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Abstrakt

Veronika Mazacova

Vliv Sunitinibu na endotelidlni expresi hemooxygenazy I u hypertenznich potkani.
Bakalaiska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Zdravotnicky laborant

Cil prace: Sledovali jsme expresi enzymu hemoxygenazy V aorté u spontanné

hypertenznich potkant (SHR) s ohledem na podavani sunitinibu.

Metody: Pouzili jsme samce SHR potkanu. Tito potkani byli rozd€leni na dvé skupiny,
V nich jedné skupiné byl podavan sunitinib a druhé, kontrolni skuping, pouze voda.
SHR potkantim byl sunitinib podavan ve schématu: 8 tydnli podavani/5 tydnt pauza/8
tydni podavéani. Nésledn¢ byla provedena imunohistochemicka analyza odebranych
aort. Detekce exprese hemoxygendzy byla provedena pomoci metodiky En Vision
s detekci pomoci DAB.

Vysledky: Imunohistochemické barveni hemoxygenazy jsme provedli u 60 preparati.
Imunohistochemicka analyza prokazala expresi HO-1 pouze v bunkach cévniho
endotelu u obou skupin zvifat. Exprese byla detekovana u vSech zvifat v obou
skupinach avSak exprese HO-1 byla vyrazné silnéjsi u skupiny potkant, kterym byl
podavan sunitinib. Stereologicka analyza prokazala statisticky vyznamny nartst exprese

HO-1 u potkanti, kterym byl podavan sunitinib ve srovnani s neléenou skupinou.

Zaver: Imunohistochemicka analyza ukdzala expresi HO-1 pouze u endotelovych
bunék aorty. Podavani sunitinibu vedlo k signifikantnimu nartistu exprese HO-1 ve
srovnani s nelécenou skupinou, coZ bylo prokédzano pomoci imuhistochemickych a
stereologickych metod. Podavani Sunitinibu ovliviiuje cévni endotel, takZe je potieba

brat v iivahu jeho potencidlni toxické ucinky v cévnim fecisti.



Abstract

Veronika Mazacova

Sunitinib effects on endothelial expression of heme oxygenase | in hypertensive rats.

Bachelor thesis
Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Medical laboratory technician

Background: We observed the expression of heme oxygenase 1 in the aorta of

spontaneously hypertensive rats (SHR) treated with sunitinib.

Methods: We used the male of Spontaneous hypertensive rats (SHR). This rats was
divided into two groups. One of group received sunitinib and the second, control group,
which received only water. SHR were treated by sunitinib in the following treatment
scheme: 8 weeks treatment/5 weeks pause/8weeks treatment. After that
immunohistochemical analysis of segments aorts were executed. Detection of
expression of heme oxygenase was performed using the method of En Vision with

detection using DAB.

Results: We performed the immunohistochemical staining of heme oxygenase in 60
slides. Immunohistochemical analysis showed expression of HO-1 only in aortic
endotheliumin both groups of animals. Expression was detected in all animals in both
groups, but the expression of HO-1 was significantly stronger rats treated with sunitinib.
Stereological analysis showed significant increase of HO-1 expressio in rats treated with

sunitinib.

Conclusions: Imunohistochemical analysis revealed expression of HO-1 only in the
endothelial cells of the aorta. Submission of sunitinib led to the significant increase in
the expression of HO-1 in comparison with an untreated group, which was confirmed by
imuhistochemical and stereological methods. Sunitinib treatment affects the vascular

endothelium, suggesting its potential toxic effects in cardiovascular system.
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r
Uvod
Kardiovaskularni systém se skldda ze srdce a cév, jejich ulohou je rozvod Zivin, plyni,
tepla, iontd do riznych organi a tkani v téle a odvodu odpadovych latek metabolizmu
prosttednictvim vylucovaciho systému pry¢ z organizmu. Také hraje diilezitou tlohu
V transportu hormonti k cilovym tkénim, reguluje hemostazu a ma mnoho dalSich

vyznamnych funkci. PoSkozeni funkce tohoto systému ma pro organizmus zavazné

az fatélni nésledky.

K onemocnénim kardiovaskularniho systému patii hypertenze neboli zvySeny
krevni tlak. Je jednim z celosvétové nejcastéjSich nemoci u lidi. Diky lepsi
informovanosti a 1é¢b¢é bylo dosazeno podstatné zlepSeni, ale i pfes to piiblizné 30%
dospélych o své hypertenzi stile nevi. Na rozvoji vysokého krevniho tlaku se podili
genetické faktory, Zivotni styl a u sekundarnich hypertenzi i ostatni onemocnéni, ktera
predchazi jejimu vzniku. UCastni se také na vzniku zavazného onemocnéni
pojmenovaném metabolicky syndrom spole¢né s obezitou, dyslipoproteinemii a
diabetem mellitem. Hypertenze je nejvyznamnéj$im modifikovatelny rizikovy faktor
pro ischemickou chorobu srde¢ni (ICHS), cévni mozkovou piihodu, méstnavé srdecni
selhani, v kone¢ném stadiu onemocnéni ledvin a periferni cévni onemocnéni. Proto je

dalezité jeji véasné rozpoznani a 1écba, ale také podpora zdravého zivotniho stylu.

Hypertenzi zptisobuji i nékteré 1€ky, proto je vyznamné tento vliv na organismus
doptedu testovat. Z testii se dozvime mnoho uZite¢nych informaci napiiklad vhodnou
dobu pro zahajeni antihypertenzni 1écby. K t€émto ucelim se vyuzivaji laboratorni
zvirata, kterym tento 1ék podavame. K diagnostice moznych patologickych pochodu se
vyuzivaji rtizné biochemické i specialni laboratorni metody. Casto pouZivané jsou
metody imunohistochemické, jejich zéklad je na specifické reakci antigenu s protilatkou
na fezu histologického preparatu. U zndmych specifickych markert urcitého
patologického dé&je, 1ze s vhodné zvolenou metodou pomérné spolehlivé zjistit, zda

tento patologicky d¢j ve zkoumané tkani probihd, nebo neprobiha.



2 Cévy

2.1 Charakteristika obéhového systému

Krevni a lymfatické cévy tvoii obéhovy systém. Ke krevnim cévam dale fadime
srdce, jehoz tkolem je pumpovat krev nejprve do tzv. malého krevniho ob¢hu, kde
dochazi k jejimu okysli¢eni a nasledn¢ eferentni arterii do tzv. velkého krevniho ob¢hu
(do celého téla). Krevni cévy rozliSujeme podle stavby stény a krve, kterd jimi protéka.
Okyslicend krev protékd arteriemi, arteriolami a kapilarami a odkyslicena venulami a

vénami.

Eferentni arterie se postupné vétvi na mensi a mensi arterioly, jejich funkci je
privod krve obohacené o kyslik a Ziviny do jednotlivych tkani. Pied siti kapilar se
nachdzi prekapilary s prekapildrnim sfinkterem a az poté néasleduji kapilary jako
nejmensi krevni cévy, které spolu anastomozuji a prostiednictvim prichodu pftes jejich
sténu je umoznéna vymeéna latek mezi tkanémi a krvi. Z kapilar se krev dostava do tzv.
postkapilarnich venul az velkych vén, které odvadi produkty metabolismu zpét k srdci
(viz. Obr. ¢.1.). Ve slepé zakoncenych kanalcich zvanych lymfatické kapilary vznika
systém lymfatickych cév. Tyto kapilary anastomozuji a tvofi stale vétsi cévy, které se
opét vraceji do systému krevnich cév presnéji do velké zily blizko srdce. Funkce tohoto

systému je navraceni tkanového moku z tkanovych prostor zpét do krve [1.].

From Heart
L

Precapillary
sphincters

Obr. ¢. 1.: Mikrocirkulace — popsana v pfedchozim odstavci [23.], smooth muscles-hladka svalovina, arteriole-
arteriola, precapillary sphincters- prekapilarni sfinkter, capillaries-kapilary, metarteriole-metarterioly, venule-
venula,from heart-ze srdce, to heart-do srdce



2.2 Obecna stavba cév:

» Tunica intima — Nejvnitingjsi vrstva tkané, ktera pfiléha k cévnimu lumen.
Sklada se z endotelu a jeho bazalni membrany z fidkého kolagenniho vaziva,
kterd miize obfas obsahovat i hladké svalstvo. Endotel nasedda na zminénou
bazalni membranu a jedna se o jednovrstevny dlazdicovy epitel lemujici cely
kardiovaskularni systém. V srdci se tunica intima nazyvéa endokard.

» Tunica media — Predstavuje stfedni vrstvu tkané, skladajici se z elastickych
vldken, kalagenich vlaken, hladkych svalovych bun¢k a nékterych ostatnich
bunék pojivové tkané. Tunica media srdce se lisi od cév tim, Ze obsahuje misto
hladké svaloviny svalovinu srde¢ni a je nazyvana myokard.

» Tunica adventitia — Vngjsi vrstva tkané a je tvofena podélné orientovanymi
kolagennimi a elastickymi vldkny, muze také obsahovat tukovou tkéan. Pomoci
ostatnich prvka pojivové tkdné je adventitia pfipojovana ke tkani, kterou céva
probiha. Srdce ma samostatné vnéjsi hranici, lezi v perikardialni dutiné, ktera je

lemovana mezotelem a obklopend visceralni vrstvou pojmenovanou osrde¢nik
(perikard) [2.].

2.3 Arterie

Jsou déleny podle jejich priméru na velké, stfedni, malé arterie a arterioly.

Velké arterie
Jsou fazeny mezi arterie elastického typu s pomérné tenkou sténou, jako jsou:
aorta, jeji velké vétve a truncus pulmonalis. B€hem diastoly zajistuji plynuly tok krve.

» Tunica intima — Je tlust§$i nez u svalového typu arterii a ma i Sirsi
subendotelovou vrstvu. Membrana elastica interna nelze rozpoznat, jelikoz
Vv tunice medii jsou dalsi elastické blanky.

» Tunica media — Obsahuje koncentricky usporadané elastické blanky nazyvajici
se membranae fenestratae, které s vékem pocetné piibyvaji. Dale je pritomna
zakladni amorfni hmota a proteoglykany, ale membrana elastica externa
vyvinuta neni.

> Tunica adventitia — Je tenka.
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Malé a stiedni arterie

Patii nejcastéji mezi arterie svalového typu s pomérné tlustou sténou.

» Tunica intima — V této vrstvicce se mohou objevit hladké svalové buiiky a dobie

vyvinuta membrana

elastica interna.

» Tunica media — Obsahuje az 40 vrstev hladkych svalovych bunék, které jsou

uspofadané do svazkl. Mezi témito buiikami jsou pfitomny elastickd vlakna,

kterda nékdy tvoii elastické lamely. Dale jsou pfitomna retikularni vldkna

(kolagen typu III) a proteoglykany. Ve vétSich arteriich se nachazi i vyvinuta

membrana elastica externa.

» Tunica adventitia — Od obecné stavby jsou zde navic fibroblasty, vasa vasorum

neboli cévy cév, lymfatické kapilary a nervova vlakna.

(Obr. &. 3)

Aurterioly

Jejich prumér je mensi nez 0,5mm.

» Tunica intima — Obsahuje stejné slozky, které byly popsany v odstavci: Obecna

stavba cév. Navic se nachazeji v endotelovych buiikach (u cév vétSich nez
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Obr. €. 2.: Arteriola [24.], endothelium-endotel, smooth muscle-hladka svalovina, nerve-nerv, collagen-kolagen

srazeni krve. V mensich arteriolach vétSinou chybi membrana elastica interna.

» Tunica media — Zde se nachazi jedna az pét vrstev hladkych svalovych bunék,

které mohou tvofit vybézky pronikajici bazalni laminou a jsou tedy kryté

endotelovymi builkkami. Kontakt mezi endotelovymi a hladkymi svalovymi

bunikami umoziuje pasobeni polypeptidl, které cirkuluji v Krvi a ucastni se
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regulace krevniho tlaku, pfenést k hladkym svalovym bunikim. Membrana
elastica externa neni vyvinuta.

» Tunica adventitia — stejna s obecnou stavbou [3.].

adventitia

Obr. €. 3.: Porovnani tloustky stén arterii a vén [24.], artery-arterie, vein-véna, adipose-tukové buriky
2.4 Kapilary

Nez se krev dostane do kapilar, protykd v prekapilarach, jejichz lumen ma
primér az 40 mikrometrti. Jako vSechny cévy jsou také vystlany endotelovymi buiikami
a v jejich sténé muzeme dosud nalézt velmi malé mnozstvi hladkych svalovych bunék.
Pted rozvétvenim do jednotlivych kapilar narazime na prekapilarni sfinkter. Jedna se o
prstenec z hladkych svalovych bunék, ktery pomoci jejich kontrakce, reguluje tok krve

kapilarami.

Kapilary jsou nejten¢i soucasti krevniho ob¢hu a lumen o priméru 5-10
mikrometrt, z ¢ehoz vyplyva, Ze mohou byt uzsi, nez je tloustka erytrocytu. Proto se
Vv téchto mistech musi erytrocyty plasticky deformovat. Vétvenim kapilar vznika husta

sit’, ktera je ptitomna ve vSech organech.
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Ve svételném mikroskopu vidime tyto cévy Ze, jsou tvoiené vrstvou plochych,
polygonalnich endotelovych bunck nasedajici na bazalni membranu. Endotel se kromé
kryci funkce také podili na transportu riznych latek pomoci pinocytotickych vezikul

V jeho tenkych lateralnich vybézcich.

Na rtiznych mistech Vv prabéhu kapilar jsou umisténé ploché buiiky,
pojmenované pericyty s bohaté se vétvicimi cytoplazmatickymi vybézky okolo obvodu
kapilar. Tyto bunky jsou schopné vytvofit vlastni bazalni membranu, u které mtize dojit
ke spojeni s membranou endotelu. Dale se mohou podilet na urcité kontrakci (podobné
jako tunica media), o ¢emz svéd¢i pritomnost aktinu, myozinu a tropomyozinu v jejich

cytoplazmé.

Okolo téchto cév se nachazi tenkd vrstva longitudinalné usporadanych

kolagenich vldken pfipominajici tunicu adventitii.

V elektronovém mikroskopu muizeme rozlisit 3 typy kapilar podle jejich

struktury endotelovych bun¢k a charakteru bazalni laminy.

e 1. Kapilary se souvislou vystelkou: cely obvod je olemovan endotelovymi
bunkami bez existence poru ¢i fenestrace. Povrch membran dvou sousednich
bunck se v misté kontaktu spojuje prostfednictvim zonulae occludentes. Zde
zpravidla nachdzime marginalni zdhyby vy€nivajici do lumina tvofené
cytoplazmou. U tohoto typu je Cast&js$i vyskyt pericytd n€kdy i kolem celého
obvodu kapilary. Nachdzeji se v centralni nervové soustavé (CNS), vazivu,
plicich a svalové tkani.

e 2. Kapilary fenestrované: U nich endotelové buiiky tvoii v oblastech mimo jadro
velmi tenké lamely. V téchto vybéZzcich jsou vytvofeny fenestrace neboli otvory
o priméru zhruba 30-100 mikrometrQ, které jsou piekryty diafragmou. Tato
struktura nema typickou trilamindrni stavbu a je ten¢i nez biologické membrany.
Endotelové bunky jsou opét umisténé na bazalni laminé probihajici kontinudlné,
ale pericyty se u tohoto typu vyskytuji zfidka. Nalézt je miizeme v endokrinnich
zlazach, sttevé a ledvinnych glomerulech.

e 3. Atypické kapilary s pory — kapilarni sinusoidy: sinusoidy maji nepravidelné a
Sir§i lumen o priméru 30-40 mikrometrd. Podobné jako u fenestrovanych

kapilar nachazime Cetné pory a fenestrace ve vybézcich endotelovych bunék, ale
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bazalni lamina zde neni kontinualni, ani se zde nenachazi diafragma. Muze
dochdzet k modifikaci sinusoid do fagocytu naptiklad do Kupfferovych bun¢k

jater. Vyskytuji se tedy v jatrech, kostni dieni a slezing.

V blizkosti kapilarniho fecisté se mohou vytvaret tzv. bariéry, které jsou tvorené
zonulae occludentes a specializovanymi bazalnimi laminami. Jejich existence je dulezita
pro spravnou funkci nékterych organt. S jejich pomoci dochazi k selektivni regulaci u
transportu latek, které jsou pro dany organ potiebné a bezpecné. Mezi krevni bariery

patii naptiklad hematoencefaliticka, hematotestikularni a placentarni bariera [4., 3.].

14



Figure 21.4 Types of capillaries.
and venules.

Obr. €. 4.: Typy kapilar [25.], a) se souvislou vystelkou, b)fenestrovana , c)sinusoidni
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2.5 Vény

Kter¢ jsou podle velikosti déleny na venuly, stiedni vény a velké vény.

Venuly

Postkapilarni venuly nasedaji na kapilary, z kterych sbiraji krev. Stavba jejich
stény je obdobnd jako u kapildr neboli z endotelovych bun€k s bazilni laminou a
pericyty, které maji rozsahlejsi pokryti nez u kapilar. Endotel je zde velmi dulezitym
mistem pro vasoaktivni latky jako je histamin a serotonin uvolnujicich se pfi zadnétu ¢i
alergii. Postkapilarni venuly se také podileji na migraci lymfocytd z cévniho lumen do

lymfatické tkané.

Na n¢ navazuji muskularni venuly, které se li§i pfitomnosti hladkych svalovych

bunék a sprimérem lumen méné nez 1 mm. Milzeme u nich jiz
B SRR T R ey ‘ % @ R,

Obr. €. 5.: Zobrazeni venuly- V, arterioly- A, kapilary- C [26.]

rozpoznavat tunicu intimu z endotelu a bazalni laminy, tunicu medii z nékolika malo
vrstev hladké svaloviny a tunicu adventitii z longitudinaln€ uspotfddanych kolagennich

vldken. Tunica adventitia je nejtlustsi vrstvou stény venul.
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Stiedni vény

Primér lumen je az 10mm. VétSina téchto zil napiiklad radidlni, holeni ¢i

podkoleni zily doprovazi tepny. Charakteristickym rysem je pfitomnost chlopni,

zabranujici zpétnému toku krve a jsou nejpocetnéjsi v nizsich Céstech téla zejména na

dolnich koncetinach. Chlopné jsou parové kapsové vychlipky tunica intima z elastické

vazivové tkang, lemované z obou stran endotelem. Tyto zily trpi na vznik trombi neboli

krevnich srazenin a onemocnéni se nazyva hluboka zilni trombdza spojena s imobilizaci

naptiklad po operaci.

Tunica intima — Prilezitostné se mohou vyskytovat hladké svalové buiky ¢i
vnitini elastickd membrana.

Tunica media — Vrstva je o mnoho tené¢i neZ u stfednich tepen. Z ¢ehoz vyplyva
mensi pocet vrstev kruhoveé uspofadané hladké svaloviny, kterd se muze
nachazet té€sné pod tunica adventitia.

Tunica adventitia — Tato vrstva je silngj$i nez tunica media stiedni vény.

Velké vény

Do této kategorie se tadi zily s primérem lumen vétsi nez 10 mm.

Tunica intima — Mezi ni a tunicou medii neni jisté rozhrani, z tohoto divodu je
tézké rozhodnout, kam ptitomnou hladkou svalovinu zatadit.

Tunica media — Vrstva je tenkd a znaéné zredukovand, nachazi se zde vice
vaziva nez hladkych svalovych bungk.

Tunica adventitia — Nejtlustsi vrstva stény Zil, pokud se nachazi pod urovni
srdce, obsahuje navic svazky longitudinalni hladké svaloviny, ktera zabrafiuje

distenzi a zpeviiuje sténu [3., 5.].
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3 Hypertenze

3.1 Definice a klasifikace

Podle kritérii WHO/ISH z r. 1993 miizeme hodnotit za arteridlni hypertenzi stav, pii
kterém je opakované zvySeni krevniho tlaku (TK) 140/90 mm Hg stanované alesponi u 2
ze 3 méfeni TK. Krom této systolicko-diastolické hypertenze je také zapotiebi vénovat
pozornost diagnostice a 1écbé i tzv. izolované systolické hypertenzi, charakterizované
jako systolicky TK >160 a soucasné diastolicky TK < 90 mm Hg. Pro spravné
rozhodnuti o agresivité 1éCby je nezbytny klasifikacni systém. Ten je rozdélen na Ctyfi
¢asti: normalni tlak — systolicky nizsi nez 120, diastolicky méné nez 80, prehypertenzi —
120-139/80-90, 1. Stupen hypertenze — 140-159/90-99, 2. Stupen — rovno vétsi nez
160/100. Vzhledem k zaméfeni této prace se budeme V nasledujicim textu zabyvat

systémovou arteridlni hypertenzi.

Arteridlni hypertenzi miizeme podle etiopatogenetické klasifikace rozliSit na
primarni (esencialni) hypertenzi, kde je zndamo mnoho patogenetickych mechanismd,
ale ne vlastni pfi¢ina vzniku a déale sekundarni hypertenze, kterd se vyviji na zékladé
jiného, pfesné definovaného patologického stavu (rendlni, endokrinni hypertenze atd.).
Esencialni hypertenze postihuje asi 95 % hypertenznich pacientt, kdezto sekundarni
hypertenze tvoii méné nez 5 %. Vzhledem k moznostem specifické 1écby je velmi

dilezité jejich odligeni [6.]
3.2 Regulace krevniho tlaku

Mezi nejrychlejsi reakce podilejici se na regulaci krevniho tlaku patii nervové
mechanismy. Jejich fidici centrum se nachdzi v mozku pojmenované jako
kardiovaskularni centrum. Z tohoto centra jsou piendSeny parasympatické impulzy
prostfednictvim bloudivého nervu do srdce a dale jsou prendSeny také sympatické
impulzy. Zatimco sympaticky nervovy systém se podill na zvyseni krevniho tlaku, tak
parasympaticky nervovy systém spiSe na jeho sniZzeni. Reakce jsou uskuteénény
prostfednictvim karotickych a aortalnich baroreceptori. Pokud dojde v karotickém sinu
k denervaci baroreceptorti, tak ma tento stav za nasledek labilitu krevniho tlaku, ale
primérny krevni tlak ovlivnén neni. Baroreceptory u chronické arterialni hypertenze
jsou nastaveny na vyssi stfedni hodnoté TK, a proto reaguji jen na jeho ndhlé zmény, ale

se stejnou citlivosti jako u normotenznich jedincu [7.].
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Dalsi moznosti jsou hormonalni mechanismy, ke kterym patii antidiureticky
hormon, renin, angiotensin, aldosteron a epinefrin neboli sympaticky neurotransmiter
sekretovan z nadledvin, ktery ptimo stimuluje zvySeni srde¢ni frekvence, kontraktility
srdce a cévni tonus. Renin je enzym syntetizovan ledvinami a je z nich uvoliiovan pii
zvyseni aktivity sympatického nervového systému nebo snizeni krevniho tlaku, objemu
extracelularni tekutiny nebo extracelularniho sodiku. Ledvin se dostavd do krevniho
obéhu, kde enzymaticky ptisobi na angiotensinogen a vznika angiotensin I, ktery putuje
do malych cév plic. V plicich dochazi k pfeméné z angiotensinu | na angiotensin 1l
pomoci enzymu pochazejiciho z endotelu cév. Angiotensin II ma sice polocas rozpadu
jen né€kolik minut, ale je silny. Zuzuje cévy, ¢imz se zvysi periferni cévni odpor a krevni
tlak. Jeho ucinek je v kratkodobé regulaci krevniho tlaku a druhd vyznamna funkce je
stimuluje sekreci aldosteronu z nadledvin. Aldosteron se ucastni dlouhodobé regulace
krevniho tlaku, zvySuje retenci vody a soli v ledvindch. K hormonélnim mechanismiim
dale patii vasopresin neboli antidiureticky hormon (ADH), ktery je uvolfiovan pii
snizeni objemu krve, krevniho tlaku a zvySeni osmolarity télnich tekutin ze zadni
hypofyzy. Zpusobuje vasokonstrikci cév a tim zvysi krevni tlak. Nasleduji hormony
dfen¢ nadledvin neboli katecholaminy, adrenalin a noradrenalin zvySuji €innost levé
srde¢ni komory, ¢imz zvysuji i krevni tlak. Dale se podili spole¢né s autonomnim
nervstvem na rozdéleni krve mezi ¢asti krevniho ob&hu skrze jejich ptisobeni na

arterioly v riiznych ¢astech organismu [8., 9.].

3.3 Etiopatogeneze a patofyziologie hypertenze

Zmény krevniho tlaku jsou zptsobeny 1) Cinnosti levé srde¢ni komory, ktera
béhem systoly vhani pod urcitym tlakem krev do tepen, S jejim zvySovanim dochazi
také, ke zvySovani TK. 2) Objem krve ve velkych a stfedné¢ velkych tepnach, ktery
zavisi na celkovém objemu krve a jeho nasledné rozdéleni mezi velky obéh skladajici se
Z tepen a ostatni ¢asti ob&hu. Pokud se objem zvysuje, tak se zvySuje i krevni tlak. 3)
Odpor tepenného useku velkého obé&hu, ktery zavisi na prasvitu a pruznosti tepen.
Vasokonstrikce ¢i vasodilatace je uskutetnéna pomoci hladkych svalovych bunéck
V tunice medii a bud’ zmensi, nebo zvétsi prisvit cévy a tim 1 ovlivni moZnosti piivodu

krve do kapildrniho fecist€¢. Kromé fizeni pratoku krve zvySuje nebo snizuje TK.
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Vasokonstrikci a nasledné zvySeni krevniho tlaku je nasledek uc¢inku vyvolaného

angiotensinem I1. [8.]

Patofyziologie esencialni hypertenze

Je ovlivnéna tfadou exogennich a endogennich vlivli — je idedlnim ptikladem
multifaktoridlniho typu patogeneze. Mezi exogenni vlivy mizeme piifadit zejména stres
a dietu, u které hraje roli pfijem soli (NaCl). Bylo zjisténo, ze lidé s minimalnim
pfijmem soli hypertenzi prakticky netrpi a u vétSiny ptipadl ani s vékem krevni tlak
nestoupa. Z tohoto diivodu je restrikce soli diilezitou soucasti terapie hypertenze. K vysi
krevni tlaku také piispiva konzumace alkoholu (40g alkoholu denné a vice ma za

nasledek vyssi riziko vzniku hypertenze), vliv dalSich dietnich faktorti nebyl prokazan.

Dalsim faktorem, ktery se podili na tomto onemocnéni, je télesna hmotnost. U
obéznich lidi trpi az tfetina hypertenzi, ktera souvisi s pokroc€ilosti obezity. S poklesem
télesné vahy dochédzi k snizeni krevniho tlaku. Spojeni obezity a hypertenze je
nebezpeéné z divodu vzniku inzulinové rezistence neboli nizsi citlivosti tkéani
K inzulinu, coz vede k hyperinzulinémii nasledné k poruse gluk6zové tolerance az non-
inzulin dependentnim diabetem. Toto spojeni zahrnuje i poruchy lipidi zejména
hypertriglyceridémii a snizeni hladiny HDL cholesterolu a hyperurikémii pojmenované

jako Reaventiv syndrom nebo metabolicky syndrom X.

Stres je dalsi uplatitujici se faktor. Behem n¢hoz dochazi k zvySeni srde¢niho
vydeje, periferni cévni rezistence s vasokonstrikci v ledvinach, nésledujici retence

sodiku a spusténi systému renin-angiotenzin.

Kendogennim vlivim se fadi dédicné faktory a nejriznéj$i presoricke,
depresorické, apokrinni vlivy. U dédi¢nych vlivi se nejednd o jednoduchy monogenni,
ale naopak polygenni typ dédicnosti. Zhruba 30% esencialnich hypertenzi je
nékteré biochemické nalezy, knimz se fadi vys$$i hladina kalikreinu v modi,
plazmatického adrenalinu, noradrenalinu a dopaminu, ale i metabolické néalezy jako jsou
inzulinova rezistence, porucha glukézové tolerance, hyperlipidémie v dobég, kdy tyto
déti hypertenzi jesté netrpéli.

K presorickym vliviim jsou pfifazeny katecholaminy, systém renin-angiotenzin-
aldosteron, arginin-vazopresin, latky uvoliované cévni sténou: endotelin
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(vazokonstrikce), tromboxan TXA2, dale kortizol, neuropeptid Y, inzulin atd.
jmenované latky maji vliv na rist svalstva v cévni sténé, myokardu a obc¢as na retenci
sodiku a vody. Soucasti depresorického systému je kalikrein-kininovy systém,
vazodilatacni prostaglandiny (PGE2), natriuretické peptidy, medullipin, adrenomedulin,
prostacyklin (PGI12), EDRF neboli endotelialni relaxa¢ni faktor — oxid dusnaty. Tyto
latky pisobi tlumivym ucinkem na myokard a tonus svalstva tunici medie mohou se

projevovat diureticky a vazokonstrikéné. [10., 11., 12.]

Patofyziologie sekundarni hypertenze

Ma jasné identifikovatelnou pticinu. Mezi nejCastéjsi pfi¢iny patii onemocnéni
ledvin (tj. renovaskuldrni hypertenze), poruchy nadledvinek, Feochromocytom,
koarktace aorty a spankové apnoe. Na zvySeni krevniho tlaku se v této skupiné riznou
mérou podili hyperdynamické cirkulace (zvétSeny srdecni vydej), zvySeni periferni

rezistence nebo oba mechanismy najednou.
a) Renalni hypertenze

Kni se fadi celd fada pfedevSim chronickych onemocnéni, ale mohou byt i
akutni.  NejcCastéjsi  jsou  diabetickd  nefropatie, intersticidlni  nefritidy,
glomerulonefritidy, polycystické ledviny, vzacné tumory. U téchto nemoci je
se sodikem a vodou, systém renin-angiotenzin-aldosteron, zménény pomér mezi

celkovym mnoZzstvim sodiku v organismu a koncentraci angiotensinu v plazmé.

Renovaskularni hypertenze ma pfic¢inu ve vzniku ischémie ledvin s nadprodukci
reninu a angotenzinu II. Mize vést ke stendze zejména ateroskleréoze nebo
fibromuskularni dysplazii a jiné. Ateroskler6za postihuje 70% az 90% piipadl a
nejcastéji u starSich osob. Zatimco fibromuskularni dysplazie mé tendenci vyskytu u
mladsich vékovych skupin a nejcastéji u Zen. Mohou se zapojit i genetické faktory,
které spolecné s rizikovymi faktory, jako jsou koufeni a hyperlipidemie zvysuji jeji

vyskyt. [12.].

21



b) Endokrinni
v Feochromocytom

Je pojmenovani pro nador postihujici dien nadledvin nebo extradrendlni
sympatické ganglie. Nachazi se pouze u 0,1% az 0,5% osob s hypertenzi, ale mize
navodit zavazné hypertenzni krize. Vlivem nadoru dochazi ke zvySené produkci
katecholamintl, z nichZ pfevazuje noradrenalin, ktery svym ucinkem na aj-adrenergni
receptory zvySuje tonus hladkého svalstva arteriol a tim zvySuje celkovy periferni
odpor. Dale zpusobi redistribuci celkového objemu krve k arteriim, jelikoZz zmenSuje
objem venozni kapacitni ¢ast cirkulace. Disledkem tohoto stavu dochdzi k zachvatovité
nebo trvalé hypertenzi se znaénym kolisanim krevniho tlaku. K uvolfiovani
noradrenalinu a ostatnich katecholamin dochazi v paroxysmech, pii kterych dosahuje
TK az 300/150 mmHg. Projevy téchto paroxysmu jsou bolest hlavy, nadmérné poceni,
buseni srdce a k méné Castym fadime nervozitu, tfes, ubytek vahy, slabost a Gnavu.
Feochromocytom je typicky piiklad hypertenze zplsobené zvySenym perifernim
odporem, ale kvili pozitivn¢ inotropnim a chromotropnim u¢inkiim katecholamint je
ziejmé, ze se na zachvatovité hypertenzi pravdépodobné podili i zvySeni srdecniho
vydeje. K diagnostice feochromocytomu se nejcastéji pouzivaji testy na katecholaminy

a jeho metabolity v mo¢i.
v" Cushingliv syndrom

Jeho propuknuti mize byt disledkem poruch na ose hypotalamus-hypofyza-
nadledviny. Projevem je hypersekrece kortizolu z nadledvin. Syndrom muizeme rozdélit
na tfi formy centralni s nadprodukci ACTH hypofyzou nebo periferni adenom kiry
nadledvin a ektopickou formu s produkci ACTH nebo CRH. Nadprodukce hormont
zpiisobuje retenci natria a zvySenou citlivost stény cév k ostatnim vazopresorickym
hormontim. Retence sodiku a stoupajici minutovy srde¢ni vydej zplisobeny zesilenym
ucinkem katecholamind vedou k hypertenzi, ktera se vyskytuje u 80% takto nemocnych
lidi.

v Primarni hyperaldosteronismus (Conntiv syndrom)

Jeho pficinou je jednostranny adenom, ktery se projevuje nadprodukei
mineralokortikoidii zejména aldosteronu. Hypertenzi zde zpusobuje zvySend retence

natria, ktera soucasné zvétsuje cirkulujici objem krve [7., 12., 13.].
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¢) Téhotenské
Hypertenze se vyskytuje u 6-8% vsech téhotenstvi.

d) Koarktace aorty
Piedstavuje zazeni aorty vétSinou v misté jejiho isthmu (ptfechod oblouku
v descendentni cast). M4 za nasledek zvyseni krevniho tlaku na hornich koncetinach.
Krevni tlak dolnich koncetin mize byt normalni, ale spiSe je snizeny. Ke zvyseni
srdecni produkce a udrzovani tlaku na spodni Cést téla je dosazeno prostrednictvim

mechanismu renin-angiotensin-aldosteron.

Primarni 1 sekundarni hypertenze mlze mit rizny prabcéh. RozliSujeme benigni a

maligni hypertenzi.

Benigni hypertenze ma pozvolny néstup, ani jeji hodnoty nejsou piilis vysoké a
organové zmeény se projevuji v malé mife. K ¢astéjSim projevim patii krvaceni z nosu,
zavraté a bolesti hlavy. Objevuji se 1 komplikace hlavné aterosklerdza s jejimi disledky,
ke kterym tadime ischemickou chorobu srde¢ni, ischemie dolnich koncetin, aneuryzma
bfi$ni aorty, malacie mozku, které mohou vést az k selhdvani srdce, krvaceni do mozku

a vznik maligni hypertenze.

Maligni hypertenze postihuje méné nez 5% nemocnych. Na rozdil od benigni
hypertenze ma prudky vzestup krevniho tlaku, ktery saha k hodnotdm napt. 240/180
mmHg. Dochazi i ke zjevnym organovym zméndm, které se tykaji zejména ledvin, kde
jsou zasazeny drobné tepny koncentrickou proliferaci intimy a arterioly fibrinoidni
nekrozou (arteriolonekréoza). V dasledku cévnich odchylek se utvari segmentélni
nekrozy glomerulti neboli maligni nefroskler6za a uremie. DalSi casté zmény jsou u
oc¢ni sitnice (exsudace, edém papil, krvaceni). Pacienti pfezivaji n€kolik mé&sicli, poté

umiraji na selhani ledvin, krvaceni do mozku ¢i selhani srdce [14.].

Tab. 1. Klasifikace hypertenze dle WHO [12., 13., upraveno].

Stadium I Bez organovych zmén
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Stadium II Aspont  jedna zorganovych zmeén:
hypertrofie levé komory, proteinurie,

ateromovy plat, aj.

Stadium III Tézké organové zmény se selhanim
funkci: mozek —  hypertenzni
encefalopatie, srdce — ICHS, selhani

ledvin, aj.

3.4 Klinické nasledky

Hypertenze se cCasto vyskytuje soucasné S diabetes mellitus. Déle trvajici
hypertenze spole¢né s nizkou hladinou HDL (high density lipoproteins), hypertrofii levé
komory, zvySenou hladinou cholesterolu a obezitou dilezity kardiovaskularni
rizikovym faktorem. Tlak zpasobuje poskozeni nejen tepen, v kterych se tvoii
ateroskler6za, aneuryzma a arteriolonekrézy, ale také srdce. Srdce se tlakovému
pretizeni adaptuje pfesnéji jeho levd komora, u které dochéazi k hypertrofii a tloustka
stény piesahuje 20mm. Tento stav je pojmenovan jako hypertenzni srdce (cor
hypertonicum). Jedna se o kompenzaéni mechanismus, ktery mtze byt dlouhou dobu
bez ptiznakt az do vzniku napf. fibrilace sini nebo dekompenzace srdce. Hypertrofie
neni neomezena, proto dochazi kjiz zminéné dekompenzaci — cor hypertonicum
decompensatum, kterd je na rentgenovém snimku zviditelni zvétSenim srdce a pravo- ¢i
levostrannym selhanim (perimaleolarni otoky, edém plic). Dale vznika dilatace
hypertrofické levé komory. Dekompenzované srdce ma vyssi naroky na piivod krve,
coz je t&zké uskutecnit vzhledem k aterosklerotickym zménam, které zuZzuji cévy.
Dusledkem téchto zmén dochazi k ischemii ledvin, ktera prohlubuje hypertenzi a

ostatnich organd. (Viz. Obr.¢.6.) [10., 14., 15].
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Damage from high blood pressure

Strok

Kidne); S
failure

/ Heart
failure

Obr. €. 6.: Nasledky hypertenze, stroke-mrtvice, heart attack-infarkt myokardu, heart failure- srdecni selhani,
kidney failure-ledviné selhani. [27.]
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4 Laboratorni zvirata

wLaboratorni zvire je zvife s presné zndmymi vlastnostmi genetickymi,
fyziologickymi a jinymi, které je specialne chované pro experimentalni ucely. Takovéto
zvite je standardizovano po strance vyzZivy a prostredi a ziistava po vSechny generace v

prostorech laboratorniho chovu [16.].

wPokusné zviie je jakékoli zvire, na kterém se provadeji pokusy. Je to tedy

pojem Sirsi, zahrnujici i zvirata laboratorni [16.].

4.1 Historie a vybér druhu zvirete

Prvni zminky o vyuzivani zvitat k pokusim nalezneme jiz v pravéku, kde se na
nich zkousely G¢inky pfirozenych jedi. Demokritos v 5 st. pt. Kr. odhalil pomoci pitev
zvitecich t€l jisté podobnosti ve stavbé zviteciho a lidského téla. Byly zachovany i
pisemné spisy fyziologickych pokusti na prasatech a opicich, které provad¢l
CLAUDIUS GALENOS (130 - 210 pt. Kr.). MARCELLO MALPIGHI (1628 - 1694)
se zabyval histologii, jiz s pomoci mikroskopu. Patfil mezi prvni zastance teorie o
analogii ve stavbé a fyziologii ZivocisSnych orgdnl a zdmérné€ pouzival zvifeci modely.
Postupem casu se vybér zvifete upfesiiuje a zacind se tiidit na zaklad¢ studovaného
problému. Ze zvitat se uz diive vybiraly zejména ty, které ziji v bezprostiedni blizkosti
¢loveéka. Z hlediska uplatnéni pfichazeji v tvahu druhy s malymi ndroky na prostiedi,
chov a potravu a s vysokou reprodukéni schopnosti. A z tohoto diivodu se v laboratotich
nejCasteji pouzivaji potkani, mysi, morcata a kralici. V obdobi mezi svétovymi valkami
jsou uzivany dal$i druhy zvifat a vySlechténim fady kmend laboratornich zvitat

pokrocila i standardizace pokust.

Moderni pfistup k laboratornim zvifatim zahrnuje snahu o minimalizaci utrpeni
zvitete v pribéhu pokusu a v rdmci moZnosti snizeni jejich poctu nebo nidhradou jinym
vhodnym modelem. Tyto body se odrazeji v dodnes platné definici zasad 3 R od

RUSSELA a BURCHEHO z roku 1959. Z3isada 3 R:

> Refinement - zlepseni podminek zivota zvifat v chovu a
experimentu
» Replacement - nahrazovani zvifat jinymi vhodnymi modely a

obratlovcl bezobratlymi pokusnymi zvitaty
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» Reduction - snizeni po¢tu pouzivanych pokusnych zvifat
Jednotlivé druhy laboratornich zvitat a jejich zastupci:

Mysi: BALB/c, ICR, NMRI, S, CBA, DBA, C3H, C57BI

Potkani: W (Wistar), LE (Long-Evans), SD (Sprague Dawley)

Morcata: TRIK, DH (Dunkin Hartley)

Kralici: NZW (New Zealand White), Ch (Chinchilla), SG (Silver Grey), Pro

Y V VYV V

kraliky se vSak castéji pouziva Ceskd chovatelskd nomenklatura, napt. Nb -

novozélandsky bily, Cv - &inéila velka, S¢ - stiibfity maly ¢erny.

K tomuto rozdé€leni se jest¢ fadi informace, zda je zvife inbredni, outbredni ¢i
randombredni. Potomek vzajemné piibuznych rodi¢l se nazyva inbredni zvife. Cilem
tohoto kiizeni je snizit genetickou variabilitu a dosdhnout maximélni homozygotnosti.
Naopak outbredni zvife vznika kiizenim co nejméné piibuznych jedinc. Randombredni
zvitata vynikaji svou heterozygotnosti v uzaviené populaci zvitat. ,,Chovné pary se
vybiraji podle pevného dlouhodobého pldanu, pricemz populace chovnych zvirat musi byt
udrzovana na konstantnim poctu, kritéria stanovend pro vyber chovného materidalu musi
byt prisné dodriovana a vybér novych chovnych jedincii musi byt provaden z celé

populace’ [16.].

4.2 Spontanné hypertenzni potkani (SHR)

Spontanné hypertenzni potkani se nejcastéji pouzivaji jako model pro studium
arterialni hypertenze. Jako jejich normotenzni kontrola se vyuziva potkanl s nazvem

Wistar Kyoto (WKY).

Tito spontanné hypertenzni potkani vznikaji pafenim samce Wistar se spontanni
hypertenzi pochazejici z kolonie v japonském Kyotu a samice se zvySenym krevnim
tlakem. Dale se pokracuje v pafeni mezi sourozeneckymi krysami, S vybérem pro
spontanni hypertenzni, kterd je definovand jako systolicky krevni tlak vyssi nez 150
mmHg trvajici déle neZz jeden mésic. Kolonie SHR jsou nejprve pre-hypertenzni
pfiblizn€ prvnich 6-8 tydnu zivota, jejich systolicky krevni tlak se pohybuje kolem 100-
120 mmHg. Hypertenze se u nich vyviji v prib¢hu dalSich 12-14 tydnt. I u lidi se

hypertenze vyviji rychleji a stava se t€z§i u samct nez u samic SHR. In vivo studie
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odhalily, ze v pocatcich hypertenze, SHRs maji zvySeny srde¢ni vydej, ale s normalni
celkovou periferni rezistenci. Cim vice se SHR pfiblizuji stavu hypertenze, tim se
srde¢ni vydej vraci do normalu, ale u zbytnélych cév tento stav vede ke zvySeni
celkového periferniho odporu. Samec SHR se bézné pouziva naptiklad pro definovani
hypertenze, kterd je vyvolana zménami signalnich mechanism nebo pro testovani
novych antihypertenziv. Lidskd hypertenze je obtiznd na studium z davodu
individualnich rozdilti ve dvou spoustécich prvcich: polygenetické expozice a excitacni
faktory zivotniho prostfedi. Proto vyzkumni pracovnici pouzivaji SHRs, které maji
v kazdé kolonii jednotné polygenetické dispozice a excitatni faktory zivotniho
prosttedi. Hypertenze SHR se od lidské 1isi v tom, ze u SHRs je jeji rozvoj v mladé
dospélosti spi§ nez ve stfednim veéku jako tomu je u lidi. Jejich normotenzni kontrola
byla zalozena pozdé&ji, jako inbredni kolonie Wistar Kyoto pfes sourozenecké pafeni. Je
ale nepravdépodobné, aby byl stupenn genetického rozdilu mezi SHR a WKY kment

vztazen pouze na vysoky krevni tlak [15.].
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5 Sunitinib
5.1 Popis

Sunitinib je Iék podavany peroralné, patii spole¢n¢ s jeho aktivnim

CHy
metabolitem (SU012662) do skupiny inhibitort cilenych proti ( CH,
N/

Siroké Skale receptorii tyrosin kinaz spojené

s ristem nadoru a angiogenezi. Jako jeho nosna
konstrukce se pouzivaji aromatické slouceniny,
aryl  halogenidy, alifatické ¢
aminy a aryly, indoly a indolové
derivaty, karboxylové kyseliny Obr. & 7.: Struktura sunitinibu [17.]
sjejich derivaity a dalsi. Jeho maximalni

plazmatické koncentrace jsou pfitomné mezi 6-12 hod. po podani. In vitro byla
prokazana jeho vazba na plazmatické bilkoviny z 90-95 %. Sunitinib je primarné
metabolizovan enzymem CYP3A4 (fazen k cytochromu P450) nésledné je produkovan

jeho aktivni metabolit, ktery je enzymem CYP3A4 dale zpracovavan. Eliminace z t¢la

je 2 61 % stolici a 16 % moci.
Pro ucinnou 1é¢bu je zapotiebi znat 1ékove interakce:

¢ Rifabutin — mize snizit hladinu sunitinibu

e Indinavir — mtze zvysit hladinu sunitinibu

e Telithromycin — mutize snizit clearance sunitinibu

e Topotekan — sunitinib mize zvysit jeho biologickou dostupnost v tstech

o Adalsi[17].
5.2 Indikace, 1écba

U tohoto léku byla prokdzand klinickd Uc¢innost u pacientli s pokrocilymi
gastrointestindlnimi nadory (GIST). U téchto pacientii bylo prokdzano, Ze primérna
doba do progrese nadoru a stfedni doba preZziti bez progrese byla Ctyfikrat i vicekrat
delsi pacientl uzivajicich sunitinib 50mg/den, neZ u pacientll uZivajicich placebo. Tato

lécba byla v 6 -tydennim cyklu, ktery se skladal ze 4 tydnt 1écby a poté 2 tydnt
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odpocinkid. Svoji protinadorovou aktivitu ukazal u pacientd s pokro¢ilym renalnim
karcinomem (RCC) po nelspé$né cytokinové terapii. U metastazujicich RCC byl
sunitinib ¢innéjsi nez interferon a. Tento 1ék byl 1 dobie sndSen u takto nemocnych
pacientu, pficemz nezadouci G¢inky byly mirné nebo stiedné zavazné. Gastrointestinalni
stromalni nadory (GIST) jsou pomérné¢ vzacné, vyskytuji se u nich mutace geni, ktery
koduji naptiklad receptor tyrosin kinazy. U rendlniho karcinomu von Hippel Lindau gen
koéduje protein nadoru, ktery se supresoricky podili na regulaci hypoxie indukovanych
gent, jako je vaskuldrni endotelidlni ristovy faktor (VEGF) a riistovy faktor krevnich

desti¢ek (PDGF) [18.].

5.3 Mechanismus uc¢inku

Sunitinib, jakozto inhibitor tyrosin kinaz (TKI) vyuziva jejich receptort, pies které jsou

zprostifedkovany jeho protinddorové a antiangiogenni ¢innosti.

Tyrosin kindza je enzym, ktery katalyzuje vazbu fosfatu na hydroxylovou
skupinu tyrosinu vazaného v bilkoviné. Zdrojem fosfatu je molekula ATP —
adenosintrifosfat. Déle se podili na regulaci bunécného rtstu i déleni a pfenosu signalu
do buiiky. Svoji tlohu maji i u mozného vzniku maligniho nadoru, jelikoz nékteré

tyrosin kinazy jsou produkty onkogeni [19.].

Mezi receptory tyrosin kindzy patii PDGFR-a i PDGFR -B,VEGF s jeho
receptory VEGFR-1 a VEGFR-2, KIT — receptor faktoru kmenovych bunék, FMS - jako
tyrosin kinaza-3 a dal$i. Inhibitory zptsobi blokaci extracelularni vazby napiiklad
VEGF na jeho receptor s pouzitim protilatky anti-VEGF a blokaci intracelularni
signaliza¢ni drahy VEGFR. Jak jiz bylo feceno VEGF podporuje angiogenezi z ¢ehoz
vyplyva, Ze inhibici této drahy se prerusi i angiogeneze v nddoru. Vysledkem inhibice je
snizeni krevniho zasobeni nadoru, které je nezbytné pro jeho rust a Sifeni. Dochazi tak

k zastaveni ristu nadoru a zamezeni jeho progrese do dalsich tkani.
5.4 Nezadouci ucinky

Zavaznost vedlejsich ucinku sunitinibu vedla u nékterych pacientd jen ke snizeni
davky, ale 1 k ukonceni 1écby. Miizeme je rozdélit do dvou skupin podle frekvence

vyskytu. Méné Casto se vyskytujici riziko krvéaceni, ,,Hand-foot“syndrom (projev kozni
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toxicity protinddorové 1éCby, jde o exantémové virové onemocnéni), zvySené riziko
tromboebolickych piihod, toxicita nadledvin (ktera byla prokazana u potkand i opic a
projevovala se krvacenim, nekrozou, hypertrofii a zanétem), zvySenim hladiny
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), poruchy §titné zlazy.

A v druhé¢ skupiné nejcastéji se vyskytujici nezddouci u€inky:

e Unava
e Gastrointestinalni potize (poruchy v duting ustni, prijem, ...)

e hypertenze
5.4.1 Unava

Vycerpani, unava nebo nedostatek sily je casto spojovan s celou fadou
onemocnéni endokrinnich, u rakoviny, systémového onemocnéni nebo 1é¢by rakoviny.
Tento symptom neni radno podcenovat, jelikoz mlize byt sekunddrnim ukazatelem
onemocnénim §titné zlazy ¢i jeji dysfunkce. Pacientovi je nezbytné podéavat informace

pro posouzeni pficin, ale i jak se s inavou vyporadat v prub&hu celé 1é¢by sunitinibem a

zachovat si spolecenské a fyzické aktivity. K témto ucelim slouzi rizna poradenstvi.

5.4.2 Gastrointestinalni potiZe

Poruchy v duting Gstni mohou byt stomatitida, zanét sliznice, ptecitlivélost, tstni
viedy a zména chuti. Mezi preventivni opatieni ustnich poruch se doporucuje vyhybani
se drazdivych potravin nebo napoju (napt.: kyselé), kofenéna jidla, velmi horké a velmi
studend jidla nebo napoje a suché a tvrdé potraviny. Pro ochranu sliznic se doporucuje
pouzivat masti nebo pastilky a pro prevenci podrazdéni sliznice pouzivat mékké

kartaCky nealkoholické ustni vody a mirné zubni pasty.

Prijem je u 1é¢by sunitinibem Casty a mize se zhorSovat s dels$i dobrou 1é¢by. K
prevenci patii rozdé€lit jidlo a piti v malych mnozstvich na cely den, nekonzumovat
kofenénd jidla nebo smaZend a velké mnozstvi ovoce a ovocnych §tav. Pro 1écbu

prijmu je v tomto pripad¢ vhodny loperamid.

5.4.3 Hypertenze

Stupent hypertenze u pacientli s nadorem zavisi na typu pouzitého IéCiva

(sunitinib, sorafenib,...), véku pacienta a ptitomnosti srde¢nich onemocnéni. Lék, ktery
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zvysi bud’ srdecni vydej, nebo systémovou vaskularni rezistenci (SVR) zvysi i1 krevni
tlak. SVR mohou zptisobit neurohormonalni faktory, endotelidlni dysfunkce spojend se
snizenim oxidu dusnatého (NO), zvySeni oxidac¢niho stresu a snizeni hustoty kapilar.
NO vznika c¢innosti enzymu endotelidlni NO syntazy (NOS) v prubéhu oxidace
aminokyselin L-argininu a L-citrulinu. V lidském téle jsou znamé tii rizné NO syntazy,
kédované tremi riznymi geny — inducibilni NOS (iNOS) vyuzivana imunitnim
systémem, neuronalni NOS (nNOS) a endotelialni NOS (eNOS). eNOS i nNOS jsou
exprimovany k regulaci normalnimu vazomotorickému tonu krevniho tlaku. Vznikly
NO, vstupuje do endotelu, kde aktivuje fadu G-kindz, coz se nasledné¢ projevi
vasodilataci. NO se ve velké mife podili na hypertenzi a to nejen jeho produkci, ale také
propojenim se systémem renin-angiotensin (kde je NO hlavnim endogennim
antagonistou angiotensinu 2). Snizena produkce NO, ktera mtize byt zptisobena inhibici
VEGFR je disledkem, nikoliv pfic¢inou hypertenze. Antihypertenzni 1écba se voli podle
toho, jestli pacient, ktery ma podstoupit 1é¢bu sunitinibem ma ¢i nema hypertenzi. U
pacientd, ktefi jiz maji zvySeny krevni tlak se tato 1éCba voli podle stupné hypertenze.
Napiiklad u pacientl trpicich vysokym krevnim tlakem druhého stupné, jiz pted
zahajenim 1é¢by sunitinibem, se pozastavi nebo snizi davky antihypertenziv pfi
pravidelné 2-tydenni pauze (od terapie sunitinibu), vysledky u tohoto zpusobu
kombinovani 1¢kti doséhly u vSech zti€astnénych 1ékati vysoké shody. Dalsim kriteriem
volby antihypertenziv je jejich sklon ovliviiovat CYP3A4 (nejrozsifenéjsi forma vsech
cytochromil P450, podili se na vétSin€ znamych premén 1é¢iv) a prodluZzovani intervalu
QT (interval piedstavuje elektrickou systolu, zacina kmitem Q a kon¢i koncem viny T) i

zde byla shoda >90%.

5.5 Vyuziti

V soucasné dobé se v EU sunitinib pouzivd u pacienti s neresekovatelnym
a/nebo metastatického maligniho GIST po neuspé$né 1écbé imatinibem z divodu
nesnaSenlivosti ¢i odporu a u pacientll s pokrocilym a/nebo metastatickym RCC po

neuspésné interferon a nebo interleukin-2 terapii [18., 20.].
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6 Hemoxygenaza 1 (HO-1)

6.1 Enzymy

Hemoxygenaza je soucasti rozsahlé skupiny nazvané enzymy, které umoziuji
katalyticky efekt vSech chemickych reakci v organismu. ,,Pozdéji bylo dokazano, ze
enzym ma velikou molekulu, Ze je to bilkovina, ktera si téz v Cistém stavu, po peclivé
izolaci, dokonce ve form¢ krystalu, zachovava aktivitu.” K zajisténi aktivity je dilezita
pritomnost neproteinového faktoru neboli koenzymu. Bylo prokazano, ze enzym neni
stoprocentni bilkovina. Jeho bilkovinna ¢ast je nazvana apoenzym. Muzeme se zde
setkat i se situaci kdy, jeden enzym s totoznym nazvem se Casto vyskytuje ve vice
podobach, ale s menSimi odchylkami naptiklad ve struktufe. Pokud jde o rozdily

podminéné geneticky, jedna se o izoenzymy. [21.]

Enzym tvofi reakci se substratem komplex enzym-substrat zapadajici do sebe
jako kli¢ do zamku. Tento substrat se vaZze na aktivni misto enzymu, které byva obvykle
jen jedno. Rychlost enzymové reakce miizeme zvysit pomoci takzvanych ,,aktivatora®,
z nichz nékteré jsou integralni soucasti enzymu. Mezi latky urychlujici tyto reakce se
fadi ionty kovi, bud’ jako souéast metaloproteinti (Fe?*, Fe**, Cu**, Mn?*, Co®") nebo
pochézejici z okolniho roztoku (Na*, K*, Mg, Ca’"). Mohou se do této kategorie
zatadit 1 latky, které chrani enzym proti jeho inaktivaci, jako je redukovany glutation
(GSH), jelikoZ chrani SH skupiny enzymu pied oxidaci. Dale ovlivituje rychlost reakce
teplota a pH. Se zvySujici se teplotou dochézi i k zvySeni rychlosti reakce optimum
vétSiny enzymi je 37°C, u dal§iho vzestupu teploty tato rychlost za¢ina klesat kvuli
denaturaci enzymii. VétSina bilkovin, jsou aktivni pouze v ramci Gzkého rozmezi pH,
obvykle 5 az 9. V dusledku vlivu pH na kombinaci faktort: vazba substratu enzymem,
katalytickou aktivitu enzymu, ionizace substratu a zména struktury bilkovin (obvykle
vyznamné az u extrémnich zmén pH). V ramci regulace metabolismu téla jsou

pfitomny latky, které naopak aktivitu enzymu sniZuji a pojmenovany inhibitory.
Druhy inhibice:

» Kompetitivni — zde substrat s inhibitorem soutézi o stejné aktivni misto
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» Nekompetitivni — na enzym se soucasné vaze substrat do aktivniho mista a
inhibitor na jiné nez aktivni misto, nedochdzi k soutézeni, inhibitor zplsobi
deformaci molekuly v aktivnim misté a tim i snizi produkci daného enzymu

» Akompetitivni - inhibitor se vaze na vznikly komplex enzym-substrat

Vyznam enzymu neni pouze v uvedené biologické funkci, ale ma ¢im dal vétsi
uplatnéni pro praktickou medicinu. Pro I€kafe jsou vynikajici diagnostickou a
prognostickou pomuckou. Rutinné se méfi aktivita intracelularnich enzymd, které se ve
zvysené mife uvolnuji z buiiky do krve pfi jejim chorobném poskozeni. Také se uzivaji
1éCebnym ucelim naptiklad proteolytické enzymy k nekrvavému odstranéni lozisek

mrtvé tkang & fibrinu [21., 22.].
6.2 Uinek

Poprvé byla hemoxygenéaza detekovana Vv jaternich mikrosomech. Tento enzym
se podili na rozkladu hemu na bilirubin. Dochazi pfitom k uvolnéni zeleza (z hemu),
oxidu uhelnatého (CO) a vzniku biliverdinu. Z biliverdinu se v pfitomnosti bilirubin
reduktdzy a redukované formy koenzymu nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
(NADPH) vznika bilirubin (Obr. ¢. 2). Bilirubin je dale vylu¢ovan do zluce, jako

konjugat vznikajici s pomoci kyseliny glukuronové.

HO ma dvé geneticky odlisné izoformy HO-1, ktera se nejvice exprimuje
ve tkanich spojenych s metabolismem erytrocyti nebo hemoglobinu a u ostatnich
tkanich sice v mensi mife, ale rychle reaguje na transkripéni aktivaci riznych podméti.
Druhym izotopem je HO-2, ktera se nejsilnéji exprimuje ve varlatech a také v jinych
tkdnich vcetné cév, ale nereaguje na transkripéni aktivaci. HO-1 se nachazi
v endoplazmatickém retikulu, plazmatické membrané bunék endotelu a mitochondriich
jater. [23.]

6.3 Produkty

CO s bilirubinem byly dlouhou dobu fazeny do skupiny toxického odpadu, ale
v roce 1987 byla zjisténa kladna stranka bilirubinu v antioxida¢ni aktivité (pouzivaji se
Gunnovo potkani jako experimentalni model hyperbilirubinémii) a CO pfispiva
k protizanétlivym vlastnostem HO. ,,CO potlacuje prozanétlivé cytokiny a chemokiny

jako tumor nekrotizujici  faktor o, interleukin-1p, interleukin-6, monocyty
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chemoattractant protein-1, a makrofagit zanétlivych bilkovin 1 a zvySuje expresi
proliferaci, pokud dojde k inhibici tvorby CO, zvysi se rist hladkych svalovych bun¢k
spojeny s reakci endotelidlnich mitogenii jako jsou endotelin-1 a ristovy faktor desticek.
Jeho ucinek na hladké svalové bunky cév vSak nemusi byt zavisly na endotelu
napiiklad: potlaceni E2F-1 (transkripcni faktor podilejici se na progresi bunééného
cyklu) pomoci indukce inhibitoru bunééného cyklu p21Cipl. V poslednich deseti letech
se vyznam HO vyrazné¢ oddalil z metabolického na ochrannou funkci enzymu
v odlisnych stavech spojenych s bunéénym stresem a patologii. Ze studie zkoumajici
vztah HO k aterosklerotickému cévnimu onemocnéni vyplyva, Ze nizké koncentrace

bilirubinu v séru maji vliv na zvySené riziko koronarnich tepennych onemocnéni. [23.]

6.4 Aktivace a vyuziti

Jsou tfi rizné varianty aktivace:

e MAPK
e Fosfatidyl 3 — kinaza

e Proteinové kinazy A,Ca G

Signalni drahy HO-1: jedna z prvnich moznosti jak extracelularnimi podnéty
aktivovat HO-1 je mitogeny aktivovana protein kinaza (MAPK), které patii mezi serin-
treoninoveé protein kinazy. Na genové regulaci HO-1 se kromé MAPK podili také
fosfatidyl 3 -kinaza a proteinové kinazy A, C a G. Na fyzické a chemické namahani
reaguje t€lo zvySenou syntézou HO-1 ve vétSin€ tkani, protoze HO-1 patii mezi stresové

proteiny, u kterych transkripéni regulace reaguje na zménu prostiedi.

Z vyse uveden¢ho vztahu HO-1 k aterosklerotickému onemocnéni se nabizi
otazka, zda by se mohla vyuzivat pro terapeutické ucely? HO-1 je terapeuticky
vhodnym feSenim aterosklerotickych a kardiovaskuldrnich onemocnéni, coZz se
potvrdilo vysledky mnoha riiznych testi. Mezi takové 1ékové ptipravky patii statiny,
rapamycin, paklitaxel, oxid dusnaty, kyselina acetylsalicylova a probucol. Terapeutické
pouziti HO-1 vyvolava doposud nezodpovézené otazky, kterymi se bude zabyvat dalsi

experimentalni prace [23.].
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Obr. &. 8: Ucinek HO-1 , Obrazek poukazuje na ochrannou tlohu Hem oxygensy-1 v patogenezi akutniho zranéni
ledvin a jeji aktivitu pfi pfeméné z hemu na bilirubin. Produkty reakce HO-1 maji antioxidacni, vasodilatacni,

ukladano do feritinu [28.]
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7. Zadani prace

Jako soucast komplexni studie jsme v této bakalaiské praci chtéli popsat a
vyhodnotit expresi hemooxygenazy-1 (HO-1) u spontanné hypertenznich potkant
(SHR) potkani sohledem na podadvani léCiva sunitinibu za  pouziti
imunohistochemickych a stereologickych metod. Sledovali jsme, zda podavani

sunitinibu ovlivni expresi HO-1 na cévnim endotelu.
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8. Experimentalni ¢ast

8.1 Sunitinib — design experimentu

V experimentu se sledoval vliv dlouhodobé podavani sunitinibu (10 mg/kg za
den v pitné vodé€) spontanné¢ hypertenznim potkantim (SHR).

Zvitata byla rozdélena do 2 skupin a v kazdé skupin¢ bylo 6 zvifat. Prvni
skupin€ byl podavan sunitinib, druhd skupina pak slouzila jako kontrola a zvitatiim byla
podavana pouze voda. Aplikace sunitinibu (nebo cisté vody u kontrolni skupiny)
probihala denn¢ po dobu 8 tydnli, coz piedstavuje dvakrat tak delsi dobu, nez je
doporucovana u pacientt. Po téchto 8 tydnech se potkaniim nechalo 5 dni na zotaveni.
Poté nasledovalo dal$i podavani sunitinibu u SHR potkanti 8 tydni. Usmrceni zvifat

probéhlo 24 h po posledni davce.

8.2 Imunohistochemie

Zakladem imunohistochemickych metod je detekce specifickych antigennich
determinant (molekul ¢i jejich ¢asti) ve tkani s vyuzitim vazby antigenu a protilatky.

Pro analyzu byly odebrany segmenty aorty, které se umistili do zmrazovaciho
media, nasledné¢ zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany pii minus 80°C. Na
zmrazovacim mikrotomu se ze segmentli déale zhotovi ptficné fezy o tloustce 7
mikrometri. Rezy se dale vkladaji na sklitko s Zelatinou, poté jsou vysouseny

vzduchem a na konci ptipravné faze fixovany v acetonu (20min. pti 20°C).

K uréeni exprese HO-1 vyuzijeme metodu En Vision s detekci pomoci DAB.

8.2.1 Metoda En Vision

Pracovni postup

Preparat se po fixaci v acetonu nechd 30 minut suSit na vzduchu. Dale fezy
vlozime na 5 minut do fosfatového pufru (PBS). Nespecifickd vazebna mista se musi
pfed pfevrstvenim primarni protilatkou zablokovat pomoci 10% roztoku goat séra (kozi

sérum) fedéného v PBS. Sérum nechame na tkén pasobit 30 minut.

V dal$im kroku miiZeme na preparat nakapat, jiZ zminénou primarni protilatku
mouse anti-rat HO-1 fedénou 1/100. Primarni protilatka se ponecha 1 hodinu inkubovat.

Dale se preparat oplachuje v PBS a to dvakrat po 5 minutach.
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Endogenni peroxiddzovou aktivitu tkan€ bylo nutno potlacit poutitim 3%
peroxidu vodiku (fedéné¢ho v PBS), plisobeni po dobu 15 minut. Dale je opét dvakrat
oplach v PBS po dobu 5 minut s naslednym pievrstvenim sekundarni protilatkou goat
anti-mouse 1gG na 30 minut. Po oplachu (2x5 minut v PBS) byla provedena vizualizace
navazanych protilaitek pomoci DAB - diaminobenzidinu (DAB substrat-chromogen
antigen hnéd¢ zbarveni.

Po oplachu se jadra bunck dobarvi hematoxylinem. Poté fezy zbavime
prebytecné vody, k tomu vyuzijeme odvodnovaci fadu: aceton-xylen (10:1) na 3 min.,
aceton-xylen (1:10) na 3 min. a xylen (3x2 min.). Nakonec sklicka zamontujeme do

Eukittu.

PROTOKOL - EN VISION - HO-1

1. fixace aceton (-20°C) 30 min
2. ususit 30 min
3. PBS 5 min

4. 10% goat serum v PBS (900 pl PBS + 100 pl séra) 30 min
5. anti-HO-1 (+ BSA) 1:50 60 minut
6. PBS 2x5 min
7. 3% H0, (8 ml H,O, + 70 ml PBS) 15 min
8. PBS 2x5 min
9. anti-rabbit EnVision (ready to use + rat serum) 30 min
10. PBS 2x5 min
11. DAB (10 pul na 500 pl pufru) 45s

12. PBS oplach
13. dobarveni jader Hematoxylin 1/5 5s + 1 min modrani
14. redest. H,O oplach
15. aceton oplach
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16. aceton-xylen (10:1)—aceton xylen (1:10) 3 min
17. 3x xylen 2 min

18. eukit

8.2.2 Kvantitativni analyza imunohistochemie — stereologicka analyza

Plocha velikosti endotelidlni exprese HO-1 byla kvantifikovdna pomoci
stereologickych metod [35.]. Nejprve se nakrajela série 50 fezd o tloustce 7um Byl
proveden systematicky ndhodny vybér fezi z referencniho objemu. Prvni fez pro kazdé
barveni byl vybran nahodné a pak se vybral kazdy 10 fez, takze pét fezi pro kazdé
barveni bylo pouzito ke stereologickému odhadu. Byla pouzita metoda bodové testovaci
miizky, které se zvolila tak, abychom napocitali vice nez 100 prisecikii mezi body sité a
HO-1 barveni na cévnim endotelu na jednu cévu. Odhadovand plocha barveni se

vypocetla podle vzorce:
estA = a =P,

kde parametr a charakterizuje plochu pfislusejici jednomu testovacimu bodu a P je

pocet prisecikli mezi body testovaci sité a pozitivitou barveni.

Fotodokumentace a digitalizace obrazu z mikroskopu byly provedeny s vyuzitim
Olympus AX 70, digitalni firewire kamery Pixelink PL-A642 (Vitana Corp. Ottawa,
Kanada) se softwarem, analyzy obrazu NIS (Laboratory Imaging, Ceska republika).
Stereologicka analyza byla hodnocena softwarem PointGrid ELIPSA (ViDiTo,

Slovensko).

Statisticka analyza

Vsechny hodnoty v grafu jsou pfedkladany jako + S.E.M. n = 8 zvifata. Statisticka
vyznamnost v rozdilech mezi skupinami byla posuzovana t-testem s vyuzitim GraphPad

Prism 5.0 softwaru (GraphPad Software, Inc., San Diego, Kalifornie, USA). P hodnoty

0,05 nebo mén¢ byly povazovany za statisticky vyznamné.
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9. Vysledky

9.1 Imunohistochemicka detekce HO-1 v aorté

Celkov¢ lze konstatovat, ze v cévach nebyly pozorovany zadné¢ morfologické
abnormality viditelné ve svételném mikroskopu.

Imunohistochemické barveni bylo provedeno u 60 preparatt (fezt). 60 preparati
zahrnovalo 5 preparatii systematicky nahodné vybranych fezii z kazdého zvifete.
V kazdé skupiné bylo 6 zvifat. Imunohistochemicka analyza prokazala expresi HO-1
pouze V bunkich cévniho endotelu u obou skupin zvifat (obr. 9-12). Exprese byla
detekovana u vSech zvitat v obou skupinach avsak exprese HO-1 byla vyrazné silnéjsi u
skupiny potkant, kterym byl podavan sunitinib (obr. 11 a 12). Exprese HO-1 nebyla

pozorovana mimo cévni endotel.
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Obr. 9 a 10: Reprezentativni obrdzek exprese HO-1 u kontrolnich potkanii. Exprese
HO-1 byla detekovana pouze na cévnim endotelu (Sipky) u vSech zvitat v nelécené
skuping. Preparaty jsou dobarveny hematoxylinem. ZvétSeni 10x a 20x.
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Obr. 11 a 12: Reprezentativni obrazky exprese HO-1 u potkanii, kterym byl poddvdn
sunitinib. Silna exprese HO-1 na cévnim endotelu byla typickym jevem pro skupinu
potkanti 1éCenych sunitinibem (Sipky). Preparaty jsou dobarveny hematoxylinem.
Zvétseni 10x a 20X.

43



9.2 Stereologicka analyza exprese HO-1 v aorté

Cilem této kvantifikace bylo zjistit G¢inek podavani sunitinibu na cévni
endotelidlni expresi HO-1 u SHR potkanti a vyjadiit tak kvantitativné vysledky

imunohistochemické analyzy.

Stereologicka analyza exprese prokazala signifikantni narist exprese HO-1 na

cévnim endotelu po podavani Sunitinibu ve srovnani s kontrolni skupinou (graf 1).

Graf 1: Stereologicka analyza exprese HO-1 v aorté. Podavani Sunitinibu vedlo ke
statisticky vyznamnému zvySeni exprese HO-1 ve srovnani s kontrolni skupinou
(***P < 0.001).

0.04- *kk
0.03

0.02+

mm?

0.014 —

Kontrola Sunitinib
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10 Diskuse

Sunitinib malat pfedstavuje multikindzovy inhibitor tyrosinkinazy, vaze se na
tyrosinkindzové domény receptorii pro vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGFR),
PDGF, KIT, RET, FLT-3. Inhibuje tak aktivaci n¢kolika signalnich drah v bunce a ma
jak antiangiogenni, tak protinadorovy Gc¢inek [36.].

U tohoto léku byla prokdzand klinicka Uc¢innost u pacienti s pokrocilymi
gastrointestinalnimi nadory (GIST). Cilem Sunitinibu jsou tyto receptory tyrozinkinaz:
receptory pro rustovy faktor desticek (PDGFR o a PDGFR f), receptory pro
endotelialni ristovy faktor (VEGFR-1, VEGFR-2 (FIK-1/KDR), VEGFR-3), receptory
pro kolonie stimulujici faktor typu 1 (CSF-1) receptory pro ristovy faktor kmenovych
bunék (KIT), Fms protein tyrozinkinazy 3 (FIT-3) a receptory pro neutroficky faktor
odvozeného od glialnich bun¢k (RET) [30.].

Sunitinib inhibuje angiogenezi v nadorech, ¢imz vede ke zpomaleni nebo
zastaveni rstu téchto nadori. Toho dosahuje blokadou signaliza¢ni kaskady pro VEGF.
Blokada VEGF signalizace vSak muze byt pfi¢inou i ptfipadnych nezddoucich ucinkt
[34.]. Blokada VEGF muze vést k inhibici aktivity endotelidlni NO syntazy (eNOS),
coz muze byt pfi¢inou rozvoje arteridlni hypertenze, kterd je jak nezadoucim ucinkem,
tak také jakymsi markerem efektivity podavani sunitinibu [37.]. Podavani Sunitinibu
avSak také ovliviiuje srdecni ¢innost a mize vést k srde¢nimu selhani [31.].

Hemoxygenaza je enzym, ktery se podili na rozkladu hemu a vysledkem je malé
mnozstvi biliverdinu, zeleza a oxidu uhelnatého (CO). Jsou zndmé dvé izoformy
hemoxygenazy, z nichz HO-1 je vysoce inducibilni enzym. HO-1 je produkovana ve
vétsingé savéich tkani a lokalizovana v endoplazmatickém retikulu, zatimco HO-2 se
nachazi v mozku, varlatech, endotelu, distalnich tubulech nefronu, jatrech a
myenterickém plexu bticha se subcelularni lokalizaci v mitochondriich [32.]. ZvySena
regulace genové exprese HO-1 brani vaskularni endotelialni dysfunkci a bunééné smrti
prostiednictvim poklesu hladiny volnych kyslikovych radikald.

Cilem této bakalaiské prace bylo popsat a kvantifikovat expresi HO-1 u
spontanné hypertenznich potkanti s ohledem na podavani 1é¢iva sunitinibu za pouziti
imunohistochemickych a stereologickych metod. Cilem bylo tedy ovéfit jeho pfipadny

vliv na endotel aorty.
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Exprese HO-1 byla sledovana na 60 fezech aorty. Exprese byla detekovana
pouze na cévnim endotelu v aorté. Exprese HO-1 byla nalezena u vSech zvirat
Vv experimentu. Podavéani sunitinibu vedlo k signifikantnimu nartistu exprese HO-1 ve
srovnani s nelécenou skupinou.

N¢kolik studii ukazalo protektivni vliv HO-1 u rtiznych patologickych stavii a to
zejména u kardiovaskularnich onemocnéni [29.]. HO-1 ma antioxidaéni, protizanétlivé
ucinky, které souvisi s metabolity, které vznikaji diky jeji aktivité, coz je CO a bilirubin
[33.].

V této bakalarské praci tedy podévani sunitinibu vedlo ke zvySeni exprese HO-1
ve srovnani s nelécenou skupinou u hypertenznich potkanii. Tento piekvapivy vysledek
ukazuje na to, ze endotel reaguje na podavani Sunitinibu. Otazkou zlstava, co toto
zvyseni exprese znamena. Plivodné se dalo o¢ekavat, Ze exprese bude klesat v dusledku
vyS$§iho krevniho tlaku a potkanii 1é¢enych sunitinibem. Pokles exprese HO-1 byl davan
do souvislosti srozvojem hypertenze a zvySovani jeho aktivity vedlo ke snizovani
krevniho tlaku [32.]. MiZeme tedy zatim pouze spekulovat, Ze se jedna o protektivni
aktivaci endotelu aorty v dusledku potencialné toxického vlivu Sunitinibu. To v8ak bude

dale studovano na zakladé¢ exprese dalSich markerti endotelidlni dysfunkce.
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11 Zavér

Imunohistochemickd analyza ukazala expresi HO-1 pouze u endotelovych
bunék aorty. Exprese HO-1 byla nalezena u vSech zvifat v experimentu.

Podavani sunitinibu vedlo k signifikantnimu nartstu exprese HO-1 ve srovnani
snelécenou skupinou, coz bylo prokdzano pomoci imuhistochemickych a
stereologickych metod.

Tato zvySend exprese muze souviset srozvojem protektivni reakce cévniho
endotelu aorty na podavani sunitinibu.

Podavani Sunitinibu ovliviiuje cévni endotel, takze je potfeba brat v uvahu jeho

S

potencialni toxické ucinky v cévnim fecisti podobné jako to bylo popsano v srdci.
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12 Seznam zKkratek

ACTH - adrenocorticotropic hormone, adrenokortikotropni hormon
ADH — antidiureticky hormon

ATP — adenosine triphosphate, adenosintrifosfat

CNS — centralni nervova soustava

CO - oxidu uhelnatého

CYP3A4 — enzym tazen k cytochromu P450

EDRF - endothelium-derived relaxing factor, endotelialni relaxacni faktor
GIST - Gastrointestinal stromal tumour, Gastrointestinalni stromalni tumor
HDL - high density lipoproteins, lipoproteiny vysoké hustoty

HO-1 - Hemoxygenaza 1

ICHS — Ischemicka choroba srdecni

MAPK - mitogeny aktivovana protein kinaza

NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfatu

NO - oxid dusnaty

NOS - enzym endotelidlni NO syntaza

PDGEF - platelet derived growth factor, rustovy faktor krevnich desti¢ek
PGE?2 - vazodilata¢ni prostaglandin E2

PGI2 — prostacyklin 12

RCC - renal cell carcinoma, renalni karcinom

SHR- spontaneously hypertensive rat, spontanné hypertenzni potkani

SVR - systémovou vaskularni rezistenci
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Tk — krevni tlak

TKI - inhibitor tyrosin kindz

VEGF - vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelialni rtstovy faktor
WHO — World health organization, Svétova zdravotnicka orgnizace

WKY - Wistar Kyoto potkani
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