd z elektronového mikroskopu I€fenych a neléCenych samcich heterozygotnich TGR. (A)
HanSD samci na vysokoslané dieté¢ (HS) s normalni glomerularni kli¢kou (zvétSeno 28000x) (B) nelécent
heterozygotni TGR samci na HS s fokdlnim splyvanim vyb&zka a mikrovilézni transformaci podocytd ( zvétSeno
[4000x) (C) Bosentanem léCeni heterozygotni TGR samci na HS vykazuji pouze minimdin{ flzi vybézkd (
zvétSeno 28000x) (D) atrasentanem lé¢eni heterozygotni TGR samci na HS s normalni podocytdrni architekturou
( zvétseno 28000x).
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Obrazek 23

Podocytarni po¥kozeni u heterozygotnich TGR. Reprezentativni snimky z elektronového mikroskopu po barveni
pro CD 10. (HanSD) HanSD krmeni vysokoslanou dietou (A). (TGR) neléfeni heterozygotni TGR na
vysokoslané dieté (B), (TGR + Bos) heterozygotni TGR krmeni vysokoslanou dietou 1€€eni bosentanem (C),
(TGR a Atras) heterozygotni TGR krmeni vysokoslanou dietou a léCenf atrasentanem (D) X-ndsobné zvétSeni,
jednotka na stupnici pfedstavuje 100 um.

Obrazek 24

Hypertenzni poSkozenf u heterozygotnich TGR. Reprezentativni mikrofotografie imunobarveni na vimentin.
(HanSD) Han SD potkani krmeni vysokoslanou dietou (A), (TGR) nelééeni heterozygotni TGR na vysokoslané
dieté (B), (TGR + bos) heterozygotni TGR krmeni vysokoslanou dietou 1é¢eni bosentanem (C), (TGR a Atras)
heterozygotni TGR krmeni vysokoslanou dietou a léCeni atrasentanem(D) X-ndsobné zvétSeni, jednotka na
stupnici predstavuje 100 pm.
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Histochemie

Histochemicka analeq podocytarniho poSkozeni{ odhalila, Ze desmin, marker casného
podocytarniho poskozeni, byl vyjadien u velkého mnozstvi glomerulli nelé¢enych TGR. Jeho
pritomnost byla zvySena i v oblastech segmentaln{ glomeruldrni sklerézy. Lécba ob€ma druhy
ET receptorové blokady omezila indukci desminu v podocytech. Alfaaktin hladké svaloviny
nebyl nalezen u Zddného z glomerult vySetfovanych skupin zvifat. CD 10 pozitivni barveni{ v
podocytech bylo snizeno nebo potlaceno u nelécenych TGR (obrdzek 23). Lécba
atrasentanem ve srovndni s bosentanem témeér dplné obnovila expresi CD 10 v podocytech,
ktery zpusobil pouze omezeny vzestup CD 10 pozitivniho barveni. U kontrolnich HanSD
potkant byl vimentin nalezen pouze v glomerulech a to zvlasté v podocytech (obrazek 24). U
neléCenych hypertenznich TGR byly podobné lokalizatni zmény v podocytech, ale pozitivni
barveni na vimentin se objevilo rovnéZ v peritubularnich kapilarach a uvnitf intersticia (v
oblastech tubuldrni atrofie). Tubuldrni neoexprese vimentinu byla zaznamendna 1 u
neléCenych TGR. VySe jmenované tubulointersticidlni zmény v barveni na vimentin byly

vyznamne snizeny bosentanem a prakticky Uupln€ odstranény atrasentanem.

Proteinurie

Proteinurie v 50. den véku u vSech skupin TGR
vyznamné prevySovala jeji stupeft u HanSD (Obrazek

25A). Mezi jednotlivymi TGR skupinami 50. den

Proteinurle 50.den (mg proteinu/24 h)

véku nebyly prokazany rozdily v exkreci proteinu. 80.

den mély HanSD velmi malou proteinurii
(13,75£2,22 mg proteinu/den). Na rozdil od toho se
proteinurie, kterd byla podobnd u neléCenych a
bosentanem lé¢enych TGR, vyznamné prevysila
proteinurii  HanSD  potkani  (42,07+6,30  resp

43,32+4,0 mg proteinu/den). LéCba atrasentanem

Protelnurie 80.den (mg proteinw24 h)

vyznamné redukovala proteinurii na 24,06=1-70 mg

proteinu/den (P<0,01 proti neléCenym TGR).

Obrazek 25
Proteinurie 50. den (A) a 80. den (B) véku u heterozygotnich Ren-2 transgennich samcl (TGR;+/-) na

vysokoslané dieté¢ (HS). *P<0,01 proti neoznalenym kontroldm, #P<0,01 oproti neléenym a bosentanem -
1é€enym TGR.




Hmotnosti téla a organu

Nebyly prokazany rozdily ani v pfirdstcich hmotnosti béhem experimentu, ani v kone&né
t€lesné hmotnosti mezi vSemi vySetfovanymi skupinami potkand (data neprezentovéina).
Neléceni TGR prokazovali ve srovndni s kontrolnimi HanSD potkany progresivni srde¢ni
hypertrofii (HW/BW 4,15+0,08 vs. 3,13+0,09, P<0,01) (Obrdzek 26A). Jak bosentan, tak i
atrasentan vedly k vyznamnému poklesu poméru HW/BW na 3,67+0,04 resp. 3,61+0,06
(P<0,01 proti nelé¢enym TGR). KW/BW poméry u vSech skupin byly vyznamné vySSi nez u
HanSD potkanl (obrdzek 26B).

ET-1 tkanové koncentrace

Jak je ukdzdno na obrdzku 27A, koncentrace ET-1 v levé komore u nelé¢enych TGR 2,5x
prevySily koncentrace ET-1 u HanSD potkant (0,54+0,06 proti 0,21£0,05 fmol/mg proteinu,
p<0,05). Bosentan céste¢né sniZil, zatimco atrasentan plné normalizoval tuto hodnotu na
0,39+0,03 resp. 0,17+0,04 fmol/mg proteinu (P<0,05). Obsah ET-1 v kufe ledviny byl lehce,
ale nevyznamné vy3$i u neléenych TGR (0,21+0,03 fmol/mg proteinu) nez u HanSD
potkani (0,14+0,02 fmol/mg proteinu). Nebyly zjist€ny rozdily mezi hladinou ET-1 v
ledvinné kiife u neléfenych a bosentanem (0,20+0,03 fmol/mg proteinu) nebo atrasentanem

lé€enymi TGR (0,21+0,03 fmol/mg proteinu) (obréazek 27B).

Obrazek 26 (vlevo)

Indexy HW/BW (A) a KW/BW(B) u heterozygotnich Ren-2 transgennich samctli, (TGR;+/-) na vysokoslané
dieté. *P<0,01 proti neoznatenym kontroldm, #P<0,01 oproti nele¢enym TGR.

Obrazek 27 (vpravo) Koncentrace endotelinu-1 v levé komote (A) a kite ledviny (B) u HanSD (-/-) a u
heterozygotnich Ren-2 transgennich potkant (TGR;+/-) na vysokoslané (HS) dieté.*P<0,0! proti neoznaenym
kontrolam, #P<0,01 oproti nele¢enym TGR.
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E. Diskuse

Tato studie navazuje a rozSifuje nase predchozi prace u homozygotnich (Opocensky et al.,
2006, VanéCkova et al.,, 2005 ) a u heterozygotnich (Vanéckova et al., 2006) Ren-2
transgennich potkant (TGR). Soucasna data ukazuji, Ze na rozdil od homozygotnich TGR, ET
receptorovd blokada u heterozygotnich TGR md podobné tcinky pokud je pouZita jak u
potkanil s jiZ fixovanou hypertenzi (regresni protokol), tak u mladych zvifat (preventivni)
protokol. Tento rozdil Ize vysvétlit bud’ tim, Ze u homozygotnich zvitat je vice aktivovany ET
(1995), nebo mensim d¢inkem sodiku v potravé na aktivaci ET systému. Je dobfe zndmo, Ze v
potravé piijimany sodik vyvolavd hypertenzi a TGR je kmen s vyznamnou sil-senzitivni
slozkou a vyvoldvd endotelovou dysfunkci diky zvySené produkci ET-1, kterd muiZe byt
stimulovdna ANG 1I. V naSich predchozich studiich jsme prokazali, Ze zvySeny pfijem sodiku
nesniZuje soub&zné hladinu plazmatickych a ledvinnych ANG II koncentraci u bdélych TGR
samcl, coZ nds vedlo k hypotéze, Ze zvySeny plazmaticky a ledvinny ANG II diky zvySené
ET-1 produkci pfispiva k rozvoji hypertenze a orgdnového poskozeni u TGR (Huskova et al.,
2006). Navic jsme u heterozygornich TGR prokézali, Ze vysokosland dieta vyznamné
zrychluje rozvoj hypertenze, zvySuje dmrtnost a zhorSuje ledvinné a srde¢ni postiZeni, pokud
je podana mladym zvifatim (Van&ckova et al., 2006). V souhlasu s vyse uvedenou hypotézou
jsou na jedné stran€ podobné nédlezy u sou€asnych heterozygotnich a v pfedeSlych studiich i u
homozygotnich TGR s ¢asnym 1 pozdnim zacatkem 1é¢by pomoci ET4 receptorové blokddy,
to jest pokles BP pozorovany jiz tyden po zahdjeni 1éCby a t€éméf podobné zmény v mife
prezivani a v proteinurii. Na druhé strané srde¢ni a ledvinnd hypertrofie byla mirné vyssi, coz
bylo provazeno i vyS$§i tkafiovou ET-1 koncentraci v naSich predchozich pracich s Casnym
zacitkem ET receptorové blokady (preventivni protokol). To pravdépodobné odrazi Casnéjsi
vystaven{ téchto potkand vysokoslané dieté, coz vede ke zieteln&jsi akceleraci hypertenze ve

srovnan{ s regresnim protokolem.

Dilezitym zjiSt€nim je skuteCnost, ze léCba atrasentanem sniZuje TK dokonce i ve fazi
fixované hypertenze u heterozygotnich TGR. Opakované jsme potvrdili vét§i G&innost
selektivn{ ET 4 receptorové blokady nad neselektivni blokddou u Ren-2 potkant (Vanéckova
et al., 2006, Opocensky et al., 2006, Vanéckova et al., 2005), kterd je pravdépodobné dana

~

skuteCnosti, Ze neselektivni receptorové blokatory inhibibuji zdroven nejenom

vazokonstrikéni ETa receptory (Kohan, 2006), ale rovnéZ vazodilatatni ETg receptory
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zprostiedkujici vazodilataci a natriurézu (Ge et al., 2006). Uginnost ET, receptorovych
blokatort na snizeni TK byla prokdzana i u nékolika jinych kmenl potkant a byla obvykle
provazena antiproteinurickym pusobenim (Matsumura et al., 1999), coZ bylo vysvétleno
jejich uéinkem na zachovan{ integrity podocytd, filtracni bari€ry glomerult (Pavenstadt et al.,
2003). Prokazali jsme, Ze 1éCba atrasentanem normalizuje tlou$tku glomerularni bazalni
membrany a omezuje rozsah podocytarnich zmén u mladych homozygotnich TGR. Toto bylo
provazeno vyznamnou korelaci mezi stupném podocytarntho poSkozeni a preZivani za
podminek tézké hypertenze (Opocensky et al., 2006). V této studii byly ultrastrukturaini
zmény podocytd u TGR pouze lehké. Tento nélez mizZe na jedné strané odrdZet postupny
narist TK s moZnou aktivaci adaptacnich mechanismi a na druhé strané kratké trvani

experimentu.

Cetné strukturdlni zmény pozorované u hypertenzni glomerulopatie jsou pfitomny i u
ostatnich chronickych nefropatii (jako napf. diabetickd nefropatie, fokalni segmentalni
glomeruloskleréza). U téchto onemocnéni ledvin je proliferace/aktivace mezangidlnich bunék,
tubularni poSkozeni/regenerace, stejné tak 1 intersticidlni fibréza spojena s neoexpresi
cytoskeletdlnich proteind a intermedidlnich vidken. Neoexprese vimentinu u nékterych
tubuldrnich buné€k hypertenznich potkani neni neoCekdvand, stejné tak jako, Ze protein
intermedidlnich vldken byl spojen s Sirokou Skdlou tubuldrnich poSkouzeni (Nouwen et al.,
1994, Sanai et al., 2000). Je moZné, Ze tyto zmény odrazeji prvek dediferenciace tubuldrnich
bunék b&hem procesu poskozeni/oprava (hypertenzni nebo hyperglykemické). Predpoklddalo
se, Ze exprese vimentinu v tubuldrnich burnikdch predstavuje transdiferenciaci ve fibroblastovy
druh bunék (Strutz and Muller, 2000), a timto zplsobem mohou burky pfispivat k

intersticialni fibréze.

Bylo dokumentovano, Ze ET-1 cestou ET 4 receptort pisobi poSkozeni cytoskeletu podocytu a
jeho aktinovych vldken (Morigi et al., 2006). ProtoZe se zda, Ze se jedna o reverzibilni proces,
jejich blokada by mohla byt prospéSna tim, Ze podocyty by podporovaly rust endotelidlnich
bunék. Neprokdzali jsme aktinovd vldkna hladké svaloviny v glomerulu. Jedno z moZnych
vysvétleni miize byt kratké trvani experimentu po dobu pouze 13 tydnii. Remuzzi et al., 2006
prokézali zvySenou expresi aktinu u potkani Munich Wistar Fromter az v 50. a 60. tydnu
véku. Podocytarni poSkozeni mlize byt prokdzano pfitomnosti riznych markerd. Jeden z nich
je CD 10 (neprilysin, enkephalindza), 90-110 kd zinek-dependentni metallopeptiddza,

pfitomnd v ledvinidch na podocytech, kartd¢ovém lemu a hladké svaloviné cév (Debiec et al.,
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2003). V této praci bylo zietelné snizeni CD 10 nalezeno u neléenych hypertenznich
potkanii. Lécba bosentanem ¢dstecné a atrasentanem plné obnovila jeho pozitivni lokalizaci v
podocytech. Desmin, marker podocytarniho poskozeni (Floege et al., 1995), byl zvySen pouze

v poSkozenych podocytech nelécenych TGR. ET receptorova blokdda chrdnila podocyty pred

N e

F. Zavér

V této préci jsme prokdzali, Ze na rozdil od homozygotnich TGR méd pozdni lé¢ba dospélych
potkantt ET receptorovou blokddou podobné ulinky na hypertenzi a poSkozeni cilovych
orgdnll u heterozygotnich potkand jako md Casnd 1écba, to jest lé¢ba mladych potkand.
Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim téchto nédlezi je mensi aktivace ET systému u
heterozygotnich zvitat krmenych vysokoslanou dietou ve srovndni s homozygotnimi TGR,
jak ukdzaly vysledky naSich pfedchozich praci. Zda se v8ak, Ze podocytdrni poSkozeni hraje
kli€ovou roli v zapojen{ ledvin u heterozygotnich TGR za téchto experimentélnich podminek

a je vyznamné zmens$eno lécbou blokétory ET 4 receptort.
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11. Zavérecné shrnuti vysledki

1.

U dospélych transgennich potkand pro Ren-2 gen (TGR) byly TK, proteinurie,

glomerulosklerézni index, HW a tkdnovy ET-1 obsah niz8i nez u mladych TGR. Mlada

N 24

Ultrastrukturdlni zmény podocyti predchézeji histologickym odchylkdm popsatelnym
svételnou mikroskopii a zfetelné odpovidaji i mife prezivani. Mohou tedy slouzit jako

marker budouciho poskozeni ledvin dlouho pred manifestaci proteinurie.

. Vysokosland dieta akceleruje hypertenzi a doprovodné postizen{ cilovych orgdnl u

mladych heterozygotnich TGR 1é¢enych od odstavu.

Chronicka selektivni ETs blokdda zahdjend az v case rozvinuté hypertenze u
homozygotnich TGR na vysokoslané diet€ prokédzala podstatny protektivni ucinek na

miru prezivani a na rdst, s pfechodnym zbrzdénim vzestupu TK.

Selektivni blokdda ET A receptord ptrevySuje neselektivni ETA/ETg receptorovou blokéadu
ve svych t¢incich na zmiméni hypertenze, hypertenzniho organového poSkozeni a miry

prezivani.

ET systém miiZe byt aktivovan druhotné po aktivaci renin-angiotenzinového systému. ET-
1 hraje ziejmé hlavni roli v kardiovaskuldrnim a ledvinném poskozeni pouze za podminek

t€zké hypertenze nebo zevné podminénym zvySenim ANG II.

Pozdni 1é¢ba dospélych potkand ET receptorovou blokadou méd podobné dcinky na

hypertenzi a poSkozeni cilovych orgdnii u heterozygotnich potkant jako ma ¢asna 1écba.

Podocytarni poSkozeni hraje klicovou roli v naruseni funkce ledvin u heterozygotnich

TGR za téchto experimentdlnich podminek a je vyznamné zmenSeno léCbou blokatory

ETa receptort.
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