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Abstrakt

Chronické onemocnéni ledvin (CKD) je zivot ohrozujici choroba, kterd vznikéd jako Casty
dasledek diabetu a hypertenze. Protoze zpravidla probihd utajené, Casto konci Uplnym
selhanim ledvin. Zvladnuti chronického selhani ledvin se tak stava diky stale vice starnouci
populaci zavaznym zdravotnim problémem. Cilem této prace bylo zjistit podil vybranych
vazoaktivnich systému na vysi krevniho tlaku v rozvojové a udrzovaci fazi CKD. K tomu
byly pouzity dva modely CKD: 5/6 nefrektomie u Ren-2 transgennich potkani (TGR) a
stendza rendlni artérie (2K1C) u kmene Wistar. U obou modelit CKD se ukazalo, ze renin-
angiotenzinovy systém nehraje tak vyznamnou roli na udrzovani krevniho tlaku, naopak vétsi
vyznam ma sympaticky nervovy systém. Pfi rozvoji a udrzovani CKD prevladaji
vazokonstrikéni systémy nad vazodilataéné plisobicim systémem NO-syntazy. Uloha tohoto
vazodilatacniho systému je u TGR potkanil s 5/6 nefrektomii postupné oslabovéana, zatimco
u Wistar potkani s 2K1C hypertenzi je v rozvojové i udrzovaci fazi CKD udrzovana na stejné

arovni.
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jednostvorkova hypertenze, renin-angiotenzinovy systém, sympaticky nervovy systém, NO-

syntaza



Abstract

Chronic kidney disease (CKD) is a life-threating disease which arises as a frequent
consequence of diabetes and hypertension. Since it is going on silently, CKD often progresses
to the end-stage renal disease. It is therefore necessary to combat this disease especially due to
the fact that the world population is growing old. The aim of this work was to determine the
contribution of selected vasoactive systems contributing to the maintenance of high blood
pressure in the developmental and established phase of CKD. Two models of CKD were used:
5/6 nephrectomy in Ren-2 transgenic rats (TGR) and stenosis of renal artery (2K1C) in Wistar
rats. We demonstrated that renin-angiotensin system does not play so important role in blood
pressure maintenance in both CKD models. By contrast, a more important role has
sympathetic nervous system. During both the developmental and established phase of CKD,
vasoconstrictor systems prevail above vasodilator NO-synthase effects. In fact, the role of
NO-dependent vasodilation gradually decreased in nephrectomized TGR rats, while it was

unchanged in Wistar rats with 2K 1C hypertension.

Keywords:
chronic kidney disease, vasoactive systems, 5/6 nephrectomy, two-kidney, one-clip

hypertension, renin-angiotensin system, sympathetic nervous system, NO-synthase
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SEZNAM ZKRATEK

2K1C - two-kidney, one-clip

ANG I - angiotenzin [

ANG 1I - angiotenzin 11

AT, - receptor pro ANG II 1. typu

CKD - chronic kidney disease, chronické onemocnéni ledvin
ECT - extracelularni tekutina

ESRD - end-stage renal disease, kone¢né selhani ledvin
GFR - glomerular filtration rate, glomerularni filtrace
HanSD - Hannover Sprague Dawley potkan

JG - juxtaglomerularni

NE - noradrenalin

NO - oxid dusnaty

NOS - NO-syntaza, syntaza oxidu dusnatého

eNOS - endotelialni NO-syntaza

nNOS - neurondlni NO-syntdza

RAS - renin-angiotenzinovy systém

RBF - renal blood flow, priitok krve ledvinami

RPF - renal plasma flow, priitok plasmy ledvinami
SNS - sympaticky nervovy systém

TGR - Ren-2 transgenni potkan

TK - tlak krve



1 UVOD

Chronické onemocnéni ledvin (chronic kidney disease, CKD) je zdvazné onemocnéni,
které vede k postupné ztraté funkce ledvin. Podle zavaznosti, snizujici se glomerularni filtrace
a zvysujici se proteinurie je rozdéleno do 5 stadii, pfiCemz posledni stadium je definovéano
jako uplné selhani ledvin a jedinou 1écbou je dialyza a transplantace ledvin.

Chronické onemocnéni ledvin postihuje 9 - 13 % obyvatelstva a je spjato s modernim
zivotnim stylem. Mezi nejvyznamnéjsi rizikové faktory vsSak patfi hypertenze, diabetes a
obezita. Dalsimi rizikovymi faktory jsou naptiklad vysoky ve€k, koufeni, uzivani alkoholu,
nizka télesna aktivita, nevhodna dieta i genetické predispozice.

Krom¢ kone¢ného selhdni ledvin byva problémem pacienti s chronickym
onemocnénim ledvin vysoké riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni. To vyrazné vzrasta
s pokrocilosti stadia CKD. V poslednim stadiu je riziko kardiovaskularniho onemocnéni 10 -
20krat veétsi. V mirnéjSich stadiich CKD se jedna hlavné o aterosklerézu, v pokrocilejSich
stadiich je to chronické selhani srdce a infarkt myokardu (Herzog et al. 2011).

Nedilnou soucasti chronického onemocnéni ledvin je hypertenze, ktera zvySuje miru
kardiovaskularnich komplikaci a zvySuje poskozeni organti. Poskozené ledviny ¢im dal vice
ztraceji schopnost spravné regulace krevniho tlaku, vylucovéani sodiku a vody, a tim se dale
rozviji CKD a hypertenze. Proto je snaha pfi 1é€bé CKD sniZit hypertenzi. V soucasné dobé¢ se
pouziva Sirokd skala 1é¢iv, pomoci nichz 1ze omezit rozvoj tohoto onemocnéni. Vyuziva se
piedevsim blokatort renin-angiotenzinového systému (blokatorti angiotenzin konvertujiciho
enzymu a blokatori receptoru AT pro angiotenzin II), v mensi mife diuretik, blokatort
kalciovych kanalli, beta blokatorti a pokracuje také klinicky vyzkum s vyuZitim inhibitort

endotelinového systému.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 CHRONICKE ONEMOCNENI LEDVIN

Chronické onemocnéni ledvin (CKD) je klasifikovano podle snizujici se glomerularni
filtrace (GFR) a zvySujici se albuminurie, pfi¢emz zhorSena funkce ledvin musi trvat déle nez
tf1 mésice. Podle zavaznosti je rozdéleno do 5 stadii (tabulka 1). Od 3. stadia je funkce ledvin
a GFR vyrazn¢ snizena a ledviny zacinaji selhavat. Posledni 5. stddium je kone¢né (end-stage
renal disease, ESRD) a jedinou moznosti 1é¢by je dialyza a transplantace ledvin. CKD
postihuje celosvétove 9 - 13 % lidi ve véku nad 20 let a jeho riziko roste s v€kem, hypertenzi
a diabetem. V 3. - 5. stadiu je prevalence CKD 5 - 6 % (Mills et al. 2015).

Jednou z pricin chronického onemocnéni ledvin mize byt akutni selhani ledvin, které je
charakterizovano ndhlym poklesem funkce ledvin, pii kterém jsou nedostate¢né vylucovany
dusikaté (mocovina a kreatinin) a nedusikaté odpadni latky. V zéavislosti na zavaznosti a délce
trvani akutniho selhani ledvin se tyto metabolity hromadi a narusuji metabolickou rovnovahu
(metabolicka acid6za, hyperkalémie, zmény v distribuci télnich tekutin). Zavaznost akutniho
selhani ledvin je definovana podle stoupajici koncentrace kreatininu v plazmé. Priciny
akutniho selhani ledvin jsou rozdéleny do tifi kategorii: prerendlni, u kter¢ dochazi
k nedostate¢nému prokrveni ledvin a snizeni GFR, rendlni, u které¢ dochazi k naruseni funkce
nefrontll, a postrendlni, kterd nastava pii obstrukci mocovodu.

I pfes nasazeni 1€¢by a odvraceni akutniho selhani ledvin miize pretrvavat poskozeni
ledvin, které se mize vyvinout v chronické onemocnéni ledvin. Mechanismus, ktery vede
k rozvinuti CKD z akutniho selhani ledvin, neni zcela zndmy. SniZenim pritoku krve
ledvinami nastava ischemie az hypoxie vedouci k poskozeni tkan¢ a nekrdze bunék. Dochéazi
tak k poSkozeni tubulil, intersticidlni fibroze a zméndm v peritubularnim fecisti. Tyto zmény
ovliviwjici pritok krve ledvinami (renal blood flow, RBF) pravdépodobné ptispivaji k rozvoji
hypertenze a CKD (Basile et al. 2001). Pfi akutnim selhédni ledvin jsou zvySené koncentrace
angiotenzinu II (ANG II) v plazmé a zvySena vazokonstrikéni odpovéd’ na ANG II v diisledku
zvySeného oxidativniho stresu (Basile et al. 2012).

Chronické onemocnéni ledvin se miiZze rozvinout z nékolika pfi¢in. Témi nejcastéjSimi
jsou hypertenze a diabetes, dale pak glomerulonefritida, dédicnd onemocnéni ledvin a

wrwe

k poskozeni bunék ledvin, zanétu vedoucimu k fibrotizaci tkané, poskozeni glomeruli a



tubuldi, Gbytku nefront. Tim se snizuje prutok krve ledvinami, ktery spolu se snizenou
plochou filtra¢ni bariéry pfispiva k poklesu glomerularni filtrace.
U hypertenzni nefropatie mize dojit k poskozeni aferentnich a eferentnich arteriol

1 glomerularnich kapilar, glomerulosklerdze, intersticialni fibréze a narusSeni filtracni bariéry
tvofené bazalni glomerularni membranou, endotelidlnimi buiikami kapilar a podocyty.

Glomerulus je ulozen v Bowmanové pouzdie tvoreném parietdlnimi epitelidlnimi
bunikami. Podocyty jsou visceralni epitelialni buiiky a svymi vybézky obaluji glomerularni
kapilary. Napomahaji tak k udrzeni sprdvného nastaveni filtrace pro urcité latky. Pii velké
ztrat¢ podocytli dojde k obnaZeni glomeruldrni bazalni membrany, kterd zacne srlstat
s parietalnimi epitelidlnimi bunkami, a cela struktura glomerulu se zac¢ne ztlustovat. Tak se
rozviji fokalni segmentalni glomeruloskler6za (Kriz 2003), ktera je spjata s proteinurii CKD
(Dalla Vestra et al. 2003). Poskozeni a ubytek podocytl byl povazovan za nevratny proces,
ale bylo zjisténo (Appel et al. 2009), ze podocyty mohou migrovat z parietdlni epitelialni
vrstvy, coz by mohlo byt vyuzito v 1écbé CKD.
Mechanicky stres pisobici na podocyty vyvolava zvyseni koncentrace ANG II v podocytech a
zvyseni exprese receptoru pro angiotenzin Il typu 1 (AT1 receptor) na podocytech (Durvasula
et al. 2004). Blokada renin-angiotenzinového systému zmiriiuje poskozeni podocytli a
proteinurii, ale nemusi byt dostacujici. Dalsi pfiznivé G¢inky piinasi blokada ET, receptort
endotelinového systému. Ta i u velmi rozvinuté hypertenze dokéze snizit proteinurii a
poskozeni podocytii (Opocensky et al. 2006). PoSkozena filtra¢ni bariéra vede k vyssi filtraci
proteini a tim k proteinurii. Snizend GFR v poskozenych nefronech vede k dalsi aktivaci
renin-angiotenzinového systému.

Ke spravnému fungovani ledvin je potfeba udrzet staly krevni tlak a pritok krve
v glomerulech. To se déje pomoci vazokonstrikce a vazodilatace aferentnich arteriol. Tato

autoregulace je pii CKD poskozena a ptispiva tak k dalSimu rozvoji tohoto onemocnéni.
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Tabulka 1: Klasifikace chronického onemocnéni ledvin (CKD) podle glomeruldrni filtrace

(GFR) a albuminurie.

Kategorie GFR v CKD
Kategorie
GFR GFR (ml/min/1,73 m?) Charakteristika
Gl >90 Normalni nebo zvySena GFR
G2 60 - 89 Mirné snizena GFR
G3a 44 - 59 Mirné az stfedné snizena GFR
G3b 30-44 Stfedné aZ vyrazné snizena GFR
G4 15-29 Vyrazné snizend GFR
G5 <15 Selhdni ledvin
Kategorie albuminurie v CKD
AER ACR
Kategorie | (mg/24hod) | (mg/mmol) | (mg/g) Charakteristika
Al <30 <3 <30 Normalni az mirné zvysena
A2 30-300 3-30 30-300 Stfedné zvySena
A3 > 300 > 30 > 300 Vainé zvysena

CKD, chronické onemocnéni ledvin; GFR, glomerularni filtrace; AER, exkrece albuminu;
ACR, pomér albuminu a kreatininu

Ptevzato z (,,CKD Evaluation and Management — KDIGO" b.r.)

2.2 MODELY CHRONICKEHO ONEMOCNENI LEDVIN

Ke studiu chronického onemocnéni ledvin lze pouzit fadu modeld, liSicich se od sebe
rychlosti rozvoje CKD, typem poskozeni tkan€ a mirou hypertenze.

Nejrychlejsi rozvoj CKD s velmi rychlym ndstupem terminalniho poSkozeni nastava
u jednostranné obstrukce mocovodu, kterd by se dala zatadit i mezi modely akutniho selhani
ledvin. U jednostranné obstrukce moc¢ovodu dochdzi k rychlému sniZzeni RBF a GFR. Toto
sniZeni je béhem 2 - 3 dnil nasledovano intersticidlnim zanétem a po 7 dnech dilataci a atrofii
tubuld a fibrézou. Po dvou tydnech dochédzi k selhdni ledviny s obstrukci mocovodu
(Chevalier et al. 2009).

Stiedn€ rychlym rozvojem CKD se vyznacuji modely, které spocivajici ve vyuziti
specifickych protilatek, po jejichZz podani se rozviji glomerulonefritida. Jednou z takovych
protilatek je anti-Thy-1, kterd se vaze na antigen Thy-1 exprimovany na glomerularnich

mesangialnich buiikéch. Kratce po navazani protilatky se aktivuje imunitni systém a dochézi
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k nekréze mesangialnich bunck, ktera je po 6 dnech nasledovana mesangialni proliferaci
(Ishizaki et al. 1986). Touto metodou Ize dosahnout glomerulosklerdzy a rozvoje intersticialni
fibrozy.

Dalsim modelem CKD je DOCA-solnd hypertenze. Potkanim je podavan injekcné
deoxykortikosteron acetat (DOCA) a 0,9% roztok NaCl v piti. Nasledné se rozviji hypertenze,
proteinurie a glomerulosklerdza (Drenjancevié-Peri¢ et al. 2011).

Mezi dalsi modely CKD patii radiacni nefropatie, ktera je navozena ozéafenim. Po
ozafeni dochézi nejprve k poSkozeni glomerulti a tubulii a ke ztraté endotelidlnich bunék
glomerularnich kapildr. Nasleduje poskozeni mesangidlnich bunék a glomerulosklerdza
(Robbins et al. 1995).

Ptirozenym modelem s pomalym rozvojem CKD je starnuti. K tomu se pouzivaji
potkani kmene Sprague-Dawley, ktefi jsou nejnachylnéjsi k postupnému snizovani funkce
ledvin s pfibyvajicim v€kem. U tohoto modelu se jiZ od 3. mésice rozviji proteinurie a po 24
mésicich zivota za¢ina klesat GFR a zvySovat se glomerulosklerdza (Goldstein et al. 1988).

Dal$im vyuzivanym modelem jsou potkani se spontanni hypertenzi kmene SHR.
ZvySena vazokonstrikce u téchto potkanii zplisobuje hypertenzi, ktera se rozviji od 5. - 6.
tydne Zivota, a u samctl se po 6 tydnech zacina rozvijet proteinurie (Reckelhoff et al. 1997).

Z hlediska relativné rychlého rozvoje CKD, priivodni hypertenze a proteinurie jsou pro
nas nejvhodn€j$i modely 5/6 nefrektomie a Goldblattovy dvouledvinové jednosvorkové

hypertenze.

2.2.1 Model 5/6 nefrektomie
Jednim z nejpouzivangjSich modeltt CKD je 5/6 nefrektomie (5/6 NX) (Morrison 1962).
Spociva v chirurgickém odstranéni jedné ledviny a obou poli ledviny kontralateralni.
Priblizné je tedy odstranéno 70 - 85 % tkan¢ ledvin. Redukci tkané ledvin je dosazeno i
snizeni poctu nefronii. Ve zbylych nefronech se béhem prvniho tydne od provedeni zdkroku
zvySuje glomerularni filtrace a funkce ledvin je nedostate¢na. Poté dochazi ke kompenzacni
adaptaci a funkce ledvin se relativné stabilizuje. Béhem tohoto obdobi vSak dochazi
k poskozeni glomeruld, tubuli a intersticia, které je spojeno s proteinurii. Po vyrazném
rozvinuti glomeruloskler6zy ledvina prechazi do kone¢ného stadia rendlniho selhdni (ESRD)
(Shea et al. 1978; Olson et al. 1982; Kujal, Vernerova 2008).

Studie Gretze (Gretz et al. 1988) hodnoi, jaky vliv m& model 5/6 nefrektomie na

rozvoj chronického onemocnéni ledvin a za jakych podminek je tento model standardizovany.
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5/6 nefrektomie byla provedena na dospélych normotenznich potkanech kmene Sprague-
Dawley s hmotnosti ptes 400 g. Méfen byl sérovy kreatinin a urea, poSkozeni ledvin bylo
zhodnoceno histologicky. Ukézalo se, Ze po provedeni 5/6 nefrektomie dochézi k stabilnimu
zvyseni urémie. To je nasledovano poskozenim ledvin, které se rozviji poté, co hodnota
sérového kreatininu dosahne koncentrace 20 ug/dl. Po dosaZeni této hodnoty potkan pieziva
jesté 4 - 6 tydnd, poté dochézi k vyrazné ztraté télesné hmotnosti a uhynu zvirete. Celkové tak
potkani Sprague-Dawley ptezivaji 6 - 12 mésict od provedeni 5/6 nefrektomie. Z této studie
vyplyva, Ze model 5/6 nefrektomie je vhodny pro studium chronického onemocnéni ledvin

v pokrocilejsim stadiu u dospélych Sprague Dawley potkand.

Ren-2 trasgenni potkani (TGR)

Vhodnym modelem chronického onemocnéni ledvin je 5/6 nefrektomie provedena
u hypertenznich Ren-2-transgennich potkand (TGR). Tito potkani pfedstavuji experimentalni
model hypertenze, ktery vznikl vlozenim mySiho Ren-2 genu pro renin do genomu
normotenznich HanSD potkanti (Mullins et al. 1990). V disledku zvySenych koncentraci
angiotenzinu II (ANG II) a endotelinu-1 v ledvinach jsou vhodnym modelem CKD.

U heterozygotnich TGR potkanti se v pribéhu 5. - 8. tydne rozviji vysoky krevni tlak,
ktery se dale drzi na zvySené hodnoté kolem 210 mm Hg. Krevni tlak homozygotnich TGR
potkant je zvySen na hodnoty kolem 230 mm Hg a jejich pfezivani oproti heterozygotnim

TGR potkaniim je vyrazné sniZzeno (graf 1) (Dvoték et al. 2004; Vanéckova et al. 2011).
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Graf 1: Systolicky krevni tlak a pfezivani homozygotnich a heterozygotnich Ren-2

transgennich potkanti. Pfevzato z (Dvorak et al. 2004; Vanéckova et al. 2011)
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Ve studii (Kopkan et al. 2004) zabyvajici se koncentraci ANG II v plazm¢ a ledvinach
a mnozstvim AT, receptort v kiife ledvin bylo cilem zjistit rozdil mezi TGR a Hannover
Sprague Dawley (HanSD) potkany a vyhodnotit, jaky vliv na krevni tlak ma blokdda AT,
receptorti pomoci candesartanu. Bylo zjiSténo, ze plazmatické a renalni hodnoty ANG II jsou
u TGR nizsi nez u HanSD potkanti, zatimco exprese AT, receptori se mezi t¢mito kmeny
neliSila. Akutni intraven6zni podani candesartanu zpusobilo srovnatelny pokles tlaku krve
(TK) u TGR i1 HanSD. Rozdil nastal v pratoku plazmy ledvinami (RPF) a exkreci sodiku, kdy
u TGR doslo k nartstu hodnot obou parametrit bez zmény GFR. K zvyseni RPF doslo u TGR
potkani 1 po intrarendlnim podani candesartanu. Z téchto vysledkll vyplyva, ze
hemodynamika ledvin a exkrece sodiku jsou u hypertenznich TGR potkanti pod silnym
vlivem ANG II.

V dalsi studii (Kopkan et al. 2005) byl podavan ANG II intravendzné a intrarenalné
normotenznim HanSD potkaniim a prehypertenznim TGR potkanim ve véku 35 dni. TGR
potkani méli do 38. dne Zivota krevni tlak na podobné tirovni jako kontrolni HanSD, poté se
unich zacala rozvijet hypertenze. Po podani ANG II se zvysil TK a snizil RBF u TGR
potkant vice nez u HanSD. Podani blokatoru AT, receptoru candesartanu zvysilo RBF, GFR
a exkreci sodiku u obou kmenti stejné. Koncentrace ANG II v plazmé¢ a ledvinach byla u TGR
potkand vys$si nez u HanSD. Celkové mnozstvi AT1 receptord v ledvinach bylo podobné
u HanSD 1 TGR potkanti. Z toho vyplyva, Ze jsou ledviny u prehypertenznich TGR potkant

pod vyznamnou kontrolou renin-angiotenzinového systému.

2.2.2 Model dvouledvinové jednosvorkové hypertenze

Dalsim casto pouZivanym modelem CKD je model Goldblattovy dvouledvinoveé
jednosvorkové hypertenze (two-kidney, one-clip, 2K1C), ktery je navozen stendzou renalni
artérie (Goldblatt et al. 1939). Do jedné ledviny je omezen pritok krve svorkou o urcitém
priméru, kontralateralni ledvina je bez omezeni pritoku krve svorkou.

Po nasazeni svorky na rendlni artérii dochazi v zaklipované ledviné€ k vyrazné sekreci
reninu a zvysuje se tak i1 plazmaticka hladina reninu a ANG II. Pozménéna aktivita renin-
angiotenzinového systému vede v kontralateralni ledviné ke zméné hemodynamiky a
tubularni reabsorpce sodiku. Po zékroku se rozviji hypertenze a nezaklipovand ledvina je tak
vystavena vyS§imu perfuznimu tlaku. V dusledku toho se v této ledvin€ rozviji glomerularni a
tubulointersticialni poskozeni. V zaklipované ledving, ktera je pred vysokym krevnim tlakem

chranéna svorkou, k takovym zméndm nedochazi (Eng et al. 1994).
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U potkanti Sprague-Dawley byla provedena 2K1C a po 3 - 4 tydnech jim byly
zméfeny parametry v zaklipované a nezaklipované ledvin€é po podani ACE inhibitoru.
V nezaklipované ledviné doslo oproti normotenzni kontrole ke zvySeni GFR a exkrece sodiku
a vody, v zaklipované ledvin¢ doslo jen k mirnému poklesu téchto parametra (Huang et al.
1981).

V dal3i studii (Cervenka et al. 2008) byly vyuZity mysi s knockoutovanym receptorem
ATia (AT(1A)-/-) a kontrolni wild type mysi (AT(1A)+/+), kterym byla provedena stendza
renalni artérie a nasledné podavan antagonista AT, receptoru CGP-42112A. Kontrolni mysi
mély zvySeny bazélni krevni tlak oproti AT(1A)-/- my$im a po 5 dnech od provedeni 2K1C
jim vyrazn€ stoupnul krevni tlak, zatimco u AT(1A)-/- mysi nedoslo k zadné zméné¢. Inhibice
AT, receptoru neméla zadny vliv. Plazmatickd koncentrace ANG II se zacala vyznamné
zvySovat u kontrolnich mysi po 3 dnech od provedeni 2K1C a nejvysSich hodnot bylo
dosazeno 9. den. Po 28 dnech po zaklipovani klesla plazmatickd koncentrace ANG II opét na
puvodni hodnotu. Naopak u AT(1A)-/- mysi s inhibitorem AT, receptoru nedoslo k zadné
zméné plazmatické koncentrace ANG II. Akutni blokdda NO-syntazy zpusobila vétsi zvySeni
TK u AT(1A)+/+ 2KI1C mysi nez u kontrolnich AT(1A)+/+ zvifat. Vysledky této studie
poukazuji na vyznamny vliv AT receptoru v modelu Goldblattovy hypertenze. AT, receptor
u tohoto modelu neptlisobi vyznamné antagonisticky proti u¢inkim AT;, receptoru, zatimco
NO-syntaza ano.

U Sprague-Dawley potkanti s télesnou hmotnosti 140 - 190 g byla provedena stenoza
rendlni artérie svorkou o tfech riznych primérech: 0,3 mm, 0,25 mm a 0,2 mm. Po 24 - 28
dnech od provedeni 2K 1C byl potkantim méfen stiedni arterialni krevni tlak v aorté¢ a rendlni
arteridlni tlak 2 - 3 mm distdlné¢ od nasazené svorky. Rendlni arteridlni tlak byl u vSech
priméra svorek stejny, stfedni arteridlni tlak v aorté¢ se vyznamné zvysil pouze u skupiny
s prumérem 0,2 mm. Z téchto vysledkli vyplyva, ze tlak v zaklipované rendlni artérii je
u modelu 2K1C regulovan. V ptipad€ mirné konstrikce rendlni artérie (svorka o priiméru 0,3 a
0,25 mm) je tato regulace na stfednim arteridlnim tlaku nezévisla, v ptipad€ vyrazné
konstrikce (svorka o priméru 0,2 mm) se na regulaci podili stfedni arteridlni tlak (Murphy et

al. 1984).
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2.3 REGULACE KREVNIHO TLAKU

Regulace krevniho tlaku je diilezita pro zajisténi zdsobovani organi krvi i za ménicich
se podminek okoli. Organy musi byt stale dostatecné prokrveny a krevni zasobeni musi byt
prerozdéleno do pravé aktivnich ¢asti téla. Krevni tlak je predevSim ovliviiovan prisvitem
cév, dale celkovym objemem krve a srdecni €innosti. Prasvit cév, a tim i1 krevni tlak, je
udrzovan hlavnimi vazokonstriktory (renin-angiotenzinovy systém a sympaticky nervovy
systém), kterym oponuji vazodilatacni systémy (oxid dusnaty).

Podle rychlosti nastupu a délky trvani ucinkl Ize mechanismy regulace krevniho tlaku
rozd¢lit do tii skupin: kratkodobé, sttednédobé a dlouhodobé mechanismy. Do kratkodobych
mechanismu patii reflexni odpovédi zprostiedkované baroreceptory a chemoreceptory. Tyto
receptory reaguji na sniZzeny krevni tlak nebo ischemii. Jednd se tedy o autoregulaci
v konkrétnich organech. Mezi dalsi kratkodobé mechanismy patii regulace pomoci
katecholaminti. Po aktivaci sympatického nervového systému je z nervovych zakonceni a ze
dfené nadledvin rychle vylévan noradrenalin a adrenalin zptisobujici vazokonstrikci. Rychlou
vazodilataci plsobi NO produkovany endotelidlni NO-syntdzou. Mezi stiednédobé
mechanismy patii vazokonstrikéni plsobeni angiotenzinu II a antidiuretického hormonu
aktivované napi. krvacenim nebo dehydrataci. V dlouhodobych mechanismech se uplatituje
hlavné regulace objemu extracelularni tekutiny (ECT) a tim 1 objemu krve. Objem
extracelularni tekutiny je fizen vylucovanim sodiku a vody ledvinami. Na retenci sodiku a

zvySovani objemu ECT se podili hlavné aldosteron.

2.4 VAZOAKTIVNI SYSTEMY

2.4.1 Renin-angiotenzinovy systém

Renin-angiotenzinovy systém (RAS) je vyznamnym regula¢nim systémem podilejicim
se na regulaci krevniho tlaku a objemu a sloZeni extracelularni tekutiny. Aktivace RAS miize
byt zprosttedkovana n€kolika mechanismy. Jedna se zejména o pokles krevniho tlaku, ktery je
zaznamenavan intrarenalnimi baroreceptory. Pokles krevniho tlaku vede ke snizeni perfuze
ledvin, a tim se do moc¢i filtruje mensi mnozstvi NaCl. SniZzené mnoZzstvi NaCl je
zaznamenavano v macula densa distalniho tubulu a vede k uvoliiovani reninu. DalSi moZnosti
pro uvoliiovani reninu muze byt aktivace sympatického nervového systému, ktery inervuje

juxtaglomerularni bunky nefrond.
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Renin, jehoz cinnost je prvnim krokem v aktivaci RAS, je uvoliiovan exocytdzou
z juxtaglomeruldrnich (JG) bun¢k nefronu. Tento hormon je tvofen 335 aminokyselinami a je
skladovan v Golgiho aparatu JG bun¢k. Vznika postupnym odstépovanim aminokyselin z N-
terminalniho konce z preproreninu pfes prorenin.

Zatim jedinym znamym substritem pro renin je angiotenzinogen. Tento 453
aminokyselin dlouhy peptid je do krevniho ob¢hu uvoliiovéan z jater. Z angiotenzinogenu je
reninem odstépen neaktivni angiotenzin I (ANG I, ANG 1-10) dlouhy 10 aminokyselin.

Z ANG I je déle odstépen dipeptid angiotenzin konvertujicim enzymem (ACE) na jiz
plné aktivni oktapeptid angiotenzin II (ANG II, ANG 1-8). ACE je zinkovad metaloproteaza,
kterd je exprimovand pfevazné v plicich, a vétSina tohoto enzymu je vazana na membranu
endotelu.

Hlavni G¢inky ANG II vedouci k udrzovani krevniho tlaku a reabsorbci soli a vody
jsou zprostiedkovany receptorem AT,. Mezi né patii konstrikce krevnich cév a eferentnich
arteriol, stimulace uvoliiovani aldosteronu a podpora bunééného ristu hladkosvalovych
bun¢k. K opacnému ptisobeni RAS dochdzi navazanim ANG II na AT, receptor. Vysledkem
je vazodilatace zprostfedkovand NO syntazou, exkrece sodiku a inhibice buné¢ného ristu.

Dal$im enzymem v kaskad€ RAS je angiotenzin konvertujici enzym 2 (ACE2), ktery
hraje vyznamnou roli ve vazodilataci. ACE2 pfeménuje ANG I na angiotensin-(1-9) a ANG 11
na angiotensin-(1-7) (ANG-(1-7)). Tim se odebird substrat (ANG I) pro ACE a zaroven se
snizuje mnozstvi ANG II. Vysledkem je sniZzeni vazokonstrikéniho plisobeni ANG II pies
AT, receptor. Navic plisobeni ANG-(1-7) vede k vazodilataci, natriuréze, diuréze a stimulaci
tvorby vazodilata¢nich prostaglandinti (Chappell 2012). Timto zplisobem tvoii ACE2 a ANG-
(1-7) protivahu vazokonstrikné ptisobici ose ACE — ANG II — AT;. Nerovnovaha tohoto
systétmu muize vést k riznym patofyziologickym staviim, napiiklad k rozvoji hypertenze.

Schéma RAS je zndzornéno na obrazku 1.
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Obrazek 1: Schéma renin-angiotenzinového systému. Modie je zvyraznéna klasickd osa

ANG-(1-4)

vedouci k vazokonstrikénim U¢inkiim zprostfedkovanym AT; receptorem. Zelené je
zvyraznéna vazodilatacni osa vedouci pies ANG-(1-7) k Mas receptoru. ANG 1, angiotenzin
I; ANG II, angiotenzin II; ACE, angiotenzin konvertujici enzym; ACE 2, angiotenzin
konvertujici enzym 2; NEP, neuronalni endopeptidaza.

Ptevzato a upraveno z (Herath et al. 2013)

Ve studii (Guan S et al. 1992) porovnavajici rozvojovou a udrZovaci fazi 2K1C
hypertenze vyznamné stoupl krevni tlak Sprague-Dawley potkaniim po 7 dnech od provedeni
zékroku, po 25 dnech se jest¢ mirné¢ zvysil. Po 7 dnech stoupla i plazmaticka koncentrace
ANG I, ANG II a reninu. Po 25 dnech byly tyto hodnoty opét snizeny na ptivodni uroven jako
u kontrolnich potkant. Koncentrace ANG II v obou ledvinach a koncentrace ANG I
v zaklipované ledvin€ je zvySena po 7 dnech a tyto zvySené hodnoty ptetrvavaji i po 25
dnech, navzdory sniZenym plazmatickym koncentracim ANG I, ANG II a reninu.

Ve studii zabyvajici se ucinky ANG-(1-7) byl podavan inhibitor Mas receptoru
kontrolnim normotenznim HanSD potkanim a hypertenznim potkaniim s rozvinutou aktivitou
RAS (pokusné skupiny: TGR, HanSD po provedené 2K1C, HanSD s infuzi ANG II, HanSD a
TGR na nizkosolné dieté). Bylo zjiSténo, Ze inhibice G€inku ANG-(1-7) zpiisobila vyznamny
pokles v GFR, RPF a exkreci sodiku u skupin se zvySenou endogenni aktivitou RAS, tedy
u potkanli TGR, u potkantit HanSD po provedené 2K1C nebo krmenych nizkosolnou dietou.

Oproti tomu tato inhibice neméla Zadny vliv na kontrolni HanSD potkany, hypertenzni TGR a
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HanSD s infuzi ANG II. ANG-(1-7) je tedy dulezitym protihra¢em ANG II za podminek
endogenn¢ aktivovaného RAS (Biirgelova et al. 2005).

V navazujici studii (Biirgelova et al. 2009) byly HanSD potkanim po zaklipovani
ledviny podavany inhibitory ANG-(1-7) receptoru a enzymu ACE2. Kontrolnim HanSD
potkantim se po 7 dnech od provedeni 2K1C vyznamné zvysil krevni tlak, ktery se na
podobné zvySené Grovni drzel az do konce pokusu (25. dne). Potkanim po provedené 2K1C
s infuzi inhibitoru ANG-(1-7) receptoru se zvysil krevni tlak a snizil RPF vice nez kontrolnim
potkantim. K jest¢ vysSimu zvySeni TK a snizeni RPF a GFR doslo u skupiny potkant po
provedené 2K1C s infuzi inhibitoru ACE2 enzymu. U obou 2K1C skupin s infuzi inhibitort
byla namétend plazmatickd koncentrace ANG II na podobné urovni jako u kontrolnich
potkanti. Naopak intrarenalni koncetrace ANG II v nezaklipovanych ledvinach byly oproti
kontrolam zvySené. Tyto vysledky potvrzuji, Ze v modelu 2K1C se ANG II vyznamné podili
na rozvoji a udrZzovani hypertenze a Ze ANG-(1-7) plsobi antagonisticky — vazodilatacné a
renoprotektivné. Naruseni osy ACE2 — ANG-(1-7) u modelu 2KI1C piispiva k zhorSeni
hypertenze.

Vliv RAS blokady u CKD

Zablokovanim renin-angiotenzinového systému pomoci inhibitori ACE nebo
blokatorti AT, receptortl se vyznamné¢ snizuje krevni tlak, ¢imz dochazi ke zpomaleni rozvoje
CKD. Cilem nékolika studii bylo zjistit, zda méa blokadda renin-angiotenzinového systému
ptiznivy ucinek na lécbu CKD pouze diky snizeni TK nebo také prostiednictvim mechanismi
nezavislych na snizeni TK.

ANG II ptisobi vazokonstrikéné€ na eferentni arteriolu, zatimco na aferentni arteriolu
nema takovy vliv. Tim se zvySuje tlak v glomerulu a dochéazi k hyperfiltraci, postupnému
poskozovani filtracni bariéry, zvySovani proteinurie a glomeruloskler6zy. Blokidda RAS
zamezuje vazokonstrikei eferentni arterioly a tak napomaha k normalizaci tlaku v glomerulu a
ptedchézi rozvoji CKD.

Tuto predstavu potvrzuje nékolik studii. Potkaniim kmene Munich-Wistar byla
provedena liga¢ni 5/6 NX. Po jednom tydnu od provedeni zakroku byla n¢kterym skupindm
nasazena lécba enalaprilem (ACE inhibitor) a nékterym skupindm kombinovana 1é¢ba pomoci
reserpinu, hydralazinu, hydrochlorothiazidu. U nelécenych skupin doSlo k vyznamnému
zvyseni krevniho tlaku, zatimco u obou lé¢enych skupin bylo dosazeno niz§iho TK, ktery byl

u obou lécenych skupin na podobné urovni. Piesto se tyto dvé lécené skupiny odliSovaly

19



v proteinurii a glomeruloskleroze, které byly snizeny pouze u skupiny lécené enalaprilem
(Anderson 1986).

Naopak ve studii (Kujal et al. 2010), ve které byla potkaniim po provedené 5/6 NX
podavana 1écba blokujici RAS (inhibitor ACE a blokator AT, receptoru) a 1éCba nezavisla na
RAS (alfa- a beta-blokator a diuretikum), se zjistilo, Ze po snizeni krevniho tlaku na
podobnou troven u obou typt 1é¢by doslo 1 k podobnym kardio- a renoprotektivnim t¢inkam.

Cilem dalsi studie (Adamczak et al. 2003) bylo zjistit, jestli muize byt
glomeruloskler6za reverzibilnim déjem. U Sprague-Dawley potkani byla provedena 5/6
nefrektomie a po 8 tydnech od provedeni zakroku se rozvinula glomeruloskler6za. Poté byla
od 8. do 12. tydne od provedené 5/6 NX jedna skupina lécena vysokymi davkami enalaprilu a
druhé ponechana bez 1écby. U 1é¢ené skupiny doslo k ¢aste¢nému zlepSeni glomerulosklerdzy
a intersticidlniho poskozeni pfi soucasném signifikantnim snizeni krevniho tlaku. Zda se
proto, Ze tyto pozitivni u€inky jsou zavislé na zménach TK.

U modelu diabetické nefropatiec (SHR/NDmcr-cp) bylo zjisténo, Ze navzdory
podobnému snizeni krevniho tlaku pomoci tii riznych latek (olmesartan — ACE inhibitor,
nifedipin — blokator kalciovych kandli, atenolol — beta-blokator) pouze ACE inhibitor
snizuje proteinurii a brani rozvoji glomeruloskler6zy a tubulointersticidlniho poSkozeni

(Izuhara et al. 2005).

2.4.2 Sympaticky nervovy systém

Sympaticky nervovy systém (SNS) se vyznamné podili na regulaci krevniho tlaku a to
tak, Zze pusobi vazokonstrikéné, zvysSuje srde¢ni akci, podporuje retenci sodiku ledvinami a
stimuluje rist cév. Tato regulace je za normalnich podminek velmi vyznamna. Problémem je
vSak chronicky zvySend aktivita SNS, ktera vede k hypertenzi a rozvoji CKD. Dtvod, pro¢ je
zvySena aktivita SNS udrZzovana, zatim neni zcela jasny.

Ledviny jsou bohaté inervovany a obsahuji mnoho senzorickych receptord, z nichz
krve v ledving, a chemoreceptory aktivované ischemickymi metabolity. Tyto receptory jsou
aferentnimi nervy spojeny s mozkovymi centry pro regulaci krevniho tlaku a sympatického
tonu.

Zvysena aktivita sympatického nervového systému ovliviiuje v ledvindch nékolik
funkci. Prostfednictvim B; adrenergnich receptorti exprimovanych na juxtaglomerularnich

buiikach zvySuje sekreci reninu, pies o;p adrenergni receptory zvysuje tubularni reabsorpci
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sodiku a aktivaci a;4 adrenergnich receptorti zvySuje odpor cév v ledvinach, ¢imz se snizuje
RBF (DiBona 2005).

U Sprague-Dawley potkani byla po provedené 5/6 nefrektomii méfena
neuroadrenergni aktivita v riznych ¢astech mozku podilejicich se na regulaci krevniho tlaku
pomoci stanoveni hladiny noradrenalinu (NE). Bylo zjiSténo, ze po ctyfech tydnech od
provedené 5/6 NX doslo ke zvySeni hladiny NE v posteriornim hypothalamickém jadru a
v locus coeruleus (Bigazzi et al. 1994). V dalsi studii byla navic provedena bilateralni
rhizotomie (pferuseni aferentnich nervi vedoucich z ledviny v oblasti dorzalnich rohi
miSnich bez preruseni eferentni inervace) u potkant po 5/6 NX, kterd zabranila zvySenym
hodnotdm NE v mozku (Campese et al. 1995a). V nasledujici studii (Campese et al. 1995b)
byla navic hodnocena glomeruloskleréza a vyse krevniho tlaku po 6 tydnech od provedeni 5/6
NX a rhizotomie. Krevni tlak u Sprague-Dawley potkant s 5/6 NX byl vyssi nez u kontrol
nebo u potkanli s 5/6 NX po rhizotomii. Glomeruloskler6za byla u potkan s 5/6 NX po
rhizotomii vyznamné niz$i nez u potkanti po 5/6 NX. Tyto vysledky naznacuji, Ze pro rozvoj a
udrzovani hypertenze a CKD je nezbytna aktivace SNS pomoci aferentni inervace ledvin.

Vysledky studie (Brooks et al. 1993) zaméfujici se na inhibici SNS pomoci beta-
blokatort ukézaly, ze u potkant po 5/6 NX je mozné pomoci carvedilolu dosdhnout stejného
poklesu krevniho tlaku, proteinurie a glomerulosklerdézy jako pomoci inhibitoru ACE
captoprilu.

ANG II v mozku stimuluje SNS a podili se tak na rozvoji hypertenze. U hypertenznich
TGR potkant je oproti normotenznim HanSD potkanlim vyznamné zvySena koncentrace
ANG II v hypothalamu a prodlouzené miSe, které odpovidaji za regulaci TK (Senanayake et
al. 1994). V dalsi studii bylo zjiSténo, ze se ANG II podili ve ventrolateralni ¢asti prodlouzené
michy na excitaci sympatickych neuronti a vyznamné tak zvySuje krevni tlak (Ito a Sved
1996).

Ve studii hodnotici sympatickou inervaci zaklipované ledviny pomoci fluorescencni
mikroskopie se ukazalo, ze u Sprague-Dawley potkanii se po 1 tydnu od provedeni 2K1C
rozvinula hypertenze a sympatickd inervace se snizila. Po 1 - 3 tydnech po zaklipovani
ledviny byla u hypertenznich potkanii sympatickd inervace na podobné Urovni jako
u kontrolnich potkanti. Divodem téchto zjisténi jsou pravdépodobné zmény v koncentracich
adrenergnich transmitera (Ljunggvist, Ungerstedt 1972).

Ve studii (Oliveira-Sales et al. 2014) bylo zjiSténo, ze se u potkanti kmene Wistar
zvySuje krevni tlak béhem 2 tydnti od provedeni 2K 1C a déle se vyznamné zvySuje az do 35.

dne, poté je udrZzovan na zvysené hodnoté do 42. dne. Krevni tlak byl analyzovan Fourierovou
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transformaci, ze které bylo zjisténo, ze zvySeni sympatické aktivity nastdva 28. den od

provedeni 2K 1C, coz odpovida stfedni ¢asti rozvojové faze a udrzovaci fazi hypertenze.

2.4.3 Syntaza oxidu dusnatého

Vyznamnym vazodilatatnim systémem je syntdza oxidu dusnatého (NO-syntaza,
NOS), kterd oponuje vazokonstrikénim systémim. Jsou znadmy tfi izoformy tohoto enzymu -
endotelova (eNOS), neuronalni (nNOS) a inducibilni (iNOS).

NOS pfeménuje L-arginin na oxid dusnaty (NO) a L-citrulin. Vznikly oxid dusnaty
pak rychle difunduje do okolnich hladkosvalovych bunék, kde se vaze na solubilni guanylat
cyklazu. Ta umoziuje pfeménu GTP na cGMP, které aktivuje proteinkindzu G. Nasledné
dojde ke sniZeni intracelularni koncentrace Ca*" iontii a tim k relaxaci hladkého svalstva a
vazodilataci. NO je buitkami endotelu v malé mife produkovan neustdle a pfispiva tak
k regulaci udrzovani cévniho tonu. Polo¢as rozpadu NO je velmi kratky, proto je pisobeni
NO lokalni (Schmidt et al. 1993).
endotelu krevnich cév a v ledvin€ zodpovida za nejvéetsi ¢ast produkce NO. Ukézalo se vSak,
ze 1 nNOS hraje v ledviné dulezitou roli. Neuronalni NOS je ve velké mife exprimovana
v macula densa, v glomerulech, v buiikach tlustého vzestupného raménka a v aferentnich
1 eferentnich arteriolach (Wu et al. 1999).

Ve studii zabyvajici se produkci oxidu dusnatého neurondlni NO-syntazou
(Kakoki et al. 2001) bylo zjisténo, Ze selektivni inhibici nNOS pomoci dvou latek N-propyl-
L-argininu (L-NPA) a N5-(1-imino3-butenyl)-L-ornitinu (v-NIO) doslo k 32 - 42% sniZeni
mnozstvi NO v intersticiu ledvin. Toto snizeni vSak nevedlo ke zméné pritoku krve
ledvinami. V pfipad¢€, kdy byl podan neselektivni inhibitor NOS N-nitro-L-arginin methyl
ester (L-NAME), doslo k podobnému snizeni NO v intersticiu ledvin, avSak proti
pfedchozimu ptipadu doslo i k vyznamnému sniZzeni RBF. Z toho Ize usuzovat, Ze produkce
NO neuronélni NO-syntdzou je vyznamna, ma vSak minimalni efekt na RBF. To by mohlo
byt zpiisobeno extravaskuldrnim vyskytem nNOS.

V dalsi studii (Cervenka et al. 2001) bylo ukazino, Ze u normotenznich potkant
kmene Wistar je NO produkovany nNOS dilezitym protihraCem vazokonstrikce
zprostiedkované ANG II. Po inhibici nNOS pomoci S-methyl-L-thiocitrulinu (L-SMTC)
doslo u normotenznich potkanti k vyznamnému snizeni RBF a exkrece sodiku. V pfipadé

ANG II-hypertenznich potkanti (podavani ANG II potkanim kmene Wistar osmotickou
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minipumpou) nedoslo po podani inhibitoru nNOS k zadné vyznamné zmeéné. Na zakladé
téchto vysledkl se da predpokladat, ze snizena aktivita nNOS u hypertenznich potkani mize
pfispivat k rozvoji a udrzovani hypertenze u tohoto modelu.

Dalsim moznym divodem pro nedostatecné vazodilatacni piisobeni oxidu dusnatého
u hypertenznich modela je pfitomnost reaktivnich kyslikovych radikalt (ROS). Cilem dalsi
studie (Vanéckova et al. 2015) bylo zhodnotit roli NO a jeho interakci s kyslikovymi radikaly
v regulaci krevniho tlaku a funkce ledvin béhem rozvojové faze hypertenze u heterozygotnich
TGR potkanii. V prvni casti byly srovnavany zmeény krevniho tlaku a funkce ledvin
u kontrolnich normotenznich potkani kmene HanSD a prehypertenznich TGR potkanii po
akutnim podani inhibitoru NOS L-NAME. Vychozi hodnoty tlaku u obou kmend byly na
podobné urovni. Po podani L-NAME doslo k vétSimu vzrustu krevniho tlaku u TGR nez
uHanSD (+42 + 4 vs. +25 + 3 mm Hg). V druhé casti byl potkanim podan tempol
odstraiujici kyslikové radikaly, ktery by mél zvysit biologickou dostupnost NO, a tim
tlakovou odpovéd na L-NAME, ale z4dny rozdil mezi kmeny TGR a HanSD nebyl
zaznamenan. Ukézalo se tedy, ze prehypertenzni TGR potkani maji zvySenou aktivitu NO
v krevnim fecisti, avSak relativné nedostate¢nou intrarenalni odpoved’ na NO. Nedostate¢nost
tohoto kompenza¢niho mechanismu ptisobiciho proti G€inkim ANG II mize v tomto modelu

pfispivat k rozvoji hypertenze.
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3 CILE PRACE

Cilem prace bylo zjistit, jaky je podil vybranych vazoaktivnich (vazokonstrikénich/
vazodilatacnich) systémi, které se podileji na regulaci krevniho tlaku v raznych fazich
(rozvojova a udrzovaci) chronického onemocnéni ledvin navozeného castecnou nefrektomii

(5/6 nefrektomie) a dvouledvinovou-jednosvorkovou (2K 1C) hypertenzi.
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4 METODIKA

Potkani kmene TGR, HanSD a Wistar byli chovéani za standardnich laboratornich
podminek pfi teplot¢ 22 °C a rezimu 12 hodin svétlo - 12 hodin tma s volnym pfistupem
k vod¢ a diet¢ Altromin (0,45 % NaCl). VSechny postupy byly schvéleny Etickou komisi

Fyziologického ustavu AV CR a jsou v souladu s Evropskou konvenci o ochrané zvitat.

CASTECNA NEFREKTOMIE U REN-2 TRANSGENNICH POTKANU

V prvni casti pokusu byli pouziti samci hypertenznich heterozygotnich Ren-2-
transgennich (TGR) potkand a samci normotenznich kontrolnich potkanii kmene Hannover
Sprague Dawley (HanSD). Pro navozeni stavu chronického onemocnéni ledvin byla
u ne¢kterych potkani kmene TGR a HanSD provedena CéasteCna 5/6 nefrektomie (5/6 NX).
Tato procedura spociva v odebrani jedné celé ledviny a obou péli kontralateralni ledviny.
Celkem je odebrano 70 - 85 % tkané. Tento zakrok probéhl pod celkovou anestezii s pouzitim
anestetik Zoletil 100 (8 mg/kg) a Rometar (4 mg/kg) podanych intramuskularné.

Na zéklad¢ literarnich udaji jsme zkoumali potkany v rozvojové fazi CKD, kdy se
krevni tlak po provedeni 5/6NX vyrazné€ zvySuje, a po ¢tvrtém tydnu, kdy nastava tzv. faze
udrZovaci, béhem niz se krevni tlak jiZ udrZuje na stabilni zvySené trovni. Podle toho byli

potkani rozdéleni do nésledujicich skupin (tabulka 2):

Tabulka 2: Rozdéleni TGR potkant do skupin a jejich pocty ve skupinach

Oznaceni Popis Pocet
TGR kontroly Kontrolni TGR potkani 9
TGR potkani, kterym byl méfen krevni tlak a vazoaktivni
TGR 5/6NX - 1. tyden . 11
balance 1 tyden po provedené 5/6 nefrektomii
TGR potkani, kterym byl méfen krevni tlak a vazoaktivni
TGR 5/6NX - 4. tyden - 9
balance 4 tydny po provedené 5/6 nefrektomii
HanSD kontroly Kontrolni HanSD potkani 9
HanSD 5/6NX - 1.|HanSD potkani, kterym byl méfen krevni tlak a vazoaktivni 0
tyden balance 1 tyden po provedené 5/6 nefrektomii
HanSD 5/6NX - 4.|HanSD potkani, kterym byl méfen krevni tlak a vazoaktivni .
tyden balance 4 tydny po provedené 5/6 nefrektomii
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GOLDBLATTOVA DVOULEDVINOVA JEDNOSVORKOVA HYPERTENZE
U POTKANU KMENE WISTAR

V druhé ¢asti prace byli pouziti samci potkani kmene Wistar. Jako model chronického
onemocnéni ledvin byla v tomto ptipadé pouzita Goldblattova dvouledvinova jednosvorkova
hypertenze (two-kidney, one-clip, 2K1C). Byla provedena stendza rendlni artérie pomoci
tenké stiibrné svorky, kterd byla vytvarovana tak, aby omezila primér artérie na 0,2 mm. Tim
bylo sniZzeno krevni zdsobeni ledviny a doSlo k jeji atrofii. Naopak kontralateralni ledvina
hypertrofovala. Sten6za byla provedena pod celkovou anestezii Izofluranem (2,5 %). Podobné
jako u modelu 5/6 nefrektomie jsme potkany rozdélili do skupin rozvojové a udrzovaci faze

hypertenze (tabulka 3).

Tabulka 3: Rozd¢leni Wistar potkanti do skupin a jejich pocty ve skupinach.

Oznaceni Popis Pocet

Wistar kontroly Kontrolni potkani kmene Wistar 13

Wistar potkani, kterym byl méfen krevni tlak a vazoaktivni

Wistar 2K1C - 1. tyden | balance 1 tyden po provedeni 2K1C 11

Wistar potkani, kterym byl méfen krevni tlak a vazoaktivni

Wistar 2K 1C - 4. tyden | balance 4 tydny po provedeni 2K1C 8

MEREN{ KREVNIHO TLAKU A VAZOAKTIVNI BALANCE

Meéfieni vySe krevniho tlaku potkanii kmene TGR, HanSD a Wistar probihalo ve véku
11 - 13 tydnii. Pro omezeni vlivu cirkadiannich rytmi bylo méteni provadéno vzdy dopoledne
mezi 8. a 11. hodinou. Krevni tlak byl potkanim méfen pfimou metodou po kanylaci
karotické artérie. Pro nasledné podavani inhibitorti vazoaktivnich systému byla zavedena také
dalsi kanyla do jugularni vény. Kanylace probéhla pod celkovou anestezii pomoci Izofluranu
(2,5 %) jeden den pied vlastnim méfenim TK.

Me¢teni krevniho tlaku potkantli probihalo v klimatizované mistnosti pii teploté 21 °C.
Potkani byli umisténi do prihlednych krabicek, které castecné omezily jejich pohyb.
Arteridlni kanyla byla pfipojena k pfistroji pro méfeni krevniho tlaku PowerLab
(ADInstruments Ltd., Bella Vista, NSW, Australie). Krevni tlak byl zaznamendvan pomoci
programu LabChart (obrazek 2).
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Obrazek 2: Méteni krevniho tlaku.

Pii méfeni vazoaktivni balance byli potkani ponechéani v klidu po dobu 20 minut a na
konci této periody byl zaznamenan bazalni krevni tlak. Poté byly postupné podavany
inhibitory jednotlivych vazoaktivnich systémi. Nejprve inhibitor renin-angiotensinového
systému captopril (ACE inhibitor) v davce 10 mg/kg po dobu 15 minut. Druhy v potadi byl
podan inhibitor sympatického nervového systému pentolinum (gangliovy blokator) v davce
5 mg/kg az do ustaleni TK (cca 5 minut). Tteti podavanou latkou byl inhibitor syntazy oxidu
dusnatého N-omega-nitro-L-arginin methylester hydrochlorid (L-NAME) v davce 30 mg/kg.
Ustaleni TK po podani L-NAME trvalo 5 - 7 minut.

Vsechny podavané inhibitory zakoupené u spole¢nosti Sigma (St. Louis, Missouri,
USA) byly rozpustény ve fyziologickém roztoku. Latky byly podany jako intravendzni bolus
(1 ml/kg).

Pro vyhodnoceni naméfenych zaznami pomoci programti Labchart a Excel byly
vybirdny useky zaznamenané kiivky po ustaleni TK po podané latce podle obrazku 3.
Odectené hodnoty byly pouzity pro vypocet podilu RAS, SNS a NOS na vysi krevniho tlaku
(delta capto, delta pento, delta L-NAME) podle tabulky 4.
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Ta
Obrazek 3: Originalni zdznam tlaku krve. 1 - podéani captoprilu (10 mg/kg), 2 - podani
pentolinia (5 mg/kg), 3 - podani L-NAME (30 mg/kg), A - odecet bazalniho krevniho tlaku,

B - vyse TK po podéni captoprilu, C - vySe TK po podani pentolinia (nejvétsi pokles TK),
D - vySe tlaku po podani pentolinia (po ustaleni TK), E - vySe tlaku po podani L-NAME.

Tabulka 4: Vypocet podilu RAS, SNS a NOS na vysi krevniho tlaku (delta capto, delta pento,
delta L-NAME).

Oznaceni v obrazku 3 Popis

Krevni tlak v bodé B minus

Delta capto krevni tlak v bod¢ A TK po podani captoprilu - bazalni TK
Krevni tlak v bodé D minus | TK po podani pentolinia (po ustaleni TK) -
Delta pento krevni tlak v bod¢ A TK po podani captoprilu
Krevni tlak v bodé€ E minus TK po podani L-NAME - TK po podani
Delta L-NAME krevni tlak v bodé C pentolinia (nejvyssi pokles TK)
ODBER ORGANU A KRVE

Po zméfeni TK byla potkanim odebrana krev do zkumavek s EDTA, ktera byla
nasledné stocena (5000 ot./min, 10 min, 4 °C). Ziskana plazma byla zamrazena a dale pouzita
ke stanoveni mocoviny. Po usmrceni potkani byly odebrany ledviny a srdce, které byly
zvazeny. Ke stanoveni mocoviny v plazmé byl pouzit Urea Assay Kit (Erba Mannheim,

Germany) dle instrukci vyrobce.

STATISTIKA

Vysledky jsou vyjadfeny jako primeérné hodnoty + SEM. Data byla statisticky
vyhodnocena v programu GraphPad InStat 3 pomoci testii one-way ANOVA a Tukey-Kramer
test. Vysledky jsou povazovany za statisticky vyznamné pti p < 0,05. Obrazky byly vytvoteny

pomoci programu GraphPad Prism 5.
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5 VYSLEDKY

5.1 5/6 NEFREKTOMIE

Télesnda hmotnost

Z tabulky 5 vyplyva, Ze potkani kontrolni skupiny HanSD maji vyznamné vyssi
hmotnost nez potkani TGR kontrolni skupiny a nez vSechny ostatni skupiny. Vyznamny
rozdil v télesné hmotnosti je dale u skupin HanSD a TGR métenych ve 4. tydnu od provedené

5/6 NX a u skupiny TGR kontroly proti TGR 5/6NX ve 4. tydnu.

Tabulka 5: Hmotnosti potkanti kmene TGR a HanSD a jejich pocty v jednotlivych skupinach.

skupina pocet zvifat | hmotnost (g) SE
HanSD kontroly 9 496 8
HanSD 5/6NX - 1. tyden 11 390 % 18
HanSD 5/6NX - 4. tyden 9 426" 11
TGR kontroly 9 419 * 7
TGR 5/6NX - 1. tyden 10 378 8
TGR 5/6NX - 4. tyden 12 345 **1 13

*p < 0,05 proti odpovidajici kontrolni skupiné (HanSD vs. TGR)
#p < 0,05 proti kontrole v ramci skupiny

ip < 0,05 proti HanSD kontrole
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Hmotnost srdce

Hmotnost srdce (graf 2) je u TGR potkanii vyznamné vyss$i nez u HanSD potkant.
U obou kmenti (TGR a HanSD) vidime v Case tendenci k poklesu hmotnosti srdce po 5/6NX.

Tento pokles je u potkanti obou kment po 4 tydnech po 5/6NX signifikantni.
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Graf 2: Hmotnost srdce u kontrolnich HanSD a hypertenznich TGR potkanti po provedené

5/6 nefrektomii (NX).
*p < 0,05 proti odpovidajici kontrolni skupiné (HanSD vs. TGR)

#p < 0,05 proti kontrole v ramci skupiny
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Hmotnost ledvin

Hodnoty hmotnosti ledvin uvedené v grafu 3 u kontrol (HanSD kontroly a TGR
kontroly) se tykaji jedné ledviny, u nefrektomovanych skupin je zaznamendna hmotnost
zbytku ledviny. Pfi nefrektomii bylo potkantim odstranéno 73 % tkané ledvin. Céra na grafu 3
odpovida této hodnoté¢, znazoriiuje tedy, kolik ledviny potkanim po nefrektomii zlstalo.
Z obrazku je patrné, ze 5/6 NX vede ke kompenzacni hypertrofii kontralateralni ledviny.
Zatimco u HanSD je tento proces pribézny, u TGR méfenych po 4 tydnech po 5/6NX

k dal§imu zvySeni hypertrofie nedochazi.
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Graf 3: Hmotnost ledvin u kontrolnich HanSD a hypertenznich TGR potkanti po provedené
5/6 nefrektomii (NX). Vodorovna cara znazoriiuje redukci ledvinné tkan€é po provedené
5/6 nefrektomii.

*p < 0,05 proti odpovidajici kontrolni skupiné (HanSD vs. TGR)

#p < 0,05 proti kontrole v ramci skupiny

@p < 0,05 1. tyden proti 4. tydnu
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Prezivani zvirat

Ptezivani kontrolnich HanSD i TGR (graf 4) potkand bylo 100 %, zadny HanSD
potkan po provedené 5/6 nefrektomii neuhynul. Naproti tomu u TGR po provedené
nefrektomii doSlo v pribéhu 1. tydne k vyznamnému poklesu ptezivani, které se v dalSich

ttech tydnech podstatné nezhorSovalo. Vyslednd mortalita u téchto zvitat byla 25 %.
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Graf 4: Prezivani kontrolnich HanSD a hypertenznich TGR potkanii po provedené¢ 5/6
nefrektomii (NX).
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Bazalni stredni arteridlni tlak

Na grafu 5 jsou zachyceny hodnoty stiedniho arteridlniho tlaku. Je vidét signifikantni
rozdil mezi kmeny HanSD a TGR (HanSD kontroly 132 = 3 mm Hg vs. TGR kontroly 182 +
7 mm Hg). U skupiny HanSD méfenych za tyden po 5/6NX vidime sice tendenci ke zvyseni
TK, ale ani v 1. tydnu ani ve 4. tydnu nejsou hodnoty TK signifikantn¢ vyssi. U TGR potkanti
meétenych 1 tyden po provedené 5/6 nefrektomii nedochazi k zadné zméné TK, zatimco ve
skupiné TGR meétené 4. tyden po 5/6 NX dochazi naopak k vyznamnému snizeni stfedniho

arterialniho tlaku (TGR 5/6NX - 4. tyden 135 +£ 8 mm Hg).
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Graf 5: Stfedni arterialni tlak (MAP) u kontrolnich HanSD a hypertenznich TGR potkana po
provedené 5/6 nefrektomii (NX).

*p < 0,05 proti odpovidajici kontrolni skupin€ (HanSD vs. TGR)

#p < 0,05 proti kontrole v ramci skupiny

@p < 0,05 1. tyden proti 4. tydnu
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Akutni blokada renin-angiotenzinového systemu

Podil renin-angiotenzinového systému na udrzovani TK (graf 6) je u kmene TGR (-27
+ 4 mmHg) vyznamné vyss$i nez u kmene HanSD (-7 + 1,2 mmHg). U HanSD potkant
meéifenych 1 a 4 tydny po provedené 5/6 NX nevidime zadné signifikantni zvySeni podilu RAS
na udrzovani TK. Naproti tomu u TGR potkani métenych po 1 tydnu po 5/6 NX se tento

podil snizuje a tato tendence pokracuje i po 4 tydnech po provedené 5/6 nefrektomii.
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Graf 6: Akutni blokada renin-angiotensinového systému (RAS blokada). Podil renin-
angiotensinového systému na vysi krevniho tlaku (delta capto) u kontrolnich HanSD
a hypertenznich TGR potkanti po provedené 5/6 nefrektomii (NX).

*p < 0,05 proti odpovidajici kontrolni skupiné (HanSD vs. TGR)
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Akutni blokada sympatického nervového systému

Podil sympatické vazokonstrikce (graf 7) je u TGR potkanii vyssi (-73 = 3 mm Hg)
nez u HanSD (-56 £ 4 mm Hg) a po provedené 5/6NX v prvnim tydnu u obou kment jeho
podil mirné roste. Tento narGst je u skupiny HanSD meéfenych po 4. tydnu po 5/6NX
vyznamny (o 12,8 mm Hg, HanSD 5/6NX - 1. tyden -69 £+ 2,5 mm Hg). U skupiny TGR
meétenych po 4 tydnech po 5/6NX se vSak podil SNS vyznamné snizuje (TGR 5/6NX - 4.
tyden -52 + 6,8 mm Hg).
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Graf 7: Akutni blokada sympatického nervového systému (SNS blokada). Podil sympatického
nervoveého systému na vysi krevniho tlaku (delta pento) u kontrolnich HanSD a hypertenznich
TGR potkantl po provedené 5/6 nefrektomii (NX).

*p < 0,05 proti odpovidajici kontrolni skupin€ (HanSD vs. TGR)

#p < 0,05 proti kontrole v ramci skupiny

@p < 0,05 1. tyden proti 4. tydnu
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Akutni blokada syntazy oxidu dusnatého

Podil NO-dependentni vazodilatace na udrzovani TK (graf 8) dosahuje ve vSech
skupinach podobné trovné, neni tedy ovlivnén 5/6 nefrektomii. Vyjimkou je skupina TGR
potkanti métenych po 4 tydnech po 5/6NX, u které je tlakovd odpovéd’ na podani L-NAME

vyznamn¢ oslabena.

NOS blokada

150+

100+

delta L-NAME (mm Hg)

Graf 8: Akutni blokada syntazy oxidu dusnatého (NOS blokada). Podil syntazy oxidu
dusnatého na vysi krevniho tlaku (delta L-NAME) u kontrolnich HanSD a hypertenznich
TGR potkanti po provedené 5/6 nefrektomii (NX).

*p < 0,05 proti odpovidajici kontrolni skupin€ (HanSD vs. TGR)

#p < 0,05 proti kontrole v ramei skupiny
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Podil vazokonstriktorii a vazodilatatorii

Na grafu 9 je zachycen podil vazokonstriktorti a vazodilatatori na udrzovani TK.
U vazokonstriktorii byl zaznamenan vyznamny mezikmenovy rozdil. Po provedeni 5/6 NX se
u obou kmenl podil vazokonstrikénich systémi mirn€ zvySuje, avSak u TGR potkana
meéienych 4 tydny po provedeni 5/6 NX podil vazokonstriktor vyznamné klesa.

Podil vazodilata¢niho systému NO-syntazy na vysi krevniho tlaku je u vSech HanSD
skupin na podobné trovni. U TGR potkanti po 5/6 NX mirné klesé a po 4. tydnu je vyznamné

nizs$i nez u TGR kontrol.
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Graf 9: Podil vazokonstriktorii a vazodilatatori na udrzovani TK u kontrolnich HanSD
a hypertenznich TGR potkant po provedené 5/6 nefrektomii (NX). Vazokonstriktory: soucet
delta capto a delta pento. Vazodilatatory: delta L-NAME.

*p < 0,05 proti odpovidajici kontrolni skupin€ (HanSD vs. TGR)

#p < 0,05 proti kontrole v ramci skupiny

@p < 0,05 1. tyden proti 4. tydnu

Korelace stredniho arterialniho tlaku s RAS, SNS a NOS

Na grafu 10 jsou vyneseny korelace bazalniho arteridlniho tlaku se zménami MAP po
akutni blokadé RAS, SNS a NOS. Z analyzy vyplyva, ze s rostoucim MAP roste i podil RAS
a SNS. V obou ptipadech je tato korelace vyznamna. Naproti tomu zlistava podil NO syntazy

stejny a se stoupajicim MAP se neméni.
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Graf 10: Korelace stfedniho arterialniho tlaku s RAS, SNS a NOS u kontrolnich HanSD a
hypertenznich TGR potkanti po provedené 5/6 nefrektomii (NX).
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Urea v plazmeé

Koncentrace mocoviny v plazmé (graf 11) u nefrektomovanych potkanti obou kmenti
je zvySena oproti normalnim hodnotdm uvadénym v literatufe (Zicha et al. 1990) (tuto
koncentraci znazornuje vodorovna ¢ara). U TGR potkant méfenych 4. tyden od provedeni 5/6

NX je koncentrace mocoviny vyznamn¢ vyssi nez u HanSD potkanii s 5/6 NX (21,4 + 1,5 vs.
12,0 + 0,4 mmol/l).
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Graf 11: Mnozstvi moCoviny v plazmé u kontrolnich HanSD a hypertenznich TGR potkant

po provedené 5/6 nefrektomii (NX). Vodorovnd cara predstavuje hodnotu kontrolnich
potkanti.

*p < 0,05 proti odpovidajici kontrolni skupiné (HanSD vs. TGR)
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5.2 2Ki1C

Télesnd hmotnost
Z tabulky 6 vyplyva, ze télesné hmotnosti potkanii kmene Wistar se lisi ve skupiné
meiené po 1. tydnu od provedené 2K1C, u které je hmotnost nizsi nez u ostatnich dvou

skupin.

Tabulka 6: Hmotnosti potkanii kmene Wistar a jejich pocty v jednotlivych skupinéach.

Skupina Pocet zvirat | Hmotnost (g) SE
Wistar kontroly 13 463 10
Wistar 2K1C - 1. tyden 11 399 * 8
Wistar 2K 1C - 4. tyden 8 445 @ 14

#p < 0,05 proti kontrole v ramci skupiny

@p < 0,05 1. tyden proti 4. tydnu
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Hmotnost srdce
Hmotnost srdce (graf 12) se u potkanii kmene Wistar v disledku rozvijejici se
hypertenze po provedené 2K 1C postupné zvysuje. U skupiny potkani métenych po 4 tydnech

od 2K1C je toto zvySeni vyznamné.
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Graf 12: Hmotnost srdce u potkanii kmene Wistar po provedeni 2K 1C.
#p < 0,05 proti kontrole v ramei skupiny
@p < 0,05 1. tyden proti 4. tydnu
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Hmotnost ledvin

Hmotnost levé ledviny, do které byl omezen pfistup krve sten6zou rendlni artérie, se
v pribéhu pokusu po provedeném zakroku mirn€ snizuje. Naopak hmotnost pravé
kontralateralni ledviny se po provedeni 2K1C vyznamné zvySuje, toto zvétSeni je po

4 tydnech od 2K 1C statisticky vyznamné (graf 13).
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Graf 13. Hmotnost levé a pravé ledviny u potkani kmene Wistar po provedeni 2K1C.
#p < 0,05 proti kontrole v ramci skupiny

@p < 0,05 1. tyden proti 4. tydnu

Prezivani zvirat

Ctvrtého tydne od provedené stendzy renlni artérie se dozilo 100 % potkand.
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Bazalni stredni arteridlni tlak

Na grafu 14 vidime, ze v priabéhu pokusu doslo k signifikantnimu vzristu TK
u potkanti po 2K1C po 1. a 4. tydnu oproti kontrolni skupiné (Wistar kontroly 128 + 2 mm
Hg, Wistar 2K1C - 1. tyden 153 + 5 mm Hg, Wistar 2K1C - 4. tyden 154 + 9 mm Hg).
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Graf 14: Stredni arterialni tlak (MAP) u potkani kmene Wistar po provedeni 2K 1C.

#p < 0,05 proti kontrole v ramci skupiny
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Akutni blokada renin-angiotenzinového systemu
U potkani Wistar po 2KIC je vidét tendence ke zvySeni podilu renin-
angiotenzinového systému na vySi krevniho tlaku, ktera v Case opét klesa, neni vSak

vyznamna (Wistar kontroly -8 = 1 mm Hg, Wistar 2K1C - 1. tyden -12 £ 3 mm Hg, Wistar
2KI1C - 4. tyden -10 £ 2 mm Hg) (graf 15).
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Graf 15: Akutni blokdda renin-angiotensinového systému (RAS blokada). Podil renin-

angiotensinového systému na vysi krevniho tlaku (delta capto) u potkant kmene Wistar po

provedeni 2K 1C.
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Akutni blokada sympatického nervového systému

Podil sympatického nervového systému na vysi krevniho tlaku (graf 16) se u potkanti

kmene Wistar po 2K1C postupné zvysuje. Vyznamny nérist tohoto podilu je po 4 tydnech od
provedené 2K1C (Wistar kontroly -56 £ 4 mm Hg, Wistar 2K1C - 1. tyden -66 £ 6 mm Hg,

Wistar 2K 1C - 4. tyden -77 = 3 mm Hg).
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Graf 16: Akutni blokada sympatického nervového systému (SNS blokada).

Podil

sympatického nervového systému na vysi krevniho tlaku (delta pento) u potkanti kmene

Wistar po provedeni 2K1C.
#p < 0,05 proti kontrole v ramei skupiny
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Akutni blokada syntazy oxidu dusnatého

Podil syntdzy oxidu dusnatého na vysi krevniho tlaku (graf 17) zastava u vSech skupin
na podobné urovni (Wistar kontroly 96 + 6, Wistar 2K1C - 1. tyden 90 + 10 mm Hg, Wistar
2KI1C - 4. tyden 100 £ 10 mm Hg).

NOS blokada

150+

=)
2 T
100+ -1
£ I
11]
=
<
<
-
s 50+
©
o
0 T L !
3 O O
o 1) Q | 0
& & &
‘*.o L4 \ i oh
2 O O
&) N N
N aF aF
& &

Graf 17: Akutni blokada syntdzy oxidu dusnatého (NOS blokada). Podil syntdzy oxidu
dusnatého na vysi krevniho tlaku (delta L-NAME) u potkanti kmene Wistar po provedeni
2K1C.
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Podil vazokonstriktoru a vazodilatatori

V pribéhu pokusu doslo k postupnému nértstu podilu vazokonstrikénich systému,

tento narust byl statisticky vyznamny po 4. tydnu od provedeni 2K1C. Podil vazodilata¢nich

systému zustal stejny (graf 18).
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Graf 18: Podil vazokonstriktori a vazodilatatorti na udrzovani TK u potkanii kmene Wistar po
provedeni 2K 1C. Vazokonstriktory: soucet delta capto a delta pento.

Vazodilatatory: delta L-NAME.

Korelace stredniho arterialniho tlaku s RAS, SNS a NOS

Na grafu 19 jsou vyneseny korelace bazalniho arteridlniho tlaku se zménami MAP po
akutni blokad€ RAS, SNS a NOS. Vyse MAP koreluje vyznamné s podilem SNS na udrzeni

TK, zatimco korelace s RAS a NOS neni vyznamna.
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Korelace MAP a delta Capto
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Graf 19. Korelace stfedniho arterialniho tlaku s RAS, SNS a NOS potkanti kmene Wistar po
provedeni 2K 1C.
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Urea v plazmeé

Plazmaticka koncentrace mocoviny (graf 20) je u kontrolnich Wistar potkanii 5,9 + 0,3
mmol/l. Po 1. tydnu od provedeni 2K 1C se tato hodnota téméf neméni, zatimco po 4. tydnu je

koncentrace mocoviny vyrazné vyssi (7,7 = 0,7 mmol/l).
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Graf 20: MnozZstvi moc€oviny v plazmé u potkanti kmene Wistar po provedeni 2K1C.
#p < 0,05 proti kontrole v ramci skupiny

@p < 0,05 1. tyden proti 4. tydnu
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6 DISKUZE

Z nasich vysledkt vyplyvé, Ze na udrzovani hypertenze 3-mésicnich TGR potkanti se
uplatiiuje jak renin-angiotenzinovy systém (rozdil 20 mm Hg oproti kontrolnim HanSD
potkantim), tak sympaticky nervovy systém (rozdil 17 mm Hg oproti kontrolnim HanSD
potkanim). To je v souladu s vysledky Vanéckové et al. (2012a), kterd uvadi, ze RAS se na
vysi krevniho tlaku podili hlavné v rozvojové fazi hypertenze, zatimco pozdéji piebira tuto
funkci sympaticky nervovy systém. Ve zminéné studii byl u mladych 2-mési¢nich TGR
potkand naméfeny vyznamné vyssi pokles krevniho tlaku po akutnim podani captoprilu (ACE
inhibitor) nez u dospélych TGR potkant. Naopak podani pentolinia (gangliovy blokator)
zpisobilo vyraznéjsi pokles TK u dospélych 5-mésicnich TGR potkanti (Vanéckova et al.
2012a).

Céstetna nefrektomie u normotenznich HanSD potkanii vyvolala pouze mirné zvyseni
krevniho tlaku. To je v souladu se studii Bidani et al. (1990), ve které se ukézalo, ze po
provedeni 5/6 nefrektomie zastalo 75 % Wistar-Kyoto potkanii normotenznich a bez
glomeruldrniho poSkozeni. Pouze u 25 % potkanli se rozvinula hypertenze a glomeruldrni
poskozeni. Nicméné tato studie byla provedena na jiném normotenznim kmeni potkant
(Bidani et al. 1990).

U TGR potkanil po 5/6 NX nebyl zaznamenan ocekavany vzestup TK, naopak ve ¢tvrtém
tydnu po provedeni 5/6 NX doSlo dokonce k jeho vyznamnému snizeni, coz neodpovida
vysledkiim jinych studii. Kujal et al. (2010) udavaji, Ze 5/6 NX zplsobila u obou kment
(HanSD i TGR) vyrazny vzestup krevniho tlaku. V jejich studii nefrektomovani TGR potkani
zacali hynout aZ za 4 - 5 tydni, 13 tydna se nedozil Zadny. V dalsi studii (Kujal et al. 2014)
u TGR potkani po provedeni 5/6 NX vzriustal krevni tlak az do 8. tydne. Poté zacali
v 9. tydnu potkani hynout a 20. tydne se doZilo 25 %. Podobné i v dalsi studii (Vanéckova et
al. 2012b) se TGR potkantim po 5/6 NX vyrazné zvysil TK a jejich pfezivani zacalo klesat az
po 8. tydnu.

Absence vzestupu TK u TGR potkanti po provedené castecné nefrektomii v nasi studii je
zifejm¢ zpusobena thynem potkanti s nejvysS§im TK jiz v prubéhu prvniho tydne po zékroku,
at’ uz v disledku rendlniho nebo srde¢niho selhani. Pfi¢inu thynu zvifat jsme vSak v nasi
studii nezjistovali. Nicméné z nepublikovanych vysledkii Kujala a Vernerové vyplyva, ze

pricina umrti poloviny zvifat po 5/6 nefrektomii je disledkem srde¢niho selhani.
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Snizeni TK u TGR potkanii po 4 tydnech od provedené 5/6 NX je pravdépodobné
zpusobeno Spatnym zdravotnim stavem zvifat, kterd se uz dostala do maligni faze CKD.
Tomu nasvédcuje 1 mira prezivani, kterd se snizuje jiz od prvniho tydne, coz je mnohem diive
nez u vyse uvedenych studii. Také snizujici se télesnd hmotnost a hmotnost srdce naznacuje
Spatné prospivani zvifat.

Na rozvoj CKD poukazuje i koncentrace mocoviny v plazmé¢, ktera je u HanSD potkant
s 5/6 nefrektomii zvySend oproti hodnotdm uvaddénym u normotenznich HanSD potkani
(Zicha et al. 1990). Jeste¢ vétsi zvySeni koncentrace mocoviny v plazmé nastalo u TGR
potkant s 5/6 NX, coz odpovida jejich zhorSenému stavu a snizenému piezivani.

Vyznam ulohy renin-angiotenzinového systému u chronického onemocnéni ledvin
naznacuji ¢etné studie vyuzivajici pii jeho 1é¢be blokatory RAS (kombinace ACE inhibitord
a blokatort AT, receptorti), které vyrazn& snizuji TK (Kujal et al. 2010; Vanéckova et al.
2012b; Kujal et al. 2014).

V rozporu s uddvanym vyznamem renin-angiotenzinového systému pii rozvoji CKD jsme
vSak v nasi studii nezaznamenali jeho vyraznéjsi podil na udrzovani TK ani v rozvojové, ani
v udrzovaci fazi CKD po provedené castecné nefrektomii. Naopak vyznamnéjsi podil m¢l
sympaticky nervovy systém, a to jak vrozvojové, tak udrzovaci fazi CKD u obou
studovanych kmenid. Neocekavané snizeni krevniho tlaku naméfené u TGR potkanti po
4 tydnech od provedené nefrektomie lze zfeymé pfipsat vyraznému oslabeni sympatické
vazokonstrikce u té€chto zvifat. Nicméné z grafti 9 a 18 vyplyva, Ze vliv vazokonstriktorti
u obou typtt CKD stoupa, a podili se tak na vyssi urovni TK. Naproti tomu u potkanti s CKD
navozenym c¢aste¢nou nefrektomii je vzestup TK dan zaroven poklesem podilu vazodilatator.
Oba vazokonstrikéni systémy (RAS 1 SNS) se vyznamné podileji na udrzovani TK u TGR
s 5/6 NX, jak ukazuje také vyznamna korelace zmén TK po akutni blokadé RAS i SNS
(graf 10). Naopak u modelu 2K1C koreluje vyznamné vyse TK pouze s podilem SNS
(graf 19). To je v souladu s piedstavou, ze vysoka hladina cirkulujiciho ANG II je vyznamna
pro 2K1C hypertenzi pouze v rozvojovych stadiich.

Stenodza rendlni artérie (2K1C) u potkanti kmene Wistar vyvolala béhem prvniho tydne
(rozvojova faze) vyznamné zvysSeni krevniho tlaku, které pietrvalo na podobné zvySené
urovni i po ¢tyfech tydnech od zaklipovani (udrzovaci faze). To ¢aste¢né odpovida vysledkiim
studie (Guan et al. 1992), ve které doSlo po 7 dnech k vyznamnému zvySeni systolického
tlaku, ktery se na rozdil od naSich vysledkt po 25 dnech dale zvySoval. V jiné studii (Huang
et al. 1981) bylo také dosazeno vyznamného zvySeni krevniho tlaku po 4 tydnech od

provedeni 2K1C. Naproti tomu Cervenka et al. (2008) uvadgji maximélni vzestup tlaku
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v prvnich dvou tydnech po 2K 1C, zatimco po této dobé se jiZ tlak dale nezvysoval (Cervenka
et al. 2008). Ve studii Biirgelové et al. (2009) bylo u HanSD potkanii po 7 dnech od provedeni
2K1C dosazeno zvyseného krevniho tlaku, ktery byl udrzovéan na stejné urovni az do 25. dne
(Biirgelova et al. 2009), coz odpovidd nasim naméfenym hodnotam. ZvySenému krevnimu
tlaku odpovidd i1 zvySend hmotnost srdce po 4. tydnu od provedeni 2KI1C. ZvySena
koncentrace mocoviny namétfena v plazmeé po 4 tydnech od zaklipovéani ukazuje na zhorSenou
funkci ledvin u jiz rozvinutého chronického onemocnéni ledvin.

Model Goldblattovy dvouledvinové jednosvorkové hypertenze je charakterizovan
zvySenou aktivitou renin-angiotenzinového systému prostiednictvim aktivace AT, receptoru
angiotenzinem II. Walkowska et al. (2010) udava zvysené renalni a plazmatické koncentrace
angiotenzinu II za tyden po zaklipovani ledviny, tedy v rozvojové fazi hypertenze, zatimco po
4 tydnech (udrzovaci faze) jiz nebyly zjistény rozdily mezi kontrolni a klipovanou skupinou
(Walkowska et al. 2010). AvSak z naSich vysledkl vyplyva, Ze podil renin-angiotenzinového
systému na vysi krevniho tlaku je po prvnim tydnu od provedeni 2K1C jen mirn€ zvysen a po
4. tydnu od provedeni 2K 1C je podil RAS na podobné trovni jako u kontrol.

Naproti tomu vyznamnou ulohu pfi udrzovani této formy hypertenze hraje sympaticky
nervovy systém, a to zejména ve 4. tydnu po zaklipovani ledviny, zatimco v rozvojové fazi je
jen mirn¢ aktivovan. Podil vazodilata¢niho plisobeni zprostfedkovaného NO-syntdzou zistava
v rozvojove 1 udrZzovaci fazi hypertenze na stejné urovni jako u kontrolnich normotenznich
potkant.

Z naSich vysledkt tedy vyplyva, ze 2K1C hypertenze je vysledkem kombinace mirné
zvysené aktivity renin-angiotenzinového systému v rozvojové fazi hypertenze a hyperaktivity

sympatického nervového systému v jeji udrZzovaci fazi.
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7 ZAVER

Nase studie ukazala, ze na udrzovani hypertenze u TGR potkant ve véku 3 mésica se
stejnou  mérou podili renin-angiotenzinovy systém 1 sympaticky nervovy systém.
5/6 nefrektomie u HanSD potkani nevyvolala vyznamné zvyseni krevniho tlaku. Ani u TGR
potkanti s 5/6 nefrektomii se krevni tlak nezvysil, naopak se vyznamné snizil po 4 tydnech od
provedeni 5/6 NX. Toto snizeni je pravdépodobné zplusobeno maligni fazi CKD, coz
potvrzuje i snizené piezivani zvifat a zvySend plazmaticka koncentrace mocoviny.

Po stenéze rendlni artérie (2K1C) u Wistar potkanii dochazi jiz po jednom tydnu od
provedeni zdkroku k vyznamnému zvyseni tlaku, které je dale udrzovano na podobné zvysené
hodnot¢.

Podil renin-angiotenzinového systému na udrzovani krevniho tlaku u obou modeldt CKD
nebyl vyznamné zvySen ani v rozvojové fazi, ani v udrzovaci fazi. Podle nasich vysledkt se
tedy na udrzovani TK vyznamnéj$i mérou podili sympaticky nervovy systém. Podil
vazokonstrik¢nich systémi na udrzovani TK u obou modeli v priibéhu rozvoje CKD roste.
Podil vazodilata¢niho pisobeni NO-syntazy u TGR s 5/6 NX v prubéhu rozvoje CKD klesa,

zatimco u 2K 1C Wistar potkant se drzi na stejné tirovni.
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