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1.  Uvod

Historie renin-angiotenzinového syst¢ému (RAS) saha az do 19. stoleti.
Za nejucinnéjsi slozku RAS je stale povazovan ANG II. Tento oktapeptid hraje
dilezitou roli v kontrole objemu télnich tekutin, v regulaci krevniho tlaku
a V kardiovaskularnim remodelingu prostfednictvim pfimych G¢inki na syntézu
proteind, na bunécény rust a diferenciaci bunék, na indukci rist-podporujicich genti
a na utlumeni syntézy kyslikovych radikali, prostanoidi ¢i cytokint.

Hlavnim cilem této dizerta¢ni prace bylo zjistit, jakou tilohu hraje interakce mezi
systémovym a intrarenalnim RAS v rozvoji hypertenze. Vychazeli jsme z nasledujici
hypotézy: u transgennich potkanti dochazi v obdobi rozvoje hypertenze k urychlené
intrarendlni tvorbé ANG II, kterd neni nasledovdna pfiméfenym utlumem exprese AT;
receptort v rendlnim feciSti a v oblasti tubularniho systému ledvin. Kombinace téchto
dvou faktori je odpovédnd za zvySenou rendlni vaskuldrni rezistenci, zvySenou
tubularni reabsorpci sodiku a celkové zhorSeni funkce tlakové-natriuretického
mechanismu ledvin a nasledny rozvoj hypertenze.

Cela prace je rozdé€lena do nékolika kapitol. Prvni ¢ast je zamétena na klasicky
RAS, na jeho znamé i nové objevené hlavni slozky a na jednotlivé lokalni tkanové
RAS. Hlavnim tématem druhé Casti jsou zvifeci modely hypertenze. Jsou zde popsany
Ctyfi modely experimentdlni hypertenze, které jsou pouzivany V nasi laboratofi.
Posledni a zaroven nejvétsi Cast tvoti vlastni studie.

Cilem prvni studie bylo stanovit koncentrace ANG II v plazmé a v ledvinné
tkani u anestetizovanych, chirurgicky stresovanych zvifat a naproti tomu u bdélych
zvirat. Doposud nebyl studovan vliv anestézie u ANG II-dependentnich modelt
hypertenze a také nebyla provedena podrobné&jSi studie srovnavajici plazmatické
a renalni koncentrace ANG II u experimentalnich modelt ANG II-dependentni formy
hypertenze a u normotenznich kontrolnich potkanii. Je v§eobecné znamo, Ze anestézie
ovlivituje koncentrace ANG II. Bd¢la zvifata byla usmrcena dekapitaci, tudiz naméfené
koncentrace ANG Il nebyly ovlivnény anestézii.

Hlavni roli v patofyziologii hypertenze u ANG Il-dependentnich modelt hraje
ANG I, proto jsme se dale rozhodli stanovit plazmatické a renalni koncentrace ANG 11
Vv jednotlivych fazich rozvoje hypertenze. Jako experimentalni model jsme si vybrali

hypertenzni transgenni kmen TGR(mRen2)27, ktery piedstavuje geneticky piesné



definovany model ANG Il-dependentni formy hypertenze. S ohledem na vyznam
ANG Il vrozvoji sul-senzitivni hypertenze a zjisténi, ze TGR vykazuji sil-senzitivni
slozku hypertenze, bylo nasim dal$im ukolem ov¢fit ucinky diety s vysokym a S nizkym
obsahem soli na krevni tlak a na plazmatické i renalni koncentrace ANG II.

Co se tyce rozvoje a prabehu hypertenze, fada studii popisuje u TGR sexuélni
dimorfismus. Samci maji vyssi krevni tlak (TK) a vaznéjsi hypertenzi vyvolané
organové poskozeni v porovnani se stejn¢ starymi samicemi. Navic TK heterozygotnich
TGR samic se ve stafi spontanné vraci az k normotenznim hladindm. Poslednim tkolem
tedy bylo stanovit plazmatické a rendlni koncentrace ANG II v priabéhu rozvoje
hypertenze u anestetizovanych i bdélych samic a taktéz ovétit vliv sodikové rovnovahy

na krevni tlak a ANG II koncentrace.



2. Renin-angiotenzinovy systém

2.1 Klasicky renin-angiotenzinovy systém

Zakladni a nejdulezitéjsi funkci renin-angiotenzinového systému (RAS) je
udrZovat relativné konstantni slozeni elektrolytti, objem extracelularni tekutiny (OECT)
a arteridlni tlak. RAS je vyrazné aktivovan pii snizeném piijmu soli a tekutin
s naslednym poklesem OECT, pii krvaceni a pii poklesu TK. V piipadé jeho
nepiiméiené aktivace vyvolané nadbytkem soli v potravé ¢i poskozenim ledvin je RAS
hlavnim pfispévatelem k rozvoji hypertenze.

Jednotlivé komponenty RAS jsou zndzornény na obr. €. 1.

Obrazek €. 1: Schéma renin-angiotenzinového systému

— vazokonstrikce

ACE — reabsorpce Na
- — sekrece aldosteronu
Renin chymase ATLr | o
— aktivace sympatiku
l ANG I ANG 11 — podpora buii. riistu

— vazodilatace

AT2r. — natriuréza
— inhibice bui. ristu

Aogen T (1-10) —— > (1-8) \

NEP
PEP
4 | APA
— vazodilatace
— natriuréza
_ inhibice bun, M@ T. ANG 111
rlstu (2-8)
ACE | ANG 1-9

— AP N, M, B

ANG 1-5

ANG IV
(3-8) — | IRAP(ATAI.

— vazodilatace
— natriuréza
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V jatrech syntetizovany glykoprotein angiotenzinogen je jedinym substratem
pro karboxypeptidazu renin. Renin je syntetizovan v ledvinach, Vv juxtaglomerularnich
(JG) bunkach. Z angiotenzinogenu odstépuje malo ucinny dekapeptid angiotenzin |
(ANG I, taktéz nazyvany ANG 1-10). ANG I je dale $tépen riznymi enzymy na vice ¢i
mén¢ aktivni metabolity. Dipeptidylkarboxypeptidaza angiotenzin-konvertujici enzym
(ACE) odstépuje 2 aminokyselinové zbytky 2z C-terminalniho konce fetézce
dekapeptidu ANG I, a tak vznika vysoce G¢inny oktapeptid ANG Il (ANG 1-8), ktery je
stale povazovan za nejucinnéj$i peptid renin-angiotenzinového systému. ANG Il je
rychle metabolizovan enzymy, které se souhrnné nazyvaji angiotenzinazy.
Aminopeptidaza A (AP A) odstraniuje jeden aminokyselinovy zbytek z N-terminalniho
konce fetézce ANG Il za vzniku heptapeptidu ANG Il (ANG 2-8), ktery je $tépen
dal§imi aminopeptidazami (AP) na hexapeptid ANG IV (ANG 3-8). Piimo z ANG Il je
pomoci karboxypeptidazy ACE2 produkovan heptapeptid ANG 1-7. Tento peptid
vznika 1 §tépenim ANG I endopeptidazami (NEP a PEP). ACE2 také konvertuje ANG |
na ANG 1-9, jehoz funkce zatim neni znama [Reudelhuber 2005].

Existuji dva hlavni typy receptorti pro ANG Il — AT; a AT, receptory, které maji
proteinovou povahu a patii mezi tzv. serpentinové s G proteinem-spiazené receptory
(7x prochazeji bunéénou membranou). AT; receptory zprostfedkovavaji hlavni
fyziologické uc¢inky ANG II. Mysi a potkani, na rozdil od ¢lovéka, maji dvé formy
téchto receptorti ozna¢ované jako ATia @ ATy receptory [Campbell 2003]. Funkce AT,
receptoril jsou stale predmétem zkouméni. Prostfednictvim ATi, AT, a specifickych
ANG III receptorti pusobi také ANG Il [Campbell 2001]. Uginky ANG IV jsou
zprostfedkovany pomoci AT, receptori, které patfi mezi inzulinem-regulované
aminopeptidazy (IRAP) [Albiston et al. 2001]. AT, receptory byly poprvé
identifikovany v nadledvinach hovéziho dobytka. Kromé toho se tyto receptory
vyskytuji ve velké mife v mozku a v perifernich organech [Albiston et al. 2001]. ANG-
(1-7) ptsobi pies Mas receptor [Santos et al. 2003, Kostenis et al. 2005].

V ramci RAS existuji dvé odliSnad ramena pro tvorbu aktivnich angiotenzinti —
vazokonstri¢ni a vazodilatani. Vazokonstrikéni rameno je reprezentovano tvorbou
a degradaci hypertenzniho, rast-stimulujiciho peptidu ANG II. Vazodilata¢ni rameno je
antagonistou prvniho ramene, dava vznik vazodilatatoru ANG-(1-7) s antiproliferacnimi
ucinky. Rovnovahu mezi obéma rameny udrzuje ACE2. Ptipadna nerovnovaha mezi

témito rameny mize vést ke vzniku hypertenze ¢i hypotenze.

11



Angiotenzinogen

= Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-[des-ANG I-angiotenzinogen]

Vroce 1957 byla objasnéna sekvence prvnich 14 aminokyselin koniského
angiotenzinogenu, vcetn¢ St€épného mista pro renin. V 80-tych letech 20. stoleti byla
diky klonovani a sekvenovani krysiho a lidského angiotenzinového genu objasnéna jeho
primarni struktura [Morgan et al. 1996]. Neglykosylovany protein je tvofen
jednoduchym polypeptidovym fetézcem 452 aminokyselin o celkové molekulové
hmotnosti 49 770 Da. Potencialni glykosyla¢ni mista se nachazeji v pozicich 14, 137,
271 a 295 [Campbell et al. 1985]. Strukturu angiotenzinového genu popsaly dvé
skupiny badateltt — Gaillard a spol., Fukamizu a spoll. [Gaillard et al. 1989, Fukamizu
et al. 1990]. Lidsky angiotenzinovy gen se sklada z péti exont a étyf intronti o celkové
délce 12 kb.

Angiotenzinogen je primarné syntetizovan v jatrech a uvoliiovan do cirkulace,
kde je $tépen reninem za vzniku ANG I. Koncentrace angiotenzinogenu v cirkulaci jsou
ptiblizné 1000x vétsi nez koncentrace volného cirkulujiciho ANG | a ANG 1l [Zou et al.
1996]. Rychlost tvorby ANG 1 zavisi na plazmatické reninové aktivité (PRA), ktera je
regulovana tempem uvoliiovani reninu z JG bunék ledvin. Jeho hladina v cirkulaci je
zvySovana glukokortikoidy, hormony S§titné zldzy a estrogeny [Ganong 1995].
Angiotenzinogen je syntetizovan a uvoliovan také ze srde¢ni, cévni, ledvinné a tukové
tkané [Carey and Siragy 2003a].

Angiotenzinogen je ,rezervoarem™“ ANG I, coZz je jeho jedina jednoznaéné

prokazana funkce.

Angiotenzin |
= Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu

Diky rozsitené lokalizaci ACE v mnoha krévnich fecistich a tkanich miZze byt

ANG I lokalné konvertovan na ANG II ve vSech tkanich.

Angiotenzin Il (ANG I1)

= Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

Na rozdil od reninu a angiotenzinogenu, které maji relativné dlouhy polocas
rozpadu, je ANG II degradovan peptidazami béhem nékolika sekund [Carey and Siragy
2003a].
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ANG 1I stimuluje uvoliiovani aldosteronu, uvolfiovani katecholaminii z dien¢
nadledvin a ze zakonceni sympatickych nervl, pocit zizn¢ a chut’ na slané, zvySuje
kontraktilitu myokardu a ovliviluje epitelidlni reabsorpci soli a vody ve stfeve
a v ledvinach [Navar et al. 1999]. V krevnich cévach vyvolava vazokonstrikci. VéEtSina
hypertenzogennich u¢inktit ANG Il (vazokonstrikce, retence sodiku) je zprostfedkovana
ptes AT receptory. ANG II také vykazuje vyznamné dlouhodobé proliferacni ucinky
[Wolf and Neilson 1993]. ANG Il dale pfispiva k zanétu a fibréze ledvin, coz ma
za nasledek zmény v renalnich funkcich a ve vysi krevniho tlaku [Siragy 2006].
Neprochazi hematoencefalickou bariérou, ale je produkovan lokalné. ANG Il je
klicovym faktorem v patofyziologii a Vv rozvoji hypertenze, onemocnéni ledvin,

aterosklerdzy, diabetu a srdecniho selhéni.

Angiotenzinové receptory AT; a AT,

AT, receptory jsou Siroce rozsifeny po celych ledvinach. Jsou lokalizovany
na buiikdch hladké svaloviny rendlnich cév, vcetné aferentni i eferentni arterioly
a glomerularnich mesangidlnich bun¢k, ddle na kartdCovém lemu a bazolateralnich
membranach bunék proximalniho tubulu, na buinkach epitelia tlustého vzestupného
raménka Henleho klicky, distalniho tubulu, koroveé 1 dienové €asti sbéraciho kanalku,
macula densa a na glomerularnich podocytech [Miyata et al. 1999, Harrison-Bernard et
al. 1997]. Podobné¢ AT; mRNA byla nalezena v proximalnim tubulu, v tlustém
vzestupném raménku Henleho klicky, v buiikdch korové i1 dfefiové casti sbéraciho
kanalku, v glomerulu, v cévach, ve vasa recta a JG bunkach [Carey and Siragy 2003b,
Navar et al. 2002]. Kromé¢ ledvin (retence vody a soli) se AT receptory vyskytuji také
viad¢ dalSich organt vcetné srdce (zprostiedkovani pozitivnich ionotropnich
a chronotropnich t¢inkti Ang II na kardiomyocyty), mozku (uvolfiovani vazopresinu,
zizen, slany apetit, aktivace sympatiku, regulace krevniho tlaku), plic, jater
(metabolismus glykogenu), kiry nadledvin (uvoliovani sul-zadrzujiciho hormonu
aldosteronu), ale také v cévnich hladkosvalovych bunkach (podpora vazokonstrikce).
Jak jiz bylo uvedeno vyse, u potkanl a mysi existuji 2 subtypy AT; receptori — ATia
a ATyg. Co se tyce ledvin, u hlodavct se ATig MRNA nachazi pievazné v glomerulu,
kdezZto v ostatnich ¢astech nefronu pievlada subtyp AT;a [Navar et al. 2002].

Selektivnimi antagonisty AT; receptorit jsou bifenylimidazoly, tj. losartan,
candesartan a irbesartan. Blokada intrarenalnich AT; receptorti, za podminek

minimalniho sniZeni arterialniho tlaku, vyvola signifikantni zvySeni GF, pritoku krve
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ledvinou, celkové i frakéni exkrece sodiku [Cervenka et al. 1998, Cervenka and Navar
1999b, Cervenka et al. 1999c, Wang et al. 1997].

AT, receptory jsou vysoce exprimovany ve fetdlnich ledvinach, ale béhem
neonatalniho vyvoje dochazi k jejich zna¢nému poklesu [Ozono et al. 1997].
V dospélych ledvinach jsou AT, receptory syntetizovany v aferentni arteriole,
v glomerularnich endotelidlnich a mesangidlnich buiikach, v buiikkach proximalniho
tubulu a v intersticialnich bunkach [Miyata et al. 1999, Ozono et al. 1997]. AT,
receptory byly také detekovany v srdci, v nadledvinach, v reproduk¢ni tkani a v mozku
[Dinh et al. 2001]. Krom¢ vazodilatacnich ucinki ovliviiuji AT, receptory renalni
produkci reninu [Siragy et al. 2005]. Reguluji aktivitu RAS tim, Ze inhibuji syntézu
reninu. Mezi selektivni ligandy AT, receptorii patii tetrahydroimidazolpyridiny
PD123319 a PD123177 a dale CGP42112.

AT, receptory se skladaji z 359 aminokyslin. Naproti tomu AT, receptory jsou
tvofeny 363 aminokyselinami a s AT receptory se shoduji ptiblizn¢ ve 30 %. Oba typy
receptori maji molekulovou hmotnost 41 kDa. Obecné jsou uUcinky Ang II
zprostiedkované pies AT; a AT, receptory opacné. Zatimco AT; receptory stimuluji
reabsorpci sodiku, AT, receptory zvySuji exkreci sodiku. AT; receptory podporuji
bunécny rist, naopak AT, receptory vyvolavaji antiproliferaci a diferenciaci bun&k
[Dinh et al. 2001]. Stimulaci AT; receptori zptisobuje ANG II vazokonstrikci cév,
kdezto AT, receptory zprostfedkovavaji pomoci stimulace NO-BK-cGMP kaskady
cévni vazodilataci [Siragy 2006]. Zablokovani aktivity AT; receptord zpusobi

signifikantni sniZeni krevniho tlaku.

Angiotenzin-(1-7)

= Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro

Biologicka aktivita ANG-(1-7) byla poprvé prokazana v roce 1988 [Schiavone
et al. 1988]. Od té doby tada autorti dospé€la k zaveéru, ze ANG-(1-7) je biologicky
aktivni produkt RAS. Hlavnimi zdroji pro produkci ANG-(1-7) jsou srdce,
mozek a ledviny, dale je tento heptapeptid produkovan v uteroplacentarni tkani
a ve vajecnicich [Ferrario et al. 2005]. ANG-(1-7) je tvofen pifimo z ANG I t¢inkem
endopeptidaz (NEP 24.11, PEP, thimet oligopeptidazy) nebo z ANG II ptsobenim
ACE2. ACE2 je vysoce uéinny enzym pro vznik ANG-(1-7) z ANG Il, v tomto ptipadé
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je témef 500x Gcinngjsi nez pii tvorbé ANG-(1-9) z ANG I. Syntetizovany ANG-(1-7)
je poté stépen pomoci ACE na biologicky neaktivni ANG-(1-5) a ANG-(3-5)
a pusobenim aminopeptidaz na ANG-(2-7) a ANG-(3-7). V plicich je ANG-(1-7)
metabolizovan piedev§im pomoci ACE. Naopak neprilysin, ktery je hlavnim enzymem
v syntéze ANG-(1-7), hraje dulezitou roli také v degradaci tohoto heptapeptidu
V ledvinach. Na kartacovém lemu bun€k renalnich tubulti $t€pi neprilysin ANG-(1-7)
na ANG-(1-4) [Kucharewicz et al. 2002]. ANG-(1-7) je inhibitorem -COOH domény
ACE a na rozdil od ANG Il je rozklad ANG-(1-7) pomoci ACE zprostiedkovan
prostiednictvim -NH; domény ACE [Deddish et al. 1998].

Utinky ANG-(1-7) v ledvinach jsou zavislé na rovnovaze sodiku a vody,
na renalni nervové aktivité a na aktivaci RAS. Jiz velmi nizké koncentrace ANG-(1-7)
(10'8 — 10'13M) mohou ovlivnit renalni funkce v proximalnim i1 v distalnim tubulu
[Chappell et al. 1998, Santos et al. 2000]. V ledvinach vedou ucinky ANG-(1-7)
K natriuréze a k diuréze, které jsou vysledkem aktivace fady transportérti ucastnicich se
absorpce vody a elektrolytli v rendlnich tubulech a sbéracich kanalcich. ANG-(1-7)
muze také regulovat ucinky tubuldrniho vazopresinu plisobenim na jeho V2 receptor
[Ferrario et al. 2002, Magaldi et al. 2003]. Vsrdci pisobi ANG-(1-7)
proti hypertrofickym, pro-fibrotickym a pro-trombotickym ucinkim ANG Il a také
zvysuje prutok krve v myokardu [Ferrario and Chappell 2004, Kucharewicz et al. 2002].
ANG-(1-7) ptispiva k antihypertenznich u¢inkim ACE inhibitort a inhibitord ANG I
receptort. U lidi korelovaly chronické antihypertenzivni GC€inky 1écby kaptoprilem
¢i omapatrilatem se zvySenymi hladinami ANG-(1-7) v mo¢i [Ferrario et al. 2005].
Inhibice ACE zvysuje koncentrace heptapeptidu v krvi a ve tkanich tak, ze brani ACE-
zprostfedkované degradaci tohoto peptidu a zvySuje dostupnost substratu ANG I.
Blokada ANG II receptorti zvysuje koncentrace ANG-(1-7) v krvi a ve tkanich diky
nasledné rostouci dostupnosti substratu ANG 1 a rychlejsi preméné ANG Il
na ANG-(1-7) vlivem zvySené exprese a aktivity ACE2. U potkand je biezost spojovana
se zvySenymi renalnimi koncentracemi ANG | a ANG-(1-7) a také se zvySenou exkreci
heptapeptidu [Neves et al. 2003].

Biirgelova a spol. [Burgelova et al. 2005] ve své neddvné studii zjistili,
ze ANG(1-7) neni vyznamnym faktorem regulace renalnich funkci za normalni aktivity
RAS nebo za zvysené aktivity RAS v disledku exogenniho podani ANG II, ¢i vlozZeni

reninového genu potkaniim bez omezeni piijmu soli. Naopak, za podminek endogenni
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aktivace RAS nasledkem nalozeni svorky na rendlni artérii nebo diky omezeni piijmu
soli slouzi ANG-(1-7) jako oponent vazokonstri¢nim u¢inkim ANG II.

Obecné ANG-(1-7) pusobi proti u¢inkim ANG Il a to tak, Ze stimuluje NO
a vazodilata¢ni prostaglandiny. Dale ANG-(1-7) zesiluje uc¢inek bradykininu (BK),
napomaha uvoliovani prostaglandini z vaskuldrnich endotelidlnich a hladkych
svalovych bunék, uvolnovani NO, vazodilataci, inhibici ristu vaskuldrnich bunék
a zeslabuje ANG Il indukovanou vasokonstrikci [Carey and Siragy 2003a]. Bylo
zaznamenano, ze ANG-(1-7) pusobi jako antiarytmicky c¢initel (aktivuje sodikovou
pumpu, hyperpolarizuje srdecni bunky a obnovuje vedeni impulsti béhem ischemické
reperfuze), muze inhibovat oxidativni stres, stimuluje agregaci desticek a funguje jako
protizanétlivy Cinitel [Ferrario et al. 2005].

Deficit v syntéze ¢i aktivite ANG-(1-7) mutze piispivat k rozvoji hypertenze
S porusenou regulaci vnitfnich kontrolnich mechanismti v duasledku genetickych
¢i ziskanych zmén v aktivit¢ ANG-(1-7)-formujicich ¢i -degradujicich enzymd.

Specificky receptor pro ANG-(1-7) zatim nebyl klonovan, ackoliv existuje
diukaz o jeho existenci a nedavné studie naznacuji, ze ANG-(1-7) je endogennim
ligandem pro s G proteinem-spiazeny receptor Mas [Santos et al. 2003]. ANG-(1-7)
také reaguje s AT; receptorem a nekteré jeho u¢inky mohou byt blokovany losartanem.
Dalsi ucinky ANG-(1-7) mohou byt inhibovany antagonisty AT, receptori. Tato
pozorovani poukazuji na moznost interakce mezi receptory ANG Il a ANG-(1-7)
[Santos et al. 2000]. Kostenis a spol. nedavno zjistili, Ze Mas receptor pusobi jako
antagonista AT; receptoru [Kostenis et al. 2005]. Mas receptor vytvaii spolu s AT
receptorem hetero-oligomérni komplex, a tim inhibuje ucinky ANG II. Vytvotfeny

komplex neni ovliviiovan ptitomnosti agonistl ani antagonistd obou receptord.

Renin

Renin byl objeven v 2. pol. 19. stol. fyziology R. Tigerstedtem a P. Bergmanem.
Hormon renin je ledvinami produkovana aspartylproteaza s molekulovou hmotnosti
ptiblizné 44 kDa. Renin je syntetizovan ve formé¢ velkého preprohormonu preproreninu
v JG bunkach ledvin, které obklopuji aferentni arterioly v mistech, kde tyto arterioly
vstupuji do glomeruld. V endoplazmatickém retikulu JG bunék je z preproreninu,
ktery se skladd z 401 aminokyselinovych zbytkl, odstépen 20-ti aminokyselinovy
signalni peptid za vzniku proreninu, ktery je skladovan v sekrecnich granulich Golgiho

aparatu JG bunék [Carey and Siragy 2003a]. Odstépenim 46-ti aminokyselinového
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peptidu z N-terminalniho konce molekuly proreninu vznika aktivni renin [Carey and
Siragy 2003a]. Prorenin maé relativné malou biologickou aktivitu. Cést proreninu je
Vv ledvinach pfeménovana na aktivni renin a ¢ast je uvolilovana do cirkulace, kde se jiz
pfeménuje jen velmi malo. Hladiny plazmatického proreninu jsou zvySené u 0sob
s deficitem prekalikreinu [Campbell 2003], u diabetickych pacientti a v t€hotenstvi.
Prorenin muize byt pfeméiovan na aktivni renin také plazmatickym kalikreinem
[Campbell 2003].

Sekrece reninu z ledvin do cirkulace je kontrolovana nervoveé, intrarenalnimi
baroreceptory a mnozstvim sodiku v macula densa. Po stimulaci je aktivni renin
uvoliovan z JG bunék exocytézou. Renin ma poloc¢as rozpadu v cirkulaci asi 80 minut
nebo méné. U vétSiny druhii je renin koédovan pouze jednim genem (Ren-1c),

avSak nékteré druhy mysi maji dva geny pro renin (Ren-1d a Ren-2) [Campbell 2003].

Reninovy receptor

Tento receptor proteinové povahy je tvofen 350-ti aminokyselinami a ma jednu
transmembranovou doménu, na kterou Se Specificky vaze renin a prorenin [Nguyen et
al. 2004]. Receptory pro renin se nachazeji v srdci, v mozku, v placenté, v jatrech
a V ledvinach. V ramci ledvin jsou reninové receptory lokalizovany v glomerularnim

mesangiu a subendotelialni vrstvé renalnich artérii [Nguyen et al. 2002].

Angiotenzin-konvertujici enzym (ACE)

ACE je glykoprotein o molekulové hmotnosti 180 kDa produkovany v endoteliu.
Tato zinkova metaloproteaza (pro svou aktivitu vyzaduje ptitomnost iontd zinku) ma
dvé aktivni C-terminalni domény, které jsou inhibovany ACE inhibitory.

ACE existuje ve dvou formach — solubilni a na membrané vazané formé [Carey
and Siragy 2003a]. Vétsina ACE je vazana na plazmatickou membranu riznych typa
bunék (vaskuldrni endotelidlni buiiky, mikroklky kartdcového lemu endotelialnich
bunék, neuroepitelialni bunky, atd.).

ACE stépi ANG | na ANG II a také preménuje bradykinin (BK) na jeho
neaktivni metabolity, tedy ACE tak zvySuje produkci vasokonstriktoru ANG Il
a soucasn¢ degraduje vazodilatator BK.

Pouziti ACE inhibitort vede k inhibici syntézy ANG II, ale také k produkci BK,
NO, prostaglandinti a ke zvySenym hladinam ANG-(1-7).
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Angiotenzin-konvertujici enzym 2 (ACE2)

V roce 2000 byl objeven ACE2, ktery byl charakterizovan jako enzym podobny
ACE [Tipnis et al. 2000, Donoghue et al. 2000]. ACE2 je jedno-doménova zinkova
metaloproteaza 0 molekulové hmotnosti 120 kDa, ktera se sklada z 805-ti aminokyselin.

ACE2 byl nalezen v bunéfnych membranach srde¢nich myocytl, renalnich
endotelialnich a tubuldrnich bunék a ve varlatech [Donoghue et al. 2000].

ACE2 pisobi jako karboxypeptidaza, odstrafuje jeden aminokyselinovy zbytek
z C-terminalniho konce peptidu. ACE2 hydrolyzuje ANG | na ANG-(1-9), ANG I
na ANG-(1-7), dale apelin-13, dynorphin A 1-13 a také §tépi vazoaktivni peptidy
des-Arg® BK, neurotensin a kinetensin [Donoghue et al. 2000, Burrell et al. 2004].
Neurotensin ma rizné uCinky v kardiovaskularnim, nervovém a travicim systému,
kdezto kinetensin, ptibuzny peptid ziskany in vitro, stimuluje degranulaci Zirnych bunék
a permeabilitu cév. Na rozdil od ACE, ACE2 nepfeméiiuje ANG | na ANG Il
a neni schopen inaktivovat BK. Lokalni vazodilatator des-Arg® BK, ktery je $t&pen
a deaktivovan ACE2, ucinkuje prostfednictvim B1 receptort, na rozdil od bradykininu,
ktery pusobi pies B2 receptory a je $t€épen ACE [Marceau and Bachvarov 1998]. ACE2
efektivné inhibuje tvorbu ANG II tak, ze stimuluje alternativni cesty degradace ANG 1.
Neocekavané pusobi ACE2 jako SARS-CoV (virus vyvolavajici tézky akutni respira¢ni
syndrom) receptor [Turner et al. 2004].

S objevem ACE2 ziskava na vyznamu i druhé, a to vazodilataéni rameno RAS.
Hladiny ACE a ACE2 urcuji pfevahu vazokonstrikce ¢i vazodilatace. ACE ur€uje
produkci ANG 11l i degradaci ANG-(1-7), kdezto ACE2 muze, usnadnénim pfemény
ANG Il na ANG-(1-7), regulovat hladiny ANG |1 v tkanich (obr. ¢. 2). Inhibice ACE
snizuje produkci ANG II a zvySuje hladiny ANG-(1-7). Blokada AT; receptoru
stimuluje aktivitu ACE2.

Studie pouZivajici ACE inhibitory ¢i antagonisty AT; receptorii poukazuji
na roli RAS v ¢innosti a hypertrofii srdce. Zatimco mysi s deficitem ACE nebo
angiotenzinogenu vykazuji normalni srde¢ni vyvoj i funkci, byla u ACE2-knockout
mysi poprvé zaznamenina abnormdlni srde¢ni funkce charakterizovand mirnym
ztenCenim levé komory a zavaznym zmenSenim srdecni kontraktility [Crackower et al.
2002]. Nedostatek ACE2 byl spojovan se zvySenymi tkanovymi a plazmatickymi
koncentracemi ANG II, coZ potvrzuje tlohu ACE2 v hydrolyze ANG II. Vytvofeni
dvojnasobnych mutanti ace/ace2-knockout mysi zcela eliminovalo kardialni dysfunkce

vyskytujici se u ACE2-knockout mysi a zpusobilo snizeni TK [Crackower et al. 2002].
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Naopak zvySena exprese ACE2 v srdci mysi zvysila v zévislosti na mife exprese ¢etnost

nahlych umrti [Donoghue et al. 2003].

Obrazek ¢. 2: Mechanismus pozitivni zpétné vazby v ramci ACE — ACE2 regula¢ni

smyC¢ky RAS (upraveno volné dle: Ferrario 2006)

ANG I ACE ANG 11

ANG-(1-5)

Jeho enzymaticka aktivita je inhibovana EDTA, ale neni inhibovéana klasickymi
ACE inhibitory jako je kaptopril, lisinopril ¢i enalaprilat [Tipnis et al. 2000].

Nadmérna exprese ACE2 chrani proti angiotensin II-indukované srde¢ni
hypertrofii a fibroze [Huentelman et al. 2005]. ACE2 hraje dilezitou roli nejen

v regulaci kardiovaskularnich a renalnich funkci, ale i ve fertilité [Tipnis et al. 2000].

Endopeptidazy

Neutralni endopeptidaza 24.11 (neprilysin, NEP) stépi ANG | za vzniku
ANG-(1-7), dale inaktivuje enkefalin, atriovy natriureticky peptid, endotelin
a substanci P [Welches et al. 1993].

Prolyl-endopeptidaza 24.26 (PEP) stépi ANG | za vzniku ANG-(1-7), ale také
neurotensin, oxytocin, BK, substanci P, LH-HR a TRH [Welches et al. 1993].
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2.2 Lokalni tkanové renin-angiotenzinové systémy

Lokalni tkanovy RAS musi spliovat tato kritéria [Carey and Siragy 2003a]:

1. mRNA vsech komponent systému nutnych pro biosyntézu biologicky aktivniho
produktu (napi. ANG II) jsou pfitomné v dané tkani

2. biologicky aktivni produkt je syntetizovan v dané tkani

3. receptory pro biologicky aktivni produkt jsou taktéz ptitomny v dané tkani

4. biologicky aktivni produkt je regulovan v dané tkani, nezdvisle na systémové
cirkulaci

5. redukce ¢i eliminace ucinku produktu vyvolava fyziologickou odpoved’

Rada studii popisuje vyznam tkanového RAS v mozku, v srdci, v periférnim
krevnim fe€isti, vV nadledvinach a v ledvinach [Campbell 1987, Engeli et al. 2000,
Johnston 1992, Navar et al. 2002, Dostal 2000].

2.2.1 Intrarenalni RAS

Intrarenalni RAS byl prvnim popsanym funk¢énim tkanovym RAS [Carey and
Siragy 2003a]. Tento systém byl odhalen na zakladé in vivo pokusd, u kterych méla
intrarenalni inhibice RAS ANG II receptorovymi blokatory za nasledek vyznamné
zvySeni prutoku plazmy ledvinou (PPL), glomerularni filtrace (GF) a exkrece Na
a vody. Pozdg¢ji byla v ledvinach prokazana ptitomnost vSech komponent RAS.

Receptory pro ANG 1II jsou soustiedény v rendlnich arteriolach,
v glomerularnich mesangialnich bunkach a v bazolateralni a apikalni membrané bunék
proximalnich i distalnich tubult [Carey and Siragy 2003b, Harrison-Bernard et al.
1997]. Aktivace téchto receptortl stimuluje aktivitu a zvysuje expresi Na'-H" antiportu
V proximalnim a distdlnim tubulu a také stimuluje aktivitu Na* kandlu ve sb&racim
kanalku; jejich blokada snizuje reabsorpci sodiku [Navar 2004a]. Vétsina intrarenalni
angiotenzinové mRNA a samotny protein jsou lokalizovany v bunikdch proximalnich
tubuld, coz nasvéd¢uje tomu, Ze angiotenzinogen pochazejici z téchto bunék slouzi jako
zaklad pro intratubularni a intersticidlni ANG | a ANG Il. Hladiny angiotenzinové
mRNA i samotného proteinu jsou stimulovany ANG Il [Kobori et al. 2001]. Tato
pozitivni zpétna vazba, diky niz je lokalni produkce substratu zvySovana jeho vlastnim

produktem, pravdépodobné ptispiva ke zvySovani intrarenalni produkce ANG Il béhem
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hypertenze. Angiotenzinogen produkovany v buiikdch proximalniho tubulu muize byt
sekretovan také piimo do lumen tubult, kde je poté §tépen pfitomnym reninem
na ANG I. Renin je dale produkovan JG buitkami a bunkami proximalnich trubuli.
Na kartacovém lemu buné€k proximalnich tubulti je ANG I konvertovan pomoci ACE
na ANG Il. Na zvySenych intrarenalnich koncentracich ANG Il se podili jak
intrarenalné¢ vyprodukovany ANG |Il, tak ANG II internalizovany pomoci AT
receptory-zprostiedkované endocytozy. Pritomnost netknutétho ANG II v endozémech
naznacuje, ze Cast internalizovaného ANG II zlstdva nedotCend a prispiva k celkovym
koncentracim ANG II méfenym v ledvinnych homogenatech [Imig et al. 1999, Navar
and Nishiyama 2001]. Intrarenalni koncentrace ANG II jsou 1000x vyssi
nez plazmatické, vétSina intrarendlniho ANG II je tvofena pravé v ledvinach
[Nishiyama et al. 2002]. Souhrn moznych zdroji intrarenalniho ANG 1I je znazornén
na obr. ¢. 3. Intratubularni koncentrace ANG Il v kontralateralni ledvin€ 2K 1C potkani,
Vv ledvinach ANG Il-infundovanych a Ren-2 transgennich hypertenznich potkani,
které jsou ochuzené o renin, odpovidaji intratubularnim koncentracim ANG Il
naméfenym u kontrolnich normotenznich potkant [Mitchell et al. 1997, Cervenka et al.
1999¢, Wang et al. 2003]. Z toho plyne, zZe intratubularni koncentrace ANG Il jsou

regulovany nezavisle na intrarenalni reninové aktivité.
Obrazek ¢. 3: Koncentrace a zdroje angiotenzinogenu, ANG | a ANG 11

V proximalnim tubulu a v intersticiu

(upraveno volné dle: Navar et al. 2002)
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Aogen | tubulus
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ANG Il vledvinach neni distribuovdn rovnomérné, ale v riznych mistech
s odlisnou koncentraci [Navar et al. 1998a]. Distribuce ANG II ve dfeni a v klife se
znaéné lisi [Navar et al. 1997]. Rada studii naznadila, ze ANG II ovliviiuje
hemodynamiku ve dfeni ledvin do vétsi miry nez hemodynamiku v ledvinné kuie
[Navar and Nishiyama 2001]. Hustota ANG II receptort i koncentrace ANG II ve dieni
ledvin jsou vyss§i v porovnani s ledvinnou kiirou. Zajimavé je, ze blokéda intrarenalnich
AT; receptorti u psit vyvola pfiblizné stejné zvySeni pratoku krve v kife i ve dfeni
ledvin [Omoro et al. 2000]. V ramci kury se ANG Il nachazi v intersticialni a tubularni
tekuting stejn¢ jako v bunkach. Intersticialni tekutina pfispiva k nepfiméfené vysokym
koncentracim ANG Il. Koncentrace ANG 1II, jakoz i ANG |, vV intersticialni
I v proximalni tubularni tekutiné jsou mnohem vys$i nez plazmatické koncentrace
[Nishiyama et al. 2002, Siragy et al. 1995, Siragy and Carey 1999, Navar et al. 1994].

Spolu s ANG |, AT; receptory a ACE se ANG II nachazi v renalnich
endozomech [Imig et al. 1999]. Koncentrace ANG Il jsou zde opét vyssi
nez koncentrace ANG I.

ANG II ma mnohé pfimé intrarendlni Gc¢inky. Krom¢ rendlni arterialni
vazokonstrikce zvysuje citlivost tubuloglomerularni zpétné vazby, stimuluje tubularni
reabsorpci sodiku a inhibuje tlakovou natriurézu. ANG II zuZuje aferentni i eferentni
arteriolu a stimuluje kontrakce mesangialnich bunék, ¢imz snizuje pratok krve ledvinou,
rychlost GF a davku filtrovaného sodiku [Navar et al. 1996]. V proximalnim tubulu
ANG II zvysuje aktivitu Na*™-H" vymeény, Na'-HCOj3™ kotransportu a Na'/K* ATPazy
v bazolateralni membrané [Garvin 1991, Quan and Baum 1996]. V distalnim tubulu
ANG I reguluje Na*-H" vyménu a Kk amiloridu citlivy sodikovy kanal [Wang and
Giebisch 1996].

2.2.2 Srdecni RAS

Plivodné byly v srdci v r. 1987 nalezeny renin a jeho mRNA [Dzau and Re
1987]. Do dnesni doby jiz byla potvrzena pfitomnost vsech komponent RAS nutnych
pro biosyntézu ANG Il i samotna tvorba ANG Il [Dostal 2000]. V myokardu jsou
pritomny receptory pro renin, angiotenzinogen, ACE i ANG Il [Dostal and Baker 1999].
Vétsina ANG 11 nalezena v srdeéni tkani pochazi z mistni produkce z ANG 1 a nikoliv
ze systémové cirkulace [Neri Serneri et al. 1996, Danser et al. 1997]. Myokardialni
koncentrace reninu a angiotenzinogenu piedstavuji pouze 1 — 4% plazmatickych

koncentraci reninu a angiotenzinogenu, avsak V srde¢ni intersticidlni tekutin€ jsou
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koncentrace ANG | a ANG II 100x vétsi nez v plazmé [Danser et al. 1994].
Intrakardialni pteména ANG | na ANG II miize byt katalyzovana srde¢ni chymazou,
ktera, na rozdil od ACE, nedegraduje BK [Urata et al. 1993]. Biosyntéza a uvoliiovani
ANG Il z ventrikularnich myocytii jsou regulovany glukokortikoidy, estrogenem,
thyroidnim hormonem, atriovym natriuretickym peptidem, ale také mechanickym

rozpétim ventrikularnich myocyti [Carey and Siragy 2003a].

2.2.3 Cévni RAS

Bunky hladké svaloviny cév, endotelidlni a endokardidlni bunky vytvareji
ANG | i ANG II, avSak otazka syntézy reninu v krevnich cévach zustava sporna [Carey
and Siragy 2003a, von Lutterotti et al. 1994, Rosenthal et al. 1990, Dzau 1984, Kifor
and Dzau 1987]. Dulezitou roli pro tvorbu ANG | a ANG Il v ramci vaskularniho RAS
hraje endotelium, pomoci néhoz je renin vychytavan z cirkulace. Takto ziskany renin je
poté hlavnim zdrojem pro tvorbu vaskuldrnich angiotenzinl. Molekuldrni mechanismus
vychytavani (adsorpce) reninu neni znam. Nektefi védei predpokladaji existenci

specifickych receptorti pro renin [Hilgers et al. 2001].

2.2.4 Nadledvinovy RAS

ANG II je hlavnim stimulatorem sekrece aldosteronu. AZ do poloviny 80. let
20. stol. se myslelo, ze vylucovani aldosteronu je fizeno prostfednictvim endokrinniho
RAS. Az pozdgji byla vbunééné kultufe izolované adrenalni zony glomerulosa
prokazana reninova a angiotenzinogenova mRNA a také tvorba ANG I1. 90 % adrenalni
reninové aktivity je soustfedéno do oblasti zony glomerulosy, v zoné fasciculata, v zoné
reticularis a v adrenalni dfeni je aktivita velmi mala [Carey and Siragy 2003a].
Omezeny prisun sodiku a dieta bohatd na draslik zvysi koncentraci adrenalniho reninu,
ktery poté vyvola veétsi produkci aldosteronu. Nefrektomie snizuje plazmatické
koncentrace reninu az k nedetekovatelnym mezim béhem 4 — 6 hodin, ale zvySuje
koncentrace adrenalniho reninu s maximem mezi 24 — 36 hodinami tim, ze zvysi
koncentraci drasliku v séru [Carey and Siragy 2003a]. U renin-transgennich zvirat
restrikce sodiku zvys$i koncentraci adrendlniho reninu a aldosteronu, aniZ by zménila
koncentrace reninu v plazmé a v ledvinach. Inhibice ACE nebo AT, receptoru blokuje
v bunikach zony glomerulosy stimulaci aldosteronu draslikem ¢i ACTH a inhibice ACE

snizuje produkci ANG Il a aldosteronu [Carey and Siragy 2003a].
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3. Modely hypertenze

V nasi laboratofi pracujeme s nasledujicimi ¢tyfmi zvifecimi modely ANG I1-

dependentni formy hypertenze:

2K1C Goldblattova hypertenze
ANG ll-indukovana hypertenze
transgenni kmen TGR(mRen2)27

M Wb

transgenni kmen TGR(Cyplal-Ren2) s indukovatelnou hypertenzi

3.1 2KI1C Goldblattiiv hypertenzni kmen

V roce 1939 Wilson a Byrom pfizpasobili metodu ,,seviené renalni artérie®
pro potkany, ¢imz navodili dnes klasickou Goldblattovskou hypertenzi u potkanti [Pinto
et al. 1998]. Tato metoda je druhové specificka, 2K1C (two-kidney one-clip) hypertenze
u pst ma jen kratké trvani, kdezto u potkanti je chronicka, stejné jako u lidi
s jednostrannou stenozou renalni artérie [Cerqua and Samaan 1939]. Pocatkem 70. let
minulého stoleti bylo zjisténo, ze modely, u kterych je kontralateralni ledvina
neporusena (two-kidney one-clip), se podstatné lisi od téch, u kterych byla tato ledvina
odstranéna (one-kidney one-clip) [Swales and Tange 1971].

U tohoto experimentdlniho modelu je hypertenze vyvolana jednostrannou
stenozou rendlni artérie. Klip neni natolik sevieny, aby zplsobil ischémii, avSak sniZzeny
renalni perfuzni tlak stimuluje zvySenou syntézu a uvoliovani reninu z ledviny
za stenozou. Kaskada déju, ktera byla spusténa zvySenym uvoliiovanim reninu z ledviny
za stendzou, vede k nardstu cirkulujiciho ANG 11, ktery postupné inhibuje produkci
reninu kontralateralni ledvinou (obr. ¢. 4). Cirkulujici ANG Il zvétSuje celkovou
periférni rezistenci a zvySuje krevni tlak, ale mé také vliv na fadu dalSich orgéani v téle.
Piimé a neptimé ucinky zvySenych koncentraci cirkulujictho ANG II spolu se zvySenou
produkci aldosteronu a ANG Il-dependentni zvySenou aktivitou sympatiku pfispivaji
ke zhorSené exkrecni schopnosti kontralateralni ledviny. Tyto ovliviiyjici se uc¢inky hraji
vyznamnou roli v ¢asné fazi rozvoje 2K1C Goldblattovské hypertenze, pii niz jsou

plazmaticka reninova aktivita a koncentrace cirkulujiciho ANG Il zvySené [Brunner et
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al. 1971, Koletsky et al. 1971, Navar et al. 1998b]. Kdyz je perfuzni tlak ledviny
za stendzou obnoven, vrati se plazmatické reninova aktivita a koncentrace cirkulujiciho
ANG Il k normalu, kdezto arterialni tlak zistava zvySeny [Guan et al. 1992]. Dokonce
I béhem tohoto stadia pretrvavajici hypertenze ptisobi ANG Il nadale siln¢ na funkce
kontralateralni ledviny. ZvysSené intrarenalni koncentrace ANG Il v kontralateralni
o renin ochuzené ledviné jsou zodpovédné za pozménéné reabsorpcni funkce tubull
a hemodynamické funkce [Navar et al. 1998b]. Jelikoz jsou hladiny reninu a reninova
MRNA Vv kontralaterdlni ledvin¢ znacn€ potlaCeny, nejsou zvysSené intrarenalni
koncentrace  ANG II zprostfedkovany reninem, ale jinym na reninu nezavislym
mechanismem. Na zakladé studii u ANG Il-infundovanych potkanid se zjistilo,
ze zvySeni koncentraci intrarendlniho ANG II je zavislé na aktivaci AT; receptor
a nasledné receptory-zprostiedkované internalizaci ANG |l a déale na zvySeni
intrarenalni tvorby ANG Il [Navar et al. 1998b].

Hypertenzi a ANG Il-vyvolanému snizeni renalnich funkci kontralateralni
ledviny u 2KI1C potkani lze ptedejit chronickym podavanim ACE inhibitord

nebo antagonistli receptorti pro ANG I1.

Obrazek ¢. 4: Angiotenzin-dependentni mechanismus aktivovany jednostrannou

sten6zou renalni artérie (upraveno volné dle: Navar et al. 1998b)

» 4 Renin

4 ANGII

4 Aldosteron

4 Perifernirezistence

4 Tonus sympatiku
4 Arteridini tlak

* Intrarendlni tlak

4 Renin
f Renin mRMNA

4 ANGII ¥ Renin

4 Reabsorbce Na + ReninmRNA
4 Exkrece Na mogi 4 ANGII
4 ACE

Aogen mRMNA beze zmén

Ledwvina za stendzou Kontralateralni ledvina
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Rozvoj organovych zmén u 2K 1C potkant zavisi zejména na velikosti pouzitého
klipu, na véku potkanii a caste¢n¢ na technice pouzité k zGzeni rendlni artérie.

Hypertrofie srdce se pohybuje mezi 25-50% [Pinto et al. 1998].

3.2 ANG ll-infundovani potkani

Namisto nalozeni svorky na renalni artérii je u tohoto modelu jedna ledvina
odstranéna a nahrazena osmotickou minipumpi¢kou obsahujici ANG Il [Navar et al.
1998b]. ANG Il-infundovani potkani nemaji zvySenou reninovou aktivitu ani v cirkulaci
ani v tkanich [von Thun et al. 1994a, Wang et al. 1997, Zou et al. 1996]. Infuze ANG II
zvysi plazmatické koncentrace ANG Il az k hodnotdm, které odpovidaji hladinam
naméfenym po jednostranné stendze rendlni artérie. Infuze subpresorickych davek
ANG II nezpisobi okamzity narGst systémového arteridlniho tlaku, ale vede
k pomalému rozvoji hypertenze po dobu 6-10 dnu. Koncentrace reninu, reninova
MRNA Vv ledvinach i plazmatickd reninova aktivita jsou u tohoto modelu znacné
potlaceny [von Thun et al. 1994a, von Thun et al. 1994b]. Intrarenalni koncentrace
ANG Il jsou po 8-10 denni infuzi ANG Il signifikantné vyssi, nez by mohlo byt
vysvétleno pomoci plazmatickych koncentraci ANG Il [von Thun et al. 1994b].
Renalni funkce ANG Il-infundovanych potkanit jsou jasn¢ ovlivnény zvySenymi
koncentracemi ANG I1.

Podani losartanu, antagonisty AT; receptorti, zabrani rozvoji ANG II-
indukované hypertenze. Losartan zna¢n¢ snizi intrarenalni koncentrace ANG Il po 13-ti
denni infuzi ANG Il [Zou et al. 1996]. Toto zjisténi ukazuje, Ze navazani ANG Il
na jeho AT; receptory vede k aktivaénimu mechanismu, ktery je zodpovédny
za zvySené intrarendlni koncentrace ANG Il. Tento ATi-dependentni mechanismus

zvysuje intrarenalni koncentrace ANG |1 stimulaci dalsi intrarenalni produkce ANG II.
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3.3 Kmeny transgennich potkanu

Obrazek €. 5: Postup pouZivany k vytvareni linii transgennich potkanu

(upraveno voln¢ dle: Langheinrich et al. 1996)
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Vznik transgennich potkanu

Jak uvadi Paul a spol. [Paul et al. 1994; obr. ¢. 5] u 29 — 30-ti dennich samic se
podavanim gonadotropinii navodi ¢ast&js$i ovulace. Pro optimalni superovulaci je nutné
aplikovat specificky pomér luteinizaéniho hormonu (LH) a folikuly stimulujiciho
hormonu (FSH) po dobu 72h pomoci subkutanné implantované minipumpy. Zhruba 50h
po implantaci minipump se samicim intraperitonealné poda HCG, aby byla indukovana
superovulace. 12h pted odbérem oocytl se tyto samice nechaji spafit s plodnymi samci.
Ve stejném Case se nechaji spafit dospélé samice s vasektomovanymi samci, aby U nich
byla vyvolana pseudopregnance (p.p.). Tyto samice pak slouzi jako péstounky. Piisti
rano je uspéch pafeni kontrolovatelny nalezenim vaginélnich zatek. Déarcovské samice
se usmrti a pod mikroskopem se jim vyjmou vejcovody. Poté se vyizoluji oocyty
a ptipravi se pro mikroinjekci. Po vytvofeni pronuklea jsou tyto oocyty injektovany
vybranym fragmentem DNA pomoci mikroinjekéniho zafizeni a mikromanipulétoru.
Mikroinjektované oocyty jsou poté implantovany péstounkam. Pfitomnost transgenu

u potomstva je kontrolovana zavedenymi metodami jako je Southern blot nebo PCR.
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3.3.1 Hypertenzni transgenni kmen TGR(mRen2)27

Tento kmen vytvotili Mullins a spol. v roce 1990 [Mullins et al. 1990]. Byli to
prvni transgenni potkani ve vyzkumu hypertenze. Tento model piedstavuje monogenni
formu hypertenze, nebot’ od geneticky neupravenych kontrolnich potkanii se 1i§i pouze
v jednom genu. Do genomu normotenznich Sprague-Dawley potkant byl zaveden mysi
Ren-2 reninovy gen. Podle vyse uvedeného postupu byly oplodnéné oocyty
mikroinjektovany linearnim fragmentem DNA obsahujicim neporuseny DBA/2J Ren-2
gen vcetné 5,3 kb 5°- a 9,5 kb 3'- koncové sekvence [Engler et al. 1998, Langheinrich et
al. 1996]. Heterozygotni transgenni potkani vzniknou spojenim transgen-pozitivniho
potomka s transgen-negativnim SD potkanem opac¢ného pohlavi. Spojenim dvou
heterozygotnich zvifat vzniknou homozygoti pro dany gen.

U heterozygotnich Ren-2 transgennich potkani se hypertenze zacind rozvijet
piiblizné ve 4-5 tydnu véku, maximalnich hodnot (240 mmHg) dosahuje kolem 9-10
tydne veéku. Ve staii krevni tlak opét klesa [Kasper et al. 2005]. Homozygotni TGR
vyvijeji mnohem vys$si krevni tlak, ktery se blizi az k 300 mmHg, coz naznacuje,
ze stupen hypertenze se odviji od davky transgenu. Homozygotni zvifata vykazuji
mensi vahovy prirtstek, a pokud nejsou 1écena antihypertenzivy, umiraji v raném véku
za znamek maligni hypertenze [Dvorak et al. 2004]. Co se ty¢e rozvoje a prub&hu
hypertenze, byl u TGR potvrzen sexudlni dimorfismus [Opocensky et al. 2004]. Vyse
krevniho tlaku samct a samic se li§i, samice maji v priméru o 30-40 mmHg nizsi
krevni tlak. TK heterozygotnich TGR samic se ve stafi spontdnné vraci aZz
K normotenznim hodnotam. U TGR samct dochdzi k vaznéj§im hypertenzi vyvolanym
organovym posSkozenim nez u TGR samic. Poddni androgenli transgennim samicim
vede ke vzestupu krevniho tlaku az k hladinam, které¢ jsou srovnatelné s hodnotami
krevniho tlaku transgennich samct. Kastrace u samct snizuje hladiny krevniho tlaku az
K hodnotam transgennich samic. Tyto skutecnosti podporuji teorii, Ze androgeny maji
stimulacni u¢inky na RAS [Engler et al. 1998, Langheinrich et al. 1996]. Mimoto
inhibitory ACE a antagonist¢ ANG II receptorii signifikantné snizuji hladiny krevniho
tlaku [Engler et al. 1998, Mullins et al. 1990].

Zda tento kmen ptedstavuje model hypertenze se zvysenou ¢i sniZzenou aktivitou
reninu je stale predmétem diskuse. Neékteré prace uvadeji ve vysledcich nizsi
plazmatické koncentrace reninu v porovnani s kontrolnimi skupinami, v jinych studiich

naopak naméfili zvySené plazmatické koncentrace reninu. Tento rozpor lze ptipsat vlivu
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fady faktorti na méfeni reninovych koncentraci (genetické pozadi, vék, pohlavi, pH)
[Lee et al. 1996]. Koncentrace angiotenzinogenu V plazm¢ jsou mirné snizené
a plazmatické koncentrace proreninu jsou signifikantné zvySené oproti kontrolnim
skupindm. Pfevdzna cCast plazmatického reninu i proreninu je transgenniho pivodu
[Peters et al. 1993, Tokita et al. 1994b, Veniant et al. 1995, Bohlender et al. 1998],
odchylky od hladin normotenznich potkani jsou patrné jiz u potkant v prehypertenzni
fazi [Lee et al. 1996]. Mysi a potkani renin se 1is§i optimalnim pH, pfi kterém $tépi
potkani angiotenzinogen (pH 8,5 vs. pH 6,5), proto zaleZi na pH prostiedi, ve kterém je
aktivita reninu vysetfovana. Za fyziologickych podminek (pH 7,4) byla naméfena
zvySend plazmatickd reninova aktivita [Veniant et al. 1995, Bohlender et al. 1998],
s hlavnim podilem mysiho transgenniho reninu. Niz§i hladiny potkaniho reninu
Vv plazmé tak odpovidaji nizkym hladindm reninu v ledvindch. Plazmatické koncentrace
ANG | a ANG 1I jsou vyssi nez u kontrolnich zvifat, renalni koncentrace ANG 1l jsou
taktéz zvysené [Campbell et al. 1995].

Co se tyCe tkani, je nejvétsi exprese transgenu u TGR v nadledvinach, dale
v thymu, v mozku, v GITu, v mo¢ovych cestach, v ledvinach a v plicich [Engler et al.
1998]. Na rozdil od potkanti je u DBA/2 mysi navic vysoka exprese Ren-2 genu
v submandibularni zlaze [Mullins et al. 1990, Zhao et al. 1993]. U netransgennich
potkanti je exprese reninu v téchto tkanich velmi nizka. Pfed rozvinutim hypertenze je
exprese V ledvinach, v nadledvindch a v mozku rovnomérnd, avSak béhem rozvoje
hypertenze se exprese Ren-2 genu v ledvinach a v ur€itych castech mozku snizi,
ale neméni se v nadledvinach a v hypothalamu [Zhao et al. 1993].

Nadledviny transgennich potkanl jsou hypertrofické v porovnani s kontrolnimi
zvitaty, ale bez morfologickych zmén. Nejvétsi exprese reninové mRNA byla zjisténa
v zoné glomerulosa [Engler et al. 1998, Langheinrich et al. 1996]. Imunoprecipitace
s mysi renin-specifickou protilatkou, kterd se vaZe pouze na renin mysiho plvodu,
snizila reninovou aktivitu v plazm¢ i v nadledvinach, coz svéd¢i o transgennim puvodu
vyvazaného reninu [Peters et al. 1993]. Béhem rozvoje hypertenze jsou u mladych
TGR(mRen2)27 zvysené plazmatické koncentrace steroidli a exkrece steroidii moci.
Nadledviny TGR(mRen2)27 potkand jsou citlivéjsi ke stimulaci ACTH v porovnani
s ostatnimi kmeny. Koncentrace K, Na a ACTH v plazmé se od kontrolnich skupin
nelisi. Snizeny pfisun sodiku po dobu jednoho tydne vyvold u TGR trvalé zvySeni
reninové mRNA a reninové aktivity v nadledvinach, avSak plazmatické a rendlni

aktivity reninu se nemeéni. Stimulace nadledvinového RAS je doprovazend znacnym
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zvySenim aldosteron-syntazy a plazmatickych koncentraci aldosteronu [Rubattu et al.
1994]. Oboustranna adrenalektomie vede k prudkému poklesu plazmatickych
koncentraci proreninu a redukuje zvySeni plazmatickych koncentraci reninu vyvolané
nefrektomii, coz svéd¢i o tom, ze nadledviny jsou dilezitym zdrojem plazmatického
reninu a proreninu [Tokita et al. 1994a].

Odporové cévy Ren-2 transgennich potkanti vykazuji odchylky, které byly
popsany 1 u jinych forem arteridlni hypertenze — zmenSeny vnitini primeér cévy a tlustsi
sténa cévy. Srdce TGR je vlivem hypertrofie levé komory zvétSené v porovnani
s normotenznimi potkany. Tlakové-natriuretickd kifivka je u kmene TGR(mRen2)27
potkanti posunuta doprava [Gross et al. 1994]. Zpét doleva ji posunou inhibitory ACE
a blokatory ANG II receptort [Gross et al. 1995].

3.3.2 Transgenni kmen TGR(Cyplal-Ren2) s indukovatelnou hypertenzi

Pocatecni zmény v patologickém procesu mohou byt studovany pouze
na zvifecich modelech, u kterych je hypertenze indukovéna Casové fizenou genovou
expresi. Pokud je zacatek a stupent hypertenze kontrolovatelny, pak mohou byt urCeny
bunééné a molekuldarni zmény probihajici béhem pocatecni faze vaskularniho
a organového poskozeni. Reverzibilita genové exprese dale umoZznuje studovat
molekularni a bunéény zaklad ,,uzdraveni®.

Kantachuvesiri a spol. vytvofili transgenni kmen potkanti s hypertenzi
indukovatelnou pomoci promotoru cytochromu P450, Cyp lal, ktery fidi expresi
mysiho Ren-2 genu [Kantachuvesiri et al. 2001]. Do genomu Fischer 344 potkant byl
vlozen mysi Ren-2 reninovy gen spojeny s 11,5 kb fragmentem promotoru cytochromu
P450 1al (Cyplal). Cyplal, ktery katalyzuje oxidaci celé fady endogennich lipofilnich
sloucenin a xenobiotik, je produkovan pouze v pfitomnosti raznych aryl-uhlovodik,
mezi které patii napt. indol-3-karbinol (I3C) [Mitchell and Mullins 2005]. Ren-2 gen je
exprimovan pievazné v jatrech a to po indukci Cyplal promotoru indol-3-karbinolem.
I3C se ptirozen¢ vyskytuje v zeleniné Celedi brukvovitych (Brassicaceae), kde puisobi
jako benigni induktor s kratkym biologickym polo¢asem. Indukce Cyplal promotoru
vyvolana podanim I3C v diet¢ vede K expresi Ren-2 reninového genu a k rozvoji
ANG ll-dependentni hypertenze. Po ukonceni podavani 13C se krevni tlak velmi rychle
navrati k normalnim hodnotam, coZ poukazuje na reverzibilitu vyvolané hypertenze.

U tohoto modelu je ANG Il-dependentni maligni hypertenze vyvolana benignim
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pfirozen¢ se vyskytujicim potravnim dopliitkem bez nutnosti opera¢niho zékroku,
dietnich tprav pfijimaného mnozstvi soli ¢i podani steroidd.

Integra¢nim mistem Cyplal-Ren2 transgenu je chromozom Y, proto u tohoto
kmene nelze studovat hypertenzi na samicich. Rozvoj hypertenze je zavisly na davce.
Nepfretrzité podavani I3C v krmivu ma za nésledek trvalou hypertenzi, vysokou renin-
angiotenzin-aldosteronovou aktivitu v cirkulaci a klinické projevy maligni hypertenze.
Vysoké koncentrace plazmatického reninu jsou prevazné transgenniho puvodu. Dieta
$0,3% I3C vyvold maligni hypertenzi charakterizovanou ztratou télesné hmotnosti,
polyurii, polydipsii, apatii a husi kiizi [Kantachuvesiri et al. 2001, Patterson et al. 2005].

Cyplal-Ren2 transgenni potkani s maligni hypertenzi maji snizenou GF i PPL
a zvySenou citlivost SFP (stop-flow pressure) tubuloglomerularni zpétné vazby
[Mitchell and Mullins 2005]. Aktivace AT; receptord, vyvolana ANG II vytvofenym
po indukované expresi transgenu, ma vyrazny vliv na citlivost tubuloglomerularni
zpétné vazby a na hodnoty renalni hemodynamiky. Tyto ANG Il-dependentni u¢inky
mohou pfispivat k neschopnosti ledvin udrzet za normalniho tlaku normalni rychlost
exkrece sodiku a zmirnit natriuretickou reakci na ANG ll-zprostiedkované zvySeni
arteridlniho tlaku. Timto zplGsobem mohou modula¢ni GCinky ANG II na rendlni
hemodynamiku a na citlivost glomeruldrni zpétné vazby vést k rozvoji maligni
hypertenze u Cyplal-Ren 2 potkant.

Cyplal-Ren2 transgenni potkani s maligni hypertenzi vykazuji zvySeny
oxidativni stres. Zvysené hladiny O, pfispivaji ke zvySené renalni vaskularni rezistenci
a arterialnimu krevnimu tlaku [Patterson et al. 2005]. ZvySeny arterialni tlak je alespon
zCasti vyvolan poklesem bioaktivity NO vlivem O,". Kromé toho NO ma u Cyplal-
Ren2 transgennich potkanli s maligni hypertenzi vyrazny renélni vazodilata¢ni u¢inek.
Tyto trvalé ledviny-ochranujici i€¢inky mohou hrat roli v prevenci nadmérné renalni
vazokonstrikce a tak pfispivat k udrzovani rendlnich hemodynamickych hodnot
po indukei maligni hypertenze u tohoto transgenniho kmene.

Docasna indukce ANG ll-dependentni hypertenze navozena kratkodobou
aktivaci Cyplal-Ren2 transgenu vyvola u téchto potkanii stl-senzitivni hypertenzi
[Howard et al. 2005]. GF ani PPL nejsou zménény, ale zvySena tubularni reabsorpce
piispiva k této form¢e hypertenze. Chronické podavani tempolu zmensi narast krevniho
tlaku vyvolany podanim diety S vysokym obsahem soli TGR(Cyplal-Ren2) potkantim
po docasné indukci ANG Il-dependentni hypertenze, coz naznacuje, ze ANG II-

indukovana produkce O, prispiva k rozvoji stl-senzitivni hypertenze.
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4,  Studie ¢. 1:

Je vSeobecn¢ zndmo, Ze anestézie stimuluje aktivitu RAS. Reakce na anestézii je
variabilni, individualni a nezavisi na davce anestetika. VIiv anestézie na koncentrace
ANG II u anestetizovanych, chirurgicky stresovanych normotenznich a hypertenznich
potkant se lisi. Jelikoz doposud nebyla provedena podrobnéjsi studie porovnavajici
plazmatické a rendlni koncentrace ANG II u anestetizovanych a bdélych (4.
dekapitovanych bez podani anestetik) normotenznich a ANG II-dependentnich

hypertenznich potkanti, rozhodli jsme se vénovat této problematice v nasi prvni studii.

Vliv anestézie na plazmatické a rendlni koncentrace
angiotenzinu Il u normotenznich a ANG I|l-dependentnich

hypertenznich potkanii

Cil studie:

e Zjistit vliv anestézie a chirurgického stresu na plazmatické a rendlni

koncentrace ANG Il u potkanti riznych experimentalnich skupin.

A. Uvod

Kli¢ova role renin-angiotenzinového systému (RAS) v regulaci renalnich funkeci,
Vv udrzovani sodikové rovnovahy a objemu extracelularni tekutiny (OECT) je zkoumana
jiz mnoho let. RAS chrani organismus pied zivot ohrozujici ztraitou OECT

v podminkach nedostacujiciho ptisunu soli [Mitchell and Navar 1989, Hall and Brands
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2000]. Roste pocet udaji o tom, Ze renalni koncentrace ANG II jsou mnohem vyssi
nez hladiny cirkulujictho ANG II a ze ledviny uméji regulovat intrarenalni koncentrace
ANG 1II nezavisle na aktivitt ANG Il v cirkulaci. Tato vlastnost jim umoziiuje
pifiméfené regulovat tubularni reabsorpci sodiku a vyvazenost OECT dle potieb
homeostazy [Navar and Nishiyama 2004b]. Nicméné se také pfipousti, ze nepfiméfena
aktivace intrarendlniho RAS milize ohrozit tlakové-natriureticky mechanismus
V ledvinach a tim piispet k rozvoji a pretrvavani jistych forem ANG Il-dependentnich
hypertenzi [Morton and Wallace 1983, Ploth 1983, Navar 2004a, Hall et al. 1999, Navar
and Harrison-Bernard 2000].

Tato teorie je podpofena nedavnymi vysledky naméfenymi u nékolika modelt
ANG ll-dependentni hypertenze, které ukazuji, ze intrarenalni koncentrace ANG |1 jsou
zvySsené mnohem vice nez koncentrace cirkulujiciho ANG IlI, a to i pokud se
plazmatické koncentrace ANG II blizi knormalu, ¢i pokud jsou hladiny reninu
Vv ledvinach potlaceny [Navar et al. 1998b, Cervenka et al. 1999c, El-Dahr et al. 1993,
Tokuyama et al. 2002, Wang et al. 2003, Sadjadi et al. 2002, Guan et al. 1992, von
Thun et al. 1994b, Kopkan et al. 2004, Kopkan et al. 2005]. Za téchto podminek by se
dalo oc¢ekavat, Ze hodnoty renalni hemodynamiky a exkrece sodiku po farmakologické
blokadé RAS budou u ANG Il-dependentnich modelt hypertenze jasné zvysené. Avsak
intrarenalni koncentrace ANG II na renélni funkce u ANG ll-dependentnich modell
hypertenze nepfinesly jednoznatné vysledky, které by podpofily tuto predstavu.
Kupodivu vétsina studii ukazuje, Ze systémova i intrarenalni aplikace antagonisti AT;
receptori zvySuje rendlni hemodynamiku a exkreci sodiku srovnateln¢ u ANG II-
dependentnich hypertenznich modelti jako u normotenznich kontrolnich potkant
[Cervenka et al. 1999c, Kopkan et al. 2004, Kopkan et al. 2005, Mitchell and Mullins
1995, Cervenka and Navar 1999b, Wang et al. 1997, Navar et al. 1999]. Tato zjisténi by
mohla argumentovat proti teorii, Ze nepiiméiené vysoka aktivita intrarenalniho ANG 11
a ATj-receptory zprostfedkovand tubularni reabsorpce sodiku vede k naruSenému
tlakové-natriuretickému mechanismu, ktery pfispiva k rozvoji a pretrvavani ANG II-
dependentni hypertenze [Navar 2004a, Hall et al. 1999, Navar and Harrison-Bernard
2000, Navar et al. 1998b]. Vysvétleni téchto protichidnych zavéri by mohlo byt
vyvozeno ze skutecnosti, Ze vSechny vySe zminéné funkéni studie ledvin byly
provadény u anestetizovanych, chirurgickym zakrokem stresovanych zvirat, Ktera

obecné maji vyssi plazmatické a renalni koncentrace ANG Il nez bdéla zvitata. Navic
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bylo prokdzano, ze normotenzni potkani vykazuji vétsi zvySeni sekrece reninu
jako odpovéd’ na anestézii a chirurgické postupy nez ANG ll-indukovani hypertenzni
potkani s nedostatkem intrarenalniho reninu [Cervenka et al. 1999c, El-Dahr et al. 1993,
Tokuyama et al. 2002, Wang et al. 2003, Sadjadi et al. 2002, Guan et al. 1992, von
Thun et al. 1994b, Kopkan et al. 2004, Kopkan et al. 2005, Mitchell and Mullins 1995,
Cervenka and Navar 1999b, Wang et al. 1997, Navar et al. 1999]. Je zajimavé,
ze anestézie ma za nasledek vyssi renalni koncentrace ANG II u anestetizovanych
normotenznich potkanti nez u anestetizovanych hypertenznich potkanti [Wang et al.
2003, Kopkan et al. 2004, Kopkan et al. 2005]. Nicmén¢, i kdyz byly renalni
koncentrace ANG Il nizs$i u hypertenznich potkani v porovnani s normotenznimi
potkany, podobné funkéni odpovédi ledvin na AT; receptorovou blokadu
U hypertenznich ANG Il-dependentnich a u normotenznich potkanti nasvédcuji tomu,
ze intrarenalni RAS je aktivovdn ve vétsi mife u ANG Il-dependentnich modelt
hypertenze nez u normotenznich potkanti [Cervenka et al. 1999c, Kopkan et al. 2004,
Kopkan et al. 2005, Cervenka and Navar 1999b, Wang et al. 1997].

AZ dosud nebyly provedeny detailni studie srovnavajici plazmatické a renalni
koncentrace ANG Il u hypertenznich ANG Il-dependentnich modelti a u normotenznich
kontrolnich potkand, kteti byli anestetizovani nebo dekapitovani. Proto cilem této studie
bylo porovnat plazmatické a renalni koncentrace ANG Il po dvou clearancovych
periodach u anestetizovanych (tj. chirurgickym zékrokem stresovanych zvirat)
a u bd¢élych potkanti.

Jako experimentdlni modely ANG Il-dependentni hypertenze slouzili
hypertenzni heterozygotni transgenni samci nesouci Ren-2 reninovy gen (TGR)
[Mullins et al. 1990], ANG Il-infundovani hypertenzni potkani (ANG Il-infund.)
a 2K1C (two-kidney, one-clip) Goldblattovi hypertenzni potkani. Protoze je snizeny
pfisun soli tizce spjat se zvySovanim renalnich koncentraci ANG |1 [Ingert et al. 2002a,
Fox et al. 1992], byli jako dalsi modely zvySené intrarenalni aktivity ANG II pouziti
normotenzni transgen-negativni Hannover-Sprague Dawley potkani (HanSD) a TGR,
ktefi byli vystaveni nedostatecnému piisunu sodiku. Jako kontroly slouzili HanSD

krmeni dietou S normalnim obsahem soli.
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B. Experimentalni ¢ast

Zvirata
Vlastni experimenty byly provadény na 52 dennich potkanech vybranych

experimentalnich modeld, kteti byli posledni noc pied pokusem bez krmiva.

HanSD potkani
HanSD samci na dieté s normalnim obsahem soli (NS; 0,6 g NaCl/100 g krmiva,;
C 1000, Altromin, Lage, Germany) slouzili jako kontrolni zvifata s ,normalni“

systémovou i intrarendlni aktivitou ANG II.

Hypertenzni heterozygotni TGR

52 denni (Casna faze hypertenze u TGR) heterozygotni TGR samci hypertenzni
linie TGR(mRen2)27 byli pouziti jako dobfe definovany monogenni model ANG II-
dependentni hypertenze [Mullins et al. 1990]. Stejné staii HanSD potkani slouzili jako
transgen-negativni normotenzni kontroly. VSechna TGR i HanSD zvifata pouzitd v nize
uvedenych studiich byla namnozena v Centru experimentdlni mediciny, Institutu
klinické a experimentalni mediciny, z ptivodniho kmene dodané¢ho z Max Delbriickova

centra molekularni mediciny v Berlin€, Némecko.

HanSD a TGR s nedostateénym piisunem soli

47 dennim HanSD a TGR byl po dobu jednoho dne podavan furosemid (F)
Vv pitné vodé (40 mg/l, Furon; Merckle Corp., Blaubeuren, Germany) a nasledné byli
krmeni dietou s nizkym obsahem soli (LS; <0,01 g NaCl/100 g krmiva; C 1036,
Altromin, Germany) po dobu ¢tyi dni. Predchozi studie ukazaly, ze takovéto sniZeni

ptijmu sodiku vede K silné stimulaci RAS [Ingert et al. 2002a, Nakamura et al. 2003].

2K1C Goldblattovi hypertenzni potkani

Po odstavu (28 dni) byli samci kmene HanSD anestetizovani thiopentalem
sodnym (60 mg/kg i.p.). Rezem ve slabing zvifete byla izolovédna rendlni artérie,
na kterou byla naloZena stfibrnd svorka o vnitfnim priméru 0,25 mm [Cervenka et al.
1999c, El-Dahr et al. 1993]. Akutni experimenty byly provadény 25 dnti po naloZeni

Klipu. Funk¢ni studie ledvin byly provedeny u dvou samostatnych skupin - u prvni
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skupiny byla méfena renalni hemodynamika a exkrece elektrolyt kontralateralni

ledviny, u druhé skupiny byly sledovany tytéz parametry ale u ledviny za sten6zou.

ANG ll-infundovani hypertenzni potkani

Anestetizovanym HanSD samctim (stafi 39 dnl) byly na zatylek implantovany
subkutanné osmotické minipumpicky (Model 2002, Alza Corp., California, USA)
obsahujici ANG Il (Sigma Chemical Co., Praha, CR), dle postupu popsaného dfive
[Wang et al. 2003, von Thun et al. 1994b]. ANG Il je uvoliiovan rychlosti 80 ng/min.
Predchozi studie ukazaly, ze trvald infuze takovéto davky vede k pomalu rozvijejici se
hypertenzi se vzristem intrarenalnich koncentraci ANG 1I, které jsou podobné
hodnotam naméfenym u modelu 2K 1C Goldblattovy hypertenze [Wang et al. 2003, von
Thun et al. 1994b]. Vlastni experimenty byly provadény 13. den po naloZeni svorky.

Ukol &. 1:
Funk¢ni studie ledvin — stanoveni plazmatickych a renalnich koncentraci ANG 11
u anestetizovanych zvirat

Po anestézii thiopentalem sodnym (v davce 60 mg/kg i.p.) byli potkani umisténi
na vyhtivany stolecek, diky némuz byla teplota téla udrzovéana v rozmezi 37-37,5°C.
K zajisténi dychani byla provedena tracheostomie (95%02/5%CO0O,). Pro infuzi roztoki,
dodate¢nych anestetik a intravendézné podavanych 1ékti byl do pravé v. jugularis
zaveden katetr (PE-50). Poté byla zakanylovana prava a. femoralis pro kontinualni
meéfeni arterialniho krevniho tlaku a sbér vzorkl krve. Stfedni arteridlni tlak (MAP) byl
meéfen pomoci tlakového snimace (model MLT 1050) a zaznamenavén do pocitace diky
automatizovanému systému sbéru dat (PowerLab/4SP, ADInstruments, UK). V dal§im
kroku byl proveden bo¢ni fez, leva ledvina byla izolovana od okolni tkdné a umisténa
do plastového kalisku vystlaného zvlh¢enou bunicitou vatou. Ptes levou a. femoralis byl
zaveden zaSpicatély katetr PE-10 do levé a. renalis. Tento krok je do renalnich
al. 1999c, Kopkan et al. 2004, Kopkan et al. 2005]. Prichodnost tohoto katetru byla
béhem experimentu udrZzovana kontinualni infuzi heparinizované¢ho fyziologického
roztoku o prutoku 4 pl/min. Béhem chirurgické ptipravy byl infundovan fyziologicky
roztok obsahujici 6% bovinni sérovy albumin (BSA; Sigma Chemical Co., Praha, CR)
rychlosti 20 pl/min. Po skonceni chirurgické piipravy byl infundovan fyziologicky
roztok obsahujici 0,6% BSA, 1,5% p-aminohippurat sodny (PAH; Merck, Sharp &
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Dohme West Point, PA, USA) a 7,5% polyfruktosan (Inutest, Laevosan, Linz/Donau,
Austria) taktéz rychlosti 20 pl/min. Pro jimani moci byl zakanylovan ureter katetrem
PE-10. Po dokonceni vySe uvedenych chirurgickych postupti nasledovala 50-ti
minutova ekvilibra¢ni perioda, aby se zvifata dostala do stabilniho stavu pfed zacatkem
dvou kontrolnich clearancovych period. Vzorky moce byly sbirany ve dvou 30-ti
minutovych periodach a mezi témito dvéma sbéry moce bylo odebrano 0,5 ml arteridlni
krve. Je znamo, ze ztrata krve mize vyrazné stimulovat uvoliiovani reninu z ledvin
do cirkulace a zvysit plazmatickou reninovou aktivitu (PRA) i pokud nedojde ke snizeni
krevniho tlaku a také Ze nahrada daného objemu krve proteinovym fyziologickym
roztokem muze predejit t€émto zménam [Weber et al. 1973, Hodge et al. 1966],
proto jsme odebrané mnozstvi krve ihned nahradili stejnym objemem fyziologického
roztoku obsahujiciho 0,6% BSA.

Po skonceni dvou kontrolnich clearancovych period, diky nimz jsme urcili
bazélni hodnoty MAP, rendlni hemodynamiky a vylucovanych elektrolyti, byl
proveden ventrdlni fez (fez stfedem bficha), na levou rendlni arterii byl nalozen klip
(jako prevence snizeni rendlniho perfuzniho tlaku) a leva ledvina byla odstranéna. Thned
po odebrani ledviny byla do pfedchlazené zkumavky s inhibitory (5 mM EDTA, 10 uM
pepstatin, 1,25 mM 1,10-phenanthrolin) sbirana arterialni krev. Poté byla odebrana
i druh4 ledvina a srdce. Cas odbéru nepfesahl 30 sekund. Obé& ledviny byly po odbéru
osuSeny, zvazeny a zhomogenizovany v ptredchlazeném (4°C) metanolu. Srdce bylo
osuseno a zvazeno. Vzorky krve 1 homogenaty z ledvin byly centrifugovany po dobu 10
minut pfi 3000 X g a 4°C. 1 ml plazmy byl vysrdZzen Cétyfndsobnym mnozstvim
ptedchlazeného (4°C) etanolu a vSe bylo zcentrifugovano pii 3 000 x g, 4°C, po dobu
10 minut. Supernatanty ze vzorki krve i ledvin byly vysuSeny ve vakuové centrifuze
(Speedvac concentrator SPD101B, Savant Instruments, New York, USA) a uchovany
pii -80°C pied vlastnim stanovenim koncentraci ANG II.

Rekonstituované odparky ledvinnych homogenatt (ve 4 ml 50 mM fosfatového
pufru o pH 7,4 obsahujiciho 267 mg BSA/I) byly pfecistény na SPE kolonkach
(BondEIlut®PH, Varian, Harbor City, CA, USA). Kolonky byly nejprve promyty 3 ml
metanolu a 2x 3ml vody, pak byl aplikovan vzorek, poté byly kolonky postupné
promyvany 3 ml vody, 3 ml hexanu a 3 ml chloroformu (voda odstrani soli a ostatni
polarni slozky, hexan a chloroform vymyji kontaminujici tuky a hydrofobni material,
ale neovlivni ANG II). Nakonec byl vzorek z kolonek eluovan 2x 1 ml metanolu.

Ziskané eluaty byly vysuSeny a uchovany pii -80°C.
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Koncentrace ANG Il v plazmé i v ledvinach byly stanoveny radioimunologicky
(EURIA-Angiotensin Il RIA kit, EURO-DIAGNOSTICA AB, Malmé, Sweden),

dle navodu pftilozeného u kitu.

Experimentalni skupiny:
Skupina 1:  HanSD potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli (n = 11)
Skupina2:  HanSD potkani na dieté s nizkym obsahem soli S podanim furosemidu
(n=13)
Skupina 3:  TGR krmeni dietou s normalnim obsahem soli (n = 11)
Skupina4:  TGR na dieté s nizkym obsahem soli S podanim furosemidu (n = 12)
Skupina5:  ANG ll-infundovani potkani na dieté s normalnim obsahem soli (n = 11)
Skupina 6a: 2K1C potkani na dieté s normalnim obsahem soli,
méfeni v kontralateralni ledviné (n = 12)
Skupina 6b:  2K1C potkani na dieté s normalnim obsahem soli,

méfeni v ledviné za stenozou (N = 13)

Objem moci byl méfen gravimetricky. Koncentrace sodiku a drasliku byly
stanoveny plamenovou fotometrii. Koncentrace inulinu a PAH byly méfeny
kolorimetricky. Inulinové clearance byla pouZita jako index pro glomerularni filtraci
(GF) a clearance PAH slouzila jako index pro prutok plazmy ledvinou (PPL), vysledné

hodnoty byly udavany na gram ledvinné tkané.

Ukol & 2:
Stanoveni plazmatickych a renalnich koncentraci ANG II u bdélych zvirat

52 denni potkani vySe uvedenych experimentalnich skupin (n = 10/skupina) byli
dekapitovani bez predchozich renalnich funkc¢nich studii a anestézie. Bezprostiedné
po dekapitaci byla do ptfedchlazené (4°C) zkumavky s inhibitory sbirdna plna krev,
poté byly odebrany obé¢ ledviny a srdce. Dalsi postup byl stejny jako u anestetizovanych

zvirat.

Statisticka analyza

Vysledky jsou vyjadieny jako primér + SEM. Pro porovnani mezi skupinami
byla pouzita one-way ANOVA. Za statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty,
které ptekroCily 95% hranici pravdépodobnosti (p<0,05).
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C. Vysledky

Ukol &. 1: Studie u anestetizovanych zviiat

Bazalni hodnoty MAP, renéalni hemodynamiky a vylu¢ovani elektrolyt (priimér
ze dvou kontrolnich clearancovych period) jsou shrnuty v tab. ¢. 1. Dle ocekavani byl
MAP u TGR na NS dieté, ANG ll-infundovanych a 2K1C potkanti signifikantné vyssi
nez u HanSD krmenych NS dietou. LS dieta neovlivnila MAP u HanSD (HanSD + LS +
F), ale statisticky vyznamn¢ ho sniZila u TGR (TGR + LS + F) a to az k normalnim
hladinam. GF a PPL ledviny za stenézou 2K1C potkant byly signifikantné nizsi
V porovnani s ostatnimi experimentalnimi skupinami. Tok moci i absolutni a frakéni
vylucovani sodiku byly u 2K1C potkani s métenou ledvinou za stendzou statisticky
vyznamné niz8i nez u 2K1C potkani s méfenou kontralateralni ledvinou a u HanSD
i TGR na NS dieté. Tato data potvrzuji piedchozi zjisténi, ze ledvina za stenézou
u 2K1C potkant vykazuje snizenou renalni hemodynamiku a vylucovani sodiku [Huang
et al. 1982, Huang et al. 1983]. Vahy kontralateralnich ledvin byly signifikantn¢ vétsi
v porovnani s ledvinami za stenozou, ale i Vv porovnani s ostatnimi vySetfovanymi
skupinami. Absolutni a frakéni vylu¢ovani sodiku u ANG ll-infundovanych potkant
bylo signifikantné niz§i nez u normotenznich kontrolnich zvitat (HanSD + NS), ale tok
moci se nelisil. Tato zjisténi jsou v souladu s pfedchozimi zaznamy, které ukazuji,
ze ANG ll-infundovani hypertenzni potkani maji sniZenou schopnost vyluc¢ovat sodik,
coz je spojeno se zhorSenym tlakové-natriuretickym mechanismem [Wang et al. 2000,
Van der Mark and Kline 1994].

Jak je zobrazeno v grafu ¢. 1, koncentrace ANG Il v plazmé byly signifikantné
vy$$i u HanSD na NS dieté¢ neZ u TGR na NS dieté, ANG Il-infundovanych a 2K1C
potkanti (198 + 21 vs. 74 £ 11, 101 = 9 a 93 + 12 fmol/ml, p<0,05). LS dieta zvysila
plazmatické koncentrace u HanSD, ale neovlivnila je u TGR v porovnani se stejnymi
skupinami na NS dieté (424 + 31 a 68 + 9 fmol/ml, p<0,05).

Z grafu ¢. 2 lze odecist, ze koncentrace ANG Il v ledvinach HanSD na NS dieté
a 2K1C potkant s méfenou ledvinou za stendzou se statisticky neliSily (363 £ 38 vs.
268 + 17 fmol/g tk., p<0,05), ale ob¢é hodnoty byly signifikantné vyssi nez u TGR
na NS dieté, TGR na LS + F dieté, ANG Il-infundovanych a 2K1C potkant s méfenou
kontralateralni ledvinou (363 + 38 a 268 + 17 vs. 186 = 17, 158 + 14, 144 + 17
a 162 + 24 fmol/g tk., p<0,05). LS dieta vyrazné zvysila renalni koncentrace ANG 1l
u HanSD, ale nezménila je u TGR (628 =29 a 158 =+ 14 fmol/g tk., p<0,05).
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Tabulka ¢. 1: Bazalni hodnoty krevniho tlaku, rendlni hemodynamiky, vylu¢ovanych elektrolytii (jako primér dvou kontrolnich

clearancovych period) a indexy vahy srdce a ledvin ku télesné hmotnosti U jednotlivych experimentalnich skupin

HanSD+NS | HanSD +LS+F [ TGR+NS |[TGR+LS+F| ANG Il 2K1C 2K1C
infundovani neklip.l. klip.l.

N 11 13 11 12 11 12 13
MAP (mmHg) 116,00 + 2,00 | 120,00 + 4,00 160,00 + 3,00% | 127,00 + 8,00 | 159,00 + 4,00* | 161,00 + 4,00* | 163,00 + 3,00
GF (ml.min™.g™) 0,95+0,05 |0,99+0,09 0,90+0,07 [0,94+0,08 0,84+0,04 |083+0,06 |0,56+0,08
PPL (ml.min™".g™ 2,09+0,09 [216+0,19 225+0,22 |242+0,16 2,05+0,09 |199+0,11 |1,07+0,08
UnaV (umol.min™.g™) | 0,39+ 0,08 |0,07+0,02° 0,33+0,09 |0,04+002° [0,09+0,03* [050+0,16 |0,03+0,02°
FEna (%0) 0,35+0,07 |0,06+0,02° 0,36+0,08 |0,03+0,02° [0,09+0,04° [041+011 |0,05+0,02
UkV (umol.min™.g™") [0,69+0,15 |0,73+0,19 0,61+011 |0,66+0,15 058+0,23 |0,67+013 |0,59+0,22
FEk (%) 189+4,20 |20,90+2,70 21,90+3,10 |18,7+2,80 247+340 |225+250 |[19,40+19
V (ul.min™.g™) 764+184 [744+141 7,65+ 1,24 7,55 + 1,37 6,13+ 1,29 9,16 + 0,95 4,56 + 0,397
HW/BW (mg/g) 381+0,19 |3,72+0,09 513+0,22° [4,44+025 [4,65+017%° |4,45+0,06° |4,51+0,09°
KW/BW (mg/g) 474+021 |4,56+0,12 488+020 [4,81+0,15 4,85+022 |539+0,09° |3,54+0,10°

MAP = stfedni arteridlni tlak; GF = glomeruldrni filtrace; PPL = prutok plazmy ledvinou; Uy,V = absolutni vyluCovani sodiku; FEy, = frakéni vyluCovani sodiku;

UV = absolutni vylu¢ovani drasliku; FEx = frakéni vylucovani drasliku; V = objem moci; HW/BW = vaha srdce/télesna hmotnost; KW/BW = vaha ledviny/télesna hmotnost

<0,05 ... dana hodnota vs. neoznagené hodnoty, v ramci sledovaného parametru, u ostatnich skupin

bp<0,05 ... dana hodnota vs. ostatni hodnoty, v rimci sledovaného parametru, u jednotlivych skupin
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Graf ¢. 1: Plazmatické koncentrace ANG II u anestetizovanych HanSD, TGR,
ANG Il-infundovanych a 2K1C potkant
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HanSD+NS = normotenzni potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli;

HanSD+LS+F = normotenzni potkani na dieté s nizkym obsahem soli a s podanim furosemidu;
TGR+NS = transgenni hypertenzni potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli;

TGR+LS+F = transgenni hypertenzni potkani na dieté s nizkym obsahem soli a s podanim furosemidu;
ANG ll-infund. = angiotenzin Il infundovani hypertenzni potkani na dieté s normalnim obsahem soli;
2K1C = ,two-kidney, one-clip“ Goldblattiv hypertenzni kmen potkant

*p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota neoznacené skupiny

#p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota ostatnich skupin
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Graf ¢. 2: Renalni koncentrace ANG II u anestetizovanych HanSD, TGR,
ANG Il-infundovanych a 2K1C potkant
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HanSD+NS = normotenzni potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli;

HanSD+LS+F = normotenzni potkani na dieté s nizkym obsahem soli a s podanim furosemidu;
TGR+NS = transgenni hypertenzni potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli;

TGR+LS+F = transgenni hypertenzni potkani na dieté s nizkym obsahem soli a s podanim furosemidu;
ANG ll-infund. = angiotenzin II infundovani hypertenzni potkani na dieté s normalnim obsahem soli;
2K1C = ,two-kidney, one-clip“ Goldblattiv hypertenzni kmen potkant, méfeni v kontralateralni ledviné

2K1C = ,two-kidney, one-clip“ Goldblattiv hypertenzni kmen potkant, méfeni v ledviné za stendzou
*p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota neoznagené skupiny

#p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota ostatnich skupin
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Ukol ¢&. 2: Studie u bdélych zvirat

Graf ¢. 3 ukazuje, ze plazmatické koncentrace ANG II u HanSD na NS dieté
a u 2K1C potkanii se statisticky neliSily (23 £ 3 vs. 16 £ 4 fmol/ml, p<0,05), ale obé&
hodnoty byly signifikantné niz$i nez u HanSD na LS + F dieté¢, TGR na NS dieté, TGR
na LS + F diet¢ a ANG ll-infundovanych potkant (23 £3 a 16 £ 4 vs. 62 + 3,39 + 2,
40 + 3 a 55 £ 5 fmol/ml, p<0,05). LS dieta vyvolala signifikantni zvySeni plazmatickych
koncentraci ANG II u HanSD, ale ne u TGR (62 + 3 a 40 £ 3 fmol/ml, p<0,05).
Koncentrace ANG Il v plazm¢ u HanSD na LS + F diet¢ a ANG ll-infundovanych
potkant byly statisticky vyznamné vyssi v porovnani s TGR na NS dieté i TGR na LS
+F diet¢ (62 +3a55+5vs.39+2a40+3 fmol/ml, p<0,5).

Koncentrace  ANG Il v ledvinach HanSD potkand krmenych NS dietou
a v kontralateralnich ledvinach 2K 1C potkanu se statisticky nelisily (graf ¢. 4), ale byly
signifikantné nizsi nez v ledvinach HanSD na LS + F dieté, TGR na NS dieté, TGR
na LS + F, ANG ll-infundovanych ¢i v ledvinach za stenézou u 2K1C potkanti (44 + 3
a50£4vs. 98+3,76+5,73+4,99+13a106+9 fmol/g tk., p<0,05). LS dieta vedla
k signifikantnimu zvySeni renalnich koncentraci ANG Il u HanSD v porovnani
s HanSD na NS dieté (98 + 3 vs. 44 + 3 fmol/g tk., p<0,05), ale neovlivnila koncentrace
ANG V ledvinach u TGR ve srovnani s TGR na NS dieté (73 + 4 vs. 76 £ 5 fmol/g tk.,
p<0,05).

Grafy €. 5 a 6 znazornuji G¢inek anestézie na plazmatické a renalni koncentrace
ANG I, ktery je vyjadien jako pomér koncentraci ANG Il u anestetizovanych vs.
bdélych zvifat. Pomér plazmatickych koncentraci ANG Il u HanSD na NS diet¢,
HanSD na LS + F diet¢ a 2K1C potkanti byl stejny a zaroven signifikantng vyssi
v porovnani s TGR na NS dieté, TGR na LS + F a ANG ll-infundovanymi potkany
(8,61 + 0,73; 6,84 + 0,68 a 5,81 + 0,69 vs. 191 + 0,16; 1,72 + 0,19 a 1,84 + 0,14;
p<0,05). Pomér renalnich koncentraci ANG II byl statisticky vyznamn¢ vy$si u HanSD
na NS dieté a HanSD na LS + F dieté nez u TGR na NS dieté, TGR na LS + F, ANG II-
infundovanych, obou skupin 2K1C potkani (8,25 = 0,92 a 6,41 + 0,66 vs. 2,45 + 0,32;
2,16 £0,27; 1,46 + 0,09; 3,24 = 0,29 a 2,52 + 0,18; p<0,05). Avsak na rozdil od poméru
plazmatickych koncentraci ANG II byl pomér renalnich koncentraci ANG Il u ANG II-
infundovanych potkanti signifikantn¢ nizsi v porovnani s TGR na NS diet¢ i s TGR

na LS + F dieté (1,46 £ 0,09 vs. 2,45 £ 0,32 a 2,16 + 0,27; p<0,05).
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Graf ¢. 3: Plazmatické koncentrace ANG II u bdélych HanSD, TGR,
ANG Il-infundovanych a 2K1C potkant

Plazmatické konc. ANG Il (fmol/ml)

HanSD+NS = normotenzni potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli;

HanSD+LS+F = normotenzni potkani na diet¢ s nizkym obsahem soli a s podanim furosemidu;
TGRA+NS = transgenni hypertenzni potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli;

TGR+LS+F = transgenni hypertenzni potkani na dieté s nizkym obsahem soli a s podanim furosemidu;
ANG ll-infund. = angiotenzin II infundovani hypertenzni potkani na dieté s normalnim obsahem soli;
2K1C =, ,two-kidney, one-clip“ Goldblattiv hypertenzni kmen potkant

*p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota neoznacené skupiny

#p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota ostatnich skupin
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Graf ¢. 4: Renalni koncentrace ANG II u bdélych HanSD, TGR,
ANG Il-infundovanych a 2K1C potkant
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HanSD+NS = normotenzni potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli;

HanSD+LS+F = normotenzni potkani na dieté s nizkym obsahem soli a s podanim furosemidu;
TGR+NS = transgenni hypertenzni potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli;

TGR+LS+F = transgenni hypertenzni potkani na dieté s nizkym obsahem soli a s podanim furosemidu;
ANG ll-infund. = angiotenzin II infundovani hypertenzni potkani na dieté s normalnim obsahem soli;
2K1C = ,two-kidney, one-clip“ Goldblattiv hypertenzni kmen potkand, méfeni v kontralateralni ledviné

2K1C = ,two-kidney, one-clip“ Goldblattiv hypertenzni kmen potkant, méfeni v ledving za stendzou
*p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota neoznagené skupiny

#p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota ostatnich skupin
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Graf ¢. 5: Pomér plazmatickych koncentraci ANG II u anestetizovanych vs.

bdélych HanSD, TGR, ANG Il-infundovanych a 2K1C potkani
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HanSD+NS = normotenzni potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli;

HanSD+LS+F = normotenzni potkani na dieté¢ s nizkym obsahem soli a s podanim furosemidu;
TGR+NS = transgenni hypertenzni potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli;

TGR+LS+F = transgenni hypertenzni potkani na dieté s nizkym obsahem soli a s podanim furosemidu;
ANG ll-infund. = angiotenzin II infundovani hypertenzni potkani na diet¢ s normalnim obsahem soli;

2K1C = ,two-kidney, one-clip“ Goldblattiv hypertenzni kmen potkant
*p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota neoznacené skupiny

#p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota ostatnich skupin
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Graf ¢. 6: Pomér renalnich koncentraci ANG II u anestetizovanych vs.

bdélych HanSD, TGR, ANG Il-infundovanych a 2K1C potkani
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HanSD+NS = normotenzni potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli;

HanSD+LS+F = normotenzni potkani na dieté s nizkym obsahem soli a s podanim furosemidu;
TGR+NS = transgenni hypertenzni potkani krmeni dietou s normalnim obsahem soli;

TGR+LS+F = transgenni hypertenzni potkani na dieté s nizkym obsahem soli a S podanim furosemidu;
ANG ll-infund. = angiotenzin II infundovani hypertenzni potkani na dieté s normalnim obsahem soli;
2K1C = ,two-kidney, one-clip“ Goldblattiv hypertenzni kmen potkand, méfeni v kontralateralni ledviné
2K1C = ,two-kidney, one-clip“ Goldblattiv hypertenzni kmen potkant, méfeni v ledving za stendzou
*p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota neoznagené skupiny

#p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota ostatnich skupin
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D. Diskuse

Pokud je nam znamo, je toto prvni souhrnna studie hodnotici plazmatické
a renalni koncentrace ANG II u normotenznich potkant a u experimentdlnich modelt
ANG ll-dependentni hypertenze, u kterych byly sbirany vzorky krve a tkani jednak
od anestetizovanych potkant po chirurgické ptipravé a naslednych renalnich funk¢nich
studiich, a zaroven od bdélych potkani. Piredchozi studie ukdzaly, ze pokud je krev
odebrana u anestetizovanych zvitat po chirurgickém zésahu, ovliviiuje to uvoliovani
reninu a PRA. Pentobarbitalova anestézie vyvolava 2 — 6 nasobné zvyseni uvolfiovani
reninu a PRA u normotenznich a 2K1C Goldblattovskych hypertenznich potkant
[Johnson and Malvin 1975, Leenen et al. 1973, Yun et al. 1978, Pettinger et al. 1975,
Pettinger and Augusto 1971a]. Dale bylo prokazano, ze reakce na anestézii jsou Vysoce
variabilni a nezavisi na davce anestetik [Weber et al. 1973, Hodge et al. 1966, Johnson
and Malvin 1975, Yun et al. 1978, Pettinger et al. 1971b]. Mimoto pentobarbitalova
anestézie eliminuje supresi PRA, ktera byla vyvolana podanim DOCA a dietou
s vysokym obsahem soli; pentobarbital snizuje PRA az k hladindm pozorovanym
u zvifat na dieté s normalnim obsahem soli [Pettinger et al. 1971b]. Bylo také zjisténo,
Ze pentobarbitalovad anestézie zvySuje odezvu krevniho tlaku na ANG II a prodluzuje
poloc¢as rozpadu ANG Il [Chapman et al. 1980]. Vzhledem Kk témto vysledkim
a predchozim zjisténim, Ze koncentrace reninu v ledvinach TGR, ANG II-
infundovanych a kontralateralnich ledvinach 2K1C potkanii jsou snizené az ke stézi
detekovatelnym hladinam [El-Dahr et al. 1993, Guan et al. 1992, von Thun et al. 1994b,
Mullins et al. 1990] a Ze rendlni reninova aktivita je zvySend u normotenznich potkanti
se solnou depleci a v ledvinach za stendézou u 2K1C potkant [von Thun et al. 1994b,
Leenen et al. 1973, Corman et al. 1995], jsme si dali za cil stanovit plazmatické
a renalni koncentrace ANG II u pentobarbitalem anestetizovanych potkanti, abychom
1épe pronikli do podstaty koncentraci ANG Il u zvifat ptipravenych na renalni funkéni
studie a porovnat je s hodnotami ziskanymi u bdélych zvifat.

Prvnim dilezitym vysledkem této studie je zjiSténi, ze plazmatické koncentrace
ANG Il byly u vsech anestetizovanych zvifat, u kterych se po pfedchozi chirurgické
ptipravé provedly renalni funk¢ni studie, signifikantn€ vys$i v porovnédni se zvifaty
bdélymi. Nicméné anestetizovani HanSD na dieté s normalnim obsahem soli a na dieté

s nizkym obsahem soli méli signifikantné vysSi plazmatické koncentrace ANG Il
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nez ostatni zkoumané experimentalni skupiny. Naopak u bdélych zvifat méli HanSD
potkani na diet¢ Snormalnim obsahem soli statisticky vyznamné niz§i plazmatické
koncentrace ANG Il v porovnani s HanSD na dieté s nizkym obsahem soli, s TGR
na diet¢ s normalnim obsahem soli, S TGR na dieté s nizkym obsahem soli a S ANG II-
infundovanymi potkany, ale od koncentraci ANG Il v plazmé u 2KI1C potkanli se
nelisili. Pokud jsme tyto vysledky hodnotili vzhledem k citlivosti vaskularniho RAS
k anestézii a k chirurgickym postupim — vyhodnoceno jako pomér plazmatickych
koncentraci ANG II u anestetizovanych vs. bdélych zvifat (graf ¢. 5) — zjistili jsme,
ze HanSD potkani na dieté S normalnim obsahem soli i na dieté¢ s nizkym obsahem soli
a 2K1C Goldblattovi hypertenzni potkani jsou nejcitlivéjsi, tj. dochazi u nich az k 6-ti
nasobnému zvySeni plazmatickych koncentraci ANG II; TGR na dieté¢ S normalnim
obsahem soli, TGR na diet¢ s nizkym obsahem soli @ ANG ll-infundovani potkani maji
jen mirn¢ zvysSené plazmatické koncentrace ANG II, tj. méné nez dvakrat. Zakladni
mechanismus zodpovédny za tato zvysSeni plazmatickych koncentraci ANG II zGstava
zatim neznamy. AvSak je zde nutné poznamenat, ze ackoliv jsme v této studii
neurcovali PRA, ptedchozi studie piesvédcive prokazaly, ze normotenzni anestetizovani
potkani vykazuji nezéavisle na pfijmu soli velmi vysokou PRA a Ze pentobarbitalova
anestézie zna¢n¢ stimuluje uvolfovani reninu z ledviny za stenézou do cirkulace,
coz ukazuje, ze maji vysoké koncentrace reninu [El-Dahr et al. 1993, von Thun et al.
1994b, Corman et al. 1995, Cholewa et al. 2005]. Je tudiz mozné, ze normotenzni
potkani a 2K1C hypertenzni potkani reaguji na anestézii znaénym zvySenim PRA
s naslednym zvysenim produkce cirkulujiciho ANG Il. Tento pfedpoklad je v souladu
se zjisténim, ze PRA je vyrazné potlacena u TGR a ANG ll-infundovanych potkant
a ze se vlivem diety s nizkym obsahem soli u TGR nezméni [Wang et al. 2003, von
Thun et al. 1994b, Mullins et al. 1990, Rubattu et al. 1994]. Tato fakta pravdépodobné
vysvétluji nizsi plazmatické koncentrace ANG II u anestetizovanych TGR na dieté
S normalnim obsahem soli i na dieté S nizkym obsahem soli a U ANG II- infundovanych
potkanll v porovnani s normotenznimi HanSD a 2K 1C Goldblattovskymi hypertenznimi
potkany.

Druhym dualezitym vysledkem je naSe zjisténi, Ze koncentrace ANG I
Vv ledvinach anestetizovanych HanSD krmenych dietou s normalnim obsahem soli
a Vledvinach za stendzou u 2KI1C potkanti byly signifikantné vyS$si nez v ledvinach
TGR na dieté s normalnim obsahem soli i na diet€¢ s nizkym obsahem soli, ANG II-

infundovanych potkant a v kontralateralnich ledvinach 2K1C Goldblattovskych
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hypertenznich potkanti. Dieta snizkym obsahem soli vyvolala vyrazné zvyseni
renalnich koncentraci ANG Il u anestetizovanych HanSD, ale neovlivnila je
u anestetizovanych TGR. Avsak u bdélych zvitat jsme zjistili, ze koncentrace ANG 11
Vv ledvinach HanSD potkand na diet¢ S normalnim obsahem soli a v kontralateralnich
ledvindch 2K1C potkanl se vzdjemné statisticky nelisi, ale jsou signifikantné nizsi
nez koncentrace ANG Il v ledvinach HanSD potkan® na dieté S nizkym obsahem soli,
TGR na diet¢ s normalnim obsahem soli 1 na diet¢ s nizkym obsahem soli, ANG II-
infundovanych potkanti a v ledvinach za stenézou u 2KI1C potkani. Vzhledem
K citlivosti renalniho RAS k anestézii a K operacnimu stresu — vyjadieno jako pomér
renalnich koncentraci ANG Il u anestetizovanych vs. bdélych potkant (graf ¢. 6) — jsou
HanSD potkani nejcitlivéjsi, tj. jejich renalni koncentrace ANG Il jsou bez ohledu
na ptisun soli 6 — 8 nasobné zvysené. Zajimavosti je zjisténi, ze koncentrace ANG 1l
Vv kontralateralnich ledvinach bdélych 2K1C Goldblattovskych hypertenznich potkanti
nejenze nejsou signifikantné rozdilné od hodnot naméfenych u HanSD krmenych dietou
s normalnim obsahem soli — pfestoZze je dle uvefejnénych praci koncentrace reninu
Vv ledvinach potlacena — ale kontralateralni ledvina si také udrzuje schopnost reagovat
na anestézii a chirurgii produkci ANG Il [El-Dahr et al. 1993, von Thun et al. 1994b].
Tato zjisténi spolu s nasimi poznatky, Ze renalni koncentrace ANG II u bd€lych TGR,
ktefi predstavuji jiny dobfe definovany hypertenzni model se zna¢né potlacenou
intrarenalni reninovou aktivitou [Mullins et al. 1990, Rubattu et al. 1994], jsou zvySené
v porovnani s HanSD potkany na dieté¢ s normalnim obsahem soli, jasné ukazuji
disociaci mezi koncentracemi reninu a ANG Il v ledvinach. Souhrnné tato zjisténi
ukazuji, Ze nedostatek reninu v ledvinach neni automaticky spojovan se sniZenim
rendlnich koncentraci ANG II a naznacuji, Zze podobné jako u 2KI1C hypertenznich
potkanii také u TGR muze byt na reninu nezavisly mechanismus zodpovédny
za zvySenou intrarenalni tvorbu ANG Il [Navar and Nishiyama 2004b, Navar 2004a,
Navar et al. 1998b]. Vzhledem k podobnym intrarenalnim koncentracim ANG Il u TGR
a ANG ll-infundovanych potkant, u kterych je rendlni koncentrace reninu potlacena
dokonce do vétsi miry a u kterych byla ATi-receptory zprostfedkovand internalizace
ANG Il z cirkulace oznacena jako kli¢ovy mechanismus odpovédny za zvySené
intrarenalni koncentrace ANG Il [Navar and Nishiyama 2004b, Navar and Harrison-
Bernard 2000], je mozné, ze by se tento mechanismus mohl vyskytovat i u TGR.
Nicméné jsou zapotiebi dalsi studie, které by se vénovaly tomuto problému. Déle jsme

také zjistili, ze renalni koncentrace ANG II u vSech experimentalnich skupin potkant,
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nezéavisle na tom, zda vzorky byly odebirany u anestetizovanych ¢i bdélych zvitat, byly
signifikantné vys$i v porovnani s odpovidajicimi plazmatickymi koncentracemi
ANG II. Tato data podporuji teorii, ze intrarenalni koncentrace ANG II jsou za vSech
znamych podminek, tj. normotenze, hypertenze a dietni Gpravy hladiny soli, vyssi
nez by mohlo byt vysvétleno na =zakladé jednoduchého wvyvazeni s hladinami
cirkulujiciho ANG Il [Navar and Nishiyama 2004b]. Zajimavé je také naSe zjiSténi,
ze ANG Ill-infundovani potkani vykazuji nejmensi zvySeni rendlnich koncentraci
ANG II jako odpovéd’ na anestézii a chirurgickou piipravu. Divod by mohl byt ten,
ze hladiny renalni reninové mRNA a aktivita reninu v ledvinach jsou u téchto potkant
potlaceny do vétsi miry, tj. téméf k nedetekovatelnym mezim, v porovnani s reninovou
MRNA v ledviné TGR a V kontralateralni ledviné 2K1C potkant [von Thun et al.
1994b, Mullins et al. 1990]. Proto reakce na anestézii a operacni stres muze byt
u ANG ll-infundovanych potkani mnohem mirnéjsi.

V této studii jsme dale zjistili, Ze plazmatické koncentrace ANG II zistavaji
v ,,normalnich* mezich u bdélych 2K1C potkantl, ale u TGR a ANG ll-infundovanych
potkanli jsou vyS$i. Podobné koncentrace ANG Il v kontralateralni ledviné 2KI1C
potkanti byly v ,,normalu“, kdezto u TGR a ANG ll-infundovanych potkani byly
renalni koncentrace ANG II zvySené navzdory trvale zvySenému krevnimu tlaku. Tyto
vysledky se shoduji s poznatky, Ze nepfiméiené vysoké plazmatické a rendlni
koncentrace ANG |1 zptsobuji funkéni poruchy ledvin a ohrozuji tlakové-natriureticky
mechanismus ledvin, ktery vede k rozvoji a pietrvavani hypertenze u téchto ANG II-
dependentnich modelt [Navar 2004a, Navar and Harrison-Bernard 2000, Navar et al.
1998b, Cervenka et al. 1999c, Wang et al. 2003, Kopkan et al. 2004, Kopkan et al.
2005, Cervenka and Navar 1999b, Wang et al. 1997, Navar et al. 1999, Wang et al.
2000, Van der Mark and Kline 1994]. Dale nase zavéry, ze plazmatické a renalni
koncentrace ANG II u anestetizovanych TGR, ANG ll-infundovanych a 2K1C potkant
jsou podstatné niz$i (2 — 3x niz8i) nez u anestetizovanych normotenznich potkand,
podporuji teorii, ze funkéni reakce ledvin na farmakologickou inhibici RAS jsou
u téchto ANG ll-dependentnich hypertenznich potkanti srovnatelné s reakcemi
normotenznich potkanti [Cervenka et al. 1999c, Kopkan et al. 2004, Kopkan et al. 2005,
Cervenka and Navar 1999b, Wang et al. 1997, Huang et al. 1982, Huang and Navar
1983]; tato data jasn¢ ukazuji, ze funkce ledvin je u ANG Il-dependetnich
hypertenznich potkanti pod nepfimétené vysokou kontrolou ANG II.
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Tretim dil¢im zavérem této studie je zjisténi, Ze vazna solna deplece u TGR
navozena podanim diuretika v pitné vodé a naslednou ptisnou dietou s nizkym obsahem
soli zpusobuje prudké sniZeni krevniho tlaku az k hodnotam, které se signifikantné
neli$i od hodnot krevniho tlaku HanSD potkanli na diet¢ S normalnim obsahem soli.
Kromé toho dieta s nizkym obsahem soli nevyvolala u TGR statisticky vyznamné
zmény v plazmatickych a rendlnich koncentracich ANG Il. Tyto vysledky jsou
v souladu s nasim neddvnym zjisténim, Ze akutni solna deplece podstatné sniZzuje nartst
krevniho tlaku béhem ¢asné faze hypertenze u 52 dennich TGR [Burgelova et al. 2005]
a ze dlouhodobé podavani diety s nizkym obsahem soli heterozygotnim TGR zapocaté
ithned po odstavu zna¢né snizuje krevni tlak az téméf k normotenznim hodnotam
[Vaneckova et al. 2004, Vaneckova et al. 2005]. Je znamo, Ze aktivita RAS je neptimo
umérna piisunu soli a Ze zvySend aktivita RAS bé¢hem snizeného piijmu soli pfedstavuje
kompenzacni mechanismus vedouci kudrzovani stilého OECT a krevniho tlaku
[Mitchell and Navar 1989, Hall and Brands 2000, Ingert et al. 2002a]. Vzhledem
K témto znalostem nase zjisténi, ze TGR nereaguji na solnou depleci pfiméfenym
zvySenim plazmatickych a renalnich koncentraci, poukazuji na to, ze TGR vykazuji sil-
senzitivni slozku hypertenze, kterd je spojovéana se ztratou piiméfenych regulacnich
ucinki snizeného ptisunu soli na plazmatické a renalni koncentrace ANG II. Naopak
sniZzeny piisun sodiku u HanSD potkanii neovlivnil krevni tlak, ale m¢l za nésledek
zvySeni plazmatickych a renalnich koncentraci ANG II, coZ potvrzuje skutecnost,
ze normotenzni HanSD potkani vykazuji fyziologické reakce vaskularniho 1 renalniho

RAS na solnou depleci.
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E. Souhrn vysledki

1. Pentobarbitalova anestézie a chirurgicka priprava zvifete na renalni funkéni
studie zvySuje plazmatické a renalni koncentrace ANG Il u HanSD ve vétsi mife

nez u ANG ll-dependentnich modelt hypertenze.

2. Koncentrace ANG Il vplazmé a vledvinach bdélych TGR, ANG II-
infundovanych potkani a vledviné za sten6zou u 2K1C potkani jsou
znaéné zvySené a Ze koncentrace ANG Il v kontralateralni ledviné 2K1C
potkant je stejna jako u normotenznich potkantu. Proto lze ptedpokléadat,
7ze ruzna Ccitlivost normotenznich a ANG ll-indukovanych hypertenznich
potkanii na anestézii a opera¢ni postupy muze vést k odliSnym hodnotdm
krevniho tlaku a k rozdilnym reakcim ledvin na farmakologickou inhibici RAS.
Tudiz vysledky jednotlivych studii na anestetizovanych zvifatech by mély byt

interpretovany s opatrnosti.

3. Snizeny pfisun soli u TGR snizuje TK, ale nezvySuje pifiméfen¢ plazmatické
a rendlni koncentrace ANG II, coz naznacuje, Ze TGR vykazuji diileZitou siil

senzitivni sloZku hypertenze.

Na zéklad¢ vysledkli této studie lze uzaviit, Ze nepFimérené vysoké
plazmatické a renalni koncentrace ANG II a nepfetrzity silny vliv ANG Il
na ledviny pravdépodobné predstavuji nejdilezitéjsi mechanismus vedouci

K rozvoji a pretrvavani hypertenze u ANG |l-dependentnich modeli hypertenze.
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5. Studie ¢. 2:

Po zjisténi, ze anestézie sice ovliviiuje koncentrace ANG II u ANG II-
dependentich modeli hypertenze, ale v mensi mife nez u normotenznich HanSD
potkanli, nds zajimalo, jakou roli hraji plazmatické a renalni koncentrace ANG II
V rozvoji hypertenze, tj. béhem prehypertenzni, ¢asné a pozdni faze hypertenze. Jako
vhodny model jsme pouzili hypertenzni transgenni kmen TGR(mRen2)27, ktery
predstavuje geneticky piesné definovany model ANG II-dependentni formy hypertenze.
Je zndmo, Ze aktivita RAS je nepfimo imérnd mnozstvi pfijaté soli. V ptfedchozi studii
jsme potvrdili, Ze TGR potkani vykazuji stl-senzitivni slozku hypertenze, na sniZzeny
prisun soli nereagovali primétenym zvySenim ANG II koncentraci. V nésledujici studii
jsme se rozhodli ovéfit U€inky zvySeného 1 sniZeného piijmu soli na hladiny ANG II

béhem rozvoje hypertenze.

Vliv zmén sodikové rovmnovahy na plazmatické a renalni
koncentrace ANG Il u anestetizovanych a bdélych Ren-2

transgennich potkanu

Cile studie:
e Stanovit plazmatické a renalni koncentrace ANG Il v pribéhu rozvoje
hypertenze u anestetizovanych a bdélych TGR.
e Zjistit vliv anestézie na plazmatické a rendlni koncentrace ANG I

e Zjistit vliv zmén dietniho piijmu soli na vysi TK a na hladiny ANG II.
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A. Uvod

Kmen transgennich potkanit TGR(mRen2)27 (zkracené¢ TGR) je prvnim piesné
definovanym monogennim modelem hypertenze [Mullins et al. 1990]. Ackoliv je
hypertenze u TGR spojena sinzerci mySiho Ren-2 reninového genu, presny
patofyziologicky mechanismus rozvoje hypertenze zistava nejasny. Dalo by se
ocekavat, ze je vysledkem zvySené plazmatické ¢i tkanové reninové aktivity
nebo kombinaci obou S naslednou zvySenou produkci cirkulujiciho a tkanového
ANG II. Ac¢koliv ptedchozi studie ukazuji, ze hypertenze u tohoto modelu je na ANG 11
zavisla a ze aktivace AT; receptorti podstatné piispiva k jejimu rozvoji [B6hm et al.
1995, Gross et al. 1995, Mitchell and Mullins 1995, Langheinrich et al. 1996], data
tykajici se reninové aktivity a koncentraci ANG Il jsou sporna.

Na jedné strané prvotni studie popisujici tento model [Mullins et al. 1990]
ukazuje, Ze plazmatickd a rendlni reninova aktivita je zna¢né€ niz$i u TGR v porovnani
s transgen-negativnimi potkany kmene Hannover Sprague-Dawley (HanSD), hladiny
ANG II v plazmé se vSak nelisi. Kromé toho byly u heterozygotnich TGR samct
I samic s prokazanou hypertenzi naméfeny normalni nebo nizké plazmatické reninové
koncentrace a niz§i hladiny ANG 1II nez u stejné starych HanSD [Lee et al. 1995,
Hilgers et al. 1992, Peters et al. 1996]. Navic naSe pracovni skupina i jini védci zjistili,
7e béhem vyvojové a Casné faze hypertenze nejsou u TGR zvysené hladiny ANG Il
v plazmé a v ledvinach [Peters et al. 1996, Kopkan et al. 2004, Mitchell et al. 1997,
Kopkan et al. 2005]. Nedavno bylo také prezentovano, Ze se hypertenze u TGR
nevztahuje ke kinetice reninu [Rong et al. 2003]. Vyse uvedené vysledky ukazuji,
ze rozvoj hypertenze u TGR nemuze byt jednoduse vysvétlen na zakladé zvySené
produkce ANG Il snaslednou hyperaktivaci AT; receptord, a proto by mély byt
zvéazeny 1 jiné mechanismy.

Na stran¢ druhé se ukazalo, ze i kdyz byl endogenni potkani reninovy gen
1 transgenni my$i reninovy gen potlacen ve spojeni se snizenou intrarendlni reninovou
aktivitou, plazmaticka reninova aktivita byla vyrazn¢ zvysSena [Bohlender et al. 1998,
Véniant et al. 1995, Tokita et al. 1995]. Dale byla zjisténa prekvapiveé zvySena exprese
reninového transgenu a tkanova reninova aktivita v nadledvinach, v mozku, v srdci
a v cévnich sténach TGR a vétSina aktivniho plazmatického reninu byla mysSiho ptvodu

[Bohlender et al. 1998, Senanayake et al. 1998]. Podobn¢ Tokita a spol. ukazali,
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ze plazmatickd reninovad aktivita a koncentrace ANG II u TGR jsou zvySené
v porovnani s HanSD a Ze nadledviny jsou u téchto zvifat hlavnim zdrojem
cirkulujiciho reninu [Tokita et al. 1994a]. Mimoto také naznacili, Ze rozvoj hypertenze
u TGR muze byt zplsobeny kinetikou reakce mezi mySim reninem a potkanim
angiotenzinogenem [Tokita et al. 1994b]. N¢kolik studii udava, ze hypertenze u TGR je
doprovazena vysS$i plazmatickou a tkanovou koncentraci ANG Il V porovnani
s normotenznimi HanSD [Tokita et al. 1995, Senanayake et al. 1998, Campbell et al.
1995, Senanayake 1994]. Tato zjisténa data naznacuji, ze zvySena tvorba cirkulujiciho
a tkanového ANG II by mohla byt hlavni patofyziologickou hnaci silou pro rozvoj
a pretrvavani hypertenze u TGR.

Zatim neexistuje vSeobecna shoda, co se tyée role plazmatickych a renalnich
koncentraci ANG Il v rozvoji hypertenze u TGR. Je nutno poznamenat, Ze rozdily
ve vysledcich by mohly souviset s rozdilnym vékem a pohlavim zvifat pouzitych
ve vyse zminénych studiich. V nékterych studiich byla zvifata pfed odbérem krve
a tkani pro stanoveni reninové aktivity a koncentraci ANG II anestetizovéana, v jinych
studiich byla dekapitovana. Proto je mozné, Ze rozdily v navrZeni experimentu
a v metodice by mohly mit za nasledek odlisné zavéry predchozich studii.

Ackoliv je nyni zfejmé, Ze n¢kolik angiotenzinovych peptidi vykazuje dulezité
[Reudelhuber 2005]. Proto jsme se rozhodli proméftit koncentrace ANG Il v cirkulaci
a vzhledem k rostoucim poznatkim o klicové roli intrarenalniho ANG Il [Hall and
Brands 2000, Burns and Li 2003, Navar 2004a] v dlouhodobé regulaci krevniho tlaku
také v tkani ledvin.

Jelikoz je vSeobecné znamo, Ze plazmatické a rendlni koncentrace ANG I
u anestetizovanych zvifat jsou vyssi nez u potkand bdélych a protoze bylo prokéazano,
ze normotenzni potkani vykazuji vétsi zvyseni sekrece reninu jako odpovéd na anestézii
a chirurgicky zakrok nez ANG ll-indukovani hypertenzni potkani [Navar 2004a, Wang
et al. 2003, Zou et al. 1996, Zou et al. 1998, Fox et al. 1992], stanovovali jsme v této
studii plazmatické a renalni koncentrace ANG Il béhem prehypertenzni, ¢asné a pozdni
faze hypertenze u anestetizovanych a bdélych TGR a HanSD potkant.

Vzhledem k vyznamu plazmatického a tkanového ANG II v rozvoji stl-
senzitivni hypertenze u potkanti [Osborn et al. 2003, Howard et al. 2005, Lombardi et
al. 1999, Ingert et al. 2002a, Hodge et al. 2002, Franco et al. 2001] a vzhledem

ke zjisténi, Ze TGR maji taktéZ sil-senzitivni slozku hypertenze [Callahan et al. 1996,
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Opocensky et al. 2004, Vanéckova et al. 2004, Vanéckova et al. 2005], bylo dal$im
cilem této prace urcit u€inky diety S vysokym a S nizkym obsahem soli na krevni tlak

a na plazmatické a rendlni koncentrace ANG II u TGR a HanSD potkant.

B. Experimentalni ¢ast

Material a metody

Pfed vlastnim experimentem byli heterozygotni HanSD a TGR samci krmeni
dietou s normalnim obsahem soli (NS; 0,6 g NaCl/100 g krmiva) nebo dietou
s vysokym obsahem soli (HS; 2 g/100 g krmiva) po dobu ¢tyf dni. Potkantim na dieté
S nizkym obsahem soli byl nejdiive po dobu jednoho dne podavan furosemid (F) v pitné
vodé (40 mg/l, Furon; Merckle Corp., Blaubeuren, Germany) a poté byli Ctyii dny
krmeni dietou s nizkym obsahem soli (LS; <0.01 g NaCl/100 g krmiva; Altromin, Lage,
stimulaci renin-angiotenzinového systému [Ingert et al. 2002a, Ingert et al. 2002b,
Burgelova et al. 2005, Imig et al. 1999]. Az do vlastniho experimentu méla zvitata
neomezeny piisun krmiva a pitné vody. Experimenty byly provedeny
na anestetizovanych a bdélych HanSD potkanech a TGR. Plazmatické 1 rendlni
koncentrace ANG II byly méfeny u tfech vékové rozdilnych skupin TGR po deseti
zvitatech, tj. béhem prehypertenzni (32 denni), ¢asné (52 denni) a pozdni (90-ti denni)
faze hypertenze a u tfech skupin stejné starych HanSD potkani.

Ukol &. 1:
Urceni plazmatickych a renalnich koncentraci ANG Il u anestetizovanych zvirat
Po anestézii thiopentalem sodnym (v davce 60 mg/kg i.p.) byli potkani umisténi
na vyhiivany stolecek, diky némuz byla teplota téla udrzovéana v rozmezi 37-37,5°C.
K zajisténi dychani byla provedena tracheostomie (95%0,/5%C0,). Pro infuzi roztoka,
dodateénych anestetik a intraven6zné podavanych 1éki byl do pravé v. jugularis
zaveden Kkatetr (PE-50). Poté byla zakanylovana prava a. femoralis pro kontinualni
meéteni arterialniho krevniho tlaku a sbér vzorkt krve. Stiedni arterialni tlak (MAP) byl
méien pomoci tlakového snimace (model MLT 1050) a zaznamenavan do pocitace diky

automatizovanému systému sbéru dat (PowerLab/4SP, ADInstruments, UK).
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Po ptedchozi chirurgické ptipravé a 25-ti minutové vyrovnavaci periodé byl po dobu
20-ti minut monitorovan MAP. Poté byl proveden ventralni fez (fez stiedem bficha),
na levou renalni arterii byl nalozen klip (jako prevence snizeni rendlniho perfuzniho
tlaku) a leva ledvina byla odstranéna. Thned po odebrani ledviny byla do pfedchlazené
zkumavky s inhibitory (5 mM EDTA, 10 uM pepstatin, 1,25 mM 1,10-phenanthrolin)
sbirana arterialni krev. Poté byla odebrana i druha ledvina a srdce. Cas odbéru nepiesahl
30 sekund. Ob¢ ledviny byly po odbéru osuseny a zvazeny. Leva ledvina byla
homogenizovana v pfedchlazeném (4°C) metanolu. Srdce bylo osuSeno a zvazeno.
Odebrana krev i homogenaty z ledvin byly centrifugovany po dobu 10 minut pii 3 000 x
g a 4°C. 1 ml plazmy byl vysrazen Ctyfnasobnym mnozstvim piedchlazeného (4°C)
etanolu a vse bylo centrifugovano pi#i 3 000 x g, 4°C, po dobu 10 minut. Supernatanty
ze vzorkl krve 1 ledvin byly vysuSeny ve vakuové centrifuze (Speedvac concentrator
SPD101B, Savant Instruments, New York, USA) a uchovany pfti -80°C pied vlastnim
stanovenim koncentraci ANG Il. Rekonstituované odparky ledvinnych homogenati
byly piecistény na SPE kolonkach (BondElut®PH, Varian, Harbor City, CA, USA),
jak bylo uvedeno v piedchozi studii této prace. Ziskané eluaty byly vysuseny
a uchovany pii -80°C. Koncentrace ANG Il v plazm¢ i v ledvinach byly stanoveny
radioimunologicky (EURIA-Angiotensin Il RIA kit, EURO-DIAGNOSTICA AB,

Malmd, Sweden), dle navodu pfiloZzeného u kitu.

Ukol &. 2:
Stanoveni plazmatickych a renalnich koncentraci ANG II u bdélych zvirat

U bdélych zvitat byl métfen systolicky krevni tlak (SBP) pletysmograficky
na ocase (MC 4000; Hatteras Instruments Co.) [Kopkan et al. 2005, Vaneckova et al.
2005]. Poté byli bdeli TGR a HanSD potkani dekapitovani. Bezprostiedné po dekapitaci
byla do predchlazené (4°C) zkumavky s inhibitory sbirana plna krev, poté byly

odstranény ob¢ ledviny a srdce. Dalsi postup byl shodny jako u anestetizovanych zvitat.

Statisticka analyza
Vysledky jsou vyjadieny jako primér + SEM. Pro vyhodnoceni rozdili mezi
stejn¢ starymi TGR a HanSD potkany, vystavenymi stejnym podminkam, byl pouZit

neparovy t-test. Hladina statistické vyznamnosti byla definovana trovni p<0,05.
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C. Vysledky

Ukol &. 1: Studie u anestetizovanych zviiat

Hodnoty MAP jsou graficky znazornény v grafu ¢. 7. Mezi 32 dennimi TGR
a HanSD na NS dieté nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (119 = 4 mmHg
vs. 114 +£ 3 mmHg). Naopak MAP u 52 a 90-ti dennich TGR krmenych NS dietou byl
signifikantné vyssi v porovnani se stejn¢ starymi HanSD na NS dieté (179 £ 5 mmHg
vs. 125 £ 5 mmHg a 191 £ 5 mmHg vs. 128 + 4 mmHg, p<0,05). HS dieta nevyvolala
vyznamné zvySeni MAP u experimentalnich skupin HanSD potkanti. AvSak u vSech
vékovych skupin TGR zplsobila HS dieta signifikantni zvySeni MAP v porovnani s 32,
52 i 90-ti dennimi TGR na NS dieté (129 + 4 mmHg vs. 119 + 4 mmHg, 195 + 4 mmHg
vs. 179 £ 5 mmHg a 219 + 4 mmHg vs. 191 + 5 mmHg, p<0,05). Podobné LS dicta
neovlivnila MAP u skupin HanSD potkand, ale zpusobila statisticky vyznamné snizeni
MAP u TGR vsech vékovych skupin v porovnani s 32, 52 i 90-ti dennimi TGR na NS
dieté (106 + 4 mmHg vs. 119 = 4 mmHg, 167 £ 4 mmHg vs. 179 + 5 mmHg a 175 + 4
mmHg vs. 191 = 5 mmHg, p<0,05).
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Graf ¢. 7: Stfedni arterialni tlak (MAP) u 32, 52 a 90-ti dennich HanSD a TGR
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HanSD = normotenzni potkani kmene Hannover-Sprague Dawley

TGR = transgenni hypertenzni potkani kmene TGR(mRen2)27

*p<0,05 ... znaéi statisticky vyznamny rozdil TGR vs. HanSD na téze dieté

#p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota stejné vékové skupiny na NS dieté
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Plazmatické koncentrace ANG Il naméfené u anestetizovanych samci jsou
shrnuty v grafu ¢. 8. Hladiny ANG Il v plazmé byly signifikantné vyssi u 32 dennich
HanSD krmenych NS dietou v porovnani se stejné starymi TGR na stejné dieté (97 £ 15
vs. 32 £ 4 fmol/ml, p<0,05). Plazmatické koncentrace ANG Il u 52 a 90-ti dennich
HanSD krmenych NS dietou nebyly statisticky vyznamné rozdilné v porovnani se stejné
starymi TGR na NS dieté (66 + 9 vs. 78 =4 a 57 £ 6 vs. 46 £ 5 fmol/ml, p<0,05). HS
dieta neovlivnila koncentrace ANG Il v plazmé u skupin TGR v porovnani s TGR
na NS dieté. AvSak u 32, 52 i 90-ti dennich HanSD potkanii HS dieta snizila
plazmatické koncentrace ANG Il v porovnani se stejné starymi HanSD potkany na NS
dieté (40 £ 5 vs. 97 £ 15,28 £ 5 vs. 66 £ 9 a 37 £ 4 vs. 57 = 6 fmol/ml, p<0,05). LS
dieta zvysila hladiny ANG Il v plazmé& u 32 dennich TGR ve srovnani s 32 dennimi
TGR na NS dieté (124 + 10 vs. 32 £+ 4 fmol/ml, p<0,05), ale u 52 a 90-ti dennich TGR
tyto hladiny vyznamné neovlivnila. Naopak u HanSD potkanti LS dieta vyvolala
signifikantni zvyseni plazmatickych koncentraci ANG II u vSech vékovych skupin
V porovnani se stejné¢ starymi HanSD na NS diet¢ (306 + 35 vs. 97 + 15, 97 + 9
vs. 66 =9 a81+5vs. 56 + 7 fmol/ml, p<0,05).

Koncentrace ANG Il v ledvinach jsou znazornény v grafu ¢. 9. Obsah ANG II
V ledvinach u 32 a 90-ti dennich HanSD potkanii krmenych NS dietou nebyl rozdilny
od hodnot naméfenych u stejné starych TGR na téze diet¢ (90 = 6 vs. 68 £ 12 a 171 £
22 vs. 156 £ 21 fmol/g tk., p<0,05). Naproti tomu skupina 52 dennich HanSD potkanti
krmenych NS dietou vykazovala statisticky vyznamné nizsi renalni koncentrace ANG 11
V porovnani se stejn¢ starymi TGR na NS dieté (63 £ 12 vs. 245 £ 16 fmol/g tk.,
p<0,05). HS dieta neovlivnila renalni koncentrace ANG II u 32 dennich TGR,
ale signifikantn€ sniZila koncentrace ANG Il v ledvinadch u 52 a 90-ti dennich TGR
V porovnani se stejn¢ starymi TGR na NS dieté (64 + 7 vs. 245+ 16 a 59 + 10 vs. 156 £
21 fmol/g tk., p<0,05). U HanSD potkanti HS dieta zapficinila statisticky vyznamné
sniZzeni renalnich koncentraci u vSech v€kovych skupin v porovnéni se stejné starymi
HanSD na NS dieté¢ (52 £ 6 vs. 90+ 6,37+ 4 vs. 63+ 12279+ 9 vs. 171 £ 22 fmol/g
tk., p<0,05). LS dieta zvysila obsah ANG Il v ledvinach u 32 dennich TGR ve srovnani
S 32 dennimi TGR na NS dieté (244 + 11 vs. 68 £+ 12 fmol/g tk., p<0,05), ale nezménila
hladiny ANG Il v ledvinach u 52 a 90-ti dennich TGR v porovnani se stejné starymi
TGR krmenych NS dietou. U vSech vékovych skupin HanSD potkant LS dieta vyvolala
signifikantni zvySeni renalnich koncentraci ANG Il v porovnani s HanSD na NS dieté

(257 +36vs.90£6, 109+ 9 vs. 63 + 122263 £ 19 vs. 171 + 22 fmol/g tk., p<0,05).
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Graf €. 8: Plazmatické koncentrace ANG Il u anestetizovanych HanSD a TGR
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Graf €. 9: Renalni koncentrace ANG Il u anestetizovanych HanSD a TGR
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Ukol ¢&. 2: Studie u bdélych zvirat

Podobné jako u anestetizovanych TGR ztistal SBP u 32 dennich bdélych TGR
krmenych NS dietou v normotenznich mezich a nebyl signifikantné odlisny od hodnot
SBP stejné starych HanSD (128 + 5 vs. 123 £ 5 mmHg, p<0,05). Avsak 52 denni TGR
byli jiz vyrazn¢ hypertenzni v porovnani se stejné starymi HanSD potkany
(198 = 5 vs. 136 + 4 mmHg, p<0,05). HanSD potkani nereagovali zménou v SBP
na HS dietu ani na LS dietu. Naopak TGR zareagovali na zvySeny piisun soli statisticky
vyznamnym zvySenim SBP u vSech vékovych skupin a na LS dietu signifikantnim
snizenim SBP u 52 a 90-ti dennich TGR.

Koncentrace ANG II naméfené v plazmé bdélych zvitat jsou znazornény v grafu
¢. 10. U 32, 52 i 90-ti dennich HanSD krmenych NS dietou byly plazmatické
koncentrace ANG Il signifikantné niz§i v porovnani se stejné starymi TGR na stejné
diet¢ (34 +3vs. 50+£3,25+3vs.42+4 a2l +2vs.32+2 fmol/ml, p<0,05). HS dieta
statisticky vyznamné snizila koncentraci ANG Il v plazmé u HanSD vsSech vekovych
skupin v porovnani se stejné¢ starymi HanSD na NS dieté (19 + 1 vs. 34 =3, 17 + 2 vs.
25+ 3a12 £ 1 vs. 21 £ 2 fmol/ml, p<0,05), ale neovlivnila plazmatické koncentrace
ANG Il u TGR v porovnani s TGR na NS dieté. LS dieta naopak signifikantné zvysila
plazmatické koncentrace ANG II u HanSD vsech vékovych skupin ve srovnani se stejné
starymi HanSD na NS dieté (62 £ 7 vs. 34 £3,38 +3 vs. 25+ 3 a32£3vs. 21 £2
fmol/ml, p<0,05), ale taktéz neméla vliv na koncentrace ANG Il v plazmé u TGR.

Obdobny trend byl zaznamenan u koncentraci ANG |l namétenych v ledvinach
(graf ¢. 11). Ve vsech v€kovych skupinach HanSD krmenych NS dietou byly renalni
koncentrace ANG 1I statisticky vyznamné niz§i v porovnani se stejné starymi TGR
na NS diet€ (49 + 3 vs. 109 £ 10, 44 + 3 vs. 69 = 4 a 35 + 2 vs. 55 = 3 fmol/g tk.,
p<0,05). HS dieta opét vyznamné snizila koncentrace ANG Il v ledvinach u 32, 52
I 90-ti dennich HanSD v porovnani se stejné¢ starymi HanSD na NS dieté (35 + 3 vs.
49 + 3,32 + 2 vs. 44 + 3 a 25 £ 2 vs. 35 £ 2 fmol/g tk., p<0,05), ale neovlivnila
koncentrace ANG 1l v ledvinach u skupin TGR Vv porovnani s TGR na NS diete.
Na rozdil od HS diety vedla LS dieta K signifikantnimu zvyseni renalnich koncentraci
ANG II u HanSD vsech vékovych skupin ve srovnani se stejné starymi HanSD na NS
dieté (88 £ 4 vs. 49 = 3, 81 + 8 vs. 44 £ 3 a 51 + 3 vs. 35 + 2 fmol/g tk., p<0,05),

ale také neméla vliv na koncentrace ANG Il v ledvinach u TGR.
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Graf ¢. 10: Plazmatické koncentrace ANG Il u bdélych HanSD a TGR
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TGR = transgenni hypertenzni potkani kmene TGR(mRen2)27
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Graf ¢. 11: Renalni koncentrace ANG |1 u bdélych HanSD a TGR
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D. Diskuse

Prvnim cilem této studie bylo stanovit plazmatické a renalni koncentrace ANG |1
béhem jednotlivych fazi rozvoje hypertenze u anestetizovanych TGR a zjisténa data
porovnat s hodnotami naméfenymi u stejné starych anestetizovanych HanSD potkanti.
Zjistili jsme, Ze plazmatické koncentrace ANG Il byly niz§i u 32 dennich TGR
V porovnani se stejné starymi HanSD, ale mezi 52 i 90-ti dennimi TGR a stejné starymi
HanSD nebyl nalezen rozdil. Renalni koncentrace ANG II byly nékolikandsobné vyssi
u anestetizovanych TGR v ¢asné fazi hypertenze (52 denni), ale nebyly rozdilné
u anestetizovanych TGR V prehypertenzni (32 denni) a pozdni (90-ti denni) fazi
hypertenze v porovnani se stejné starymi anestetizovanymi HanSD potkany. Tato
zjisténi, ze plazmatické koncentrace ANG II u anestetizovanych TGR zlstavaji
Vv kontrolnich mezich a zZe intrarenalni koncentrace ANG II u 52 dennich TGR byly
vys$§i nez u normotenznich 52 dennich HanSD navzdory pfetrvavajicimu vzestupu

krevniho tlaku, jsou kompatibilni s pfedstavou, Ze nepiimétené vysoké plazmatické

srer

vvvvvv

véetné vysledkll nasi predchozi studie, které ukazuji, Ze plazmatické a rendlni
koncentrace ANG II jsou u hypertenznich TGR snizené v porovnani s normotenznimi
HanSD [Mullins et al. 1990, Lee et al. 1995, Hilgers et al. 1992, Peters et al. 1996,
Kopkan et al. 2004, Mitchell et al. 1997]. Avsak je nutné poznamenat, ze témét vSechny
predchozi studie byly délany u anestetizovanych, chirurgickym zakrokem stresovanych
zvitat a jak jiz bylo uvedeno vyse, je zndmo, Ze anestézie a chirurgicky zakrok vyrazné
stimuluji uvolfiovani reninu a nasledné aktivitu RAS [Yun et al. 1978, Pettinger et al.
1975, Johnson and Malvin 1975]. Od té doby bylo piesveéd¢ivé prokazano, ze ledviny
TGR jsou prosté reninu [Mullins et al. 1990, Lee et al. 1995, Bohlender et al. 1998]. Je
mozné, ze RAS je vlivem anestézie a rozsahlejSich chirurgickych postupt, tj. piiprava
zvitat pro funk¢ni a mikropunkéni studie ledvin [Kopkan et al. 2004, Mitchell et al.
1997, Kopkan et al. 2005], aktivovan ve vétsi mife u HanSD s neporusenou syntézou
a uvolnovanim reninu nez u TGR. Tato teorie je v souladu s vysledky skupiny badatelti
Mitchell a spol. [Mitchell et al. 1997], ktefi zjistili, Zze pokud jsou renalni koncentrace

ANG II méteny ve vzorcich ziskanych po kratké anestézii, maji hypertenzni TGR
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a normotenzni HanSD podobné hodnoty. Avsak pokud jsou koncentrace ANG Il
v ledvindich méfeny u zvifat, kterd podstoupila mikropunkéni postupy, pak TGR
vykazuji nizsi koncentrace nez normotenzni HanSD [Mitchell et al. 1997]. Tento nazor
byl dale podpofen nedavnym zjisténim Wanga a spol. [Wang et al. 2003], ktefi ukazali,
ze ANG Ill-infundovani hypertenzni potkani, coz je jiny model hypertenze se silné
potlacenou aktivitou intrarendlniho reninu, maji diky pfipravé na mikropunkci nizsi
plazmatické a renalni koncentrace ANG Il v porovnani s kontrolnimi zvitaty. Bylo také
zjisténo, ze U ANG ll-infundovanych potkant, ktefi nebyli podrobeni rozsahlejsi
chirurgii nebo u bdélych zvirat, byly koncentrace ANG II vyssi nez u kontrolnich
skupin [Zou et al. 1996, Zou et al. 1998]. Mimoto jsme v nasi nedavné studii
pozorovali, Ze plazmatické a rendlni koncentrace ANG II byly niZ8i u anestetizovanych
prehypertenznich TGR v porovnani se stejné starymi anestetizovanymi HanSD,
ale pokud byly vzorky odebrany zvifatim ihned po dekapitaci, byly ziskdny opacné
vysledky [Kopkan et al. 2005].

Proto dalSim ukolem bylo ovéfit predpoklad, ze odlisné reakce na anestézii
a chirurgicky zadkrok mohou pozménit plazmatické a renalni koncentrace ANG II.
Vyhodnocovali jsme koncentrace ANG II ve vzorcich krve a ledvinné tkané odebranych
thned po dekapitaci zvitete. Zjistili jsme, ze plazmatické a renalni koncentrace ANG 1l
byly signifikantné vyssi u TGR vSech vékovych skupin v porovnéni se stejné starymi
HanSD potkany. Ackoliv nam tato data neumoznuji uréit specificky mechanismus
odpovédny za zvySené koncentrace ANG Il v plazmé i v ledvinach, 1ze uvazit nékolik
moznosti. Je mozné, Ze zvySené plazmatické koncentrace ANG Il u TGR jsou
vysledkem zvySené plazmatické reninové aktivity, kterd vede ke zvySeni tkanové
exprese myS$iho reninového genu a jeho zvySenému uvoliiovani do cirkulace, jak bylo
al. 1998, Langheinrich et al. 1996]. S ohledem na zvySené intrarenalni koncentrace
ANG Il u TGR je dilezité veédét, ze data ziskana u 2K1C (,,two-kidney, one-clip*)
Goldblattovskych hypertenznich potkanii jasné ukazuji disociaci mezi koncentraci
reninu a koncentraci ANG Il v kontralateralni ledviné. Tato zjisténi naznacuji, Ze ztrata
(deplece) reninu v ledvinach neni nutné spojena se ztratou ANG Il v ledvinné tkani
[Navar et al. 1998b]. Naopak bylo zaznamenano, Ze koncentrace ANG Il
Vv kontralateralnich ledvinach 2K1C hypertenznich potkant zlstavaji zvySené, prestoze
koncentrace reninu v ledvinach byla potlacena [Navar et al. 1998b, Cervenka et al.
1999c, El-Dahr et al. 1993, Tokuyama et al. 2002, Bruna et al. 1995, Sadjadi et al.
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2002]. Tyto poznatky podporuji skutecnost, Ze na reninu nezavisly mechanismus muize
byt také odpovédny za zvySenou tvorbu ANG Il v ledvinné tkani TGR chudé na renin.
Podobné bylo prokazano, ze u ANG Il-dependentnich modelt hypertenze, u nichz je
obsah reninu Vv ledvinach zna¢né¢ potladen, je AT; recoptory-zprostiecdkovana
internalizace ANG Il z cirkulace dilezitym mechanismem zodpovédnym za zvySené
intrarenalni koncentrace ANG Il [Zou et al. 1996, Zou et al. 1998, Ingert et al. 2002b,
Navar and Nishiyama 2004b]. Tento mechanismus by se také mohl uplatiiovat u TGR.

Nicméné jsou zapotiebi dalsi studie, které by se zabyvaly touto otazkou.

vvvvvv

[Osborn et al. 2003, deClue et al. 1978, Hall 1986, Hall et al. 1980, Hall and Brands
2000], nebo kratkodobé pusobeni presorickych davek ANG Il [Howard et al. 2005,
Lombardi et al. 1999, Franco et al. 2001] vyvolavaji u experimentalnich zvitat sil-
dependentni hypertenzi. Neschopnost pfiméfené regulace snizovanim plazmatickych
a renalnich koncentraci ANG II jako odpovéd na zvySeny piijem soli by mohla byt
kli¢ovym faktorem v rozvoji stil-senzitivnich slozek hypertenze [Hodge et al. 2002, Hall
et al. 1980]. Krom¢ toho ptedchozi studie dokazaly, ze aktivita RAS je nepfimo umérna
mnozstvi pifijaté soli a Ze zvySena aktivita RAS pfi nedostatku sodiku ptedstavuje
kompenzacni mechanismus schopny udrzet Vv rovnovéaze hladinu sodiku, staly objem
extracelularnich tekutin (OECT) a krevni tlak (TK) [Hall and Brands 2000, Hall 1986,
Hall et al. 1980, Cervenka et al. 1999a, Cholewa et al. 2005]. Dale bylo zjisténo,
ze heterozygotni TGR reaguji na zvySeny piisun soli vyssi arovni hypertenze [Callahan
et al. 1996, Opocensky et al. 2004] a naopak na solnou depleci reaguji zmirnénim
rozvoje hypertenze [Vaneckova et al. 2004, Vaneckova et al. 2005]. Tato zjisténi
naznacuji, Ze TGR vykazuji dulezitou stl-senzitivni slozku hypertenze. Proto dal§im
cilem této nasi studie bylo urcit vliv diety s vysokym a s nizkym obsahem soli na vysi
krevniho tlaku a na plazmatické a renalni koncentrace ANG Il u TGR i HanSD potkani
Vv priibéhu rozvoje hypertenze.

Zjistili jsme, ze dieta s vysokym obsahem soli vyvolala signifikantni zvysSeni
krevniho tlaku u TGR vSech veékovych skupin v porovnani se stejné starymi TGR
na diet¢ Snormalnim obsahem soli, ale neovlivnila vysi krevniho tlaku u HanSD.
Jelikoz je dobfe znamo, ze anestézie muze pozménit krevni tlak [Vatner 1978], méfili
jsme TK také u bd¢€lych zvirat. Ziskané hodnoty SBP bd¢lych zvitat potvrdily hodnoty
MAP namétené u anestetizovanych zvifat. Dale dieta s vysokym obsahem soli snizila

plazmatické a renalni koncentrace ANG II u HanSD vSech vékovych skupin, ale u TGR
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tyto koncentrace neovlivnila. Dieta s nizkym obsahem soli podstatné snizila krevni tlak
u transgennich potkanti, avSak neovlivnila plazmatické a rendlni koncentrace ANG 11
u TGR vsech vékovych skupin. Tyto vysledky odpovidaji naSemu nedavno uvedenému
poznatku, ze dlouhodobé podavani diety snizkym obsahem soli, zapocaté ihned
po odstavu, snizi krevni tlak u heterozygotnich TGR az téméf k normotenznim
hladinam [Vaneckova et al. 2004, Vaneckova et al. 2005]. Na druhou stranu u HanSD
vSech vékovych skupin dieta s nizkym obsahem soli neovlivnila vysi krevniho tlaku,
ale signifikantn¢ zvysila plazmatické a renalni koncentrace ANG II. Pozorované zmény
Vv koncentracich ANG Il po podani diety s vysokym nebo s nizkym obsahem soli
HanSD potkaniim jsou v souladu s pfedchozimi zaznamy a svédc¢i o tom, Ze transgen-
negativni normotenzni HanSD vykazuji fyziologické reakce RAS na zmény v pfijmu
mnozstvi soli [Fox et al. 1992, Ingert et al. 2002a, Ingert et al. 2002b, Imig et al. 1999].
Naméiend data ukazuji, ze heterozygotni TGR potkani vykazuji dilezitou stl-senzitivni
slozku hypertenze, ktera je spojovana se ztratou piriméfenych regula¢nich ucinkt
zvySené ¢i snizené davky soli na plazmatické a rendlni koncentrace ANG I1.

Zajimavé je naSe zjiSténi, ze plazmatické a renalni koncentrace ANG Il u TGR
se postupem casu sniZzuji, coz ukazuje, Ze TGR pfedstavuji model v&koveé-zavislé
aktivace RAS. Toto tvrzeni je vsouladu s pfedchozimi studiemi, které udavaji,
Ze systémova i intrarendlni aktivita RAS je nejvy$si po narozeni a sniZzuje se béhem

postnatalniho Zivota a starnuti [Yosipiv and El-Dahr 1996, Zicha and Kunes 1999].
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E. Souhrn vysledkii

1. Anestézie thiopentalem sodnym zvySuje plazmatické a rendlni koncentrace
ANG II ve vétsi mife u HanSD v porovnani s TGR. Dale plazmatické a renalni
koncentrace ANG II u bdélych heterozygotnich TGR samci jsou znacné

zvysSené.

2. Dieta s vysokym obsahem soli u TGR zvySuje krevni tlak, ale nesniZuje
priméiené plazmatické a renalni koncentrace ANG Il, naopak dieta
snizkym obsahem soli u TGR sniZuje Kkrevni tlak, ale nezvySuje
plazmatické a renalni koncentrace ANG Il. Tudiz Ize piedpokladat,
ze zvySené koncentrace cirkulujiciho ANG II piimo pfispivaji ke zvétSeni
periférni vaskularni rezistence a ke zvySeni krevniho tlaku u TGR. Je také
mozné, ze zvySené intrarendlni koncentrace ANG II ohrozuji schopnost ledvin
vyluCovat pfiméfené mnozstvi sodiku za normalniho krevniho tlaku. Mimoto
naSe naméfend data vypovidaji o tom, ze TGR potkani vykazuji dileZitou
sil-senzitivni sloZku hypertenze, Cc0z se projevuje naruSenou regulaci
plazmatickych a rendlnich koncentraci ANG II vlivem zménéné davky soli. Tato
skutecnost mozna brani ledvinam, aby reagovaly na ANG ll-zprostiedkované
zvyseni krevniho tlaku odpovidajicim zvySenim ve vylucovani sodiku, coz mize

ptispét k hypertenzi u TGR.

Na zéklad¢ naSich vysledkii mtizeme fict, Z2 TGR maji naruSenou interakci
mezi sodikovou rovnovahou a Fizenim aktivity RAS. Nasledkem je pak ztrata

schopnosti regulovat TK u tohoto modelu.
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6. Studie ¢. 3:

V tad¢ studii jsou u experimentalnich modelt hypertenze popisovany rozdily
mezi samci a samicemi v rozvoji a v prabéhu hypertenze, tj. rozdilna exprese a aktivita
jednotlivych slozek RAS, u samcu vyss$i TK a vaznéjsi organové poSkozeni, U samic
ve stafi spontanni navrat TK az k normotenzni hodnotam. VVzhledem Kk vyskytujicim se
pohlavnim rozdilim, je mozné ocekavat odliSnou reakci samic na anestézii

a chirurgicky stres, jakoz i na zmény v dietnim pfijmu soli.

Udinky zvy$eného a sniZeného piijmu soli na pribéh
hypertenze a na koncentrace angiotenzinu Il u Ren-2

transgennich samic

Cile studie:
e Stanovit plazmatické a renalni koncentrace ANG Il u anestetizovanych
a bdélych heterozygotnich TGR samic.
e Ovérit vliv zmén dietniho prFijmu soli na vysi krevniho tlaku (TK)

a na koncentrace ANG Il u TGR a HanSD samic.

A. Uvod

Vzhledem ke zjisténi, Ze rozdily v aktivit¢ RAS samcli a samic mohou hrat roli
v kontrole TK a v rozvoji hypertenze u riznych geneticky a experimentalné vyvolanych
modeld hypertenze [Reckellhoff 2001, Maris et al. 2005, Xue et al. 2005, Crofton et al.
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1993, Maric 2005, Ganten et al. 1989, Haywood and Hinojosa-Laborde 1997, Ouchi et
al. 1987] a jelikoz byl potvrzen zna¢ny sexualni dimorfismus ve zménach TK [Lee et al.
1996], lze piedpokladat, ze by transgenni samice mohly reagovat odli$né na anestézii
a na zmény v sodikové rovnovaze v porovnani s transgennimi samci.

Proto prvnim cilem nasi studie bylo stanovit plazmatické a rendlni koncentrace
ANG II béhem prehypertenzni (32 denni), vyvojové (38 denni), ¢asné (52 denni)
a pozdni (90-ti denni) faze hypertenze u anestetizovanych a bdélych (dekapitovanych)
heterozygotnich transgennich samic a stejné starych kontrolnich HanSD samic. Jelikoz
existuji prace ukazujici, ze TGR potkani vykazuji sul-senzitivni slozku hypertenze
[Callahan et al. 1996, Opocensky et al. 2004, Vané&ckova et al. 2004, Vanéckova et al.
2005, Burgelova et al. 2005] a protoze jsme nedavno prokazali, Ze tato citlivost vuéi soli
je u heterozygotnich TGR samcl spojovana se ztratou b&znych regulacnich G€inkl
ménénych davek piijimané soli na produkci ANG II [pfedchazejici studie uvedena
v této praci], bylo druhym cilem této studie ovéfit vliv diety s vysokym a s nizkym
obsahem soli na vysi krevniho tlaku a na plazmatické a renalni koncentrace ANG Il
u TGR a HanSD samic.
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B. Experimentalni ¢ast

Material a metody

Linie heterozygotnich TGR byly vytvaieny parenim homozygotnich TGR samci
s HanSD samicemi. Stejné HanSD samice se nasledné nechaly spafit s HanSD samci
za vzniku HanSD potomk, ktefi pfedstavuji stejné staré transgen-negativni kontroly.
Tento parici algoritmus byl vybran, aby redukoval potencialni variabilitu v genetickém
pozadi. Vsichni potkani byli odstaveni ve véku 28 dni. HanSD a TGR samice z n¢kolika
vrhi byly ndhodné zatazeny do jednotlivych experimentalnich skupin a to tak,
aby v jedné skupiné neptevladala zvitata z jednoho vrhu. Pfed vlastnim experimentem
byly heterozygotni TGR a HanSD samice krmeny dietou S normalnim obsahem soli
(NS; 0,6 g NaCl/100 g krmiva) nebo dietou s vysokym obsahem soli (HS; 2 g/100 g
krmiva) po dobu ¢ty dnti. Samicim na dieté¢ s nizkym obsahem soli byl nejdfive
po dobu jednoho dne podavan furosemid (F) v pitné vodé (40 mg/l, Furon; Merckle
Corp., Blaubeuren, Germany) a poté byly ¢tyfi dny krmeny dietou s nizkym obsahem
ukazaly, ze takova solna deplece vede K silné stimulaci renin-angiotenzinového systému
[Ingert et al. 2002a, Ingert et al. 2002b, Burgelova et al. 2005, Imig et al. 1999,
pfedchozi vySe uvedena studie]. AZ do vlastniho experimentu méla zvifata neomezeny
piisun krmiva a pitné vody. Experimenty byly provedeny na anestetizovanych a bdélych
HanSD potkanech a TGR. Plazmatické i rendlni koncentrace ANG Il byly méfeny
u Ctyf vékové rozdilnych skupin TGR po deseti zvifatech, tj. béhem prehypertenzni
(32 denni), vyvojové (38 denni), ¢asné (52 denni) a pozdni (90-ti denni) faze
hypertenze. Jako kontroly byly pouzity étyfi skupiny stejné starych anestetizovanych

a bdélych HanSD samic po deseti zvitatech.

Ukol & 1:
Urceni plazmatickych a renalnich koncentraci ANG II u anestetizovanych zvirat
Nasledujici postup byl stejny jako u predchazejici studie na TGR samcich

provedené v ramci této dizertacni prace.
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Ukol ¢&. 2:
Stanoveni plazmatickych a rendlnich koncentraci ANG II u bdélych zvirat

U bdelych zvirat byl méfen systolicky krevni tlak (SBP) pletysmograficky
na ocase (MC 4000; Hatteras Instruments Co.) [Kopkan et al. 2005, Vaneckova et al.
2005, Dvorak et al. 2004]. Poté byli bdéli TGR a HanSD potkani dekapitovani.
Bezprosttfedné po dekapitaci byla do piedchlazené (4°C) zkumavky s inhibitory sbirdna
plna krev, poté byly odstranény ob¢ ledviny a srdce. Dalsi postup byl shodny jako

u anestetizovanych zvifat.

Statisticka analyza

Vysledky jsou vyjadieny jako primér + SEM. Pro vyhodnoceni rozdili mezi
stejn¢ starymi TGR a HanSD potkany vystavenymi stejnym podminkdm (anestézie
nebo dekapitace), byl pouzit neparovy t-test. Hladina statistické vyznamnosti byla

definovéana trovni p<0,05.

C. Vysledky

Ukol & 1: TK, plazmatické a renalni konc. ANG II u anestetizovanych zvirat

Hodnoty MAP jsou zndzornény v grafu ¢. 12. MAP u 32 dennich TGR na NS
dieté nebyl statisticky vyznamné odlisny od stejné starych HanSD (119 £ 3 vs. 122 £ 4
mmHg). Avsak u 38, 52 a 90-ti dennich TGR na NS dieté byl MAP signifikantné vyssi
V porovnani se stejné starymi HanSD potkany (145 + 5 vs. 120 + 4, 158 £4 vs. 128 £ 8
a 159 £ 3 vs. 135 £ 4 mmHg, p<0,05). HS dieta nezménila MAP u Zadné vékové
skupiny HanSD potkanti. AvSak HS dieta vyvolala signifikantni zvySeni MAP u 32, 38,
52 1 90-ti dennich transgennich samic az k hladinam 139 + 5, 156 + 4, 173 £ 5 resp.
196 + 8 mmHg (p<0,05) v porovnani S TGR samicemi na NS dieté. LS dieta statisticky
vyznamné neovlivnila MAP u HanSD samic vSech vékovych skupin ani u 32 dennich
TGR samic. Nicméné u 38, 52 i 90-ti dennich transgennich samic LS dieta signifikantné
snizila MAP az k hodnotam 126 + 5, 142 + 3 a 146 + 4 mmHg (p<0,05) Vv porovnani
S TGR samicemi krmenymi NS dietou.
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Graf ¢. 12: Stiedni arterialni tlak u 32, 38, 52 a 90-ti dennich HanSD a TGR samic
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HS = dieta s vysokym obsahem soli

LS = dieta s nizkym obsahem soli + furosemid

HanSD = normotenzni potkani kmene Hannover-Sprague Dawley
TGR = transgenni hypertenzni potkani kmene TGR(mRen2)27

*p<0,05 ... znaéi statisticky vyznamny rozdil TGR vs. HanSD na téZe dieté

#p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota stejné vékové skupiny na NS dieté
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Graf ¢. 13 shrnuje plazmatické koncentrace ANG II u anestetizovanych samic.
Plazmatické koncentrace ANG II byly signifikantné¢ vys$si u 32, 52 a 90-ti dennich
HanSD na NS dieté¢ nez u stejné starych TGR krmenych NS dietou, u 38 dennich
HanSD a TGR na NS dieté se koncentrace ANG Il v plazm¢ nelisily. HS dieta snizila
hladiny ANG Il v plazmé& u HanSD samic vSech vékovych skupin v porovnani se stejné
starymi HanSD samicemi na NS dieté (76 =9 vs. 107 £ 13,29 £ 6 vs. 74 £ 8, 32 £ 4 vs.
60 = 11 a 33 = 5 vs. 49 + 5 fmol/ml, p<0,05). LS dieta vyvolala statisticky vyznamné
zvySeni plazmatickych koncentraci ANG Il u 32, 38, 52 i 90-ti dennich HanSD samic
V porovnani se stejné¢ starymi HanSD samicemi na NS dieté (160 + 12 vs. 107 + 13,
176 £ 21 vs. 74 £ 8, 88 £ 7 vs. 60 £ 11 a 79 £ 6 vs. 49 + 5 fmol/ml, p<0,05).
U transgennich samic vSech vékovych skupin HS ani LS dieta statisticky vyznamné
neovlivnila koncentrace ANG Il v plazmé.

Renalni koncentrace ANG Il naméfené u anestetizovanych samic jsou
znazornény v grafu ¢. 14. Koncentrace ANG Il v ledvinach 32, 38, 52 i 90-ti dennich
HanSD samic nebyly signifikantné rozdilné od stejné starych TGR samic na NS dieté
(11824 vs. 114 £12, 122 £ 12 vs. 94+ 11,64 £ 6vs. 79+ 5a87 £ 10 vs. 74 £ 7
fmol/g tkan¢, p<0,05). HS dieta neovlivnila renalni koncentrace ANG Il u TGR,
ale signifikantné snizila koncentrace ANG Il v ledvinach u 32, 38, 52 i 90-ti dennich
HanSD samic Vv porovnani se stejné starymi HanSD samicemi krmenymi NS dietou
(64+16vs. 118+24,46+6vs. 122+ 12,34 +£5vs. 64+ 6a49+5 vs. 87 £ 10 fmol/g
tkané, p<0,05). LS dieta nezménila hladiny ANG Il vledvinach u TGR samic,
ale vyvolala statisticky vyznamné zvySeni renalnich koncentraci ANG Il u HanSD
samic vSech vékovych skupin v porovnani se stejné starymi HanSD samicemi na NS
dieté¢ (244 + 27 vs. 118 £ 24, 195 £ 16 vs. 122 £ 12, 125+ 8 vs. 64 £ 6 2 139 £ 7
vs. 87 + 10 fmol/g tkang, p<0,05).
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Graf ¢. 13: Plazmatické konc. ANG Il u anestetizovanych HanSD a TGR samic

- #
200 l HanSD
175 f . TGR
150
125

100+ *
51 0 ¢

50 * * # D«

*
N

Plazmatické konc. ANG Il (fmol/ml)

251

O O &K ©OH LK OO LK OO K
Vg TR F TG Vg

32 denni 38 denni 52 denni 90ti denni

NS = dieta s normalnim obsahem soli

HS = dieta s vysokym obsahem soli

LS = dieta s nizkym obsahem soli + furosemid

HanSD = normotenzni potkani kmene Hannover-Sprague Dawley
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*p<0,05 ... znadi statisticky vyznamny rozdil TGR vs. HanSD na téze dieté

#p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota stejné vékové skupiny na NS dieté
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Graf ¢. 14: Renalni koncentrace ANG II u anestetizovanych HanSD a TGR samic
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Ukol & 2: TK, plazmatické a renalni koncentrace ANG II u bdélych zvirat

Co se tyce rozvoje hypertenze a citlivosti TK na zmény v sodikové rovnovaze,
udaje o SBP naméfené u bdélych HanSD a TGR samic potvrdily informace o MAP
ziskané U stejnych skupin anestetizovanych zvifat. Hodnoty SBP bdélych samic jsou
znazornény v grafu ¢. 15. SBP u 32 dennich TGR samic krmenych NS dietou se drzel
v mezich normotenze, statisticky vyznamné se neliSil od SBP stejné starych HanSD
na NS dieté (131 £ 4 vs. 134 + 5 mmHg, p<0,05). AvSak 38 denni transgenni samice
krmené NS dietou jiz byly jasné hypertenzni V porovnani se stejné¢ starymi HanSD
samicemi na NS dieté (158 + 4 vs. 132 + 3 mmHg, P<0,05). Kontrolni HanSD samice
nereagovaly vyznamnou zménou v SBP na HS ani na LS dietu. Heterozygotni
transgenni samice vSech vékovych skupin reagovaly na HS dietu signifikantnim
zvySenim v SBP. Na LS dietu reagovaly 38, 52 a 90-ti denni TGR samice statisticky

vyznamnym snizenim v SBP.
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Graf ¢. 15: Systolicky krevni tlak u 32, 38, 52 a 90-ti dennich HanSD a TGR samic
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*p<0,05 ... znaéi statisticky vyznamny rozdil TGR vs. HanSD na téze dieté

#p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota stejné vékové skupiny na NS dieté
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Graf €. 16 shrnuje plazmatické koncentrace ANG II stanovené u bdélych HanSD
a TGR samic. Plazmatické koncentrace ANG Il u 32, 38, 52 i 90-ti dennich HanSD
samic krmenych NS dietou byly signifikantné nizs§i v porovnani se stejné starymi TGR
samicemi na NS diet€¢ (25+3vs.35+£3,21 +4vs.35+4,20+2vs. 373 al8+2vs.
36 + 3 fmol/ml, p<0,05). HS dieta vyznamné snizila a LS dieta naopak zna¢né zvysila
koncentrace ANG Il v plazmé¢ u HanSD samic vSech v€kovych skupin v porovnani
se stejn¢ starymi HanSD na NS dieté. U vSech experimentalnich skupin TGR samic HS
dieta ani LS dieta neovlivnily plazmatické koncentrace ANG II.

Renalni koncentrace ANG II jsou zndzornény v grafu ¢. 17. Koncentrace
ANG Il v ledvinach byly statisticky vyznamné¢ niz§i u HanSD samic vSech vékovych
skupin krmenych NS dietou nez u stejn€ starych TGR na NS dieté (39 + 2 vs. 49 + 4,
39+4vs.57+4,30+5vs.49 +4 a29 =+ 3 vs. 46 + 4 fmol/g tkan¢, p<0,05). HS dieta
op¢t snizila rendlni koncentrace ANG II u vSech experimentalnich skupin HanSD samic
V porovnani se stejné starymi HanSD samicemi na NS dieté, ale neovlivnila je u TGR
samic. LS dieta signifikantné zvysila koncentrace ANG Il v ledvinach u HanSD samic
vSech vékovych skupin v porovnani se stejné starymi HanSD samicemi na NS dieté,
ale neovlivnila je u transgennich samic.

Graf ¢. 18 znazornuje rozvoj srde¢ni hypertrofie u TGR samic (vyjadiené jako
pomér vahy srdce ku télesné hmotnosti; graf zahrnuje hodnoty naméfené
u anestetizovanych 1 bdélych zvifat). 32 denni TGR samice krmené NS dietou
nevykazovaly srdec¢ni hypertrofii v porovnani se stejné starymi HanSD samicemi na NS
dieté (4,01 £ 0,11 vs. 3,93 = 0,06; p<0,05). Avsak u 38, 52 a 90-ti dennich transgennich
samic na NS dieté jiz byla zjiSténa vyznamna srde¢ni hypertrofie v porovnani se stejné
starymi HanSD samicemi na NS dieté (4,38 = 0,09 vs. 3,98 + 0,05; 4,07 = 0,06 vs.
3,63 £ 0,07 a 3,47 £ 0,04 vs. 3,05 + 0,05; p<0,05). Zmény v mnozstvi piijimané soli
(zvySené ¢i snizené€) neovlivnily pomér vahy srdce ku télesné hmotnosti (HW/BW)
u HanSD samic vSech experimentalnich skupin. Na druhou stranu HS dieta zvysila
HW/BW pomér u TGR samic vSech ve€kovych skupin a LS dieta tento pomér naopak
snizila u 38, 52 a 90-ti dennich transgennich samic v porovnani se stejné starymi TGR

samicemi na NS dieté.
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Graf ¢. 16: Plazmatické konc. ANG |1 u bdélych HanSD a TGR samic
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*p<0,05 ... znadi statisticky vyznamny rozdil TGR vs. HanSD na téze diets

#p<0,05 ... hodnota dané skupiny vs. hodnota stejné vékové skupiny na NS dieté
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Graf ¢. 17: Renalni koncentrace ANG |1 u bdélych HanSD a TGR samic
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Graf ¢. 18: Pomér vahy srdce ku télesné hmotnosti u HanSD a TGR samic
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D. Diskuse

Predchozi studie na genetickych a experimentalnich modelech hypertenze
popisuji zna¢né rozdily v zavislosti na pohlavi, co se ty¢e rozvoje a priabehu hypertenze
[Reckellhoff 2001, Maris et al. 2005, Xue et al. 2005, Crofton et al. 1993, Maric 2005,
Ganten et al. 1989, Haywood and Hinojosa-Laborde 1997, Ouchi et al. 1987]. Zcela
nedavno bylo zjisténo, Ze existuji zna¢né pohlavni rozdily v rozvoji ANG ll-indukované
hypertenze a ze odstranéni vajecnikii, hlavniho zdroje estrogent u samic, zhorsi prubéh
ANG ll-dependentni hypertenze [Xue et al. 2005, Tatchum-Talom et al. 2005]. Dale
bylo zaznamenano, Ze ovarektomie zvysuje expresi AT; receptord a snizuje expresi AT,
receptort v cévnim feCiSti a v riznych tkanich véetné ledvin a mozku [Harrison-
Bernard et al. 2003, Baiardi et al. 2005, Silva-Antonialli et al. 2004]. Naopak se zjistilo,
ze dodani estradiolu snizuje expresi AT; receptorti a zvysuje expresi AT, receptort
[Baiardi et al. 2005, Silva-Antonialli et al. 2004, Kisley et al. 1999, Nickenig et al.
1998]. Kromé toho bylo prokazano, Zze ovarektomie sniZzuje prahovou uroven
pro hypertenzogenni ucinek HS diety u stl-senzitivnich modelti hypertenze [Harrison-
Bernard 2003, Hinojosa-Laborde et al. 2000, Hinojosa-Laborde 2004] a ma za nasledek
rozvoj sul-senzitivni hypertenze u spontanné hypertenzni potkantt (SHR) [Fang et al.
2001]. Vsechny tyto studie ukazuji, Ze existuji znaéné pohlavni rozdily v expresi a/nebo
v aktivité jednotlivych komponent RAS, které by mohly byt jednim ze zakladnich
mechanismi odpovédnych za pohlavni rozdily v kontrole TK u hypertenznich potkand.

U TGR také existuje znacny sexudlni dimorfismus s ohledem na stupen
hypertenze, ponévadZ samci maji vy$§si TK nez samice a do tohoto sexudlniho
dimorfismu jsou zahrnuty pomérné vyssi koncentrace ANG II u samcii [Lee et al. 1996,
Langheinrich et al. 1996]. Proto jsme si v této nasi studii dali za cil zaprvé — stanovit
plazmatické a renalni koncentrace ANG Il béhem ¢tyt po sob¢ jdoucich fazich vyvoje
hypertenze u anestetizovanych a bdélych TGR a HanSD samic a zadruhé — ovéfit
zéavislost TK na sodikové rovnovaze. Zjistili jsme, zaprvé, ze plazmatické koncentrace
ANG Il u 32, 52 a 90-ti dennich anestetizovanych transgennich samic byly nizsi
nez u stejné starych HanSD samic. Rendlni koncentrace ANG Il u anestetizovanych
TGR a HanSD samic vSech vékovych skupin se vyznamné nelisily. Kromé toho jsme
zjistili, ze koncentrace ANG Il v plazm¢ a v ledvinné tkani odebrané bezprostiedné

po dekapitaci jsou signifikantné¢ vyssi u TGR samic vSech experimentéalnich skupin
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V porovnani se stejné starymi HanSD samicemi. Vysledky této studie potvrdily nase
neddvnd zjisténi tykajici se TGR samcl, ze zaprvé — thiopentalovd anestézie
a chirurgicka ptiprava pro pfimé méteni TK zvySuji plazmatické a renalni koncentrace
ANG II u HanSD potkant do vétsi miry nez u TGR. Zadruhé, Ze plazmatické a renélni
koncentrace ANG II u bdélych hypertenznich heterozygotnich TGR jsou signifikantné
vy$§i nez u normotenznich HanSD. Tyto zavéry jsou ve shod€ s predstavou,
ze nepiiméeiené vysoké hladiny ANG Il v plazmé a v ledvinach u TGR potkani pfimo
prispivaji ke zvySené rendlni a periférni vaskularni rezistenci [Mitchell et al. 1997]
a navic zvySené intrarendlni koncentrace ANG II ohrozuji tlakové-natriureticky
mechanismus v ledvindch TGR, coz pak vede k rozvoji a pfetrvdvani hypertenze
u tohoto modelu [Kopkan et al. 2004, Mitchell et al. 1997, Kopkan et al. 2005, Navar
2004a]. Nicméné tato naSe studie predklada nékolik novych zajimavych zjisténi,
ktera rozSifuji nase znalosti tykajici se rozvoje hypertenze u TGR. Zjistili jsme, ze 38
denni heterozygotni TGR samice jsou jiz jasn¢ hypertenzni a maji rozvinutou srde¢ni
hypertrofii, zatimco Vv nasi nedavné studii [Kopkan et al. 2005] jsme zjistili, ze TK
bdélych a anestetizovanych heterozygotnich TGR samct se drZi v normotenznich
hladinach az do 39. dne véku a zacina stoupat teprve od 40. dne véku potkana. Tudiz
u heterozygotnich transgennich samic se hypertenze rozviji diive a prudceji nez u TGR
samcl. Tento postfeh je zajimavy, protoZe u vétSiny genetickych modelll hypertenze,
jako jsou SHR a Dahlovi stil-senzitivni potkani, bylo zaznamenéno, Ze samci maji vyssi

TK nez stejné staré samice [Blizard et al. 1991, Calhoun et al. 1994, Bayorth et al.

vykazuji zna¢ny sexualni dimorfismus s ohledem na TK, protoze TGR samice maji
niz§i TK neZ transgenni samci a jejich faze ustdlené hypertenze je nasledovéana
spontannim poklesem TK [Lee et al. 1996, Opocensky et al. 2004, Langheinrich et al.
1996]. Nami ziskana data neposkytuji dostate¢né vysvétleni pro tato protichtidna
zjisténi. AvSak lze uvazovat o jedné moznosti, co se tyCe rozvoje hypertenze
u heterozygotnich TGR. Mezi jednotlivci byla totiz prokdzana znac¢na variabilita v TK
[Kreuz et al. 1998] a rozdily v genetickém pozadi meénici kardiovaskularni fenotyp
u tohoto modelu [Kantachuvesiri et al. 1999]. Proto by se dalo pfedpokladat, Ze tyto
faktory jsou zodpovédné za zjisténé protichtidné vysledky. Nicméné K objasnéni této

otazky jsou zapotiebi dalsi studie.
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V druhé ¢asti této nasi studie jsme zjistili, ze dieta S vysokym obsahem soli
vyznamné zvySuje a dieta snizkym obsahem soli signifikantn¢ snizuje krevni tlak
u heterozygotnich TGR samic, avSak ani jedna zdiet vyznamné neovliviiuje
plazmatické a rendlni koncentrace ANG Il. Tyto vysledky ukazuji, ze heterozygotni
transgenni samice vykazuji dulezitou stil-senzitivni slozku, ktera je spojovéana se ztratou
pfiméfené regulace plazmatickych a renalnich koncentraci ANG II jako odpovéd
na zmény v sodikové rovnovaze. NaSe zjisténi jsou v souladu s ptedchozimi studiemi,
které ukazuji, ze TGR samci vykazuji taktéz sil-senzitivni slozku hypertenze
spojovanou s dysregulaci plazmatickych a renalnich koncentraci ANG II pfii reakci
na zmény v sodikové rovnovaze [Callahan et al. 1996, Opocensky et al. 2004,
Vaneckova et al. 2004, Vaneckova et al. 2005, Burgelova et al. 2005, vySe uvedena
prace na TGR samcich]. Mimoto jsou nase zavéry také ve shodé s vysledky studii
na SHR a Dahlovych stl-senzitivnich potkanech, které udavaji, ze se u téchto
genetickych modelll hypertenze také projevuje zvysena citlivost TK vici zvySenému
mnozstvi pfijimané soli a to poruchou ve fyziologickém potlaceni aktivity RAS
v cirkulaci a v ledvinach [Hinojosa-Laborde et al. 2004, Hodge et al. 2002, Calhoun et
al. 1995, Meng et al. 1995, Bayorth et al. 2005]. Kone¢né vysledky nasi studie ukazuji,
ze heterozygotni TGR samice jsou béhem prehypertenzni a pozdni faze hypertenze
citlivéjsi ke zvySenému mnozstvi pfijimané soli nez heterozygotni TGR samci. Zjistili
jsme, ze dieta S vysokym obsahem soli vyvold u 32 a 90-ti dennich transgennich samic
signifikantné vétsi zvySeni vV TK nez u stejné starych transgennich samct [vySe uvedena

studie na TGR samcich], tj. 0 20 + 2 vs. 10+ 2 a 0 37 + 3 vs. 28 + 3 mmHg (p<0,05).
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E. Souhrn vysledkii

1. Thiopentalova anestézie zvySuje plazmatické a rendlni koncentrace ANG 1l
do vétsi miry u HanSD samic nezZ u TGR samic, a tim zakryva vyznamné

pohlavni rozdily v aktivité RAS u tohoto modelu hypertenze.

2. Data ziskana u TGR samic jsou podobna hodnotam naméfenym u TGR samct;
plazmatické a renalni koncentrace ANG II u bdélych heterozygotnich TGR
samic jsou signifikantné vys$i v porovnani se stejné starymi HanSD

samicemi.

3. TGR samice reaguji na dietu Svysokym obsahem soli zvySenim TK
a na dietu s nizkym obsahem soli snizenim TK. Tyto zmény v sodikové
rovnovaze nejsou doprovazeny piimétenou regulaci plazmatickych a renélnich

koncentraci ANG 1.

4. Heterozygotni TGR samice rozvijeji hypertenzi diive a prud¢eji nez TGR
samci. Béhem prehypertenzni a pozdni faze hypertenze je sul-senzitivni slozka

hypertenze zfetelngjsi u TGR samic v porovnani s TGR samci.

ZvySené plazmatické a rendlni koncentrace ANG II béhem vSech fazi
hypertenze pravdépodobné hraji hlavni roli v rozvoeji a pretrvavani hypertenze

u tohoto modelu.
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7.  Zavérecné shrnuti vysledki

Vysledky vyse uvedenych studii I1ze shrnout do nékolika bodu:

1. Pentobarbitalova anestézie a stres vyvolany chirurgickou pripravou zvirete
zvySuji plazmatické a rendlni koncentrace ANG II u HanSD potkant ve vétsi

mife nez u ANG II-dependetnich modeld experimentalni hypertenze.

2. TGR potkani maji vyssi koncentrace ANG II v porovnani s HanSD potkany

vSech veékovych stadii.

3. TGR potkani maji poruchu RAS v reakci na prijimané mnoZzstvi soli.

4. Navzdory popisovanym rozdilim v rozvoji a v prubéhu hypertenze u samct
a samic nebyl mezi hodnotami naméfenymi u transgennich samct a samic

pozorovan vyznamny rozdil, tudiz RAS neni zodpovédny za sexualni

dimorfismus.

Celkovy zavér:

Aktivace renin-angiotenzinového systému u TGR potkani neni nasledovana
primérenou reakci regulaénich mechanismi, coZ vede k rozvoji a pretrvavani

hypertenze u tohoto modelu experimentalni hypertenze.
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