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MozZnosti farmakologického ovlivnéni renélni dysfunkce u experimentalniho
modelu srde¢niho selhéni

Abstrakt

Mechanizmy vzniku a moznosti farmakologického ovlivnéni rendlni dysfunkce u
pacientli s chronickym srde¢nim selhdnim nejsou dosud dostatecné¢ prozkoumany. Cilem
prace proto bylo porovnat vliv ACE inhibitoru (ACEi), blokatoru AT; receptoru (ARB) a
kombinovaného AT; blokatoru a inhibitoru neprilysinu (ARNi) na rendlni hemodynamické
a exkre¢ni funkce na experimentalnim modelu srdecniho selhani navozeném pomoci
aortokavalni pistéle (AKP) v kombinaci s hypertenzi nebo preexistujicim poskozenim
ledvin. U normotenznich i hypertenznich potkani se srde¢nim selhdnim 20 tydnt po
zalozeni AKP piedeSla 1écba ARB, na rozdil od 1é€by ACEi, renalni hypoperfuzi a
zabranila tak hypoxii v ledviné méfené pomoci aktivity laktdt dehydrogenazy. Zaroveii
vykazovali AKP potkani lé¢eni ARB nizsi tvorbu ROS, zlepSenou dostupnost NO
v ledviné a normdlni aktivitu SNS oproti potkantim lé¢enych ACEi. Neschopnost ACEi
zlepsit ledvinnou hypoperfuzi u potkanit s AKP byla nejspiSe dusledkem nedostate¢né
utlumeného intrarendlniho RAS spolu se zvySenou aktivitou SNS pfi vycerpané kapacité
kompenzatornich mechanizmi, a to zeyjména NO. Kombinovana lécba ARNi vedla, na
rozdil od lécby samotnym ARB nebo ACE1, u potkanli se srde¢nim selhanim po zaloZeni
potkaniim, a to zfejmé diky zlepSenému vylu€ovani sodiku ledvinami. Podavani ARNi by
proto mohla byt nad&jna 1éebna strategie u pacientl s chronickym srde¢nim selhdnim a

pokrocilou renélni dysfunkci.

Kli¢ova slova

ACE inhibitor, aorto-kavalni pistél, blokator AT, receptoru, kardiorenalni syndrom,

kombinovany AT blokéator a inhibitor neprilysinu, rendlni dysfunkce, srde¢ni selhani



Pharmacological possibilities for amending renal dysfunction in experimental
model of heart failure

Abstract

Mechanisms underlying the development of renal dysfunction and pharmacological
possibilities for its amending in patients with chronic heart failure are still incompletely
understood. The aim of the study was thus to compare the effect of treatment with an ACE
inhibitor (ACEi), AT receptor blocker (ARB) or combined angiotensin receptor-neprilysin
inhibitor (ARNi) on renal hemodynamic and excretory functions in experimental models of
heart failure induced by placing an aorto-caval fistula (ACF) in combination with
hypertension or preexisting renal disease. In normotensive and especially in hypertensive
rats with high-output heart failure 20 weeks after ACF placement, ARB administration,
dissimilarly to an ACEi treatment, was shown to prevent renal hypoperfusion and hypoxia.
In addition, heart failure rats treated with ARB exhibited lower ROS generation, improved
renal NO bioavailability, and normal renal SNS activity. The failure of ACEi to ameliorate
renal hypoperfusion in rats with heart failure may be a consequence of insufficiently
suppressed intrarenal RAS along with enhanced renal SNS activity in the face of depleted
compensatory mechanisms, namely NO. Combined ARN1 treatment in rats with induced
heart failure superimposed on progressive renal dysfunction significantly improved
survival compared to untreated rats, in contrast to ACEi1 administration or ARB treatment
alone. Additionally, survival improvement was in ARNi-treated rats accompanied by a
marked increase in natriuresis. Therefore, ARNi administration might be an effective

treatment strategy for patients with chronic heart failure and advanced renal dysfunction.
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angiotensin receptor-neprilysin inhibitor, heart failure, renal dysfunction
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1. Uvod

1.1. Chronické srde¢ni selhani

Chronické srdecni selhani (CHSS) je zévazné onemocnéni, jehoZz incidence a
prevalence celosvétove nartstd a dosahuje tak pandemickych rozmért. Je odhadovano, ze
v rozvinutych zemich touto chorobou trpi 2-3 % populace a ro¢ni incidence dosahuje 0,1-
0,2 % (Roger 2013; Ziaeian & Fonarow 2016). Do roku 2030 se ma prevalence CHSS
zvysit 0 46 % a vytvorit tak enormni zatéZ pro zdravotnické systémy (Savarese & Lund
2017). Duvodi, pro¢ k tomuto nartistu dochazi, je nékolik. Jednak se v poslednich
desetiletich rapidné zlepsila terapie akutnich srde¢nich ptihod, diky ¢emuz pacienti sice
preziji, avSak Casto maji sniZzené srdecni funkce a jsou tak ohroZeni rozvojem CHSS. Za
druhé se diky pokroku v medicin€ neustdle zvySuje primérnéd délka doziti, coz zplsobuje
nartist nemocnych s CHSS, u kterych prevalence roste s pfibyvajicim vékem. Vice jak
polovina nemocnych s CHSS je starSich 75 let a prevalence ve vékové skupiné nad 80 let
pfesahuje 10 % (Ziaeian & Fonarow 2016). Mortalita CHSS zistava vysokd 1 ptes
pokroky v jeho 1é¢bé. Péti let po diagndze se dozije pouze polovina pacientd, deseti let pak
pouhych 10 % nemocnych (Roger 2013). Chronické srde¢ni selhdni neni samostatnou
ischemickd choroba srdecni, systémova arteridlni hypertenze, diabetes mellitus,
kardiomyopatie, vady chlopenniho aparatu a plicni choroby zplsobujici plicni hypertenzi
(Ziaeian & Fonarow 2016).

Patofyziologicky je CHSS syndrom, pii kterém srdce neni schopné produkovat
dostate¢ny srdecni vydej potfebny k uspokojeni metabolickych potieb téla bez toho, aniz
by se zvySily plnici tlaky v komorach (Tan et al. 2010). ZvySené plnici tlaky pfi
levostranném chronickém srdeénim selhani vedou k dilataci levé siné a nasledné 1 k
postkapilarni formé plicni hypertenze, projevim dusSnosti, které jsou, zejména
v pocatecnich fazich onemocnéni, pouze namahové, pfipadné az k plicnimu edému.
Nedostatecny srdecni vydej pak zpiisobuje tnavu, celkovou slabost a nevykonnost jako
dasledek celkové hypoperfuze téla na zaklad¢ periferni vazokonstrikce. Pro selhavani
pravostrannych srde¢nich oddila jsou pak typické zejména ptiznaky a zndmky plynouci ze
zvySeného méstnani krve pfed pravou komorou. Mezi tyto ptiznaky patii periferni otoky
zavislé na hydrostatickém tlaku, dyspeptické potize v souvislosti se stagnaci krve
v gastrointestinalnim traktu, zvySena napln krénich zil, ascites, hepatomegalie a ptipadné i
znamky hepatalni insuficience projevujici se zvySenymi jaternimi testy a poruchou
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syntetické funkce jater (napf. prodlouzené koagulaéni testy). SpiSe v pokrocilych fazich
CHSS se objevuje tachykardie, hypotenze, rozsahlé periferni otoky az anasarka, kachexie,
somnolence, piipadné amentni stavy ¢i jiné zmény chovani (Inamdar & Inamdar 2016). Pfi

CHSS se pak casto rozviji renalni dysfunkce, jak bude rozebrano dale.

1.1.1. Déleni chronického srde¢niho selhani

CHSS je mozné délit na zaklad¢ ejekéni frakce levé komory zméiené nejCasteji pomoci
echokardiografie, pfipadné¢ pomoci jinych metod zahrnujicich mimo jiné magnetickou
rezonanci srdce, vypocetni tomografii srdce nebo katetrizacni ventrikulografii. Pokud je
hodnota ejekéni frakce levé komory > 50 % hovofime o srde¢nim selhani se zachovalou
ejekeni frakei, pfi ejekeni frakci v pasmu mezi 40 — 49 % o srde¢nim selhani s ejekéni
frakei ve stfednim pasmu a pfi ejekéni frakei < 40 % o srde¢nim selhani se snizenou
ejekéni frakci (Branca ef al. 2020). Toto déleni je zejména dilezité s ohledem na 1é¢bu, jak
bude diskutovano v samostatné kapitole. Existuji 1 dal§i déleni CHSS, kterd jsou dileZita
zejména z klinického pohledu, jako je naptiklad déleni podle New York Heart Association
(NYHA) klasifikace, které¢ se odviji od tize symptomul spojenych s CHSS (César et al.
2019).

1.1.2. Zvifeci modely chronického srdecniho selhani
Za ucelem studia patofyziologickych mechanizmt uplatiiujicich se pifi rozvoji
chronického srde¢niho selhani bylo vytvofeno mnoho zvitecich modeltt CHSS. Toto velké
spektrum modelt odrazi fakt, Ze CHSS neni uniformni choroba a m4 mnoho pficin.
Mechanizmy, které vedou ke vzniku srde€niho selhdni, se Castec¢né 1i$i u objemového a
tlakového pfetizeni srdce, a proto ani nemuize existovat idealni zvifeci model CHSS. Na

druhou stranu je mozné vidét nékteré spolecné principy, které se uplatiiuji u vSech forem

CHSS.

1.1.2.1.  Aorto - kavalni pistél

Objemové pietizeni srdce navozené vytvorenim zkratu mezi abdomindlni aortou a
dolni dutou Zilou je preklinicky model vérné napodobujici lidské CHSS. Ackoliv je to
model CHSS svysokym srdecnim vydejem, jeho dlouhodoba kardidlni a renalni
manifestace vykazuje rysy typické pro pacienty trpici nizkovydejovym CHSS. Ty zahrnuji
zadrzovani sodiku v téle, bilaterdlni kardidlni hypertrofii a zvySenou aktivitu jak

vazokonstrik¢énich/natriumretencnich systému tak i kompenzatornich
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vazodilatacnich/natriuretickych systémt (Abassi et al. 2011). Zatazeni tohoto modelu
srde¢niho selhani s ohledem na ejekéni frakci levé komory vSak doposud neni jasné
definovano. Podle ¢asového odstupu od vytvotfeni aorto-kavalni pistéle (AKP) mtzeme
rozlisit kompenzovanou a dekompenzovanou fazi CHSS, pficemz dekompenzace (a tudiz i
umrti zvifat) zac¢ind 20 tydnt od operace (Melenovsky et al. 2011). Pii dekompenzaci
zvitete je mozné sledovat piloerekcei, letargii, cyandzu, ascites a dusnost (Melenovsky et al.
2012). To umoznuje studovat patofyziologické zmeény v jednotlivych fazich CHSS.
Ackoliv byl tento model zprvu pouzivan pouze u psiu (Hilton et al. 1955), dnes jsou v
experimentech nejcastéji vyuzivani laboratorni potkani. Pomoci mikrochirurgickych
technik je mozné vytvofit AKP i u mysi, diky ¢emuz lze snadno studovat dopad riznych
genetickych manipulaci na vyvoj CHSS (Karram ef al. 2005).

Ackoliv objemové pietizeni srdce z diivodu existence AKP zcela jisté¢ neptfedstavuje
Castou pfiCinu srde¢niho selhani srdce u lidi, jako vzacna jednotka je vznik AKP u lidi
popisovan. Nejcastéjsi vznik AKP u lidi je spontanni/primarni, a to u pacientl
s preexistujicim aneurysmatem abdomindlni aorty. Obdobn¢ jako u potkant, vede u lidi
AKP k pfetizeni srdce az, zejména pravostrannému, selhdni srdce prezentujici se kongesci
v Zilnim systému s renalni a jaterni insuficienci (Patelis ef al. 2018).
nebo podstupujicich hemodialyzu. I kdyz u téchto pacientil je posloupnost déji opacna,
tedy nejprve vznika rendlni selhani, v disledku ¢ehoz vznikd srde¢ni nedostatecnost,
faktem ziistava, ze nadmérny pritok krve skrze hyperfunkéni arteriovenozni fistuli ptispiva

k srde¢ni dysfunkci u hemodialyzovanych pacientil (Malik 2018).

1.1.2.2. Ostatni modely CHSS

Dalsi zviteci modely srde¢niho selhdni zahrnuji zejména podvaz levé koronarni arterie
srdce napodobujici nejcastéjsi pricinu CHSS — infarkt myokardu, tlakové pietiZzeni srdce
pomoci podvazu vzestupné nebo sestupné Casti aorty nebo specifické vyrazeni nékterého
z genll vedouci k hypertrofické nebo dilatacni kardiomyopatii (Patten & Hall-Porter 2009).
CHSS mtize byt navozeno toxickym poSkozenim srdce, tachykardii navozenou
farmakologicky nebo katetrizacné, ptipadné geneticky podminénou hypertenzi. Tento
neuplny vycet dokumentuje rozmanitost modelit CHSS, avsak zdaleka ne vSechny spliuji
kritéria dané Americkou kardiologickou spolecnosti pro preklinicky vyzkum CHSS.

K plnému porozuméni patofyziologie progrese CHSS je tfeba ji studovat na
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experimentalnich modelech zcela rozvinutého srdecniho selhani, nikoliv pouze srdecni

dysfunkce (Houser ef al. 2012).

1.2. Renalni dysfunkce u chronického srde¢niho selhani

Chronické srde¢ni selhani je porucha nejen Cist¢ hemodynamického charakteru (nizky
srdecni vydej vzhledem k metabolickym potiebam téla; zvySené plnici tlaky v srdci a
z toho plynouci vyssi hydrostatické tlaky ve vendznim fecisti), ale je spojeno i s aktivaci
celé fady neurohumoralnich systému. Tato fyziologickd kompenzace mé za ukol nahradit
ztratu Cerpaciho vykonu srdce. Avsak dlouhodoba nadmérna aktivace téchto mechanizmii
vede nejen k poskozeni samotného srde¢niho svalu, ale i k orgdnové dysfunkci a dochdzi
tak k progresi CHSS (Kemp & Conte 2012). Ledviny jsou diky svému uzkému vztahu
s kardiovaskularnim systémem pii CHSS ke zhorSeni svych funkci zvlaste nachylné.
Patofyziologicky bychom tento stav oznacili jako renalni dysfunkci u CHSS, zatimco
klinicky se spiSe popisuje jako kardiorenélni syndrom druhého typu (tj. primarni chronické
poskozeni srdce vedouci k sekundarni poruse v podob¢ chronické renalni insuficience (Di
Lullo ef al. 2017).

Renalni dysfunkce u CHSS vyrazné pfispiva k progresi srdecniho selhani, jelikoz
ledviny pak nejsou schopny adekvatné regulovat objem a sloZeni extracelularni tekutiny
v z&vislosti na potfebach téla, coz nepfiméfené zvySuje zatéZ na jiz selhdvajici srdce.
Pacienti s CHSS, u kterych se vyvine rendlni dysfunkce, proto maji vyrazné zkracenou
dobu preziti. Predikce doby pieziti podle rendlnich funkci pacienta je sensitivnéjs$i nez
hodnoceni jeho ejekéni frakce srdce nebo hodnoceni stupné dusnosti podle NYHA
klasifikace (Hillege et al. 2000). Az 45 % - 63 % pacientd s CHSS mé nékterou z forem

chronické renalni insuficience (Cruz & Bagshaw 2010).

1.3. Patofyziologické mechanizmy vedouci k renalni dysfunkci u CHSS

Chronické srdecni selhani vede ke zménadm v systémové hemodynamice a k aktivaci
renin-angiotenzinového, sympatického a endotelinového systému a ke zvySenému
vyplavovani antidiuretického hormonu. Narusuje také funkci dilezitych kontraregulacnich
systémdu, zejména natriuretickych peptidi a oxidu dusnatého, jez maji za ukol vyvazovat
zvySenou aktivitu RAS a SNS a dalSich systému aktivovanych v ramci CHSS. Na obr. 1 je

zjednodusSené schéma znazoriujici renalni dysfunkci u CHSS a systémy do ni zapojené.
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Obr. 1 Schéma vztahu CHSS a renalni dysfunkce
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1.3.1. Hemodynamické faktory

Podle typu CHSS jsou vrizné mife zavaznosti vyjadieny dveé hlavni poruchy

systémové hemodynamiky. Prvni je snizeny srde¢ni vydej, coz je dusledek nedostatecné

precerpavaci kapacity srdce, vzhledem k metabolickym potfebdm organizmu. Jelikoz je

systétmovy tlak dan soucinem srdecniho vydeje a celkové periferni rezistence, k udrzeni

dostate¢ného systémového arteridlniho tlaku, a tudiz 1 dostate¢né perfuze tkani, télo

aktivuje né€kolik obrannych mechanizmi (RAS, SNS, ADH, endotelinovy systém)

zvySujicich celkovou periferni rezistenci. Jak jiz bylo zminéno, nadmérna aktivace téchto
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mechanizmii vede v dlouhodobém horizontu k remodelaci tkani a organové dysfunkci
(Damman & Testani 2015).

Pritok krve ledvinou (PKL) ma vSak, na rozdil od vétSiny ostatnich organt v téle,
nejen funkci nutritivni, ale zalezi na ném 1 exkrecni funkce ledviny. Proto je autoregulovan
v rozmezi 70 — 170 mmHg stfedniho arteridlniho tlaku pomoci tubuloglomerularni zpétné
vazby a myogenniho mechanizmu (Carlstrom et al. 2015). Pti CHSS dochazi
k neaumérnému snizeni PKL, nez by odpovidalo srde¢nimu vydeji. To je vysledek aktivace
tubuloglomeruldrni zpétné vazby a aktivace renin-angiotenzinového systému, jak bude
popsano v prislusné kapitole. Diisledkem je zachovéani nebo jen mirné snizeni glomerularni
filtrace (GFR) za cenu vyrazného snizeni pritoku krve ledvinou a naopak zvyseni filtracni
frakce. Pokud dojde k dalSimu poklesu PKL, paraleln¢ snim klesd i GFR, protoze
autoregulacni kapacita ledviny je jiz vyCerpana (Ljungman et al. 1990). Pti farmakologické
inhibici RAS u pacientt s CHSS vsak dochazi k paralelnimu snizeni PKL a GFR jiz od
zacatku (Smilde et al. 2009). Bez dostatecné vysoké glomerularni filtrace pak dochazi
k zadrzovani sloucenin, jejichz vylucovani je primarné zavislé na GFR, coZ jsou zejména
zplodiny metabolizmu dusiku (urea, kreatinin a dalsi).

Druhym hemodynamickym faktorem, kterému se v poslednich letech zacina ptikladat
vetsi vaha, je stagnace krve ve vendznim fecisti (Takahama & Kitakaze 2017). ZvySeni
plnicich tlakd v pravostrannych srde¢nich oddilech vede k néarlstu tlaku ve vénach a
dochdzi k ledvinné kongesci. Ve studiich u pacientli s CHSS bylo jasné prokazéano, Ze
existuje korelace mezi zvySenim centralniho ven6zniho tlaku nebo ledvinou kongesci a
snizenim GFR a to nezavisle na pratoku krve ledvinou (Damman et al. 2007; Mullens et
al. 2009). To plati nejen pro CHSS, jelikoZ bylo zjiSténo, ze zvyseni centralniho vendzniho
tlaku je spojeno se snizenim GFR a zkracenim doby pteZiti nemocného v Sirokém spektru
kardialnich onemocnéni (Damman et al. 2009). Dtsledkem ledvinné kongesce miize byt
lokalni hypoxie, prozanétliva odpovéd’, zvySeny oxidativni stres, endotelialni dysfunkce,
aktivace RAS a zvySeny intraluminalni tlak, ktery snizuje transglomerularni filtracni tlak, a
tudiz muze pfispivat ke snizeni GFR (Afsar et al. 2016). Nakolik se vSak jednotlivé
mechanizmy uplatiiuji na vzniku rendlni dysfunkce pfi ledvinné kongesci je nejisté,
experimentalnich dat neni prozatim dostatecné mnozstvi.

Ackoliv se zda, Ze zvyseni tlaku v ledvinném Zilnim fecisti hraje dtleZitou tlohu pfi
vzniku renélni dysfunkce u CHSS, je spiSe pravdépodobné, Ze se na zhorSeni ledvinnych

funkci podili mensi mérou nez snizeni PKL (Damman & Testani 2015).
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1.3.2. Renin - angiotenzinovy systém
Renin-angiotenzinovy systém (RAS) je zodpovédny za udrzovéni stalosti vnitiniho
prostfedi organizmu. Jeho hlavni uloha spoc¢iva zejména v regulovani celkového objemu

extracelularni tekutiny, tlaku krve a slozeni elektrolytti. Nadmérna aktivace RAS je jednim

vvvvvv

zjednodusené schéma RAS.

Obr. 2 Schéma renin-angiotenzinového systému

A | ANGIOTENZINOGEN |

Renin
ANGIOTENZIN 1
ACE 2 (1-10)
ACE
| ANGIOTENZIN 19 | ngp Chomiiza
ACE
NEP ANGIOTENZIN 11
- (1-8)
| ANGIOTENZIN 1-7 |
Mas AT AT,
receptor receptor receptor

Klasickd cesta renin-angiotenzinového systému je aktivovdna  produkci
reninu juxtaglomerularnimi buiikami v aferentni arteriole ledviny. Regulace vyplavovani
reninu z bunék je komplexni a je urcujicim faktorem celé aktivity RAS (Persson 2003).
Snizené mnozstvi sodiku a chloridli v distdlnim tubulu zvysSuje sekreci reninu. Tento
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mechanizmus je soucasti tubuloglomerularni zpétné vazby, kterd zajiStuje autoregulaci
pratoku krve ledvinou. Zvysena aktivita rendlniho sympatického nervového systému (SNS)
zvySuje intenzitu vyplavovani reninu pomoci stimulace p-adrenergnich receptort
pritomnych na bunkach juxtaglomerularniho aparatu. Renin secernujici bunky funguji také
jako baroreceptory. Snizeni perfuzniho tlaku v aferentni arteriole zvySuje mnozstvi
vylouceného reninu. Konecny produkt klasické RAS kaskady angiotenzin II (ANG II) pak
také sekreci reninu inhibuje negativni zpétnou vazbou. Zvyseni tlaku v renalni véné ma za
nasledek vyssi vyplavovani reninu do cirkulace a aktivaci intrarenalniho RAS (Kishimoto
et al. 1973; Kopp et al. 1984). Obrazek 3 zndzornuje vliv jednotlivych faktori na

vyplavovani reninu.

Obr. 3 Vliv faktora na sekreci reninu

/ | perfuzniho tlaku v ledviné \

1 aktivita renalniho SNS
| mnozstvi NaCl v tubulu stimulace
1 tlaku v renalni véné

sekrece
reninu

1 perfuzniho tlaku v ledviné
| aktivita renalniho SNS inhibice
1 mnoZstvi NaCl v tubulu

\ 1 plazmatického ANG II /

Renin je protedza Stépici volné cirkulujici angiotenzinogen, ktery se tvoii v jatrech, na
angiotenzin I. Angiotenzin konvertujici enzym (ACE) pak déle Stépi angiotenzin I na
hlavni produkt klasické RAS kaskady — angiotenzin II. Existuji 1 alternativni cesty vedouci
k tvorbé ANG II pomoci jinych peptidaz ¢i protedz jako jsou chymdza, chymotrypsin nebo
katepsin G (Hall 2003). Tyto enzymy jsou zodpovédné za tzv. ,,ACE escape fenomén,
neboli neuc€innost inhibitorGi angiotenzin konvertujictho enzymu (ACEi) u nékterych
pacientli s CHSS (Lee ef al. 2001; Zablocki & Sadoshima 2010). ANG II se v lidském
organizmu primarn¢ vaze na receptory typu 1 (AT:). Prostfednictvim AT; receptort

zpusobuje ANG II vazokonstrikci v odporovych cévach krevniho feciste, stimuluje
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uvolnovani aldosteronu z kiiry nadledvin a zaroven katecholamind z dfené¢ nadledvin a ze
zakonceni sympatickych nervl, v centrdlnim nervovém systému (CNS) navozuje pocit
zizn€¢ a zvySuje sekreci vazopresinu z neurohypofyzy. Déle pak zplsobuje pozitivni
inotropni a chronotropni ucinek na srdecni kardiomyocyty a v neposledni fad¢ zvysSuje
reabsorpci sodiku v ledvinnych tubulech a ve stfevé (Ma et al 2010). ANG II
zprostfedkované puasobi jako prozanétlivy cytokin, ristovy faktor a navozuje fibrézu
cilovych tkani, zejména srdce a ledvin (Riister & Wolf 2011).

AT receptory jsou pfitomny prakticky ve vSech tkanich v téle, naproti tomu receptory
typu 2 (AT») pro ANG II se ve vétsi mife vyskytuji pouze ve fetalnich tkanich a kratce po
narozeni exprese AT» receptort prudce klesa (Li et al. 2012). V dospélosti nalezneme AT»
receptory v ledvinach, srdci, mozku, nadledvinédch, vajecnicich a uteru. ANG II navozena
ucinky a zlepsuje endotelialni funkci (Matavelli & Siragy 2015). Dilezitost AT> receptoru
v antagonizovani ucinki AT, receptoru pii onemocnénich se zvySenymi hladinami ANG II
(napf. srdec¢ni selhani, hypertenze) vSak zlstava pfedmétem kontroverzi (Lemarié¢ &
Schiffrin 2009).

Vedle klasického ramena RAS kaskady, jehoZ hlavni efektor je ANG II, existuje 1
alternativni rameno RAS, jehoZ hlavnim efektorem je angiotenzin 1-7 (ANG 1-7). Ten
vznikéd pfeménou z ANG II pomoci angiotenzin konvertujiciho enzymu 2 (ACE2). ANG 1-
7 také miiZze vznikat z ANG I pfes meziprodukt angiotenzin 1-9 piisobenim ACE, ACE2 a
neprilysinu — viz obr. 2 (Zhuo et al. 2013). Casté&ji viak dochazi za pomoci protedzy
neprilysinu (NEP) k pfimému enzymatickému St€peni ANG [ na ANG 1-7 (Domenig et al.
natriuretické ucinky a do jisté miry tak vyvazuje negativni ptisobeni ANG II (Santos et al.
2017). Tyto ucinky jsou zprostfedkovany vazbou na jeho specificky receptor Mas, piesto

vSak interakce ANG 1-7 s AT receptorem neni vyloucena (Gaidarov et al. 2018).

1.3.2.1. Aktivace RAS pri chronickém srdeénim selhani

Pti chronickém srde¢nim selhéni dochazi k aktivaci RAS pfi snizeni systémového
arterialniho tlaku, na coz reaguji builkky macula densa vyplavenim reninu do cirkulace.
Snizeni systémového arteridlniho tlaku také vede k aktivaci SNS, ktery prostfednictvim
rendlnich nervli pfimo stimuluje renin-secernujici buiiky. Tato aktivace rendlniho SNS
mimo jiné také vede ke snizeni pratoku krve ledvinami, coz bez zapojeni kompenzacnich

mechanizmii vyvola pokles GFR. Diky tomu se dostavd mensi mnozstvi primarni moce a
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tedy i chloridt a sodiku do distalniho tubulu, a to zvIasté pti vystupnované zpétné resorpci
vody a iontd aktivované CHSS. To aktivuje buiiky macula densa, které¢ nasledné stimuluji
RAS. Jelikoz ANG II preferencné piisobi na eferentni arteriolu v glomerulu, dochézi ke
zvyseni GFR, a tudiz se zvySuje 1 mnozstvi vody a sodiku profiltrované do tubulu. Tato
zpétnd vazba je jednim z opatfeni nefronu proti pfiliSnym vykyviim GFR. (Sparks et al.
2014) Stimulem RAS je také aktivace mechanoreceptorii pti zvySeni tlaku v renalni véné

(Kopp et al. 1984).

1.3.2.2. Vliv nadmérné aktivace RAS na renalni funkce

Hlavnim medidtorem aktivovaného RAS pii CHSS na renalni funkce je ANG IL
Ten ucinkem na AT, receptory zprostfedkovava vazokonstrikci v odporovych cévéach
ledviny, a to zejména eferentni arterioly (Myers et al. 1975). Je vsSak tfeba zdlraznit, zZe
data dokumentujici podil konstrikce aferentni a eferentni arterioly navozené ANG II se lisi
(Carmines et al. 1987). Nasledkem je sice udrzeni GFR, ale za cenu snizeni pritoku krve
ledvinou. AT; receptor je exprimovan v proximalnim tubulu, v tlusté Casti vzestupného
raménka Henleovy klicky a v korovych i dfeniovych sbéracich kanélcich, kde ovliviiuje
funkci ftady transportérli zahrnujici sodiko-vodikovy vymeénik, sodiko-fosfatovy
kotransport a dalsi (Paxton et al. 1993; Sparks et al. 2014). Dilezitym disledkem je
zadrzovani sodiku a vody ledvinou, coz je navic potencovano zvySenou hladinou
aldosteronu. ANG II stimuluje uvoliovani aldosteronu z kiry nadledvin a ten svym
pusobenim na amilorid-sensitivni sodikovy kanal (ENaC) zvySuje resorpci sodiku z tubulu.
Nadto se aldosteron podili na zanétlivych a fibrotickych pochodech v ledviné (Briet &
Schiffrin 2010). Ve dfeni ledviny se navic ANG II zapojuje do koncentrace moce
zprostiedkované vazopresinem a piispiva tak k zadrzovani vody v téle (Sparks et al. 2014).
ANG II ptes AT receptor v ledviné zplisobuje zanétlivou reakci, patologickou pfestavbu
ledvinné tkané€ a tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS), a je tudiz daleZitym faktorem

v progresi renalni dysfunkce (Sachse & Wolf 2007).

1.3.3. Sympaticky nervovy systém

Chronické srde¢ni selhani je spojeno s aktivaci SNS a vznikd pfi ném nerovnovaha
mezi parasympatickou (vagovou) a sympatickou nervovou aktivitou. Tato abnormalni
aktivace SNS vede ve svém disledku k dal$imu zhorSovani CHSS (Kishi 2012).

Organizmus reaguje na zhorSeni kardialnich funkci aktivaci SNS nékolika reflexnimi

mechanizmy. Hlavni aferentni drahy téchto reflexti za¢inaji v baroreceptorech obou karotid
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a oblouku aorty (SNS inhibice), kardiopulmonalnich baroreceptorech (aktivuji rozli¢né
reflexy vcetné Bezold-Jarischova reflexu; SNS inhibice), kardiovaskularnich
nizkoprahovych  polymoddlnich  receptorech  (SNS  aktivace) a  perifernich
chemoreceptorech (SNS aktivace). Hyperaktivita SNS pii CHSS je tzce spjata
s dysregulaci téchto reflexti. Srde¢ni selhani vede k signifikantnimu potlaceni inhibi¢nich
reflext SNS, jako jsou ty majici zaCatek v karotickych baroreceptorech, a naopak ke
zvysSeni pusobeni reflextt aktivujicich SNS, naptiklad reflexi spojenych s perifernimi
chemoreceptory (Floras & Ponikowski 2015; Zhang & Anderson 2014). Navic je SNS
aktivovan volné¢ cirkulujicim a mozkovym ANG II, ¢imz se vytvari pozitivni zpétna vazba.
Naopak zvysené hladiny natriuretickych peptidi aktivitu SNS tlumi (Watson et al. 2006).

Aktivovany SNS pii CHSS plsobi na periferni organy a tkdné skrze noradrenalin
sekretujici neurony ganglion stellatum inervujici sinusovy a atrioventrikuldrni uzel a
myokard komor, ¢imz dochazi ke zvysSeni srde¢ni frekvence, ke zrychlenému pievodu
vzruchu v srdci a zvySeni kontraktility komor. Aktivace SNS vede v perifernim fecisti
pfevazné k arteridlni vazokonstrikci, coz zvySuje systémovou vaskularni rezistenci, a
k venokonstrikci, ¢imz se razantné sniZzuje kapacitance cév vedouci ke zvySeni srde¢niho
preloadu. Po stimulaci nadledviny sympatikem dochazi k vyplaveni adrenalinu a
noradrenalinu (NA) do cirkulace, kde uc¢inkuji v zavislosti na typu pfitomného receptoru.
Nadmeérna aktivace SNS sice v pocatecnich fazich CHSS napoméha zvysit ztraceny
srdecni vykon, v dlouhodobém horizontu vSak vede ke zvySeni zatéZe kladené na srdce,
patologické prestavbé srdce a myokard se stava vice nachylny k arytmiim (G. & N. 2014;
Triposkiadis et al. 2009).

1.3.3.1. Vliv aktivovaného SNS na renalni funkce

Zvysena SNS aktivita pii CHSS vede v ledvin€ k vazokonstrikci zejména aferentni
arterioly, ackoli 1 eferentni arteriola je inervovana sympatickymi nervovymi vladkny (Luff
et al. 1992). Nasledkem je snizeni prutoku krve ledvinou a GFR. Navic je aktivita SNS
dalezitym modulatorem tubuloglomerularni zpétné vazby (Burnstock & Loesch 2017). Jak
jiz bylo zminéno, juxtaglomerularni buniky reaguji na sympatickou stimulaci vyplavenim
reninu do cirkulace, ¢cimZ se aktivuje RAS. DileZitou tlohu hraje také epitel proximalniho
a distalniho tubulu i sbéracich kanalkt, ktery zvySené vstifebava sodik a vodu v reakci na
zvySenou aktivitu SNS (Burnstock & Loesch 2017; Ramchandra & Barrett 2015).

Zvyseny tlak v renalni véné€ nebo snizeni pratoku krve ledvinou pii CHSS ovliviiuje

aktivitu ledvinnych mechano - a chemoreceptori. Ty prostfednictvim renalnich aferentnich
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sympatickych nervl tvofi celou fadu reno-rendlnich interakci, které pravdépodobné vedou
k dalSimu vystupiiovani vySe zminéného dopadu SNS na renélni funkce. Nakolik a jak se
podili tyto interakce na aktivité renalniho SNS je vSak nejisté, nebot’ studii zabyvajicich se
touto problematikou je nedostatecné mnozstvi (Booth et al. 2015).

Dulezitost rendlniho SNS v progresi CHSS dokumentuje fakt, ze zvySena aktivita
renalniho SNS méfend pomoci pietékani noradrenalinu (NA spillover) v ledving je spojena
se zvysenou mortalitou pacientii trpicich CHSS a to nezédvisle na celkové SNS aktivité,

GFR nebo ejekeni frakei levé komory (Rundqvist et al. 2005).

1.3.4. Endotelinovy systém

Endoteliny jsou polypeptidy, které v téle produkuji hlavné¢ bunky endotelu cév
konstitutivné nebo na zakladé raznych patofyziologickych stimulii jako je hypoxie, shear
stress, zvysené mnozstvi volnych radikald, rastovych faktort, prozanétlivych cytokini a
dalsich. Endoteliny pievazné navozuji velmi potentni vazokonstrikei cév, 1 kdyZ podle typu
receptoru, na ktery se vazou, mohou mit 1 vazodilatacni ucinky (Davenport et al. 2016).
Zvysené hladiny endotelinii jsou pozorovany u celé fady kardiovaskularnich onemocnéni
vcetné CHSS.

Experimentalni studie prokazaly negativni vliv endotelinli na pribéh CHSS. V srdci
navozuji konstrikci korondrnich cév, zvySuji riziko komorovych arytmii a podporuji
patologickou piestavbu myokardu. V ledvinach piisobi vazokonstrikci aferentni i eferentni
arterioly a snizuji tak pratok krve ledvinou, GFR a zvySuji rendlni vaskuldrni rezistenci
(Rehsia & Dhalla 2010). Vliv endotelin na vylucovani sodiku je komplexni, ale
pravdépodobné sniZuji v tubulech zpétné vstiebavani sodiku (Kohan et al. 2011). Ac¢koliv
se endoteliny zapojuji do patofyziologie progrese CHSS, klinické studie s antagonisty

endotelinovych receptort jsou zatim spiSe neuspesné (Bonsu et al. 2016).

1.3.5. Antidiureticky hormon

Antidiureticky hormon (ADH) je neurohormon, ktery se vyplavuje z neurohypofyzy
v zavislosti na osmolarité plazmy. Druhym dilezitym stimulem pro sekreci ADH, ktery se
zvlaste uplatiiuje pii CHSS, je snizeni systémového tlaku snimané aortalnimi a karotickymi
baroreceptory a aktivovany RAS (Wasilewski et al. 2016). ZvySené hladiny ADH
nezavisle na ostatnich faktorech predikuji mortalitu u pacienti s CHSS (Lanfear et al.

2013).
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ADH vyvolava zadrzovani bezsolutové vody v téle, skrze ucinek na sbéraci kanalky
v dfeni ledviny, a arteridlni vazokonstrikci, podle typu receptoru, na ktery se vaze. Pfi
zvySenych hladinaich ADH u CHSS tudiz nartistad zatéz na srdce pies zvyseni preloadu
(zadrzovani vody) a afterloadu (vazokonstrikce). Navic ADH piimym tc¢inkem na srdce
vyvolava hypertrofii, dilataci a fibrézu myokardu (Vinod et al. 2017; Wasilewski et al.
2016). V ledvinach ovlivituje ADH prutok krve dieni ledviny (Nakanishi et al. 1995) a
v podminkach experimentalné navozené¢ho CHSS spolu s dal§imi faktory zhorSuje renalni

funkce (Riegger & Liebau 1982).

1.3.6. Natriuretické peptidy

Natriuretické peptidy jsou v organizmu reprezentovany hlavné dvéma zastupci —
atridlnim natriuretickym peptidem (ANP) a komorovym natriuretickym peptidem (BNP).
Mechanizmus vzniku a ucinku obou hormont je obdobny. Oba vznikaji jako pre-pro-
hormony v sinich, respektive komorach srdce a po dvojim odstépeni koncl téchto
polypeptidi je do cirkulace vyplaven aktivni ANP nebo BNP. Aktivni formy
natriuretickych peptidli jsou v srdci produkovany na zdkladé zvySeného napéti ve sténé
myokardu, nebo aktivaci receptori pro endotelin, angiotenzin II a vazopresin (Lee &
Daniels 2016). Za fyziologickych podminek jsou hladiny natriuretickych peptidd v téle
velice nizké, diky ¢emuz je BNP nebo jeho N-termindlni fragment (NT-proBNP) spé&sné
vyuzivan pii diagnostice CHSS (Ibrahim & Januzzi 2017). ANP a BNP jsou v téle
degradovany proteazou neprilysinem, nebo jsou internalizovany svymi receptory a
nasledné katabolizovany.

Hlavnim mistem plsobeni natriuretickych peptidii jsou ledviny, kde zvySuji diurézu a
natriurézu. ANP a BNP potlacuji aktivitu ENaC kanédlu a Na/K ATPazy ve sbéracim
kanalku, ¢imz dochazi ke snizeni zpétné resorpce sodiku, a stim i1 vody, ledvinou.
Natriuretické peptidy také zvySuji diurézu tim, Ze blokuji receptory pro vazopresin ve
sbéracim kandlku a inhibuji sekreci reninu z juxtaglomeruldrnich bunék nefronu.
V aferentni arteriole ledviny natriuretické peptidy zpiisobuji vazodilataci, naproti tomu na
eferentni arteriolu nemaji Zadny vliv, nebo spiSe navozuji vazokonstrikci. V konecném
disledku vsak jednoznacné vedou ke zvySeni GFR. Systémové natriuretické peptidy
snizuji krevni tlak, zplsobuji hypovolémii a snizuji aktivitu SNS. Na srdce maji
antifibrotické a antihypertrofické ucinky (Wong et al. 2017).

Zjednodusené by se dalo fici, ze zatimco dlouhodoba nadmérna aktivace RAS, SNS a

dalSich systéma u pacientd s CHSS je pro organizmus Skodliva, tak zvySené mnozstvi
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natriuretickych peptidil je naopak protektivni vii¢i zménam navozenym CHSS (Volpe ef al.
2016). Ptfesto vSak tento balan¢ni mechanizmus selhava. Divodem je jednak vycerpani
schopnosti tvofit natriuretické peptidy v dostatecném mnozstvi pro vyvazeni aktivace
RAS, SNS a dalsich systémti. Za druhé je to rezistence vi¢i natriuretickym peptidiim.
Zejména dysfunk¢ni ledvina u pacientii s CHSS je neschopna adekvatné reagovat na

vzestup hladin natriuretickych peptidii zvySenim diurézy a natriurézy (Chen 2007).

1.3.7. Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je rozpustny plyn s kratkym polo¢asem rozpadu (do 30 sekund),
ktery hraje dillezitou Glohu v organizmu pti regulaci celé¢ fady biologickych procesi.
Existuje nékolik izoforem enzymu - NO syntdz (NOS) - tvoficich NO z aminokyseliny L-
argininu. Vétsina NO produkovaného v endotelu cév je tvoreno konstitutivni NOS, avSak
na zéklad¢ riznych imunologickych stimulti se mize NO generovat pomoci inducibilni
NOS. Ve sténé cév krevniho fecisté plisobi NO jako dilezity regulator tonu, diky své
schopnosti navodit vazodilataci navzdory pusobeni silnych vazokonstriktorii, jakym je
napiiklad ANG II (Tousoulis et al. 2012). Dysfunkéni endotel s poskozenou schopnosti
vytvaret nebo uvoliiovat NO, ktery je neschopny adekvatné balancovat uinky ostatnich
systtmli (RAS, SNS a dalSich), je hnacim motorem progrese kardiovaskularnich
onemocnéni véetné CHSS (Umar & van der Laarse 2009). ZvySené mnozstvi ROS je,
alespon z €asti, zodpovédné za snizenou dostupnost NO a s tim spojenou endotelialni
dysfunkci, jez doprovazi CHSS (Daiber et al. 2015). Oxidativni stres svym plsobenim na
bunécné 1 orgdnové urovni poskozuje jak samotny myokard (snizuje srdecni kontraktilitu,
stimuluje patologickou piestavbu srdce) tak 1 ostatni organy (Tsutsui ef al. 2011).

V ledvinach NO zpiisobuje vazodilataci aferentni a eferentni arterioly, uplatiiuje se pii
zvySovani prutoku krve ledvinou, reguluje perfuzi renélni dien€, a vyznamnym zplisobem
tak ovliviiuje glomerularni hemodynamiku. Navic NO moduluje tubuloglomeruldrni
zpétnou vazbu a inhibuje rendlni sympatickou aktivitu. V tubulech ledviny NO ovliviiuje
mnozstvi vymeénikil a pienaSect, disledkem ¢ehoz vede celkové ke zvySeni natriurézy a
diurézy. Z divodu nedostatecné dostupnosti NO pii CHSS dochdzi k nerovnovaze mezi
NO a ostatnimi systémy, coz vede k snizeni prokrveni ledviny a zadrZzovani vody a sodiku

v téle (Lee 2008; Marti et al. 2012).
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1.3.8. Dopad renalni dysfunkce na progresi CHSS

vvvvvv

celkovou homeostazu organizmu.

Obr. 4 Mechanizmy dopadu renalni dysfunkce na CHSS
renalni progrese
dysfunkce CHSS

systémova zanétliva
odpovéd’

porucha acidobazické
L rovnovahy
porucha kostniho
$ metabolizmu
kardio - renalni l

anémie \
| kardialnich

1 zadrZovani > funkci
Na a vody v téle

| \§A[ ! aktivace RAS a SNS ]
\
1

6

Dysfunkéni ledviny piedstavuji pro organizmus enormni zatéz, jelikoz nejsou schopny
spravné regulovat homeostazu vnitiniho prostiedi. Diisledkem je zhorSeni vykonu srdce a
progrese CHSS. To vede k dal§imu poskozeni ledvin a vznikéd tim bludny kruh, ktery je
obtizn¢ léCitelny (Scabbia & Scabbia 2015).

Jednim z dilezitych aspekt progrese CHSS je progresivni zadrzovani sodiku a vody

ledvinami zptisobené zvysenou aktivitou natriumretencnich systémii (RAS, SNS a dalSich)
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a zéaroven nedostatecnou odpovédi dysfunkénich ledvin na aktivované natriuretické
systémy (natriuretické peptidy, NO). ZvySuje se tim vendzni navrat do srdce, které je
nuceno preCerpavat vetsi objemy krve, coz v dlouhodobém horizontu srde¢ni sval
poskozuje. Dysfunk¢ni ledviny dale zvySuji aktivitu systémt (RAS a SNS), jiz do
patofyziologie CHSS zapojenych, které srdce svym dlouhodobym pfimym tc¢inkem na néj
poskozuji (Shah & Greaves 2010). U pacientll s CHSS a zhorSenymi rendlnimi funkcemi
se muze objevit kardio-rendlni anémie, ktera vyrazné navysSuje mortalitu pacientil a jejiz
patogeneticky mechanizmus neni zatim plné objasnén (Attanasio et al. 2012). Je vSak
nepochybné tzce provazana s deficitem zeleza v téle, a proto je suplementace Zelezem jako
mozna terapie CHSS intenzivné studovana (Petrak er al. 2019). Podobné se muze
vyskytnout porucha kostniho metabolizmu se zvySenou hladinou parathormonu a
fibroblastového riistového faktoru 23 (FGF 23) a snizenou hladinou vitaminu D, ktera
zapti¢inuje zhorSeni CHSS aktivaci fibrotickych pochodii v srdci, zhorSenim endotelidlni
funkce a ztvrdnutim a kalcifikaci cév (Schefold et al. 2016). Nadmérna stimulace systému
aktivovanych pfi CHSS muzZe spolu s dysfunkénim substratem v ledviné vyvolat poruchy
acidobazické rovnovéhy a dalsi poruchy iontového hospodateni se zdvaznymi dusledky jak
pro srdce, tak pro cely organizmus (Urso ef al. 2015). Systémovy zanét vystupuje nejen
jako jedna z ptic¢in CHSS, ale miize byt 1 disledkem rozvinut¢ého CHSS, ¢imzZ se rozviji
jeden zbludnych kruhtt CHSS (Van Linthout & Tschope 2017), pfi¢emZ poskozené

ledviny slouzi jako dulezity zdroj prozanétlivych cytokinil v téle (Colombo et al. 2012).

1.4. Terapie chronického srde¢niho selhani

Terapie CHSS v soucasné dobé& zahrnuje dietni a reZimova opatieni, farmakologickou
terapii, chirurgickou terapii a specialni ptistrojovou lécbu. Farmakologicka 1écba s jasné
prokdzanou ucinnosti na zlepSeni mortality u pacientll se srde¢nim selhdnim se sniZenou
ejekeni frakei zahrnuje zejména ACE inhibitory nebo sartany (blokatory AT receptoru) a
beta-blokatory. Ackoliv se obdobné skupiny lékt pouzivaji i u pacientli se srdecnim
selhanim se zachovalou ejekéni frakei nebo s ejekeni frakei ve stfednim pasmu, u téchto
pacientll prozatim Zadny ze zkoumanych 1ékti nepfinesl mortalitni benefit (Coats et al.
2016).

Vzhledem k vyznamnému zapojeni RAS do patofyziologie CHSS neni piekvapivé, Ze
inhibice RAS kaskady je jednim ze zékladnich kamenti 1é€by CHSS. K tomu se pouzivaji
ACEi, nebo blokatory AT; receptoru pro ANG II (ARB). Ackoliv se obé skupiny 1ékt

povazuji za ekvivalentné ucinné v lécbeé CHSS, blokuji RAS na rtznych urovnich jeho
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kaskady a lze tudiz pozorovat rozdily v biologickém dopadu obou skupin latek (Januzzi &
Ibrahim 2017). Pfimé srovnani obou farmakologickych pfistupii s ohledem na rendlni
hemodynamiku zatim nebylo provedeno.

Nedavno zavedenym lékem CHSS do klinické praxe je kombinace AT; blokatoru a
inhibitoru neprilysinu (ARNi). Neprilysin je peptidaza, kterd §tépi mimo jiné natriuretické
peptidy a, podobné jako ACE, bradykinin. Inhibice neprilysinu tak zvySuje koncentrace
protektivnich molekul v organizmu. Kombinovana 1é¢ba pomoci ARNi se ukdzala byt vice
ucinna v lécbé CHSS s redukovanou ejekcni frakci nez samotnd inhibice RAS inhibitorem
ACE (Kario 2018). U pacientii s CHSS se zachovalou ejekéni frakci se vSak tento ptiznivy
efekt nepotvrdil (Solomon ef al. 2019).

Pii 1écbé CHSS se také vyuZivaji betablokatory, omezujici nadmérné aktivovany SNS,
blokatory receptorii pro aldosteron, diuretika, digoxin (pozitivné inotropni G¢inky na srdce
a zaroven zpomalujici srde¢ni frekvenci skrze stimulaci vagalni aktivity), ivabradin
(bradykardizujici ucinky na sinoatridlni uzel) a dalsi latky. Ty jsou vyuzivany zejména
v kombinované 1écb¢ s inhibici RAS, scilem tlumit vice systémi, které vyznamné

ovliviiuji patofyziologii CHSS, a zvysit tak ucinnost 1écby.
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2. Hypotéza a cile prace

CHSS navozené pomoci aorto-kavalni piStéle se klinicky blizi nejvice srde¢nimu
selhani s ejekéni frakci ve sttednim pasmu, jednotce s prozatim nedostatecné definovanym
léCebnym ptistupem. Piedpokladdme, Ze u potkani s AKP budou jednotlivé
farmakologické ptistupy inhibice RAS vykazovat rozdily v ovlivnéni rendlni dysfunkce.
Prace ma zejména zodpovédet tyto otazky:

1. Porovnat vliv ACE inhibitord a AT, blokdtorti na renalni hemodynamické a exkre¢ni
funkce u potkant s AKP a ovéfit, jestli dokaZou ptedchazet rozvoji renédlni dysfunkce u
tohoto modelu CHSS.

2. Zjistit, zda a jaky efekt bude mit inhibice neprilysinu, obsazena v ARNi, na rendlni

funkce proti samotnému ARB, respektive i proti ACEi.
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3. Metodika

VSichni potkani pouziti pfi pokusech pochazeli z Centra experimentalni mediciny
Institutu klinické a experimentalni mediciny, coz je zafizeni akreditované Ministerstvem
zemé&délstvi CR. Potkani byli chovéni za standardnich podminek pfi 12hodinovém cyklu

svétlo/tma a méli volny ptistup k vod¢ a standardnimu krmivu.

3.1. Model srde¢niho selhani

Nejprve byli potkani uvedeni do celkové anestezie pomoci intraperitonealni injekce
smési ketaminu v davce 150 mg/kg vahy potkana (Calypsol, Gedeon Richter, Mad’arsko) a
midazolamu v davce 15 mg/ kg vahy potkana (Dormicum, Roche, Francie). Za aseptickych
podminek byla poté potkaniim oteviena biiSni dutina a vizualizovany velké cévy
odpreparovanim od okolnich tkdni. Ty byly nasledné zaklipovany pomoci chirurgické
svorky. Pouzitim jehly o velikosti 18 G (1,2 mm v priméru) byla nejprve v Grovni
bifurkace punktovana abdominélni aorta. Distaln¢ od odstupu rendlnich arterii pak bylo
jehlou proniknuto skrze sténu aorty do dolni duté zily. Jehla byla vyjmuta a otvor v aorté
byl zalepen tkafiovym lepidlem (Histoacryl, B.Braun AG, Germany). Usp&$né zaloZeni
aorto-kavalni pistéle bylo potvrzeno pulzaci svétle Cervené krve v dolni duté Zile. Dutina
btisni byla po vrstvach zaSita vstiebatelnou niti. Ke kompenzaci perioperacnich ztrat bylo
do dutiny bfi$ni aplikovano 5 ml fyziologického roztoku. Pti zndmkach bolesti u zvitete po
operaci byl pouzit butarphanol 2 mg/kg az 2x denné (Torbugesic, Pfizer, USA) jako
pooperacni analgezie. U zdanlivé operace byl postup operace identicky s vySe uvedenym

postupem, avSak nepouzila se jehla k vytvoteni vlastni aorto-kavalni pistéle.

3.2. Protokol ¢é. 1

V této cCasti byli pouziti normotenzni potkani kmene Hannover Sprague-Dawley
(HanSD) a dale pro zvyraznéni patofyziologickych procesit v souvislosti s CHSS také
hypertenzni heterozygotni Ren-2 transgenni potkani (TGR). Tito potkani maji navic
v genomu mysi reninovy gen, coz vede ke zvySené expresi reninu a ve svém disledku k
angiotenzin Il-dependentni hypertenzi (Langheinrich et al. 1996). HanSD a TGR
potkaniim byla v 8. tydnu Zivota zaloZzena AKP nebo jim byla provedena zdanliva operace.
Naésledné byli potkani 5 tydnd ponechéani bez 1é€by, aby se mohlo plné rozvinout CHSS.
Poté byly potkani bud’ i nadale ponechani bez 1écby dalSich 15 tydnii, nebo zacala 1écba
ACE inhibitorem trandolaprilem (Gopten, Mylan, USA) v ddvce 6 mg/l rozpusténym ve
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vod¢ podavané potkantim k piti, nebo byl do vody rozpustén blokator AT; receptoru
losartan v davce 200 mg/l (Lozap, Zentiva, CR). Jelikoz u TGR potkanii vedlo zaloZeni
AKP k vysoké mortalité¢ okolo 5 tydnu po operaci, byli tito potkani studovani jiz 5 tydnt

po zalozeni AKP. Obr. 5 znazorniuje experimentalni protokol 1.

Obr. 5 Experimentalni protokol ¢.1

/ Méreni u TGR potkand \
/ s AKP bez |écby

Tyden: - 8 0 +5 + 20

AKP/zdanlivd Zahdjeni Méreni

\ operace |écby /

Experimentalni skupiny byly rozdéleny néasledovné:

1. HanSD potkani zdanlivé operovani - zméfeni 20 tydnli po operaci

HanSD potkani s AKP bez lécby - zméfeni 20 tydnli po operaci

HanSD potkani s AKP 1é¢eni ACE inhibitorem - zméfeni 20 tydnli po operaci

HanSD potkani s AKP 1éceni blokatorem AT, receptoru - zméteni 20 tydnil po operaci
TGR potkani zdanlivé operovani - zméteni 20 tydnil po operaci

TGR potkani s AKP bez 1écby - zméfeni 5 tydnti po operaci

TGR potkani s AKP 1é¢eni ACE inhibitorem - zméteni 20 tydnli po operaci

e A e

TGR potkani s AKP 1éCeni blokdtorem AT receptoru - zméteni 20 tydnil po operaci

3.2.1. Echokardiografie

Po 20 tydnech od operace byli potkani uvedeni do celkové anestezie pomoci 2 %
isofluranu (Abbott Lab, SRN) a byly jim zméfeny echokardiografické parametry pomoci
GE Medical Vivid 7 Dimension System, které byly déale analyzovany s vyuzitim Echo
PAC softwaru. Srde¢ni frekvence byla udrzovana pomoci hloubky inhala¢ni anestezie na

konstantni urovni kolem 350 tderG za minutu u vSech zvifat. Zmeéfené parametry
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zahrnovaly rozmér levé komory v diastole a systole a tloustku ptfedni a zadni stény levé
komory (méfeno v M-modu). Z téchto parametrii byly nasledné odvozeny end-systolické a
end-diastolické objemy levé komory pomoci Teichholzovy rovnice (Riha et al. 2012). Poté
byla stanovena ejekcéni frakce z objemil levé komory pomoci obvyklého vypoctu (end-

diastolicky objem — end-systolicky objem / end-diastolicky objem *100 %).

3.2.2. Renalni hemodynamické studie

Po provedeni echokardiografickych méfeni s odstupem minimalné jednoho dne byli
potkani opét uvedeni do celkové anestezie pomoci intraperitonedlni injekce thiopentalu
(VUAB Pharma a.s., CR) v davce 80 mg/ kg vahy potkana a podle potieby udrzovani
v dostatecné urovni anestezie dal§imi bolusy thiopentalu intravendzn¢. Télesna teplota byla
udrzovéana s vyuzitim vyhitivaného chirurgického stolku. Po odpreparovani trachey byla
provedena tracheostomie k prevenci obstrukce hornich dychacich cest béhem manipulace
se zvifetem. K zajisténi intravendzniho pfistupu byla zakanylovana prava jugularni Zila.
Invazivni méfeni krevniho tlaku bylo zajisténo pomoci kanylace levé femoralni arterie.
Nasledné byla oteviena dutina biisni a leva ledvina byla opatrné odpreparovana od okolni
tkdn¢ a fixovana na misté¢ pomoci plastové vanicky. Levy ureter byl zakanylovéan ke sbéru
moce. Po odpreparovani levé rendlni arterie byla na cévu nasazena ultrazvukovéa sonda
(Transonic Systems, Altron Medical Electronic GmbH, SRN) umoZziujici kontinudlni
meéfeni pratoku krve ledvinou. Po dokonéeni operace byl potkanim podan 0,5 ml bolus
fyziologického roztoku obsahujiciho 2 % sérovy albumin (Sigma Chemical Co., Praha,
CR) a 5 % sinistrin (Inutest, Fresenius Kabi Austria GmbH, Rakousko) s navazujici
kontinuélni infuzi stejného roztoku rychlosti 20 pl/min. K zotaveni z chirurgického stresu
byli potkani ponechéani 45 minut bez méfeni, a poté nasledovaly tii 30minutové periody, ve
kterych byl potkaniim meéten tlak krve, pritok krve ledvinou a byla jim sbirana mo¢. Na
konci kazdé z téchto period byl odebran zvifatim vzorek krve. Po dokonceni této Casti
experimentu byly potkaniim nasledné podany bolusy vazoaktivnich substanci v ndhodném
potradi. Mezi jednotlivymi bolusy byl odstup minimalné péti minut k zajiSténi normalizace
pratoku krve ledvinou. Odpovédi na intravenosné podany bolus angiontenzinu II v davce
20 ng a 40 ng, noradrenalinu v ddvce 100 ng a 200 ng a acetylcholinu v davce 50 ng a 200
ng byly zaznamenéavany jako procentualni rozdil mezi bazalnim pritokem krve ledvinou a
maximalni nebo minimélni hodnotou dosazenou po podani dané latky. Po podani vSech
davek bolusi byla zvifata ponechdna 5 minut na zotaveni a nasledné¢ jim byla

zakanylovana leva renalni Zila pomoci katétru méticim tlak krve s vysokou frekvenci a
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sensitivitou (Millar Instruments, Houston, USA) a bylo tak mozné presné¢ zméfit tlak krve
vlevé rendlni zile. Po skonceni celého experimentu byly potkani utraceni pomoci
predavkovani anestetikem (intravenozni bolus thiopentalu). Poté byly zvazeny nasledujici
organy: celé srdce a po odd¢€leni leva i prava komora, plice, ob¢ ledviny a jatra. Dale byla

zmeétena délka levé tibie. Vahy jednotlivych organii pak byly vztazeny na délku tibie.

3.2.3. Biochemicka méreni

K ziskdni vzorkll vyuzitelnych k biochemickému méfeni (tj. vzorkti potkant
nezatizenych chirurgickym stresem) bylo pfipraveno dal§ich osm skupin potkanti podle
stejného protokolu uvedené¢ho vySe. Tito potkani byli den pfed koncem experimentu
umisténi na 24 hodin do metabolickych kleci, kde jim byla sbirdna mo¢, kterd byla dale
analyzovana. Pot¢ byla zvifata dekapitovana a odebrany vzorky plazmy a ledvin, které
byly rychle zmrazeny tekutym dusikem a nasledné umistény do mrazéku s teplotou -80 °C,
kde byly ponechany do konecné analyzy.

Plazmatické koncentrace angiotenzinu I a angiotenzinu II a rendlni koncentrace
angiotenzinu I, angiotenzinu II a angiotenzinu 1-7 byly zméteny z ndmi dodanych vzorkt
plazmy a ledvin spolecnosti Attoquant Diagnostics GmbH (Viden, Rakousko) za pouziti
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii, ktera vykazuje vyssi sensitivitu a
specifitu nez bézn¢ pouzivana ELISA metoda (Poglitsch ef al. 2016).

Plazmatické koncentrace noradrenalinu byly zméteny z rozmrazenych vzorki plazmy
s vyuzitim ELISA metody podle navodu od vyrobce (E4360-100, BioVision, CA, USA).

Aktivita rendlni laktadt dehydrogenazy byla stanovena ze vzorkl ledvin s pouZitim
kolorimetrické eseje podle navodu od vyrobce (#MAKO066, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA).

Koncentrace 8-isoprostanu v moc¢i byla zméfena pomoci ELISA metody podle navodu
od vyrobce (516,361; Cayman chemical, USA). Zmeéfené koncentrace 8-isoprostanu
v moc¢i byly nasledné vynasobeny objemem moci za 24 hodin u daného zvitete.

Mocové koncentrace nitratl a nitrith byly zméfeny s vyuzitim kolorimetrické eseje
podle navodu od vyrobce (780,001; Cayman Chemical, Ann Arbor, USA). Koncentrace
kreatininu v moc¢i byla stanovena s vyuZitim soupravy Liquick Cor-CREATININE (PZ
Cormay S.A., Polsko), ktera je zalozena na modifikované Jaffeho metodé bez
deproteinizace. Mocové koncentrace nitratl/nitrith (NOx) pak byly vztazeny na

koncentraci kreatininu v moci.

32



Uroveti oxidativniho stresu v ledvingé byla zméfena pomoci reaktivnich substanci
thiobarbiturové kyseliny (TBARS — Thiobarbituric acid reactive substances). Nejprve byly
homogenaty vzorkii ledvin smichany s 20% roztokem kyseliny trichloroctové v poméru
jedna ku jedné. Néasledné bylo pfimichano ¢tyinasobné mnozstvi roztoku o slozeni 37
mmol/l kyseliny thiobarbiturové, 500 mmol/l hydroxidu sodného a 15 % kyseliny octové a
vzorek byl zahtfivan po dobu 70 minut na 100 °C. Nésledné byl vzorek po vychladnuti
smichan s 1-butanol/pyridinem v poméru 14:1 a byla zméfena absorbance pfi 535 nm
pomoci spektrofotometru (Synergy H1, BioTek, USA). VSechny vzorky byly vyhodnoceny
v duplikatech a primér z obou méteni pak byl pouzit k vypoctu ekvivalentnich koncentraci
malondialdehydu s vyuzitim kalibra¢ni kiivky z tetrabutylamonné soli malondialdehydu
(#63287, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Tyto koncentrace malondialdehydu pak byly
vztazeny na koncentrace proteinu ve vzorku ziskané pomoci Bradfordovy analyzy
(Bradford 1976).

Exprese endotelidlni syntazy oxidu dusnatého (eNOS) byla stanovena pomoci SDS-
PAGE elektroforézy a nasledné western blot analyzy. Zmrazené vzorky ledvin byly
nejprve rozmélnény v tekutém dusiku. Nasledné byly vzorky homogenizovany v SB20
lyzatnim  pufru obsahujicim 20 % dodecylsiran sodny, roztok kyseliny
ethylendiamintetraoctové (10 mmol/I) a 100 mmol/l trisaminomethanu s pH upraveném na
6,8. Nasledné byl pfidan Laemmliho pufr (S3401, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a
vzorek byl po dobu péti minut vafen. Po naplnéni jamek stejnym mnoZstvim vzorku byla
provedena SDS-PAGE elektroforéza na 10 % bisakrylamid gelu pii konstantnim napéti
120 V (Mini-Protean TetraCell, Bio-Rad). Nasledné byly odd€lené proteiny preneseny na
nitrocelul6zovou membranu (velikost pord 0,2 um, Advantec, Tokyo, Japonsko) a
zafixovany na 4 hodiny pomoci 5 % odtu¢néného mléka obsahujicim sl trisaminomethanu
s0,1 % Tween 20 (P9416, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Poté byla membrana
inkubovéna pfes noc s primarnimi protildtkami proti NOS3 (sc-653, Santa Cruz
Biotechnology Inc, USA) a proti B-aktinu (A5441, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Po
promyti byla membrana inkubovdna po dobu 1 hodiny se sekundéarni protilatkou
oznacenou kienovou peroxidazou (#7074/#7076, Cell Signaling Technology, Danvers,
USA). K vizualizaci proteinli byla pouZzita chemiluminiscenéni metoda a mnoZstvi
stanoveno denzitometricky pomoci softwaru Carestream Molecular Imaging Software
(verze 5.0, Carestream Health, New Haven, USA). Poté byl v daném vzorku spocitdn
pomér exprese eNOS a B-aktinu a vysledky byly vyjadifeny jako procentni zména oproti

praméru kontrolni skupiny (HanSD zdanlivé operovani potkani).
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3.3. Protokol €. 2

Ke zvyraznéni patofyziologickych procesu pfi kardiorenalnim syndromu byli v této
¢asti pouziti inbredni hypertenzni potkani kmene Fawn-hooded (FHH), ktefi se kromé jiz
zminéné hypertenze vyznacuji progresivni proteinurii a glomeruloskerézou, prechdzejici az
do kone¢ného selhani ledvin (Dolezelova et al. 2016; Simons et al. 1993a, 1993b). Jako
kontrolni skupina byli pouziti potkani na podobném genetickém zaklad¢, ktefi jsou ovSem
normotenzni a nedochazi u nich k poskozeni rendlnich funkci, tzv. Fawn-hooded low
pressure (FHL) potkani. FHH a kontrolnim FHL potkanim byla v 6 mésicich Zivota
zaloZzena AKP nebo jim byla provedena zdanliva operace. Nasledné byli potkani 1 tyden
ponechéni bez 1écby. Poté byli FHH potkani s AKP bud’ i naddle ponechani bez 1écby
dal§ich 15 tydnd, nebo zacala 1écba ACE inhibitorem trandolaprilem (Gopten, Mylan,
USA) v davce 6 mg/1 rozpusténého ve vodé podavané k piti potkaniim, nebo byl do krmiva
pfimichan rozdrceny blokator AT receptoru valsartan vdavce 16 mg/den (Valsacor,
KRKA, Novo Mesto, Slovinsko), nebo byl do krmiva pfimichan rozdrceny kombinovany
inhibitor neprylisinu a blokator AT1 receptoru sakubitril/valsartan v davce 9,7/10,3 mg/den
(Entresto, Novartis, Norimberk, Némecko). Diky lepsi biologické dostupnosti valsartanu
obsazeném v piipravku Entresto je davka 10,3 mg ekvivalentni ddvce 16 mg v piipravku
Valsacor. Uvedené davky valsartanu v pfedbéZnych experimentech dostate¢né blokovaly
AT receptor po podani angiotenzinu II (vice jak 80 % u vSech potkanll) a zvySeni denni
davky valsartanu jiz nevedlo ke zvySeni ucinku léku. Tyden pted zaloZenim AKP byly
potkani umisténi na 24 hodin do metabolickych kleci a byla jim sbirdna moc¢. Dale byla
méteni v metabolickych klecich provedena ve 4., 8., 12. a 16. tydnu po zaloZzeni AKP nebo
zdanliveé operaci. Obr. 6 znazoriiuje experimentalni protokol 2.

Obr. 6 Experimentalni protokol ¢.2
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Experimentalni skupiny byly rozdéleny néasledovné:
1. FHL potkani zdanlivé operovani bez 1écby

FHH potkani zdanlivé operovani bez 1éCby

FHH potkani s AKP bez 1écby

FHH potkani s AKP 1é¢eni trandolaprilem

FHH potkani s AKP 1é¢eni valsartanem

A O i

FHH potkani s AKP 1éCeni sakubitril/valsartanem

3.3.1. Echokardiografie

Po 16 tydnech od operace byli potkani uvedeni do celkové anestezie pomoci 2 %
isofluranu (Abbott Lab, SRN) a echokardiografické parametry jim byly zméteny pomoci
GE Medical Vivid 7 Dimension System podle stejného postupu uvedeném v oddilu 3.2.1

3.3.2. Tlakové — objemové kiivky

Po provedeni echokardiografického vysetfeni byli potkani uvedeni do celkové
anestezie pomoci intraperitonedlni injekce smési ketaminu v davce 150 mg/kg vahy
potkana (Calypsol, Gedeon Richter, Mad’arsko) a midazolamu v davce 15 mg/ kg vahy
potkana (Dormicum, Roche, Francie) a umisténi na vyhfivany chirurgicky stolek. Nasledné
jim byla zakanylovana leva jugularni Zila k zajiSténi vstupu pro poddvani anestezie a
relaxace. Poté byla vypreparovana trachea, provedena tracheostomie a nasledné
intravendznim bolusem podana svalova relaxace pomoci 1 mg/0,5 ml pankuronium-
bromidu (Pavulon, N.V. ORGANON, Oss, Nizozemsko) a zah4jena uméla plicni ventilace
ventildtorem pro maléd laboratorni zvifata (Ugo Basile, Varese, Itdlie). Ventilace byla
udrzovana smési 80 % kysliku ve vdechovaném vzduchu, ktery byl zvlh¢ovan. Plicni
ventilace byla nastavena nasledovné: dechovy objem = 6,2 x vaha potkana v kg"'';
dechova frekvence = 53,5 x véha potkana v kg %%, Poté byla pravd karoticka arterie
kanylovéana tlakové-objemovym katetrem SPR-869 (Millar Instruments Inc., Houston,
USA) pfipojenému k systému MPVS Ultra (Millar Instruments Inc., Houston, USA).
Naméfené parametry byly zpracovany pomoci programu Labchart 8 (ADInstruments,
Dunedin, Novy Zéland). Po zméfeni bazalniho tlaku krve v aortdlnim oblouku, byl katetr
umistén do levé srdecni komory. Poté byl potkan ponechan 20 minut na zotaveni
z chirurgického stresu. U kazdého potkana bylo naméfeno nejméné pét 10sekundovych
kiivek pii vypnuté ventilaci s odstupem alespoil jedné minuty. Nasledné byly provedeny

ptfechodné okluze dolni duté zily, sland kalibrace a potkan byl pfedavkovan bolusem

35



anestetika. Poté byla provedena kalibrace pomoci kyvet. Tento postup je detailné popsan
v publikaci od Pacher a kol. (Pacher et al. 2008). Na konci experimentu byly zvaZzeny
ledviny, jatra, plice, celé srdce a oddélené leva a prava komora a déle byla zmétena délka

levé tibie.

3.3.3. Biochemicka méreni a histologicka analyza

Z odebranych vzorkii moci a krve byly stanoveny hladiny elektrolytl s vyuzitim
plamenného fotometru (BWB XP, BWB Technologies Ltd., Newbury Spojené kralovstvi).
Dale byla stanovena koncentrace kreatininu v krvi a moc¢i s vyuzitim soupravy Liquick
Cor-CREATININE (PZ Cormay S.A., Polsko), ktera je zaloZena na modifikované Jaffeho
metodé bez deproteinizace. Poté byla vypoctena clearance kreatininu podle standardniho
vzorce. Albumin v moc¢i byl stanoven pomoci ELISA metody podle navodu od vyrobce
(ERA3201-1, Assaypro LLC, St Charles, USA) a nasledn¢ byla stanovena hodnota
albuminurie za 24 hodin vynasobenim mnozstvi vyprodukované moci.

Odebrand ledvina byla umisténa do fixa¢ni tekutiny (10% roztok formaldehydu) a
nasledné byla zpracovana na histologickou analyzu. Vzorek ledviny byl zalit do parafinu a
barven PAS (periodic-acid-Schiff) metodou. V kazdém vzorku bylo hodnoceno celkem
100 glomerulii podle nasledujici stupnice: stupeit 0 - glomeruly beze zmén, stupent 1 -
segmentalni sklerotizace do 25% plochy glomerulu, stupen 2 - 25-50%, stupen 3 - 50-75%
a stupenl 4 - segmentalni sklerotizace 75-100% plochy glomerulu. Nésledné byl vypocitan
glomeruloskleroticky index (GSI) podle vzorce popsaného diive (Saito ef al. 1987): GSI =
[(1xn1)+(2xn2)+ (3 xn3)+(4xn4)]/(no+ny +nz+n3 + n4), kde ny je pocet glomerulia
s danym stupném poskozeni. Poté byl objektivem s 20ndsobnym zvétSenim hodnocen
index tubulointersticidlntho poskozeni nejméné ve 30 ndhodné vybranych a
nepiekryvajicich se zornych polich v oblasti kiry. Tubulointersticidlni poSkozeni bylo
definovano jako zanétlivy infiltrat, dilatace a/nebo atrofie tubulli nebo intersticialni
fibrotizace a bylo hodnoceno semikvantitativné podle nasledujici Skaly (Nakano et al.
2008): 0 - zadny abnormalni nalez, 1 - mirné (< 25% kury), 2 - sttedni (25 - 50% kiry), 3 -
tézké (> 50% kiry).

3.4. Statisticka analyza

Vsechny hodnoty v této studii jsou vyjadieny pomoci praméerid se standardni
odchylkou, pokud neni vyslovné uvedeno jinak. Ke statistickému zpracovani zmétenych

dat byl pouzit GraphPad Prism 8 software (GraphPad software, San Diego, USA). Pouzité
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statistické metody zahrnovaly analyzu rozptylu jednoduchého tiidéni (one-way ANOVA) a
analyzu rozptylu dvojného tfidéni (two-way ANOVA) s naslednym post hoc Bonferroniho
testem. Piezivaci kiivky byly srovnany pomoci Gehanova-Breslowova-Wilcoxonova testu.
Jako statisticky signifikantni byly oznafeny vysledky piesahujici 95 % hladinu

pravdépodobnosti (tj. hodnota P mensi nez 0,05).

37



4. Vysledky

4.1. Protokol ¢é. 1

Tabulka 1 shrnuje vahy potkant a jednotlivych organti u TGR a HanSD potkanti 20

tydnii po zaloZzeni AKP/zdanlivé operaci. Jak je vidét z vah srde¢nich oddili, u HanSD 1

Tab. 1

Hmotnost potkanii a vahy jednotlivych organta u kontrolnich potkanii,

potkanti s AKP bez 1é¢by, AKP potkanu lé¢enych ACE inhibitorem (ACEi) a AKP
potkani lééenych AT blokatorem (AT1B) 20 tydni po zdanlivé/AKP operaci.

HanSD potkani
Skupina Kontrolni AKP AKP + ACEi AKP + AT|B
Viaha potkana (g) 543 +£37 548 £ 45 537 £31 575 £ 56
Viéha srdce (mg) 1543 + 115 2782 + 481 * 2306 + 196 *# 2514 £256 *
Véha levé komory (mg) | 1108 + 78 1760 +232 * 1527 £ 114 *# 1660 + 147 *
Vaha pravé komory (mg) | 309 =31 625 £ 126 * 522 4+ 54 *# 572 £76 *
Viha plic (mg) 1987 + 126 2578 £ 623 * 2216 £ 2167 2278 £ 172#
Vaha jater (mg) 16,8 £2,0 18,3+7,2 17,1 £2,5 16,8 £ 2,1
Viha ledvin (mg) 1933 + 188 1801 + 229 1918 + 233 1887 £ 170

TGR potkani

Skupina Kontrolni AKP AKP + ACEi AKP + AT:B
Viaha potkana (g) 652 +46*% 483 £ 46 * 606 + 53 #¥ 643 + 38 #¥
Vaha srdce (mg) 1950+ 131 ¥ 2468 + 337 *¥ 2149 £ 257 #* 2202 £ 272 #¥
Vaha levé komory (mg) | 1482 +85% 1687 £ 159 * 1418 £ 157 #¥ 1481 + 178 #¥
Viaha pravé komory (mg) | 315+ 30 490 £ 106 * 519+ 124 * 492 + 75 *
Viaha plic (mg) 2057 + 182 2558 +£ 638 * 2333 +235% 2331+ 171%#
Vaha jater (mg) 20,0+ 1,3 17,1 £3,5 17,8 £2,7 19,1 £23
Viha ledvin (mg) 2143 + 76 1740 + 164 1863 £ 227 1984 + 153

Hodnoty jsou uvedeny jako primeér + smérodatna odchylka. V kazdé skupiné bylo n = 10.

* P < 0,05 versus kontrolni skupina stejného kmene * P < 0,05 versus AKP skupina stejného

kmene ¥ P < 0,05 versus stejna skupina HanSD potkanti
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TGR potkanii po zalozeni AKP dochazi ke znacné hypertrofii srdce. Zatimco podani ACEi

zabranilo hypertrofii srdce u HanSD 1 TGR potkani, 1é€ba AT, blokatorem signifikantné

snizila vahu srdce pouze u TGR potkanti. U potkani s AKP bez 1¢cby byla signifikantné

vys$i vaha plic, coz naznacuje stagnaci zilni krve z divodu srdecni nedostatecnosti. Oba

lécebné pfistupy pak signifikantné snizily véhu plic ve srovnéni s neléCenymi potkany

s AKP.

Obr. 7 Ejekéni frakce levého srdce (A), srdecni frekvence (B), rozmér predni
stény levé komory v diastole (LKPSd) (C) a rozmér zadni stény levé komory
v diastole (LKZSd) (D) u kontrolnich potkani (KON), potkani s AKP bez 1écby
(AKP), AKP potkanu lééenych ACE inhibitorem (ACEi) a AKP potkanii 1é¢enych
ATi blokatorem (AT:1B) 20 tydni po zdanlivé/AKP operaci.
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Hodnoty jsou prezentovany jako prameér + smérodatna odchylka. V kazdé skupiné bylo n = 10.

* P<0,05%* P<0,01 *** P<0,001 *P<0,05 versus stejna skupina HanSD potkanii

Obrazek 7 shrnuje echokardiografické srde¢ni parametry. Zalozeni AKP u obou

kmenii potkani vedlo k signifikantnimu snizeni ejekcni frakce levé komory ve srovnani s
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kontrolnimi skupinami (HanSD: 54,6 + 8,1% vs. 72,5 + 3,4%, P <0,001; TGR: 53,9 +
5,2% vs. 72,1 £ 3,8%, P <0,001). Lécba ACEi nebo blokatorem AT; receptoru u HanSD
potkanii s AKP signifikantné zlepSila ejekeni frakei levé komory (63,3 + 4,1% a 63,8 +
2,9%, obe P <0,001), stejn¢ tomu bylo u TGR potkanti (64,1 + 6,1% a 61,5 = 5,8%, ob¢ P
<0,01) jak je znazornéno na obrazku 7 A. I pfes rozdily v ejekéni frakci se srdecni
frekvence u vsSech skupin signifikantné neliila (Obr. 7 B). Rozméry ptedni stény levé
komory v diastole (LKPSd) a zadni stény levé komory v diastole (LKZSd) nebyly u
HanSD potkanti ovlivnény zalozenim AKP (Obr. 7 C a D), na rozdil od TGR potkana, kde
jsme pozorovali signifikantné mensi LKPSd 5 tydnd zalozeni AKP (obr. 1 C), avSak
LKZSd u nich nebyl zalozenim AKP ovlivnén. Spolu s pozorovanym zna¢nym nartistem
hmotnosti srdce u potkanti s AKP (Tab. 1) tyto vysledky ukazuji, Ze po zalozeni AKP
dochdzi k rozsahlé excentrické srde¢ni hypertrofii. Obé 1écby vyznamné sniZily LKPSd 1
LKZSd, avsak mnohem vice byl efekt vyjadien u potkani 1é¢enych ACE inhibitorem, jak
je patrné z obrazku 7 C.

Na obrazku 8 jsou shrnuty systémové hemodynamické parametry. Stfedni arterialni
tlak byl signifikantn€ vyssi u kontrolnich TGR potkant v porovnani s kontrolnimi HanSD
potkany (110 +£ 5 mmHg vs. 146 £ 8 mmHg, P < 0,001). U HanSD i TGR potkantd vedlo
zaloZzeni AKP k signifikantnimu sniZeni sttedniho arterialniho tlaku (88 £ 12 mmHg a 104
+ 11 mmHg, ob& P < 0,001). 20tydenni 1écba ACEi a AT; blokatorem vedla k dalSimu, u
obou lécebnych pfistupli obdobnému, sniZeni stiedniho arteridlniho tlaku (Obr. 8A).
V porovnani s kontrolnimi potkany méla zvifata s AKP signifikantné vysSi stfedni tlak
v rendlni véné (2,1 = 0,8 mmHg vs. 8,7 £ 2,0 mmHg u HanSD potkanti, 2,0 = 0,5 mmHg
vs. 8,0 £ 2,2 mmHg u TGR potkand, obé P < 0,001). Jak je ovSem patrno z obrazku 8B,
potkani s AKP léceni ACEi nebo AT blokdtorem méli oproti neléenym potkanim
vyrazné niz$i venozni tlaky, s hodnotami obdobnymi kontrolni skupiné. Oproti kontrolnim
skupindm byl srde¢ni vydej vyznamné vyssi u vSech skupin s AKP. Potkani s AKP 1éceni
AT blokdtorem méli oproti ostatnim skupinam dalsi signifikantni nariist v srdecnim vydeji
(Obr. 8 C). Paraleln¢ se zvySujicim se srdeCnim vydejem klesala systémova vaskularni
rezistence, jak je patrné na obrazku 8 D.

Parametry renalni hemodynamiky jsou shrnuty na obrazku 9. Pritok krve ledvinou
byl signifikantn€ snizeny u nelécenych HanSD potkanli v porovnéni s kontrolni skupinou
(8,9 £ 1,0 ml/min vs. 4,7 £ 1,6 ml/min, P < 0,001). Lécba pomoci ACEi signifikantné
neovlivnila PKL (5,6 + 1,1 ml/min), oproti tomu lécba AT; blokatorem, vedla
k signifikantnimu zlepSeni PKL (9,0 &+ 1,5 ml/min), jak je patrné z obrazku 9 A. U TGR
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Stredni arterialni tlak (mmHg)

Srdeéni vydej (ml/min)

Obr. 8

Stiedni arterialni tlak (A), stfedni tlak v renalni véné (B), srde¢ni vydej

(C) a systémova vaskularni rezistence (D) u kontrolnich potkani (KON), potkani
s AKP bez 1écby (AKP), AKP potkanu lé¢enych ACE inhibitorem (ACEi) a AKP
potkanu lééenych AT1 blokatorem (AT1B) 20 tydnu po zdanlivé/AKP operaci.
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Hodnoty jsou prezentovany jako primér + smérodatna odchylka. V kazdé skupin€ bylo n = 10.

* P<0,05%* P<0,01 *** P<0,001 *P<0,05 versus stejna skupina HanSD potkanii

potkanli jsme pozorovali obdobné zmény. Glomerularni filtrace byla signifikantné¢ nizsi
pouze u nelécenych potkanti s AKP, zatimco u 1é¢enych skupin byla filtrace obdobna jako
u kontrolnich skupin (Obr. 9 B). Filtra¢ni frakce byla signifikantné vyssi u potkant s AKP,
a to jak u nelécenych, tak 1 1é¢enych ACEi, v porovnani s kontrolni skupinou. Oproti tomu
1é¢ba blokatorem AT receptoru u potkanii s AKP normalizovala filtracni frakcei (Obr. 9 C).
Renalni vaskularni rezistence byla signifikantn€ vyssi u neléenych potkanti s AKP oproti
kontrolni skuping, naproti tomu lé¢ba ACE inhibitorem renalni vaskularni rezistenci
normalizovala u obou kmenil potkant. U potkant 1é€enych AT blokatorem byla renélni
vaskularni rezistence signifikantné nizS$i nez u vSech ostatnich skupin, vcetné¢ potkant

1é¢enych ACEi, jak je patrno z obrazku 9 D.
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Prutok krve ledvinou (ml/min/g)

Filtraéni frakce (%)

Obr. 9 Pritok krve ledvinou (A), glomerularni filtrace (B), filtra¢ni frakce (C)
a renalni vaskularni rezistence (D) u kontrolnich potkani (KON), potkani s AKP bez
1é¢by (AKP), AKP potkani léenych ACE inhibitorem (ACEi) a AKP potkant
lé€enych AT1 blokatorem (AT1B) 20 tydni po zdanlivé/AKP operaci.
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Hodnoty jsou prezentovany jako prameér + smérodatna odchylka. V kazdé skupiné bylo n = 10.

* P<0,05%* P<0,01 *** P<0,001 *P<0,05 versus stejna skupina HanSD potkanii

Na obrazku 10 jsou shrnuty odpovédi rendlnich cév na intravendzné aplikované
bolusy angiotenzinu I, noradrenalinu a acetylcholinu. Podani 20 ng i 40 ng angiotenzinu II
intravenozné vyvolalo signifikantné mensi pokles PKL u nelé¢enych AKP potkant neZ u
kontrolnich potkanii. U AKP potkanti lé¢enych ACEi jsme pozorovali signifikantné vyssi
odpovédi na bolusy angiotenzinu II neZ u neléCenych AKP potkant. U TGR potkant
s AKP lécenych ACEi byla vaskularni reakce na angiotenzin II signifikantné vyssi 1 oproti
kontrolni skupiné. U potkant 1é¢enych AT; blokatorem byly odpovédi na angiotenzin II
ocekavané vyrazné¢ utlumené (Obr. 10 A a B). Podani 100 ng a 200 ng noradrenalinu

vyvolalo u neléenych potkanti s AKP signifikantné mensi pokles PKL v porovnani
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Pokles v pritoku krve ledvinou Pokles v pritoku krve ledvinou

Narust v pritoku krve ledvinou

Obr. 10 Maximalni zména v priitoku krve ledvinou vyvolana intravenéznim
bolusem 20 ng angiotenzinu II (A), 40 ng angiotenzinu II (B), 100 ng noradrenalinu
(C) 200 ng noradrenalinu (D) 50 ng acetylcholinu (E) a 200 ng acetylcholinu (F) u
kontrolnich potkani (KON), potkani s AKP bez 1écby (AKP), AKP potkanii l1é¢enych
ACE inhibitorem (ACEi) a AKP potkani lé¢enych AT blokatorem (ATiB) 20 tydni
po zdanlivé/AKP operaci.
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* P<0,05** P<0,01 *** P<0,001 *P<0,05 versus stejna skupina HanSD potkanii
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Angiotenzin | v plazmé (pM)

Pomér ANG | / ANG Il v plazmé

s kontrolnimi potkany. Naopak potkani s AKP na 1é¢bé ACEi reagovali na podani
noradrenalinu signifikantné¢ vétSim sniZzenim PKL, na rozdil od potkant 1é¢enych AT
blokatorem, ktetfi vykazovali obdobnou citlivost rendlnich cév po podani noradrenalinu

jako kontrolni potkani (Obr. 10 C a D). U nelécenych AKP potkant jsme pozorovali

Obr. 11 Plazmatické koncentrace angiotenzinu I (A), angiotenzinu II (B), pomér
angiotenzinu I vici angiotenzinu II v plazmé (C) a Kkoncentrace noradrenalinu
v plazmé (D) u kontrolnich potkani (KON), potkani s AKP bez 1écby (AKP), AKP
potkani lé¢enych ACE inhibitorem (ACEi) a AKP potkani 1é¢enych AT1 blokatorem
(ATi1B) 20 tydnu po zdanlivé/AKP operaci.
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Hodnoty jsou prezentovany jako primér + smérodatna odchylka. V kazdé skupin€ bylo n = 5-6.

* P<0,05** P<0,01 *** P<0,001 *P<0,05 versus stejna skupina HanSD potkanii

signifikantné mensi vzestupy PKL po intraven6znim podéni acetylcholinu. Lé€ba ACEi u
AKP zvysila citlivost na acetylcholin, zatimco potkani léceni blokatorem AT; receptoru

méli signifikantné snizené odpovédi v PKL (Obr. 10 E a F).
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Plazmatické hladiny angiotenzinii a noradrenalinu jsou prezentovany na obrazku 11.
Ackoliv se plazmatické hladiny angiotenzinu I (ANG 1) signifikantné neliSily mezi
kontrolnimi potkany a potkany s AKP bez 1é¢by, m¢li potkani 1éceni ACEi 1 AT
blokatorem signifikantné zvySené hladiny ANG I v plazmé (Obr. 11 A). Kontrolni TGR
potkani m¢li ve srovnani s HanSD potkany ocekdvané vyznamné vyssi plazmatické
koncentrace ANG II. Pouze TGR potkani s AKP bez 1é€by méli signifikantné vyssi hladiny
plazmatického ANG II oproti kontrolnim potkanim. Obdobné 1écba ACEi signifikantné
snizila plazmatickou koncentraci ANG II pouze u TGR potkand, jelikoz u HanSD potkant
snizeni nebylo statisticky vyznamné. U obou kmena potkanti vSak vedlo podavani AT
blokatoru k vyraznému zvySeni plazmatického ANG II, jak je patrno z obrazku 11 B.
Ackoliv u HanSD potkanii byly zmény v plazmatickém ANG II stejné jako u TGR
potkanid, nedosdhly statistické vyznamnosti zejména diky extrémni koncentracim u
potkant lécenych AT; blokatorem. Jak je vidét na obrazku 11C, 1écba pomoci ACE
inhibitoru dostatecné blokovala pfeménu ANG I na ANG II, jelikoz pomér ANG I/II byl u
téchto potkant fadové vyssi. Ve srovndni s kontrolnimi potkany méli neléceni potkani
obou kmenli s AKP signifikantné vyss§i hladiny noradrenalinu v plazmé. A pouze u TGR
potkanti vedla lécba k signifikantnimu snizeni plazmatickych hladin noradrenalinu (Obr.
11D).

Na obrazku 12 jsou shrnuty rendlni koncentrace angiotenzinu II a aktivita laktat
dehydrogendzy (LDH) v ledving. Neléceni AKP potkani kmene HanSD méli ve srovnani
s kontrolnimi potkany signifikantné nizs§i rendlni koncentrace ANG [ a ani jeden
z 1écebnych ptistupti dale ANG I v ledving neovlivnil. U TGR potkani méli jak kontrolni
potkani, tak neléceni potkani s AKP, signifikantn¢ sniZzené ledvinné hladiny ANG 1. Po
obou lécbach pak doslo k vyznamnému zvysSeni koncentrace ANG 1 v ledviné (Obr. 12 A).
Kontrolni TGR potkani méli ve srovnani s HanSD potkany signifikantné vyssi koncentraci
ANG II v ledvin€. U obou kmenii méli neléceni potkani s AKP ve srovnani s kontrolnimi
vyznamné vysS§i rendlni koncentrace ANG II. HanSD 1 TGR potkani méli pii 1écbé ACEi1
nebo AT blokatorem vyznamné nizs$i koncentrace ANG II v ledving, jak je vidét na
obrazku 12 B. U nelécenych potkanti s AKP jsme pozorovali ve srovnani s kontrolnimi
potkany signifikantné¢ vys$si pomér renalniho ANG I viici ANG II (Obr. 12 C). AvSak pii
srovnani s plazmatickym pomérem ANG I/Il (Obr. 11 C) je vidét, Ze mira zablokovani
pfemény ANG I na ANG II byla v ledviné vyrazné nizsi (pomér ANG I/ANG II v ledviné
cca 3-5x vys$i ve srovndni s kontrolni skupinou) nez v plazmé (pomér ANG IVANG II

v plazmé cca 40-50x vys$si ve srovnani s kontrolni skupinou). Aktivita renalni LDH byla
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Angiotenzin | v ledviné (fmol/g)

Pomér ANG | / ANG Il v ledviné

signifikantn¢ zvySena u neléCenych AKP potkanil ve srovnani s kontrolami. Pouze u TGR
potkanl jsme pozorovali mirné, avSak statisticky vyznamné, snizeni renélni aktivity LDH
pii 1écbé ACE inhibitorem. Naopak u lécby AT: blokatorem bylo sniZzeni renalni LDH
aktivity signifikantni u HanSD 1 TGR potkanti (Obr. 12 D).

Obr. 12 Renalni koncentrace angiotenzinu I (A), angiotenzinu II (B), pomér
angiotenzinu I vi¢i angiotenzinu II v ledviné (C) a aktivita rendlni laktat
dehydrogenazy (D) u kontrolnich potkani (KON), potkana s AKP bez 1é¢by (AKP),
AKP potkanii lé€enych ACE inhibitorem (ACEi) a AKP potkani léenych AT
blokatorem (AT1B) 20 tydnu po zdanlivé/AKP operaci.
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Hodnoty jsou prezentovany jako prameér + smérodatna odchylka. V kazdé skupiné€ bylo n = 4-6.

* P<0,05%* P<0,01 *** P<0,001 *P<0,05 versus stejna skupina HanSD potkanii

Na obrazku 13 A a B jsou prezentovana mnoZzstvi 8-isoprostanu v moc¢i a renalni
TBARS jako markery oxidativniho stresu v ledving. U nelééenych AKP potkanii jsme
pozorovali zvySené parametry oxidativniho stresu. Zatimco 1é€ba pomoci ACEi
signifikantné¢ neovlivnila Groven oxidativniho stresu v ledviné, podavani AT blokatoru

vedlo k vyznamnému sniZzeni oxidativniho stresu. U HanSD potkanG byl pouze trend
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8 - isoprostan v moci (ng/24 hodin)

NOx v moéi (umol/mmol kreatininu)

mocovych NOx k niz§im hodnotdm u nelécenych AKP potkant. U TGR potkant byly
mocové koncentrace NOx signifikantné nizs$i u nelécenych a ACEi lécenych potkant

s AKP v porovnani s kontrolami. Lécba AT blokatorem pak vyznamné¢ zlepsila produkci

Obr. 13 8-isoprostany v moéi (A), renialni TBARS (B), koncentrace
nitrati/nitritd v mo¢i (C) a renalni exprese eNOS (D) u kontrolnich potkana (KON),
potkani s AKP bez 1é¢by (AKP), AKP potkani lé¢enych ACE inhibitorem (ACEi) a
AKP potkani lé¢enych AT blokatorem (ATiB) 20 tydnii po zdanlivé/AKP operaci.
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Hodnoty jsou prezentovany jako primér + smérodatna odchylka. V kazdé skupiné€ bylo n = 6-9.

* P<0,05%* P<0,01 *** P<0,001 *P<0,05 versus stejna skupina HanSD potkanii

mocovych NOXx, jak je patrné z obrazku 13 C. Exprese eNOS byla signifikantné vyssi u
nelécenych potkanti s AKP oproti kontrolnim potkantim. Podavani ACEi1 nemélo vliv na
uroven exprese eNOS. Naopak lécba pomoci AT; blokatoru signifikantné snizila expresi

eNOS u TGR potkantii.
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4.2. Protokol ¢. 2

Tabulka 2 shrnuje vahy potkanta a jednotlivych organti u FHL a FHH potkanti 16

tydnt po zalozeni AKP/zdanlivé operaci. Kontrolni hypertenzni FHH potkani méli oproti

Tab. 2

Hmotnost potkani a vahy jednotlivych organia vztaZzené na délku tibie

u kontrolnich FHL potkani, kontrolnich FHH potkani, FHH potkani s AKP bez
1é¢by, FHH potkanu s AKP lééenych ACE inhibitorem (ACEi), FHH potkanu s AKP
lé€enych AT: blokatorem (ATiB) a FHH potkani s AKP lé¢enych kombinovanym
ATiB a inhibitorem neprilysinu (ARNi) 16 tydnii po zdanlivé/AKP operaci.

Skupina FHL kontroly FHH kontroly FHH+AKP
Viéha potkana (g/mm tibie) 87,5+2,5 96,3 +5,5* 97,1 £5,0*
Délka tibie (mm) 4,03 £ 0,03 4,29 +0,04 * 4,30 £ 0,06 *
Viéha srdce (mg/mm tibie) 249 £ 13 307 £27 * 511 +£32%%#
Viéha levé komory (mg/mm tibie) 176 £ 9 224 +£23 * 319+£29 *#
Véha pravé komory (mg/mm tibie) | 48,3 +3,4 56,4 + 6,8 107,7+ 11,7 *#
Viéha plic (mg/mm tibie) 323 £26 345+ 19 494 + 60 *#
Véha jater (mg/mm tibie) 2761 £ 175 3729 £275 * 4526 £ 513 **#
Viéha ledvin (mg/mm tibie) 274 + 14 319 £ 28 * 294 + 38
Skupina FHH+AKP+ACEi FHH+AKP+ATB FHH+AKP+ARNIi
Viéha potkana (g/mm tibie) 90,1 +54 103,3+5,7* 100,1 +4,4 *
Délka tibie (mm) 4,25+0,06 * 4,34 +£0,07 * 4,30 £ 0,06 *
Véha srdce (mg/mm tibie) 376 + 39 *#¥ 413 £42 *#¥ 387 £26 *#¥
Véha levé komory (mg/mm tibie) | 247 £26 *¥ 271 £24 *#¥ 258 £20 *#¥
Véha pravé komory (mg/mm tibie) | 81,6 £ 8,7 *#¥ 91,3+9,9 *#¥ 85,4+ 6,2 x#¥
Vaha plic (mg/mm tibie) 366+ 19 ¥ 398 +£27 *#¥ 393 £2] *#¥
Véha jater (mg/mm tibie) 3126 £310¥ 3741 £ 258 * ¥ 3708 £ 329 * ¥
Véha ledvin (mg/mm tibie) 278 £26 293 £ 17 202 +22

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + smérodatna odchylka. V kazdé skupiné bylo n = 10.
* P < 0,05 versus FHL kontroly * P < 0,05 versus FHH kontroly ¥ P < 0.05 versus neléteni FHH

potkani s AKP
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kontrolnim normotenznim FHL potkantim signifikantné vyssi hmotnost celého srdce i levé

komory. Zalozeni AKP u FHH potkanti vedlo k signifikantni hypertrofii celého srdce i

obou srdecnich oddilti. VSechny léCebné ptistupy navodily signifikantni zmirnéni srdecni

hypertrofie. U nelécenych FHH potkani s AKP jsme pozorovali signifikantné¢ vyssi

hmotnost plic oproti kontrolnim potkantiim, coz naznacuje znacnou zilni kongesci z ditvodu

levostranné srdecni nedostatecnosti u této skupiny. Opét vSechny lécebné pfistupy

signifikantn¢ zmirnily zilni kongesci, a tedy vahu plic, oproti neléenym FHH potkanim

Obr. 14

Ejekéni frakce levé komory (A), srdecni frekvence (B), rozmér piedni

stény levé komory v diastole (LKPSd) (C) a rozmér zadni stény levé komory
v diastole (LKZSd) (D) u kontrolnich FHL potkani (FHL KON), kontrolnich FHH
potkani (FHH KON), FHH potkanii s AKP bez lé¢by (NEL), FHH potkani s AKP
lé¢enych ACE inhibitorem (ACEi), FHH potkani s AKP léfenych AT: blokatorem
(AT:iB) a FHH potkani s AKP lééenych kombinovanym ATiB a inhibitorem

neprilysinu (ARNi) 16 tydni po zdanlivé/AKP operaci.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka. V kazdé skupin€ bylo n = 9-12.

# P < 0,05 versus FHL kontroly * P < 0,05 ** P<0,01 *** P <(,001
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s AKP. Obdobné¢ m¢li neléceni FHH potkani s AKP signifikantné t&éz$i jatra oproti
kontrolnim potkanim, nejspiSe jako projev stagnace krve pfed pravym srdcem z diivodu
jeho selhavani. I vaha jater byla signifikantné niz$i u vSech léCebnych protokolii ve
srovnani s nelécenymi FHH potkany s AKP.

Echokardiografické parametry jsou shrnuty na obrazku 14. V porovnani
s kontrolami méli neléeni FHH potkani s AKP signifikantné snizenou ejekéni frakei levé
komory (81,2 + 3,6 % vs. 70,0 £ 5,8 %, P <0,001). VSechny lécebné protokoly
signifikantné zlepSily ejek¢ni frakei v porovnani s nelécenymi FHH potkany s AKP (ACE:i:
79,6 £ 4,3 %; ATiB: 78,5 £ 2,9 %; ARNi: 80,9 £ 3,8 %; vSechny P <0,001), jak je
znazornéno na obrazku 14 A. Srdecni frekvence se u zadné skupiny signifikantné nelisila
(Obr. 14 B). Oproti kontrolnim FHL potkanim méli kontrolni FHH potkani signifikantné
vy$si rozméry LKPSd 1 LKZSd, coz spolu se signifikantnim nariistem vahy srdce znaci
hypertrofickou ptestavbu srdce jako odpoveéd’ na tlakové pretizeni. FHH potkani s AKP
vSak nem¢li oproti kontrolnim FHH potkantim véts$i rozméry LKPSd ani LKZSd. U téchto
potkani ale doSlo k vyraznému narGstu vahy srdce, coz opét ukazuje na vyraznou
excentrickou hypertrofii srdce u FHH potkant po zalozeni AKP, obdobné¢ jako tomu bylo u
HanSD a TGR potkand. Oproti neléenym FHH potkanim s AKP méli pouze potkani
s AKP léceni ACEi nebo ARNi signifikantné nizs$i rozmér LKPSd a LKZSd, zatimco u
potkant lécenych AT blokatorem se rozméry signifikantné neliSily (Obr. 14 C a D).

Na obrazku 15 jsou prezentovany parametry ziskané z tlakové-objemovych kiivek
levé komory. Maximalni rychlost vzestupu tlaku (dP/dt max) v levé komote jako ukazatel
srdeCni kontraktility byl u vSech skupin s AKP signifikantné snizeny oproti kontrolnim
FHH potkantim. V porovnani s nelé¢enymi FHH potkany s AKP méli potkani na 1écbé
ACEi 1 ARNi signifikantné zvySené hodnoty dP/dt max (Obr. 15 A). Ukazatel srde¢ni
relaxace, maximalni rychlost poklesu tlaku (dP/dt min), byl signifikantné mensi u vSech
skupin FHH potkanli s AKP oproti kontroldm. Potkani na 1é€bé ACEi a ARNi méli ve
srovnani s nelé€enymi FHH potkany s AKP signifikantn€ vyssi hodnoty dP/dt min, jak je
zndzornéno na obrazku 15 B. Pozorovali jsme zna¢né zvySeni end-diastolického tlaku
v levé komote u neléCenych AKP potkanti oproti kontrolnim FHH potkantim (4,9 + 1,6
mmHg vs. 19,4 £ 6,7 mmHg, P <0,001). VSechny lécebné protokoly signifikantné sniZily
tlak v levé komote na konci diastoly (ACEi: 11,2 + 2,4 mmHg; ATiB: 12,5 + 2,1 mmHg;
ARNi: 12,4 + 1,9 mmHg; viechny P <0,001), jak je zndzornéno na obrazku 15 C. Casova
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Obr. 15 Maximalni rychlost vzestupu tlaku v levé komore (dP/dt max) (A),
maximalni rychlost poklesu tlaku v levé komoie (dP/dt min) (B), end-diastolicky tlak
v levé komore (C) a ¢asova konstanta relaxace Tau (D) u kontrolnich FHL potkani
(FHL KON), kontrolnich FHH potkani (FHH KON), FHH potkant s AKP bez 1é¢by
(NEL), FHH potkanii s AKP lé¢enych ACE inhibitorem (ACEi), FHH potkani s AKP
lé€enych AT: blokatorem (ATiB) a FHH potkant s AKP lééenych kombinovanym
AT1B a inhibitorem neprilysinu (ARNi) 16 tydnii po zdanlivé/AKP operaci.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + smérodatna odchylka. V kazdé skupiné bylo n = 9-12.
# P < 0,05 versus FHL kontroly * P < 0,05 ** P<0,01 *** P <(,001

konstanta relaxace Tau byla signifikantné vySsi u nelécenych FHH potkanti s AKP oproti
kontrolnim potkantim. Potkani na vSech lécebnych protokolech méli opét obdobné
signifikantné zlepSené Tau oproti neléenym FHH potkaniim s AKP.

Procento ptezivsich potkanii sledovanych do 16. tydne po AKP/zdanlivé operaci je
znazornéno na obrazku 16. Na konci experimentu méli kontrolni FHH 1 FHL potkani
stoprocentni pieziti (n=10 u obou skupin). V 16. tydnu po operaci zilo pouze 57 %
nelécenych FHH potkanti s AKP (vstupni n=21). Lécba ACEi zlepsila piezivani na 83 %

vstupni n=12), zatimco 1é¢ba pomoci AT; blokatoru zlepsila piezivani na 75 % (vstupni
p p psila p p
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Obr. 16 Procento prezivSiich FHH potkani s AKP bez 1é¢by, FHH potkani
s AKP lécenych ACE inhibitorem (ACEi), FHH potkani s AKP léfenych AT:
blokatorem (ATiB) a FHH potkani s AKP léfenych kombinovanym ATiB a
inhibitorem neprilysinu (ARNi) ve sledovani do 16 tydne po zdanlivé/AKP operaci (u
kontrolnich FHL a FHH potkanii bylo preZivSich 100 % v 16. tydnu — nevyznaceno
v grafu pro prehlednost).
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* P <0,05 versus FHH + AKP bez lécby

n=12), pozorované zmény vSak nedosahly statistické signifikance. Pouze FHH potkani
s AKP na 1é€bé ARNi méli signifikantné zlepSené prezivani na 100 % (vstupni n=12).

Na obrazku 17 je znazornéna albuminurie za 24 hodin méfend v tydnech -1, 4, 8, 12
a 16 po zdanlivé/AKP operaci. Kontrolni FHL potkani méli prakticky neménné minimalni
albuminurie po celou dobu sledovani. Oproti tomu kontrolni FHH potkani méli postupné
signifikantné zhorSujici se albuminurie (1 tyden pied operaci: 63 + 42 mg/24 h; v tydnu 16
po AKP/zdanlivé operaci: 1177 + 662 mg/24 h, P <0,001). Neléceni FHH potkani s AKP
méli obdobné postupné signifikantné zhorSujici se albuminurie (v tydnu -1: 62 + 36 mg/24
h; v tydnu 16: 2222 + 340 mg/24 h, P <0,001). V tydnu 16 po zdanlivé/AKP operaci méli
neléceni potkani s AKP signifikantné vétsi albuminurii oproti kontrolnim FHH potkantm.
Vsechny lé¢ebné protokoly vedly k signifikantnimu poklesu albuminurie oproti FHH
potkantim s AKP v 16. tydnu po operaci (ACEi: 4,9 + 3,8 mg/24 h; AT blokator: 9,4 + 4,9
mg/24 h, ARNi: 7,6 £ 5,7 mg/24 h, vSechny P <0,001). Mezi jednotlivymi 1écbami nebyl

pozorovan statisticky vyznamny rozdil.
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Obr. 17 Albuminurie za 24 hodin u kontrolnich FHL a FHH potkani, FHH
potkanti s AKP bez 1é¢by, FHH potkani s AKP l1é¢enych ACE inhibitorem (ACEi),
FHH potkanii s AKP lééenych AT: blokatorem (ATiB) a FHH potkani s AKP
lé€enych kombinovanym ATiB a inhibitorem neprilysinu (ARNi) ve sledovani do 16
tydne po zdanlivé/AKP operaci.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + smérodatna odchylka pruméru

* P <0,05 versus FHH kontroly # P < 0,05 versus FHH + AKP bez 1é¢by

Na obrazku 18 je zndzornéna natriuréza za 24 hodin métena v tydnech -1, 4, 8, 12 a
16 po zdanlivé/AKP operaci. Oproti kontrolnim FHL potkanim mély vSechny skupiny
s FHH potkany signifikantn€ niz$i natriurézu. Neléceni FHH potkani s AKP méli oproti
kontrolnim FHH potkaniim signifikantn€ nizsi vylucovani sodiku za 24 hodin v 16. tydnu
po operaci (0,253 = 0,075 mmol/24 h vs. 0,101 £ 0,065 mmol/24 h, P < 0,05). FHH
potkani s AKP na 1écbé ARNi méli signifikantné vyssi natriurézu oproti nelécenym FHH
potkanim s AKP v 8., 12. a 16. tydnu po zaloZzeni AKP (v 16. tydnu 0,335 + 0,088
mmol/24 h, P < 0,001). Zarovent mé&li potkani lé€eni ARN1 signifikantné vysSi natriurézu
nez potkani 1é¢eni AT blokdtorem v 12. a 16. tydnu a nez potkani 1é€eni ACE inhibitorem

v 12. tydnu po operaci.
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Obr. 18 Natriuréza za 24 hodin u kontrolnich FHL a FHH potkani, FHH
potkanti s AKP bez 1é¢by, FHH potkani s AKP l1é¢enych ACE inhibitorem (ACEi),
FHH potkanii s AKP lééenych AT: blokatorem (ATiB) a FHH potkani s AKP
lé€enych kombinovanym ATiB a inhibitorem neprilysinu (ARNi) ve sledovani do 16
tydne po zdanlivé/AKP operaci.
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AKP bez 1écby; ¥ P < 0,05 versus FHH potkani s AKP 1é¢eni ACEi; @ P < 0,05 versus FHH
potkani s AKP léceni ATB

Glomerularni filtrace méfena pomoci clearance endogenniho kreatininu je
prezentovana na obrazku 19 A. Kontrolni hypertenzni FHH potkani méli oproti kontrolnim
FHL potkanim signifikantné vys§i GFR. Zalozeni AKP u FHH potkani vedlo
k signifikantnimu snizeni GFR, na obdobné hodnoty jako mé&li kontrolni FHL potkani. Ani
jeden z lécebnych piistupii dale hodnotu GFR u FHH potkanii s AKP neovlivnil. Frakéni
exkrece sodiku (FENa) u zvifat 16 tydnii po operaci je shrnuta na obrazku 19 B. Oproti
kontrolnim FHL potkaniim m¢li kontrolni FHH potkani signifikantné mensi FENa. FHH
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Obr. 19 Glomerularni filtrace (A) a frakéni exkrece sodiku (B) u kontrolnich
FHL potkanu (FHL KON), kontrolnich FHH potkani (FHH KON), FHH potkant
s AKP bez 1écby (NEL), FHH potkani s AKP lééenych ACE inhibitorem (ACEi),
FHH potkani s AKP lééenych AT: blokatorem (ATiB) a FHH potkani s AKP
lé€enych kombinovanym AT:iB a inhibitorem neprilysinu (ARNi) 16 tydni po
zdanlivé/AKP operaci.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka. V kazdé skupin€ bylo n = 9-12.
# P <0,05 versus FHL kontroly * P < 0,05 ** P<0,01 *** P <0,001

potkani s AKP bez 1é¢by méli nevyznamné niz8i FENa oproti kontrolnim FHH potkantim.
Lécba pomoci ARNi jako jedina vedla u FHH potkanti s AKP k signifikantnimu zvySeni

Obr. 20 Glomeruloskleroticky index (A) a index tubulointersticialniho
poskozeni (B) u kontrolnich FHL potkani (FHL KON), kontrolnich FHH potkanii
(FHH KON), FHH potkani s AKP bez 1é¢by (NEL), FHH potkanii s AKP 1é¢enych
ACE inhibitorem (ACEi), FHH potkanii s AKP lé¢enych ATi blokatorem (ATiB) a
FHH potkani s AKP lé€enych kombinovanym ATiB a inhibitorem neprilysinu
(ARNi) 16 tydnii po zdanlivé/AKP operaci.
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frak¢ni exkrece sodiku v porovnani s kontrolnimi FHH potkany, nelé¢enymi FHH potkany
s AKP i FHH AKP potkany na 1écbé samotnym AT blokatorem.

Glomerulosklerotické indexy a indexy tubulointersticialniho poskozeni jsou
prezentovany na obrazku 20. V porovnani s kontrolnimi FHL potkany vykazovali kontrolni
FHH potkani signifikantné vétsi sklerézu glomerult a poskozeni intersticia. FHH potkani
s AKP pak méli oproti kontrolnim FHH potkanim vyznamné vy$$i GSI i index
tubulointersticialniho poskozeni. VSechny 1écebné protokoly v obdobné mife chranily pied

rozvinutim glomerulosklerdzy i tubulointersticialniho poskozeni u FHH potkant s AKP.
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5. Diskuze

V ramci studia moznosti ovlivnéni renalni dysfunkce u modelu srde¢niho selhani
navozeném pomoci AKP jsme vyuzili ke zvyraznéni patofyziologickych procesi dva
kmeny potkanii. Jednak to byli TGR potkani s ANG II-dependentni hypertenzi a za druhé
to byli FHH potkani vyznacujici se hypertenzi a progresivnim zhorSovanim renalnich
funkci. Prvnim cilem préace bylo porovnat vliv ACE inhibitoru a AT; blokatoru na ledvinné
funkce u HanSD a TGR potkani s AKP. V druhé ¢asti pak byl srovnavan kombinovany
blokator AT receptoru a inhibitor neprilysinu oproti samotnému AT; blokatoru a ACE

inhibitoru u FHH potkanii s AKP.

5.1. Lécba blokatorem ATi receptoru na rozdil od ACEi zlepSuje ledvinnou

hypoperfuzi u potkani s AKP

U normotenznich HanSD i hypertenznich TGR potkanti jsme pozorovali po zalozeni
AKP a nasledném objemovém pretizeni srdce po dobu 20 tydnh pokles v ejekéni frakci
levé komory (primérnd hodnota neléCenych HanSD potkand byla 55 %, u TGR potkanti
pak 54 %). Z hlediska ejekeni frakce levé komory bychom proto mohli model srde¢niho
selhani pf1 AKP zaradit na hranici mezi srde€nim selhdnim se zachovalou ejekéni frakei a s
ejekéni frakei ve stfednim pasmu. U nelééenych potkani obou kmenii s AKP jsme
pozorovali vyznamné sniZeni prutoku krve ledvinou i GFR, coz je ve shodé€ s predchozimi
pracemi (Abassi et al. 1997, 2011). Zatimco u potkanii léenych 15 tydnl ACE
inhibitorem trandolaprilem doslo k signifikantnimu zlepSeni ejekéni frakce, na priatok krve
ledvinou nem¢la 1é¢ba vliv. Naproti tomu podavani AT; blokatoru losartanu vedlo k
signifikantnimu zlepSeni jak srdec¢nich funkci, tak rendlni hemodynamiky, jak je patrné
z obrazku 9. Jiz diive bylo popsano zapojeni AT receptoru do regulace pritoku krve
ledvinou u srde¢niho selhani pti AKP. Bylo prokazano, Ze u tohoto modelu srde¢niho
selhani hraje RAS dileZitou tlohu ve sniZzeni PKL a Ze je moZné sniZzeni PKL zvratit
zablokovanim AT, receptoru (Abassi et al. 1997; Sergey et al. 1998). Na druhé stran¢
studie, vnichz byl pouzit ACE inhibitor k potlaceni nadmérn¢ aktivovaného RAS,
neprokazaly vliv na zlepSeni PKL (Kala ez al. 2018; Oka et al. 1993b). V souladu s nasimi
pozorovanimi jsou vysledky, které jasn¢ ukazuji, Ze pouze pfimé intraven6zni podavani
losartanu, narozdil od ACE inhibitoru captoprilu, vede v akutnich podminkéch ke zvySeni
priatoku krve ledvinou u potkanii s AKP (Duggan & Tabrizchi 2016). V kontrastu s nami

pozorovanou neschopnosti ACE inhibitoru pfi podavani po dobu 15 tydnu ovlivnit PKL, je
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vsak studie, kde Stydenni 1é¢ba ACE inhibitorem vedla u potkant s AKP ke zlepSeni PKL
(Cervenka et al. 2015). Zda se proto, ze s progredujicim srde¢nim selhanim klesa
schopnost ACE inhibitoru efektivné blokovat RAS.

Pratok krve ledvinami za fyziologickych podminek dosahuje zhruba 20 %
z celkového srde¢niho vydeje. I pres takto vysoké zasobeni ledvin krvi, mohou namétené
tlaky O klesat az k 5 mmHg ve dfeni ledvin a v ke ledvin az k 50 mmHg, a to zejména
kvali vysoké spotiebé kysliku v ledvinach spojené s vysokou transportni aktivitou v
prabéhu nefronu. Proto je rendlni parenchym, a to zejména diené ledvin, vysoce nachylny
k hypoxii (Haase 2013; Liu et al. 2017). V nasi praci jsme prokazali, ze potkani s AKP bez
1é¢by stejné jako 1éCeni ACE inhibitorem maji vyznamnou renalni hypoperfuzi. U
nelécenych potkani s AKP byla navic redukce PKL doprovazena snizenim glomerularni
filtrace, zatimco u potkant 1é¢enych ACEi ziistala GFR nezménéné. Nésledkem nepoméru
mezi vysokou spotiebou kysliku v tubulech upravujicich normalni objemy primarni moci a
snizenym piisunem O; pfi vyrazné redukci prutoku krve ledvinou vznikd u téchto potkani
hypoxie v ledvin€. K potvrzeni nasi hypotézy jsme zméfili aktivitu LDH v ledviné jako
marker renalni hypoxie, kterd byla vskutku signifikantné vyS$s$i u nelécenych potkanil
s AKP stejn¢ jako u téch lé¢enych ACE inhibitorem (Obr. 12 D). To je zejména dilezite,
protoZze chronickd hypoxie vede k tubulointersticidlnimu poskozeni a podili se na
postupném ubytku renalnich funkei v pribéhu casu (Haase 2013; Liu ef al. 2017; Norman
& Fine 2006). JelikoZz u AKP potkanli lécenych AT: blokatorem nedochazi k rendlni
hypoperfuzi a tim 1 k hypoxii, je mozné 1épe zabranit ztraté ledvinnych funkci. I kdyz jsme
v této Casti prace piimo nevyhodnocovali histologii ledvin, bylo difive prokdzano, zZe
zalozeni AKP u potkant predisponuje k poskozeni zevni zony diené ledvin (Goldfarb et al.
2001).

Jak normotenzni HanSD potkani, tak hypertenzni TGR potkani s geneticky zvySenou
aktivitou RAS méli po zaloZzeni AKP signifikantné zvySené hladiny ANG II v ledviné. Po
zablokovani AT; receptoru jsme pozorovali vyrazné snizeni mnozstvi ANG II v ledving,
coz naznacuje, ze veétsSi cast ANG II se do ledviny dostavd diky AT; receptorem
zprostfedkované internalizaci ANG II. Na druhou stranu nezanedbatelné mnozstvi ANG II
je v ledvin¢€ produkovano lokalné, coz zdlraziiuje diilezitost intrarenalniho RAS (Navar
2014). V nasi praci jsme dale pozorovali, Ze AKP potkani 1éceni ACE inhibitorem m¢li
podobné hladiny ANG II v ledvin€ jako potkani na 1écbé AT blokatorem. To naznacuje,
ze u potkani s AKP muze dochézet k tzv. ,,ACE escape” fenoménu (Ma et al. 2010).
Nedostatecn¢ inhibovany intrarenalni RAS u potkanti s AKP na 1é¢bé ACE inhibitorem by
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pak vysvétloval neschopnost ACE inhibitoru signifikantné zlepsit pratok krve ledvinou u
téchto potkand. K posouzeni trovné blokady pifemény ANG I na ANG II pti ACE inhibici
jsme pouzili pomér ANG I/ANG II v plazm¢ a ledving. Jak je patrné z obrazka 11 C a 12
C, ACE inhibitor vyrazné¢ méné (pfiblizné 10x) ovlivnil pomér ANG I/ANG II v ledviné
nez v plazm¢. Takze zatimco v plazmé byla pfeména ANG I na ANG II dostate¢né
inhibovana, v ledvin¢ zistala schopnost produkce ANG II alesponn Casteén¢€ zachovana.
Dalsi faktor, ktery se mohl podilet na rendlni hypoperfuzi kromé¢ zvySené aktivace
intrarendlniho RAS u AKP potkanti 1écenych ACE inhibitorem, byla zvysend odpovéd
renalnich cév na ANG II (Obr. 10 A a B).

Angiotenzin 1-7 jako hlavni efektor alternativniho ramena RAS kaskady je také
zapojeny do regulace rendlnich funkci a mimo své organoprotektivni a dal§i vlastnosti
navozuje vazodilataci v cévach ledvin a tedy zvySuje pritok krve ledvinou (Becari et al.
2011; Santos et al. 2017). V nasi praci jsme naméfili vysoké plazmatické koncentrace
ANG II u potkanti s AKP 1écenych AT blokatorem. Bylo by tedy logické predpokladat, ze
u téchto potkanti bude dochézet ke zvySené pfeméné vysokych koncentraci ANG II skrze
ACE2 na angiotenzin 1-7 a ten pak navodi ndmi pozorované zvySeni pratoku krve
ledvinou. Tuto hypotézu podporuje fakt, ze diive byly dokumentovany zvySené exprese
ACE2 v ledvinach potkanti s AKP (Cohen-Segev et al. 2014). V nasi studii jsme vSak u
zadné ze skupin nenaméfili rendlni koncentrace angiotenzinu 1-7 vyssi, neZ je detekcni
limit vysoce senzitivni metody kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii.
Nezda se proto, ze by nami pozorovany vzestup prutoku krve ledvinou u AKP potkand
lé€enych AT, blokatorem byl angiotenzin 1-7 dependentni, pfipadn¢ angiotenzin 1-7 hraje
pouze malou tlohu ve vzestupu PKL u téchto potkani.

U potkanli s AKP vétSinou dochazi ke zhorSeni GFR, tak jak bylo pozorovano nami
snizeni GFR u potkanii s AKP vSak zatim neni pfesné objasnén a nabizi se nckolik
moznosti. Za prvé, obdobné jako je tomu v ptipadé poklesu PKL, musime zvazit vliv
nadmeérné aktivace RAS na GFR u potkani s AKP. ANG II jako nejdilezitejsi peptid RAS
kaskaddy ma schopnost kontrahovat jak aferentni, tak eferentni arteriolu v ledvinach skrze
AT, receptor. AvSak aferentni arteriola je za fyziologickych podminek uchranéna pied
ANG II navozenou vazokonstrikci diky kontraregulacnim mechanizmiim, a to zejména
diky NO systému. Neschopnost NO systému kompenzovat vazokonstrikci navozenou
excesivni aktivaci RAS u potkanti s AKP byla jiz diive popsana (Abassi et al. 1997, 1998).
Je proto divodné se domnivat, Ze u potkani s AKP dochazi diky ANG II k vazokonstrikei
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na aferentni i eferentni arteriole glomerulii ledvin, coz vede k poklesu PKL, asociovanému
s nartstem renalni vaskularni rezistence a s poklesem GFR. Dal§i mozny mechanizmus
poklesu GFR u potkanii s AKP by mohl byt vzestup tlaku v rendlni véné. Vysoky tlak
v rendlnich vénach u zvirat s AKP byl jiz diive popsan jak v akutnich, tak v chronickych
tlaku v rendlni véné dochazi k poklesu GFR a to pfi zachovani pritoku krve ledvinou
(Fiksen-Olsen et al. 1992). Autoii v ni argumentuji, ze jakmile dojde k elevaci tlaku
v rendlni véné, nasledné zvyseni tlaku v intersticiu ledvin komprimuje renalni tubuly coz
vede ke zvySeni tlaku v renalnich tubulech a naslednému poklesu GFR pii snizeni rozdilu
hydrostatickych tlakti na glomerularni membrané. Navic pii elevaci tlaku v rendlni véné
dochdzi ke zvySené produkci reninu v ledvin€ a tudiZ 1 k aktivaci intrarendlniho RAS
(Kishimoto et al. 1973). NejspiSe tedy dochazi k poklesu GFR kombinaci vySe uvedenych
mechanizmii u potkanii s AKP, jelikoz u nelécenych HanSD i TGR potkanti s AKP jsme
pozorovali zvySeni tlaku v rendlni véné, zvyseni koncentraci ANG II v ledving a pokles
v GFR. Pokud jsme inhibovali RAS u téchto potkand, at’ uZ ACE inhibitorem nebo AT
blokatorem, doslo u nich k vyraznému poklesu tlaku v renalni véné a zlepSeni GFR.
Vyrazné snizena dostupnost NO v ledving i pfes zvySené exprese rendlni eNOS byla
1997, 1998). Navic byl tento proces zavisly na ANG II pisobenim pies AT receptor,
jelikoz po zablokovani AT receptoru dosSlo u potkanli s AKP ke zlepSeni PKL. V nasi
praci jsme potvrdili, Ze potkani s AKP maji zvySené exprese eNOS v ledviné, a to zejména
potkani bez 1écby a potkani 1éceni ACE inhibitorem (Obr. 13 D). V naSem experimentu
byla také potvrzena niz8i dostupnost NO, jelikoZ neléceni AKP potkani a potkani s AKP na
lécbé ACEi méli niZsi vylucovani NOx do moci. Naopak u potkanti s AKP lécenych AT
blokatorem doslo k vyraznému zlepseni dostupnosti NO (Obr. 13 C). To jasné prokazuje,
ze dostupnost NO v ledvin€ se vyznamné podili na regulaci renadlni hemodynamiky u
potkanti s AKP. Neschopnost tvofit dostatecné mnozstvi NO u potkanti s AKP pak vede ke
kompenzatorni nadmérné expresi eNOS. Navic jme pozorovali, Ze acetylcholin, na
endotelu zavisly vazodilatator, vyvolal mensi vzestupy PKL u nelécenych potkanti s AKP
nez u kontrolnich potkanti. Naopak v kontrastu s tim méli AKP potkani na 1écbé ACEi po
podani acetylcholinu vyssi odpovédi v pritoku PKL (Obr. 10 E a F). To znadi, Ze endotel
renalnich cév je pln€ schopny vazodilatace u AKP potkanti na 1é¢bé ACEi. Navzdory tomu
ale u téchto potkanti nedochazi ke vzestupu PKL. SniZzend produkce NO miiZe mit celou

fadu pticin vcetné tvorby ANG II a ROS v ledviné. Oba tyto mechanizmy mohou hrat roli
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ve snizen¢ produkci NO u potkani s AKP. Jednak, jak bylo diskutovdno vysSe, renalni
koncentrace ANG II byly zvysené u nelééenych potkani s AKP a IéEba ACE inhibitorem
nedostatecné zablokovala intrarenalni produkci ANG II, a tudiz i jeho ptisobeni v ledving.
Za druhé jsme pozorovali, Zze neléceni potkani s AKP a potkani 1éceni ACE inhibitorem
méli zvySené mnozstvi produktti oxidativniho stresu v ledving, jak je vidét na obrazku 13
A a B. ZvySeny oxidativni stres v ledviné pak vede k renalni vazokonstrikci, zvysSené
reaktivit¢ na ANG II, bioinaktivaci NO a k zvysené aktivité SNS v ledviné (Araujo &
Wilcox 2014; Carlstrom et al. 2015).

V regulaci rendlni hemodynamiky hraje dulezitou tlohu také sympaticky nervovy
systém. Zvysend aktivita rendlniho SNS vede jednak k arteriolarni vazokonstrikci a za
druhé k produkci reninu a tim ke zvySeni aktivity RAS. Ve shodé¢ s ptredchozimi
pozorovanimi jsme naméfili signifikantné vys$si plazmatické koncentrace noradrenalinu u
nelécenych potkani s AKP (Abassi et al. 2011). Navic jsme pozorovali u AKP potkanil
lé¢enych ACE inhibitorem vyznamné¢ zvySenou reaktivitu renalnich cév na intravendzni
bolusy noradrenalinu. V porovnéni s tim jsme vidé€li u potkanii 1écenych AT; blokatorem
sniZzenou aktivitu rendlniho SNS. Neschopnost dostatecné vazodilatace u AKP potkant
vykazujicich renalni hypoperfuzi tak mize byt 1 vysledkem vzajemného propojeni RAS a
SNS. Tato hypotéza je navic podpotfena faktem, Ze inhibice rendlnitho SNS pomoci
denervace ledvin vede ke zlepSeni nadmérné aktivace RAS u zvifeciho modelu srde¢niho
selhani (Sharp et al. 2018). U TGR potkanti s AKP vedla rendlni denervace navic
ke zlepSenému ptezivani, avSak vzestup PKL u téchto potkanii pozorovan nebyl
(Honetschlagerova et al. 2021a).

Na zéklad¢ naSich vysledkil a s ohledem na vySe zminéné se domnivame, Ze u
potkani s AKP dochazi ke zlepSeni renalni hemodynamiky diky nasledujicim faktortm,
respektive interakcemi mezi nimi. Za prvé zvySené hladiny renadlniho ANG II u nelécenych
AKP potkanti vedou k vazokonstrikci v ledvinach, zvySené produkci ROS a snizené tvorbe
NO. Obdobné¢ je tomu u potkanti s AKP lé€enych ACE inhibitorem, kde nedostatecné
utlumena tvorba ANG II v kombinaci se zvySenou citlivosti rendlnich cév na ANG II
nebyla schopna zlepsit renalni hemodynamiku. A zda se, ze pouze zablokovanim AT
receptoru je mozné efektivné utlumit intrarenalni RAS a potlacit tak tyto negativni
dasledky ptsobeni ANG II na renalni hemodynamiku. Za druhé, hypoxie v ledviné déle
stimuluje produkci ROS (Honda et al. 2019), coz vede k bioinaktivaci NO a dalsi
vazokonstrikci v ledviné. A za treti, zvySend aktivita SNS, obzvlast¢ u AKP potkant

1é¢enych ACE inhibitorem, podporuje aktivaci RAS a podili se na rendlni vazokonstrikei.
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V souhrnu se da fict, ze blokada AT receptoru je U€inngj$i nez inhibice ACE ve zlepSeni
rendlni hemodynamiky u potkant s AKP, zejména za podminek zvySené¢ RAS aktivity u
TGR potkanti.

Na zaklad¢ nasich dat z vah srdci a tloustky stén srdce ziskanych echokardiografii u
potkant s AKP, se na druhou stranu zdd, Zze AT blokatory nezlepSuji excentrickou srde¢ni
hypertrofii tak efektivné jako ACE inhibitory. Coz je v kontrastu s tim, ze AT, blokatory
naopak zlepSovaly rendlni hypoperfuzi u potkani s AKP na rozdil od ACE inhibitort.
Klinické studie na pacientech se srdecnim selhanim, které porovnavaly ucinek ACE
inhibitord a AT blokatorti, neukazaly signifikantni rozdil v mortalité¢ pacienti 1é¢enych
obéma skupinami l€ki. V nékterych studiich se ukazovaly ACE inhibitory jako G¢inngjsi
ve zlepSeni kardialnich funkci, zatimco v jinych AT, blokatory vice snizovaly u pacientil
s CHSS pocet hospitalizaci pro dekompenzaci srdecniho selhani (Dell’Italia 2011; Dézsi
2014; Tai et al. 2017). Na zaklad¢ nami prezentovanych vysledkii jsme toho nazoru, ze
zatimco AT blokatory jsou u¢innéjsi ve zlepSeni rendlni dysfunkce u srde¢niho selhani,
tak ACE inhibitory dokdzi 1épe pfedchazet srdecni hypertrofii plynouci z AKP. Tyto
zavéry vSak vyzaduji dal$i studie, které by jasné¢ objasnily rozdilné protektivni
mechanizmy obou skupin 1€kd. Vysvétlovalo by to vSak fakt, Ze jsme nepozorovali
rozdilnou umrtnost u potkantt s AKP lécenych ACE inhibitorem nebo AT; blokatorem.
Nase vysledky by také mohly znovuotevtit otazku potencidlniho benefitu z kombinované
1écby pomoci ACE inhibitoru a AT, blokatoru u pacientd se srde¢nim selhanim. Na druhou
stranu je tieba zminit, Ze velka klinicka studie, ktera hodnotila kombinovanou 1écbu ACE
inhibitorem spolu s AT; blokatorem u pacientll s vysokym rizikem pro srdecni piihody
prokazala signifikantné vyssi Cetnost nezddoucich Uc¢inkd vcetné hypotenze, synkopy,
rendlni dysfunkce a hyperkalémie u kombinované 1é€by nez u monoterapie kterymkoli
z preparati. (Yusuf et al. 2008). Obdobn¢ ukdzala metaanalyza ¢tyf studii na pacientech
s levostrannou srde¢ni nedostatecnosti zvySené procento nezddoucich ucinki u pacientl na
kombinované 1é¢bé ACE inhibitorem a AT; blokatorem (Phillips et al. 2007). 1 kdyz
selhanim na kombinované 1€¢b€ nez u monoterapie (Dimopoulos et al. 2004), v soucasné
klinické praxi neni kombinovand lé€ba pomoci ACE inhibitoru a AT; blokatoru
doporucovana (Holdiness et al. 2011). Nicméné vzhledem k heterogenité pacientli se
srdecnim selhanim se zachovalou ejekéni frakei jsme toho nédzoru, Ze urcita podskupina
pacientl, u nichz dominuje zejména objemové pietizeni (tj. napiiklad pacienti

s chlopennimi vadami, arteriovendéznimi fistulemi, tézkymi anémiemi), by mohla
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profitovat z kombinované 1écby ACE inhibitorem a AT; blokatorem. K ovéfeni této
hypotézy budou ale potieba dalsi studie.

TGR potkani jsou spolehlivy model ANG II dependentni hypertenze, diky konstantni
expresi vlozeného mysiho Ren-2 genu (Langheinrich et al. 1996). V porovnani s HanSD
potkany u nich dochazelo po zalozeni AKP pozoruhodné diive k dekompenzaci srde¢niho
potkanti s AKP jako naptiklad zvySena tvorba ROS, zvySena aktivita renalni LDH, snizena
produkce NO v ledvin€, v mnohem vétsi mife vyjadieny u TGR potkani s AKP. To
podporuje nas zavér, ze zmeény pozorované u modelu srde¢niho selhani zalozeném na AKP
jsou alespon ¢astecné ANG II dependentni (Abassi et al. 1997). Na druhou stranu vSichni
spontann¢ hypertenzni potkani, ptredstavujici na ANG II nezavisly model hypertenze,
vykazovali jiz 2 tydny po zaloZzeni AKP zndmky dekompenzace srdecniho selhani, zatimco
kontrolni normotenzni Wistar potkani tyto znamky prakticky nevykazovali (Oka et al.
1993a). Je tedy mozné, ze vysoky tlak samotny, nehled¢ na jeho pficinu, zhorSuje prubéh
srdecniho selhani. Zajimavé je také nase zjisténi, Ze u kontrolnich a nelé€enych AKP TGR
potkani doSlo k vyznamnému snizeni koncentrace ANG I v ledviné. Dohromady
s vysokymi hladinami rendlniho ANG II u téchto potkanti to mlze znamenat, Ze zde
dochéazi k potlaceni intrarendlniho RAS diky negativni zpétné vazbé€ z aktivovaného
systémového RAS. Druhou mozZnosti je, Ze zde dochazi ke stimulaci intrarendlniho RAS a
zejména ke stimulaci rendlni ACE aktivity diky aktivit€¢ komponent systémového RAS tak,
jak jiz bylo popsano u jinych chorobnych stavii (Navar 2014). K zodpovézeni této otazky
by vSak byly potteba dalsi experimenty.

Limitaci této ¢asti prace je skutecnost, Ze experimenty na potkanech byly provadény
v celkové anestezii, kterd mize ovlivnit rendlni hemodynamiku. MoZnym feSenim
v budoucnu by tak byly dlouhodobé experimenty na bdélych potkanech za pouziti
radiotelemetrickych sond méficich tlak krve a prutok krve ledvinou. Dalsi limitaci nasi
prace je fakt, ze jsme neméfili parametry pravé komory srdce. Vliv pravostranné srdecni
nedostatecnosti na renalni funkce byl jiz diive popsan (Bansal ef al. 2018). Budouci studie
by se tudiz mély zaméfit u tohoto modelu srdecniho selhani na definovani vlivu

pravostranné srde¢ni nedostatecnosti na rozvoj renalni dysfunkce.
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5.2. Sakubitril/valsartan zlepSuje prezZiti potkanii s kardiorenalnim syndromem
oproti samotnému valsartanu i trandolaprilu diky vys$Simu vyluéovani sodiku

ledvinami

U hypertenznich FHH potkanti doslo po zalozeni AKP obdobné¢ jako u TGR potkanti
k vyraznému vzestupu mortality. Lécba ACE inhibitorem nebo samotnym AT; blokatorem
zlepsila preziti potkanti v obdobné mite, coz potvrzuje nasi domnénku, ze ackoliv nejspise
existuji rozdily v mechanizmu protektivniho G¢inku obou skupin 1éka, vysledny efekt na
mortalitu je srovnatelny. Nase vysledky vSak zejména jasné¢ ukazuji, Ze pouze
kombinovana 1é€ba pomoci ARNI signifikantné zlepSuje ptfezivani u FHH potkant s AKP
experimentalnich modeld srde¢niho selhani v¢etné infarktu myokardu (Chang et al. 2019;
Kompa et al. 2018; Masanobu et al. 2017; Suematsu et al. 2016; Trivedi et al. 2021),
uremické kardiomyopatie (Suematsu et al. 2018), vysokoslané diety u Dahl sil-
senzitivnich potkanii (Zhang et al. 2021) a insuficience aortalni chlopné (Maslov et al.
2019). Pti kombinovaném postizeni ledvin jako je tomu u FHH potkanti a objemovém
pretizeni srdce pomoci AKP vSak experimentalni data o uc¢innosti ARNi dosud chybéla. U
pacienti se srde¢nim selhanim s redukovanou ejekéni frakci byla kombinovana lécba
ARNI vice G¢inna nez samotnd inhibice RAS inhibitorem ACE (Kario 2018). U pacientil
s CHSS se zachovalou ejekéni frakei se vSak tento pfiznivy efekt nepotvrdil (Solomon et
al. 2019). Avsak sekundarni analyzou u podskupiny pacienti s CHSS se zachovalou

2 se ukazal

ejekéni frakci a chronickou rendlni insuficienci s GFR < 60 ml/min/1,73 m
signifikantni protektivni efekt ARNi oproti samotnému AT blokatoru valsartanu
(Causland et al. 2020), coz dobte koreluje s naSimi vysledky.

Spolu se snizenou mortalitou jsme u FHH potkant s AKP na 1écbé ARNi pozorovali
signifikantni zlepSeni vylu¢ovani sodiku ledvinami, jak je patrné z obrazku 18. Predchozi
studie ukézaly, Ze u potkanli s AKP dochézi k zadrzovani sodiku a tudiz i vody ledvinami i
ptes nasobné vyssi koncentrace cirkulujicich natriuretickych peptidii (Abassi et al. 1991).
Glomeruly zvifat s AKP totiz vykazuji vyrazn€ utlumenou natriuretickou reakci na
natriuretické peptidy (Hoffman et al. 1988; Norling et al. 1996; Reiser et al. 1992).
Snizend reaktivita na natriuretické peptidy je u potkani s AKP zplisobena zejména
nadmérnou aktivitou RAS, jelikoz jeho inhibice at’ uz ACE inhibitorem nebo AT
blokatorem vede ke zlepSeni schopnosti ledvin vylucovat sodik po podani ANP nebo po
volumexpanzi (Abassi et al. 1990; Reiser et al. 1992). Vylucovani sodiku u zvitrat

s experimentalnim srdecnim selhdnim také zvySuje inhibice neprilysinu (Chen ef al. 1999).
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Kombinovand 1écba ACE inhibitorem a inhibitorem neprilysinu avS$ak nevedla k dal§imu
zlepSeni vylucovani sodiku ledvinami u potkani s AKP, nejspise diky pozorovanému
velkému sniZeni systémového tlaku krve a tudiz sniZzeni tlakové natriurézy u kombinace
téchto latek (Kirk & Wilkins 1996). Naopak v nasem experimentu vedla kombinovana
lécba pomoci ARNi k vyraznému zlepSeni natriurézy u FHH potkant s AKP, pfi¢emz
systémovy tlak se u téchto potkanii signifikantné nelisil od potkanii 1é€enych samotnym
AT, blokdtorem nebo ACE inhibitorem. Schopnost ARNi navodit signifikantné¢ vyssi
natriurézu v porovnani s monoterapii AT blokatorem byla popsana na experimentalnich
modelech ANG II dependentni i na ANG II nezavislé hypertenzi (Kusaka et al. 2015;
Wegner et al. 1996).

Nase data u kontrolnich FHH potkani ukazuji progresivni albuminurii, kterd je dana
zejména glomerularni hyperfiltraci, spolu s glomerulosklerozou a poskozenim
tubulointersticia, coz je v souladu s pfedchozimi pracemi (Dolezelova et al. 2016; Simons
et al. 1993a, 1993b). Po zalozeni AKP u téchto potkant pak doslo k dal§imu vyznamnému
navySeni albuminurie, kterd dosdhla dvojnasobku hodnot pozorovanych u kontrolnich FHH
potkanii v 16. tydnu po operaci. V kontrastu s tim vSak doslo k ,,normalizaci GFR u AKP
FHH potkanli na srovnatelnou uroven pozorovanou u kontrolnich normotenznich FHL
potkanti, jak je patrné zobrazku 19. To by odpovidalo hypotéze, ze glomeruldrni
hyperfiltrace je u FHH potkand ddna kombinaci vysokého systémového tlaku a poskozené
autoregulace PKL, dané zejména dysfunkénim endotelem neschopnym intrarendlni
produkce vazodilatacnich faktori jako je NO (Dolezelova et al. 2016). Poklesem
systémového tlaku u FHH potkanii po zalozeni AKP diky pfidani nizkoodporového feciste
vedouci k poklesu systémové vaskularni rezistence, coZ je jev pozorovany i v jinych
modelech hypertenze (Cervenka et al. 2015; Oka et al. 1993a), doslo k normalizaci
glomerulérni filtrace. Nicméné jak je vidét z naSich dat, poskozeni ledvin u FHH potkant
s AKP dale progredovalo oproti kontrolnim FHH potkanim. VSechny lé¢ebné protokoly
do podobné miry signifikantné zlepSily jak histologické parametry poskozeni ledvin, tak
vyrazné snizily albuminurii, a to az 200x v porovnani s nelé¢enymi AKP FHH potkany
(Obr. 17), pticemz GFR se ani u jedné ze skupin signifikantné nelisila. To je obzvlasté
dulezity poznatek, jelikoz u FHH potkanii s AKP 1écenych ARNi by se dalo predpokladat,
ze zvysSené hladiny natriuretickych peptidii pfi inhibici neprilysinu povedou k naristu
GFR, coz je jejich znamy ucinek (Volpe 2014), a naslednému zvySeni albuminurie a

glomeruloskleroze. Nase data ohledné ARNi jsou navic v souladu s vysledky na modelu
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chronického onemocnéni ledvin navozeném pomoci 5/6 nefrektomie, kde byl prokazan
vyssi renoprotektivni efekt ARNi oproti samotnému AT, blokatoru (Ushijima et al. 2017).

FHH potkani s AKP vykazovali oproti kontrolnim FHH potkanim signifikantné
zhorSené parametry systolické funkce levé srde¢ni komory (pokles ejekéni frakce, dP/dt
max) spolu s vyznamnym poskozenim diastolické funkce levého srdce (nartist dP/dt min,
Tau, end-diastolického tlaku). U FHH potkani s AKP terapie ACE inhibitorem i ARNi do
obdobné miry signifikantné zlepSila vSechny méfené parametry systolické i1 diastolické
srdecni funkce, na rozdil od monoterapie AT; blokatorem, ktera signifikantné zlepSila
pouze ejekéni frakci, end-diastolicky tlak a Tau. Nase vysledky jsou ve shod¢
s pozorovanimi na analogickém modelu srde¢niho selhdni pii objemovém pietizeni srdce
diky uméle navozené aortdlni insuficienci, kde kombinovand 1é€ba ARNi na rozdil od
terapie samotnym AT, blokatorem signifikantn¢ zlepSila vSechny parametry systolické 1
diastolické srde¢ni funkce (Maslov et al. 2018). Pokud vsak byla 1é¢ba zapocata ihned po
navozeni srdecniho selhani u tohoto modelu, efekt ARNi na zlepSeni relaxace levé srde¢ni
komory se vytratil (Maslov et al. 2019). Signifikantné lepsi kardioprotekce ARNi oproti
1¢cbé samotnym AT; blokatorem valsartanem byla potvrzena i na dalSich modelech
srdecniho selhani (Trivedi et al. 2021; Zhang et al. 2021). Ackoliv se v naSi praci
v srde¢nich funkcich FHH potkani s AKP léeni ACE inhibitorem a ARNi signifikantné
nelisili, jak je vidét z obrazkd 14 a 15, tak na modelu srdecniho selhani na podkladé
srdecniho infarktu bylo ARNi signifikantné G¢innéj$i neZ ACE inhibice v prevenci srdecni
remodelace a dysfunkce (Kompa ef al. 2018). Tato diskrepance mize byt jednak dana
rozdilem v uzitém modelu srde¢niho selhadni, za druh¢ i1 pouzitim jiného ACE inhibitoru,
které se mezi sebou miizou liit v u€innosti (Sun et al. 2016), protoze pouzité davky ARNi
se vnaSi praci a praci publikované Kompem a spolupracovniky vyznamné neliSily.
V souhrnu se d& vSak konstatovat, Ze zatimco byl vliv vSech léCebnych pfistupi na
kardialni funkce u FHH potkanii s AKP obdobny, 1écba ARNI jako jediné znatelné zlepsila
renalni exkre¢ni funkce.

Experimentalni model kombinovaného poskozeni funkce srdce a ledvin, jako je tomu
u FHH potkani po zaloZzeni AKP, dobie napodobuje klinickou situaci kardiorendlniho
syndromu u pacientl se srde€nim selhdnim se zachovalou ejekéni frakei levé komory nebo
s ejekeéni frakci ve stfednim pasmu. Na modelu FHH potkana s AKP, avSak s rozdilem
zalozeni pistéle ve 12. tydnu Zivota potkana (na rozdil od 24. tydne v nasi préci), byly
diive popsany renoprotektivni vlastnosti solubilni epoxid hydroladzy (Vackova ef al. 2019).

Naproti tomu snaha o zvraceni progrese priubc¢hu srde¢niho selhdni pomoci denervace
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ledvin se u tohoto modelu ukézala jako neti€¢innd (Honetschlagerova et al. 2021b), ackoliv
selhani pfi experimentalné navozeném srde¢nim infarktu (Polhemus ef al. 2017; Sharp et
al. 2018). Diky heterogenité¢ pfi¢in vzniku srdecniho selhéni v klinické praxi je proto pii
hledani novych terapeutickych postupli potieba pracovat s vyhodami a limitacemi
jednotlivych experimentalnich modelti srde¢niho selhdni a ovéfit jejich ucinnost na vice
modelech (Riehle & Bauersachs 2019).

Limitem této Casti prace je za prvé skutecnost, ze nebyly provedeny experimenty
detailn¢ studujici renalni hemodynamiku vcetné méfeni PKL, které by objasnily vliv ARNi
na kombinované poskozeni funkce ledvin a srdce. Za druhé, stejné jako u pfedchozi ¢asti,
nebyly zmétfeny parametry funkce pravé komory, kterd pravdépodobné také hraje dilezitou
ulohu pfii progresi srdeéniho selhdni u tohoto modelu. Déle je také mozné, Zze delSi doba
sledovani u lécenych skupin by umoznila vidét dalsi organoprotektivni efekt ARNi oproti

ACE inhibitoru, tak jak byl pozorovan v jinych studiich (Kompa et al. 2018).
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6. Zavéry prace

Vysledky této prace porovnavaji vliv riiznych farmakologickych pfistupi na
ovlivnéni rendlnich funkci u preklinického modelu CHSS navozeného pomoci aorto-
kavalni pistéle. Prezentované vysledky jsou zejména unikatni pouzitim tohoto modelu
CHSS, ktery se klinicky blizi nejvice srde¢nimu selhani s ejekéni frakei ve stiednim
pasmu, jednotce s dosud nedostatecné definovanymi patofyziologickymi mechanismy a
ztoho vyplyvajici absenci specifické farmakologické 1écby. Dale jsou tyto vysledky
jedinecné v délce rozvoje CHSS u potkant a v dlouhém podavani farmak potkanim, coz
dobie odpovida klinickému stavu. Doktorand v ramci svého Ph.D. studia provadél veskeré
¢asti pokusi, od planovani se stanovenim cilli prace, ptes provadéni a vyhodnoceni vSech
in vivo pokust, dale se podilel na laboratornim zpracovani ziskanych vzorkl a nésledné
analyze, a kone¢né provadel zhodnoceni i statistické zpracovani vysledkt préace.

U normotenznich HanSD a zejména hypertenznich TGR potkanli s navozenym
srdecnim selhdnim pomoci AKP zlepsila 1é¢ba AT, blokatorem pratok krve ledvinou, na
rozdil od 1écby ACE inhibitorem. GFR pfitom byla u obou 1é¢ebnych piistupii zachovana.
Diky zlepSeni rendlni hypoperfuze vykazovali potkani léceni AT; blokatorem ustup
hypoxie v ledviné. Zaroven vykazovali AKP potkani 1é¢eni AT blokatorem nizsi tvorbu
ROS, zlepSenou dostupnost NO v ledvin€ a normalni aktivitu SNS oproti potkaniim
1écenych ACE inhibitorem. Zaroven vsak vysledky naznacuji, ze AT blokatory nezlepSuji
excentrickou srdeni hypertrofii tak efektivné jako ACE inhibitory, jelikoZ nékteré
parametry vah srdci a tlouStky stén srdce ziskanych echokardiografii u potkant s AKP
byly vyznamné zlepseny u potkanti lécenych ACE inhibitorem, oproti potkanim lécenych
AT blokéatorem.

Hypertenzni FHH potkani s AKP s kombinovanou dysfunkci srdce a ledvin
vykazovali obdobné zlepSeni kardidlnich funkci ve vSech 1é¢ebnych protokolech. Potkani
s AKP méli pii kombinované 1é¢bé ARNi, na rozdil od 1€¢by samotnym AT; blokatorem
byly u vSech 1écebnych pfistupti zlepSeny albuminurie a histologické parametry poskozeni
ledvin. Pouze FHH potkani s AKP 1é¢eni ARNi vykazovali signifikantné vyssi vyluovani

sodiku ledvinami oproti nelé€enym potkantim.
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7. Souhrn

U HanSD i hypertenznich TGR potkani s AKP jsme pozorovali jasné rozdily
v ovlivnéni renélnich funkci riznymi pfistupy blokady RAS. Lécba AT: blokatorem, na
rozdil od 1écby ACE inhibitorem, zlepSila renalni hypoperfuzi a zabranila tak hypoxii
v ledviné. Prokazali jsme, ze neschopnost ACE inhibitoru zlepsit ledvinnou hypoperfuzi u
potkant s AKP je nejspise dusledek nedostate¢né utlumeného intrarendlniho RAS spolu se
zvySenou aktivitou SNS pifi vycerpané kapacité kompenzatornich mechanizmi, a to
zejména NO.

Zarovenn jsme prezentovali u hypertenznich FHH potkant s AKP, ptedstavujici
experimentalni formu kardiorenalniho syndromu, Zze pouze kombinovana 1écba ARNI,
v porovnani s Ié¢bou samotnym AT; blokatorem nebo ACE inhibitorem, signifikantné
zlepsuje ptezivani potkand, a to zfejmé diky zlepSenému vylu€ovani sodiku ledvinami.

Na zéklad¢ prezentovanych dat 1ze souhrnné fici, Ze u modelu srde¢niho selhdni na
podkladé objemového pretizeni pti AKP 1é¢ba AT blokatorem ucinngji vede ke zlepSeni
rendlni hemodynamiky nez lécba ACE inhibitorem. Zaroven jsme ukazali na
experimentalnim modelu kombinované dysfunkce srdce a ledvin, Ze kombinovana terapie
ARNI Iépe predchazi imrti neZ monoterapie AT blokatorem nebo ACE inhibitorem a

mohla by tak byt u€innou 1écebnou strategii pro pacienty s kardiorenalnim syndromem.
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8. Summary

We showed that there are important differences in impact of different RAS-
inhibiting drugs on renal functions in normotensive HanSD as well as hypertensive TGR
rats with high-output heart failure. An AT receptor blocker administration, dissimilarly to
an ACE inhibitor treatment, was shown to prevent renal hypoperfusion and hypoxia. The
failure of ACE inhibition to ameliorate renal hypoperfusion in rats with heart failure may
be a consequence of insufficiently suppressed intrarenal RAS along with enhanced renal
SNS activity in the face of depleted compensatory mechanisms, namely NO.

Furthermore, our results show that in hypertensive FHH rats with aorto-caval
fistula, an experimental model of a cardiorenal syndrome, only rats treated with ARNi
displayed significantly improved survival compared to untreated rats, in contrast to an
ACE inhibitor administration or treatment with AT receptor blocker alone. Additionally,
survival improvement was in ARNi-treated rats probably caused by a marked increase in
natriuresis.

Based on the presented results, we conclude that an AT, receptor blocker treatment
improves renal hemodynamics in an experimental model of high-output heart failure
induced by placement of an aorto-caval fistula, unlike treatment with an ACE inhibitor.
Moreover, we showed in an experimental model of combined heart and kidney dysfunction
that ARNi administration leads to improved survival, unlike monotherapy with an AT,
receptor blocker or an ACE inhibitor. Therefore, ARNi-based treatment could be an

effective treatment in patients with cardiorenal syndrome.
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