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Abstrakt

Mgr. Marie Zakova

Studium uc¢inkti sunitinibu na cévni endotel u normotenznich a
hypertenznich potkanti

Rigorozni prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cil prace: Sledovali jsme expresi endotelinu-1 po podavani sunitinibu u
normotenznich WKY a hypertenznich SHR potkantd k ovéreni

hypertenznich uc¢inkt sunitinibu.

Metody: Pouzili jsme inbredni kmen spontanné hypertenznich potkant
(SHR) a inbredni kmen normotenznich potkant (WKY). Kazdou skupinu
jsme rozdéelili na kontrolni a zkouSenou. Sunitinib byl podavan v davce
10mg/kg/den dle aplikaéniho schématu 8 tydnt/5 dnt pauza/8 tydnu
u SHR potkanti a 8 tydnti/5 dnu pauza/2 tydny u WKY potkant
z duvodl zvysSené toxicity. Provedena imunohistochemicka analyza
slouzila k prukazu mnozZstvi exprese ET-1. Stereologicka analyza nam

pak slouzila ke kvantifikaci plochy velikosti endotelialni exprese.

Vysledky: Imunohistochemicka analyza neprokazala zvySenou expresi
endotelinu-1 u normotenznich WKY potkanti. Exprese endotelinu-1 byla
zvySena u hypertenznich SHR potkanu. Statisticky vyznamny vzrast

exprese endotelinu-1 u SHR potkant potvrdila stereologicka analyza.

Zaver: Zvysena exprese endotelinu-1 z podavani sunitinibu byla
potvrzena u hypertenznich SHR potkanti imunohistochemickou i
stereologickou analyzou. Jakym mechanismem vSak sunitinib zvysuje

produkci endotelinu-1 je otazkou pro dalsi studie.



Abstract

Mgr. Marie Zakova

Study of Sunitinib effects on vessel endothelium in normotensive and
hypertensive rats

Rigorosis thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Pharmacy

Background: The aim of this rigorosis thesis was to evaluate expression
of the endothelin-1 in normotensive WKY and hypertensive SHR rats to

verify hypertensive effects of sunitinib.

Methods: We used inbred strain of sponanously hypertensive rats (SHR)
and inbred strain of normotensive (WKY) rats. Each of these two groups
were divided into 2 groups (control and examined rats). Both groups
were fed with sunitinib 10mg /kg/day, application schema for SHR rats
was 8 weeks/5 days off /8 weeks and for WKY rats 8 weeks/5 days off
/2 weeks for reason of high toxicity. The aim of the
immunohistochemical analysis was to approve the amount of endotelin-
1 expression, the aim of the stereologic analysis was to quantify the

area of endotelin expression.

Results: Immunohistochemical analysis did not demonstrate increased
expression of endotelin-1 in normotensive WKY rats. Expression of
endotelin-1 was increased in hypertensive SHR rats. Stereological
analysis approved statistically significant increase in endotelin-1

expression in SHR rats.

Conclusion: The effect of sunitinib treatment on the increased
endotelin-1 expression was approved in hypertensive SHR rats by
immunohistochemical and stereological analysis. The mechanism how
sunitinib affects endotelin-1 production is still a question for further

studies.
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1 UVOD

Arterialni hypertenze (AH) je choroba fradici se v rozvinutych i
prumyslovych zemich k nejéastéjsim pficinam morbidity a mortality.
Patfi mezi nejcastéjsi kardiovaskularni onemocnéni (KVO) (1, 2).
Zaroven je fazena k nejzavaznéjSim rizikovym faktortim KVO, nebot se
podili na rozvoji dalsich KVO. Jsou-li pritomny vedle AH i jiné rizikové
faktory, jejichz vyskyt je podle statistik v pritomnosti AH vysSi, vzroste i
riziko vyskytu KVO. K aditivnim rizikovym faktorim patfi napfiklad
dyslipidémie, vyssi vek, rodinna anamnéza, koureni a mnohé dalsi (3).

Z nejvyznamneéjsSich onemocnéni, ktera se pritomnosti AH mohou
rozvinout, jmenujme ischemickou chorobu srdecni (ICHS), cévni
mozkovou piithodu (CMP) a ischemickou chorobu dolnich koncetin
(ICHDK). Kardiovaskularni a cerebrovaskularni morbidita a mortalita
ma dle metaanalyz na vysi krevniho tlaku zavislost (4).

Pricinou ICHS, CMP i ICHDK byva nejcast€ji ateroskleroza tepen
(5). Aterosklerozu (ATS) charakterizuje zanétlivé onemocnéni cévni
stény. Krevni tlak, dosahne-li vysSich hodnot, narusi endotel cév a
pridaji-li se dalsi rizikové faktory, proces aterogeneze muize zacit (6).

Nejveétsi procento z umrti na KVO zaujima ischemicka choroba
srdecni (ICHS). ICHS je onemocnéni charakterizované jako ischémie
myokardu.

Dalsim onemocnénim s podobnou etiologii je CMP. I zde stoji na
pocatku nékolik rizikovych faktort s AH jako nejvyznamnéjsi v cele (7).
iktem v dusledku subarachnoidealniho a intracerebralniho krvaceni.

Vzacneé jsou téz poskozeny artérie ocniho pozadi (3).

Avsak AH nepoSkozuje pouze endotel (7). Vysledkem ptisobeni AH
a renalni komplikace, které invalidizuji a vedou k umrti obyvatel (1, 2,
8). Napiiklad tlakova zatéz na glomeruly mtzZe dohnat stav az k renalni

insuficienci (3).



AH je zpusobena fadou faktort. Etiopatogeneze onemocnéni vsak
neni vzdy znama. Z tohoto poznatku vzniklo i rozdéleni AH. Mezi znamé
pfi¢iny muZeme zatfadit AH vzniklou pusobenim neZadoucich ucinkt
lékt, tedy iatrogenni pfi¢iny onemocnéni. Mezi takovéto patfi i

sunitinib, 1€k urceny primarné k lécbé karcinogennich onemocnéni.



2 ARTERIALNI HYPERTENZE

Arterialni hypertenze se posuzuje minimalné pfi dvou rdaznych
navstévach lékare jako opakované zjisténé zvysSeni tlaku krve nad
140/90 mm Hg a to alespon u dvou ze tfi méfeni. Na této definici se
shodla kritéria WHO/ISH (World International
Organization/International Society of Hypertension) zroku 1999 a
zaroven doporuceni ESH/ESC (European Society of
Hyperzension/European Society of Cardiology), ktera byla stanovena
roku 2003.

Vétsinou tedy dochazi ke zvySeni jak systolického tlaku krve (sTK)
tak diastolického tlaku krve (dTK). Existuje ale také izolovana systolicka
hypertenze, kdy se zvysi systolicky tlak krve nad 140 mm Hg, zatimco
starsi populace. ZvySeni diastolického tlaku krve ma mensi
prognosticky vyznam z hlediska kardiovaskularnich komplikaci nez
izolovana systolicka hypertenze (7).

Podle kritérii WHO a EHS je hypertenze rozdélena dle vysSe
nameéreného krevniho tlaku na mirnou hypertenzi, stredni hypertenzi a
tézkou hypertenzi. Za mirnou hypertenzi povazujeme hodnoty tlaku
krve (TK) 140-159/90-99 mm Hg. Hodnoty 160-179/100-109 mm Hg
klasifikujeme jako stfedni hypertenzi a jako tézkou hypertenzi
oznacujeme hodnoty TK 2180/110 mm Hg (2, 9).

Mimo hypertenzi rozliSujeme také optimalni, normalni a vySsi
normalni tlak krve. Jedna se o hodnoty vyse tlaku krve do 139/89 mm
Hg. Zminovanou oblast miZeme souhrnné oznacit jako normotenzi. I
v rozmezi normotenze zalezi prognoéza jedincu dle populaénich studii na

vysi nameéreného krevniho tlaku (2).
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Tab. 1 Klasifikace AH podle WHO a EHS (2, 4)

Krevni tlak v mm Hg
Kategorie systolicky diastolicky
Optimalni tlak krve <120 < 80
Normalni tlak krve 120 - 129 80 - 84
Vysoky normalni tlak krve 130 - 139 85 - 89
Mirna hypertenze — 1. stupen 140 - 159 90 - 99
Stredni hypertenze — 2. stupen 160 - 179 100 - 109
Tézka hypertenze — 3. stupen > 180 > 110
Izolovana systolicka hypertenze > 140 <90

2.1 Epidemiologie

Hypertenze byla v roce 2000 zaznamenana u 26 % obyvatel a
s projekci do dalsich let se jeji pfitomnost ma zvySovat. Nejvyssi pocet
nemocnych zen byl zaznamenan v postkomunistickych zemich, zatimco
u muzi to byla Latinska Amerika a Karibik. Naopak nejméné
hypertonikti bychom nasli v Asii, konkrétné&ji v Thajsku, Tchaj-wanu a
Korei (10). Zajimavé je zjiSténi, ze krevni tlak je v Americe vySSi u
cernosské populace nad bélosskou (11).

Vyskyt hypertenze je ve vyspélych statech vyssi, ohrozuje 37 %
obyvatel. Je treba si ale uvédomit, ze ackoliv v rozvojovych statech ji trpi
23 %, zije zde mnohem vice obyvatel (10).

S vékem prevalence hypertenze vzrista. Mezi 20-25-letymi ¢ini
prevalence maximalné 5 %, u 40 — 45-letych jiz jedna tretina, nad 65 let
pres 60 % lidi.

Ve stfednim véku je detekovan vyssi vyskyt onemocnéni u muza. U
postmenopauzalnich zen se vSak vyskyt zvySuje a pocet postizenych zen

muze dokonce prevysSuje (8).
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2.2 Etiopatogeneze AH

Z hlediska etiopatogeneze muiZzeme arterialni hypertenzi délit na
primarni a sekundarni hypertenzi. U primarni hypertenze presnou
pficinu vzniku onemocnéni nezname, zname jen radu patogenetickych
mechanismti. Etiologie onemocnéni je tedy multifaktorialni. Je
kombinaci faktort dédiénych, faktorit zevniho prostredi a
neurohumoralnich ptisobku. Zaujima 95 % pripadu hypertenze.

Naopak sekundarni hypertenze je zpusobena znamou pri¢inou.

Obvykle se jedna o ledvinové ¢i endokrinni onemocnéni. Sekundarni

2.3 Etiopatogeneze esencialni hypertenze

2.3.1 Rizikové faktory

» Genetické faktory

Esencialni hypertenze se nefidi klasickymi Mendelovymi pravidly
dédi¢nosti. Na vzniku onemocnéni se podili fada genti a proto ma
z hlediska genetického esencialni hypertenze polygenni typ dédicnosti
(12). Tyto geny interaguji vzajemné mezi sebou, s humoralnimi i
strukturalnimi mechanismy i s faktory zevniho prostfedi.

Z téchto duvodi se dnes studuji tzv. odchylky (polymorfismy),
nebo-li kandidatni geny. Zejména se jedna o geny kodujici ptisobky,
které fyziologicky reguluji tlak krve. Mezi takové muZeme zafadit
katecholaminy, systém renin-angiotenzin-aldosteron, vazodilatacni a
vazokonstrikéni ptusobky.

Polymorfismy v genotypu nezvySuji tlak krve pfimo, ale expresi
ruznych kardiovaskularnich regulaénich ptsobkt. Tyto mechanismy
pak tvori tzv. intermedidlni fenotyp. Teprve ptsobenim zevniho
prostfedi se vztah genotypu a fenotypu realizuje rozdilné u ruznych

jedincu (13).
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» Falktory zevniho prostredi

Studiemi podlozené zevni faktory jsou zvlasté zvySeny pfivod soli a
snizeny pfivod vapniku, drasliku a hoféiku. Dale mutizeme jmenovat
zvyseny kaloricky pfijem s obezitou, nadmérnou konzumaci alkoholu,

ale také socioekonomicky stav a casté stresové situace (12,13).

= Nadmeérny privod sodiku

Vzrist pfijmu sodiku a vzestup krevniho tlaku je ve vétSiné
populaci signifikantni jev. Existuje vSak velika variabilita v nalezu
natria v moc¢i mezi individui (14). Tato variabilita nemtiZze byt zptisobena
pouze zvySenym privodem sodiku, ale neschopnosti eliminace sodiku
ledvinami. Prikladem muZe byt renalni hypertenze ¢i zvySena exkrece
aldosteronu, jenz podporuje tubularni reabsorpci (13). Citliveji reaguji
napiiklad starsi lidé, pacienti s diabetem a Afroamericané (15).

Primérny tlak krve ztstava nizky u populace s pfivodem sodiku
pod 50 mmol na den, coz ¢ini 3 g soli na den. Dokonce chybi typicky
vzestup tlaku krve se vzristajicim vékem. Naopak je-li pfijem sodiku
vysSi jak 100 mmol na den, tedy 6 g soli denné, vzestup tlaku je

signifikantni, zvlasté se zvysujicim se vékem (13).

= Nedostatecny privod drasliku, vapniku a horéiku
Zvyseny prijem drasliku snizuje systolicky tlak krve i diastolicky
tlak krve. Tento fakt je evidentni zvlasté u hypertonikti. Dokonce bylo
studiemi podlozeno, ze ¢im vysSi je pfivod drasliku, tim vice Kklesa
krevni tlak. Draslik ma také kardioprotektivni ucinek a snizuje riziko
cévni mozkové prihody.
Dle observacnich studii zvySeny prijem kalcia a magnesia také

ovliviiuje pozitivné vysi krevniho tlaku (13).

= Konzumace alkkoholu
ZvySeny prijem alkoholu zvySuje krevni tlak. Dle studii je
signifikantni zvysSeni tlaku zaznamenano jiz pfi konzumaci ¢tyf a vice

alkoholovych napoju denné (16). PriliSny pfivod alkoholu muzZe byt
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pficinou rezistence lécby antihypertenzivy, nebot alkohol ve zvysené
mife patii k dalezitym rizikovym faktorum (17). Z téchto dtvodu se
doporucuje u nemocnych hypertenzi snizit denni konzumaci alkoholu

pod 20 g u Zen a 30 g u muzu (13).

= Koureni
Ackoliv koufreni dle studii nepatfi k rizikovym faktortim arterialni
hypertenze, je doporucovano zanechat této cinnosti vzhledem ke vztahu

hypertenze a ICHS (13).

= Duyslipidémie

Dyslipidémie stejné jako koureni nepatfi mezi zakladni rizikové
faktory hypertenze. Patfi ale mezi zakladni rizikové faktory aterosklerozy
podobneé jako ve vyse uvedeném pripadé€. A protoze hypertenze zvysSuje
riziko kardiovaskularnich chorob, je doporuceno se na dyslipidémii téz
zameérit. Navic ma-li pacient dyslipidémii, byvaji u ného zjiStény dalsi
rizikové faktory, jako jsou vysSi hmotnost a snizena fyzicka aktivita,
inzulinorezistence, Reaventiv metabolicky syndrom ¢i diabetes mellitus
(13).

= Obezita

Ve svété a tedy i v Ceské republice se stoupajicim body mass
indexem (BMI) stoupa i krevni tlak a vznika hypertenze (18). Prevalence
u obéznich osob ¢ini 50 %.

Dulezity faktor obezity je jak zvySeny pfivod energie, tak distribuce
tuku v téle. Abdominalni obezita s pomérem obvodu pasu a bokt ¢inici
u Zen vice nez 0,85 a u muzua 0,95, tedy obvod pasu nad 88 cm u Zen a
100 cm u muzt, patfi k alarmujicim hodnotam rizika hypertenze.
S abdominalni obezitou si spojujeme riziko hyperinzulinémie az
inzulinové rezistence, a také dyslipidémii. Mtize byt soucasti Reavenova

metabolického syndromu (13).
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Hypertenze se ve spojitosti s obezitou rozviji v dusledku zvySené
sympatoadrenalni aktivity, zvySeného privodu sodiku a citlivosti na
sodik. Vliv ma také praveé inzulinorezistence (12).

Fyzickou aktivitou a omezenim pfijmu energie dosahneme
nejucinnéjsiho nefarmakologického ucinku v 1€ébé hypertonika. Klesne-
li totiz pacientovi s hypertenzi télesna hmotnost, poklesne i tlak a u
leh¢ich forem hypertenze dochazi az ve 20 % pifipadtd k trvalé

normalizaci krevného tlaku (13).

= Fyzicka aktivita

Vyrazného poklesu krevniho tlaku mizZeme dosahnout pravidelnou
dynamickou zatézi stfedni intenzity. Bylo zjiSténo, ze praimérny pokles
tlaku ¢inil 3,8/2,4 mm Hg. Tento pokles byl oproti normotonikiim (-
2,6/-1,8) vyznamny zvlasté u hypertonika (-7,4/-5,8) (19).

Vyznam ma zejména aerobni dynamicka aktivita. Dynamicky musi
pracovat alespon 40 % kosternich svalti. Pokles o 5-7 mm Hg je u
hypertoniktl zaznamenany uzZ po jednom cviceni a pretrvat mize az 22
hodin (20).

= Stres
Je-li osoba geneticky predisponovana, mohou opakované stresoveé
situace zpusobovat zvySeni krevniho tlaku aZ manifestaci hypertenze.
Toto zjiSténi je podlozeno mnoha studiemi, podle nichz esencialni
hypertenzi trpivaji castéji lidé pracujici ve stresovém prostredi. Klinicka
manifestace zavisi na intenzité a délce trvani stresu. Dale zalezi také na

genetice, nebot dochazi k individualni citlivosti (13).

= Socialni trida
Britskou studii bylo zjisténo, zZe nekvalifikovani délnici maji
v porovnani s dusSevné pracujicimi vyssi systolicky tlak (21). Ostatné u
osob s nizsim vzdélanim se setkavame s dalSimi rizikovymi faktory, jako

jsou nizsi fyzicka aktivita ¢i obezita (18). OdliSné socioekonomicky
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postaveni lidé se liSi rozdilnym zivotnim stylem, dietou, urovni

poskytované zdravotni péce a dostupnosti znalosti o prevenci (12).

= Teplota okoli
Ve Velké Britanii byly zaznamenany regionalni rozdily ve vysi tlaku
ve Skotsku a severni Anglii oproti jizni Anglii. Bylo zjisténo, ze nizsi
teploty okoli jdou v ruku v ruce s vysSSim primérnym krevnim tlakem
(18).

2.4 Patofyziologie esencialni hypertenze

Krevni tlak musi mit urcité hodnoty (12), proto je uizce regulovan.
Jsou-li jeho hodnoty nizsi, dochazi k nedostatecné organové perfuzi,
vedouci k dysfunkci az k odumfeni tkani. Naopak vyssi tlak krve sice
umozni zasobeni tkani a organu, ale v mife, ktera vede k poskozeni cév
a organt (22). Fyziologické hodnoty jsou udrZovany funkénimi a
strukturalnimi zmeénami rezisten¢nich cév. Tyto zmény jsou pusobeny
mnoha mechanismy: krevnim objemem, stahem cév, baroreceptorovymi
reflexy, hormonalnimi a neurogennimi vlivy ptisobenymi ledvinami a
endokrinnimi organy. Vyznamnou roli v regulaci krevniho tlaku hraji
také systém renin-angiotenzin-aldosteron, autonomni regulacni systém
a mistni tkanové ptsobky. Tyto systémy jsou regulovany tzv. pozitivni a
negativni zpétnou vazbou (12).

Zjednodusené feceno, témeér u kazdého typu rezistence se
setkavame s nemistnou aktivitou sytému renin-angiotenzin-aldosteron
a sympatického nervového systému a se snizenym vylucovanim sodiku
ledvinami (23).

Minutovy srdecni vydej a periferni cévni rezistence. Krevni tlak
je souc¢inem minutového srdeéniho vydeje (MSV) a periferni cévni
rezistence (PCR). Zvysi-li se systémova vaskularni rezistence, zvysi se
tlak krve a stejné tak dojde-li k nartstu srdec¢niho vydeje, stoupne

hodnota krevniho tlaku (12). Hypertenze je tedy onemocnéni zvysené
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periferni rezistence, coz je jev castéjsi, ¢i zvySeného srdec¢niho vydeje
(23).

Krevni tlak fyziologicky neni staticka veli¢ina, nebot se obé veli¢iny,
jak srdec¢ni vydej, tak periferni rezistence, béhem dne meéni. K tomuto
jevu dochazi jak u zdravych tak u nemocnych (12).

Abychom chapali, pro¢ se krevni tlak mohl zvysit a dosahnout
patologickych hodnot, je treba znat faktory, které mohly zvysit srdeéni
objem a které periferni rezistenci. Hodnoty srde¢niho vydeje ovliviauji
faktory tykajici se samotného srdce. Jsou jimi vyse srdeéni frekvence a
kontraktilita levé komory. Dale pak nesmime zapomenout na krevni
objem. Hodnota krevniho objemu je v pfimé umeére s koncentraci sodiku
v krvi. Zde tuSime vliv mineralokortikoidi a proti nému stojiciho
natriuretického peptidu (22).

Vyse periferni rezistence je ovlivnéna vysi tonu arteriol, nebo-li
rezistencnich cév. Tonus je fizen humoralnimi a neurogennimi ptisobky.
Vaskularni tonus balancuje mezi vazodilataénimi ptisobky, tvofenymi
kininy, NO a prostaglandiny a mezi vazokonstrikénimi putsobky.
Vazokonstrikéni pusobky zahrnuji katecholaminy, angiotenzin II. a
endotelin. Dulezitou roli vregulaci napéti odporovych cév hraje
autoregulace. Pfi vySsim prutoku krve dochazi k vazokonstrikci, aby
priliSna perfuze neposkodila cilové organy. Nizké pH, hypoxie a [-
adrenergni systém zajistuji naopak adekvatni perfuzi organtim (24).
Vazokonstrikci také zvySuje a-adrenergni systém. DalSim faktorem
zpusobujicim vyssi hodnoty periferniho tlaku je vedle stahu odporovych
cév také rust hladkého svalstva cév, tedy strukturalni hypertrofie cév
(22).

Toto rozdéleni nelze brat absolutné. Jak bude nize vidét na
obrazku, jednotlivé determinanty mohou ovlivihovat vysi arterialniho

tlaku pres PCR i MSV (25).
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Obrazek 1: Vztah srdecéniho vydeje a periferni rezistence (25)
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Na obrazku jsou vyjmenované hlavni typy strukturilnich a funkénich zmeén,
které ovliviiuji vysi krevniho tlaku. Faktory, které ovliviiuji jednotlivé parametry

krevniho tlaku se prolinaji a nedaji se absolutné rozdélit.

http://www.nature.com/nrg/journal /v7/nl1/images/nrg1967-f1.jpg (22. 12. 2012)

2.4.1 Regulacni systémy

RozliSujeme ctyri zakladni mechanismy regulace TK. Systémy

regulace TK se navzajem ovliviuji a kooperuji (7).

1. Systémy okamzité regulace tlaku krve (tzv. tep po tepu)

Tento systém jsme jiz lehce zminili vySe. K okamzité regulaci
dochazi v srdci a v cévach. Zpusob regulace funguje v obou mistech
odlisné. V srdci dochazi k regulaci stylem tep po tepu. Vyuziva se zmeén
srdec¢niho vydeje pomoci sinovych mechanismti a dale Starlingovym
mechanismem (7). Sinovymi mechanismy dochazi k ovlivihovani zilniho

navratu, kdy tzv. Baindridgeovym reflexem dochazi ke zvySeni srdecni
18
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frekvence pfi zvySeni plniciho tlaku pravé siné (26, 7). Srdecni vydej
zvySuje i Starlingtiv mechanismus. Timto mechanismem na zakladé
zmeén naplné komor jsou tyto schopny zménit systolicky objem (SO).
Zvysenim SO a tepové frekvence dochazi ke zvySeni MSV (7).

V cévach je pomoci myogenni autoregulace téz udrzovan staly
pratok krve i pfi kolisani TK. Pfi vysSich hodnotach tlaku krve se
hladké svaly cév stahnou a dochazi k vazokonstrikci. Myogenni typ

autoregulace je dilezity zvlasté pro mozek a ledviny (27).

2. Systémy kratkodobé regulace (sekundy az desitky sekund)

Systémy kratkodobé regulace umoznuji presné a rychlé ovlivnéni
hodnot krevniho tlaku. Patfi sem reflexy.

Tlak krve je fizen nervovymi a hormonalnimi regulacemi.
Hormonalni typ regulace vsak radime spiSe pod strednédobou regulaci.
Pod nervovymi regulacemi si predstavme vegetativni nervovy systém,
konkrétnéji predevSsim sympatikus. Jeho mediator noradrenalin
zprostredkovava vazokonstrikci. V cévach a srdci jsou umistény
receptory, které monitoruji stav obéhu. Aferentnimi drahami pak
receptory vedou informaci do prodlouzené michy, ve které sidli
vazomotoricka centra. Vazomotoricka centra pak vysilaji pokyny do
srdce a cév pomoci eferentnich drah (28).
reflexy (26). Vysokotlaké baroreceptory nalezneme pfedevSim
v karotickém sinu a aortalnim oblouku (7).

Stoupne-li krevni tlak, tyto mechanoreceptory se stimuluji a
aferentnimi drahami vysSlou do mozkového kmene signal, na néhoz
centra reaguji poklesem aktivity sympatiku a aktivaci parasympatiku.
Poklesu tlaku krve je dosazeno snizenim minutového srdecniho vydeje a
periferni rezistence. Tento mechanismus funguje samoziejmé i pfi
poklesu tlaku krve opacnym zpusobem (28).

Nizkotlaké receptory se nachazeji predevsim v plicnici a v oblasti

pravé siné. Dojde-li k poklesu centralniho objemu krve, aktivuje se
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prostfednictvim téchto kardiopulmonalnich receptort adrenergni
nervovy systém. V dusledku téchto reflextt stoupne krevni objem a tim i
krevni tlak (7).

Na zmeény pH a parcialniho tlaku oxidu uhli¢itého a kysliku reaguji
periferni a centralni chemoreceptory (27). Za zminéni téz stoji
ischemické reflexy centralni nervové soustavy (CNS) a respiracné-

kardiovaskularni reflexy (7).

3. Systémy stfednédobé regulace (minuty az desitky minut).
humoralni regulac¢ni systémy, dale sympatickym autonomni nervovym
systémem (SANS) navozena reabsorpce sodiku v tubulech a stresem
navozena relaxace vén, uplatnujici se nejspise pouze ve velkokapacitnim
feciSti. Humoralni pusobky maji kromé pfimého ucinku na TK dalsi
funkce, jako modulatory nervového pfrenosu ovliviuji téZ systémy
okamzité, kratkodobé i dlouhodobé regulace (29). Piisobkt je cela fada,
vyjmenujeme si pouze ty nejvyznamneéjsi.

Dulezitym regulacnim mechanismem je renin-angiotenzin-
aldosteronovy systém (RAAS). RAAS stoji na pomezi rychlé a pomalé
regulace tlaku krve, proto je nékterymi autory razen k strednédobé
regulaci spolu s dalsimi humoralnimi systémy, které budou zminény
v dalsich odstavcich. Casové si pod stfednédobou regulaci predstavme
minuty az desitky minut (7, 27).

Hlavni roli v systému RAA hraje angiotenzin-II. Proces jeho vzniku
bude popsan nize. Zminim alespon, ze produkt RAAS angiotenzin-II ma
silny vazokonstrikéni efekt na rezistenéni cévy, stimuluje uvolnovani
aldosteronu a aktivuje sympatikus. Cely tento proces trva pfiblizneé
dvacet minut (26).

Dalsimi neopomenutelnymi zastupci strednédobé regulace jsou
neurotransmiter noradrenalin a hormon drené nadledvin adrenalin.
Reakce na katecholaminy je dana typem adrenergnich receptoru

pfitomnych v hladkém svalstvu cév (27). Inervace sympatiku je bohata
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zvlasté v arteriolach ledvin, splanchniku, kosternich svalech a kuzi. Zde
nalezneme pfedevSim al receptory. Arterioly kosternich svald a
véncitych cév jsou bohaté na P2 receptory. V srdci se vyskytuji 1
receptory (26). a2 receptory se v obéhové soustave témeér nevyskytuji
(27).

Stimulace 2 receptort vyvolava vazodilataci, aktivace al
receptorti naopak zpusobuje vazokonstrikci. Noradrenalin ptisobi pouze
na a receptory, proto jeho pfitomnost v krvi zptsobuje pouze
vazokonstrikci. Adrenalin ptisobi na a i (B receptory, proto zajiStuje
vazokonstrikci i vazodilataci. Dulezité je ale védét, Ze adrenalinu
k aktivaci  receptorti sta¢i mensi koncentrace. Zvysi-li se koncentrace,
aktivuje sice oba typy receptoru, ale vazokonstrikéni uc¢inek na a
receptorech prevladne. Adrenalin pusobenim na a i [ receptory
v konecném dusledku tlak krve neovlivni. ZvySeni tlaku krve tedy
dokaze zptisobit pouze noradrenalin.

Na arterialni tlak ma téz vliv endotelin. Plsobi mistné
vazokonstrikéné, dale ma pozitivni chronotropni a ionotropni ucinek na
srdce. Ma tedy ucinek na mistni i celkové regulacni mechanismy tlaku
krve (27).

Ucinky RAAS a snad i endotelinu antagonizuje atrialni
natriureticky peptid (ANP). Jeho exkrece z predsini je stimulovana
zvySenym zilnim navratem, ktery zvySuje napéti na stény predsini. ANP
ma téz pfimy vazodilatacni ucinek (26). Jeho natriureticky efekt je
autory fazen Kk pomalym regulaénim mechanismim (7, 26).
Natriureticky efekt totizZ zptisobuje zvysené ztraty natria a vody. Kromé
ANP (produkovanym myocyty), existuje téz natriureticky peptid typu B
(BNP) tvoreny komorovym myokardem a cévni natriureticky peptid typu

C (CNP) exkretovany cévnim endotelem (26).
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4. Systémy pomalé (dlouhodobé) regulace (hodiny az dny)

Dlouhodoba regulace TK by meéla udrzet hodnoty tlaku krve v
nastavenych mezich.

Dlouhodobé regulacni mechanismy hospodari s vodou a elektrolyty
a tim ridi celkovy objem krve. Vliv maji predevsim na plnici tlak, cerpaci
funkci srdce a zilni navrat.

Nejvyznamneéjsi dlouhodoby tucinek na tlak krve ma aldosteron,
hormon kiiry nadledvin. Aldosteron zvySuje vychytavani sodiku a tim i

vody, dale zlepSuje senzitivitu hladkych svaltl cév na angiotenzin II (26).

Obrdzek 2: Uéinky aldosteronu (30)
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Obr. 2 Disledky pusobeni aldosteronu v organismu.

http://www.remedia.cz/Images/Articles/Main/vtextu2006110610351.jpg (30. 10.
2012)

Nezapomeﬁme téZ na natriurézu, zminénou vySe. Natriuréza je
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Reabsorpci vody zvysSuje téz antidiureticky hormon (ADH), nebo-li
vazopresin. Vazopresin je schopen pfi vysSich davkach zpusobit
vazokonstrikci.

Jako posledni pomaly typ regulace si uvedeme mnozstvi tekutiny
vylouc¢ené ledvinami, coz je ¢isté mechanicky efekt. Pfi vySSim tlaku
krve totiZ dochazi ke zvySeni filtrace v ledvinach a vysSimu vylucovani

Celkove tedy dochazi k poklesu tlaku krve (26).

2.4.2 Uloha ledvin a nadledvin

Ledviny a nadledviny reguluji cévni tonus a objem krve. Tyto
organy hraji hlavni roli pri regulaci tlaku krve (22). Na regulaci krevniho
tlaku se podileji jako zdroj vazoaktivnich ptsobkt a svou exkretorickou
funkci. Exkretorickym pusobenim fidi volumovou a sodikovou
homeostazu. Na regulaci tlaku se tedy ledviny ucastni dvojim
mechanismem (12).

Ledviny pusobi na hodnoty tlaku krve pfedevsim pomoci RAAS.
Diky RAAS ledviny ovlivauji zvlasté homeostazu sodiku a periferni
rezistenci. Pri poklesu tlaku krve a krevniho objemu reaguji ledviny
poklesem tlaku v aferentni arteriole, sniZzenou glomerularni filtraci a
zvySenou reabsorpci sodiku v proximalnich tubulech.

Denné je ledvinami profiltrovano 170 litrd vody s 2,3 moly soli.
99,5 % mnozstvi musi byt zfiltrovano zpét pro udrZeni homeostazy.
Dtlezitou ulohu zastava pravé RAAS.

Ledvinami jsou produkovany prostaglandiny a oxid dusnaty (NO).
Prostaglandiny a NO jsou antihypertenzivni latky zptsobujici relaxaci
cév a antagonizuji tedy ucinek RAAS.

Pfi poskozeni exkrec¢nich funkci ledvin dochazi ke kompenzaénim
mechanismtim. Jejich pusobenim se zvysi tlak krve, ktery by mél

obnovit sodikovou a volumovou rovnovahu (22).
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2.4.3 Uloha RAAS

V dusledku poklesu intraluminalniho tlaku ve vas afferens a
zaznamenani nizsi koncentrace sodiku v distalnich tubulech pomoci
macula densa bunék dochazi k produkci reninu. Enzym renin jakozto
hormon juxtaglomerularniho systému ledvin rozstépi angiotenzinogen
(bilkovinny peptid) na angiotenzin-I (dekapeptid). Dale prichazi
predevsim v plicich ke slovu angiotenzinogen konvertujici enzym (ACE),
jenz odstépi z angiotenzinu-I dva peptidy za vzniku oktapeptidu
angiotenzinu-II (26). Vlivem angiotenzinu-Il. se zacne ze zona
glomerulosa vylucovat mineralokortikoidni hormon aldosteron. Hlavni
funkci aldosteronu je obnovovat krevni objem, ¢ehoz dosahne vyvolanim
retence vody a natria v distalnich tubulech. Cely proces je rizen zpétnou
vazbou (31). Angiotenzin II. navic aktivuje sympatikus (26).

Renin a ACE tedy premeéni angiotenzinogen az na angiotenzin II.,
ktery je schopen zvysit tlak krve pomoci ptisobeni na hladkou svalovinu
cév. Hladka svalovina cév prostfednictvim své kontrakce zvysi periferni

rezistenci.

Sekrece reninu je rizena tfemi mechanismy:

Intrarenalni mechanismy. K intrarenalnim mechanismtm patfi
tfi zastupci. Zaprvé v ledvinach dochazi v aferentnich arteriolach
k detekci zmén periferniho tlaku. Dale v macula densa
zaznamenava sodikovy receptor koncentraci natria v distalnich
tubulech. Na rizeni sekrece reninu se podileji téz prostaglandiny.
Autonomni faktory. Katecholaminy a mnervové impulzy téz
stimuluji vyluc¢ovani reninu pomoci renalnich nervu.

Humoralni déinky. Vylucovani reninu vyvolava téz vazopresin,
angiotenzin, elektrolyty a adrenergni impulsy z vySSim mozkovych

center (8).
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Tab. 2 TFi hlavni mechanismy zvyseni krevniho tlaku pusobenim
RAAS (31)

Prima vazokonstrikce

Zvysena aktivita sympatiku

Zvysena sekrece mineralokortikoidt

Obrdzek 3: Dusledky zvysené tvorby angiotenzinu II (32)
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Vlivem zvySené tvorby angiotenzinu II dochazi k poSkozeni ledvin a hypertenzi
vlivem zvySené bunécné proliferace, renalni fibréozy, ke zvySené vaskularni
rezistenci a k vychytavani sodiku. Na zvySenou vaskularni rezistenci ma vliv i

vySsi tvorba endotelinu.
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2.4.4 Uloha sympatického nervového systému

Jako vyznamny etiologicky faktor vzniku hypertenze je povazovana
zvysSena aktivita sympatického nervového systému (33). Bylo zjiSténo, ze
zvySena aktivita sympatického mnervového systému u mladych
hypertonikti souvisi s jejich emoéni nestabilitou a dlouhodobym
stresem. Tito jedinci maji zvySenou hladinu plazmatického
noradrenalinu, vysSsi tepovou frekvenci a srde¢ni vydej (34, 35, 36).
Noradrenalin ma vyznamné lokalni ucinky v ledvinach, do plazmy se
témeér nedostava. Oproti tomu u setrvalé hypertenze neni hladina
noradrenalinu v plazmé na rozdil od mladsi populace vyssi (12).

Obecné byla prokazana zvySena cinnost sympatiku nejen
v souvislosti s chronickym stresem, ale i vlivem zevniho prostredi, jako
je zvyseny prijem soli (37, 38).

Chronicka aktivace sympatiku ma na organismus komplexni
nasledky. Dochazi ke kumulativni stimulaci nervového systému. V
hypotalamu se sniZuje cinnost parasympatiku a zvySuje se aktivita
sympatiku. Odtud se dysfunkce Sifi do hypofyzy. PoSkozuje se tedy
hypotalamo-hypofyzarni osa. Nakonec se v dusledku poruchy fidicich
organu metabolicko-endokrinni cestou narusi c¢innost zlaz s vnitini
sekreci. Zménéna je i funkce mozkového kmene, coz souvisi s poruchou
srdce, ledvin a cév (13).

Dochazi k strukturalnim porucham arteriol v ledvinach, které jsou
pricinou vzniku chronické hypertenze. Hyperreaktivita typicka pro
¢asnou fazi hypertenze mizi.

Autonomni nervovy systém (ANS) ovlivinuje c¢innost hypotalamo-
hypofyzarni osy, RAAS, metabolismus leptinu a hlavné inzulinu. Proto
je-li vneporadku ANS, projevi se tato skutecnost nejen kolisanim

krevniho tlaku, ale téZ neurohumoralni i metabolickou dysfunkeci (12).

26



Tab. 3 Uéinky sympatického nervového systému a AH (12)

Typy ucinka Konkrétni icinky

cirkulacni - zvySeni frekvence srdec¢ni a kontraktility ->
-> zvySeni minutového srde¢niho vydeje

- zvySeni renalni a periferni vazokonstrikce

renalni - zvySeni hladiny angiotenzinu II.

- zvySeni vstrebavani sodiku

lokalni - zvySeni produkce KA a angiotenzinu II. ve

tkanich

metabolicko-endokrinni |- zvySeni sekrece leptinu, ACTH, TSH,
- zvySeni sekrece KA v nadledvinach
- porucha uvolnovani hormonu fidicich

sexualni funkce

ACTH - adrenokortikotropni hormon (kortikotropin), TSH - tyreotropni

hormon, KA- katecholaminy

2.4.5 Uloha vazoaktivnich puisobku

Vazoaktivni pusobky jsou lokalizovany jak pfimo ve tkanich, kde
vznikaji, tak v plazmé, kde cirkuluji. Proto se nazyvaji tkanové a
systémové puasobky. Tyto pusobky reguluji periferni cévni rezistenci
ovliviiovanim cévni kontraktility. Mohou zplsobovat remodelaci
hladkych svaltl cév, predevSim zpusobuji hypertrofii. Maji vliv na
subendotelialni migraci leukocytd a fidi adhezivitu a agregabilitu
trombocytt. Proto nerovnovaha mezi témito ptsobky u hypertonikt
souvisi s rozvojem ICHS a aterosklerozy (13).

Konec¢ny efekt vaskularnich pusobkltl zavisi na poméru mezi
vazodilata¢nimi a vazokonstrikénimi ptisobky (12).

Pri hypertenzi registrujeme pomeér stény cévni a Sifi lumen,
tloustku intimy a médie, funkci hladkého svalstva a endotel. Tyto
parametry hraji v poc¢ateéni i pokrocilé fazi hypertenze dulezitou roli.

K posouzeni endotelialni dysfunkce sledujeme urcité markery. Mezi
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markery evidované jiZ v poc¢atcich endotelialni dysfunkce patfi von
Willebrandtiv faktor, endotelin-1 (ET-1) a mezibunééna adhezni

molekula-1 (ICAM-1) (13).

Tab. 4 Presorické a depresorické pusobky (1)

Depresorické pusobky | Natriuretické peptidy

Systém kalikrein-kinin

Vazodilatacni prostaglandiny
Endotelialni relaxac¢ni faktor (EDRF), NO

Dopamin

Presorické pusobky |RAAS

Katecholaminy

Vazopresin

Endotelin

Tromboxan A a vazokonstrikéni prostaglandiny

Inzulin, Neuropeptid Y, Kortizol

NO - oxid dusnaty
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2.5 Sekundarni hypertenze

Na rozdil od esencialni hypertenze, u sekundarni hypertenze lze
urcit konkrétni vyvolavajici pfi¢inu. Zaujima pftiblizné 5-10 % pfipadt
hypertenze. Odstranénim priciny onemocnéni se casto odstrani i
doprovodna hypertenze (39). Zavaznost vysky tlaku krve vsSak byva
stredni az tézka (18, 29).

Nejcasteji se setkavame s renalnimi, endokrinnimi a dalSimi

pricinami, vcetné hypertenze v téhotenstvi (29).

Tab. 5 Priciny sekundarni hypertenze (18)

I.Renalni onemocnéni

A. Parenchymatozni

- glomerulonefritidy, intersticialni nefritidy
- polycystoza

- hydronefréza a obstrukéni uropatie

- diabeticka nefropatie

- hypertenze po transplantaci ledvin

- renalni tumory

B. Renovaskularni

- aneurysma, vaskulitidy, stenozy renalnich tepen, okluze,

trombozy, sekundarni ischémie ledvin

II.Endokrinni

- bude zminéno nize

III. Hypertenze vyvolana léky

IV.Hypertenze v téhotenstvi

V.Hypertenze u syndromu spankové apnoe

VI.Hypertenze po transplantaci ledvin, srdce (jater, kostni dren€)

VII.Neurogenni priciny

VIII. Koartace aorty

IX.Hypertenze u kardiochirurgickych vykonu
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2.5.1 Renalni hypertenze

Prevalence ledvinové hypertenze cita 5-6 % pripadu, proto jsou
ziskana i vrozena onemocnéni ledvin nejcastéjsi pricinou sekundarni
hypertenze (40, 41). Nejcastéji se jedna o renoparenchymatozni
hypertenzi s poskozenou tkani ledvin. Z 1-2 % pak jde o poruchy
ledvinového tepenného recisté, tedy o renalni vaskularni hypertenzi
(29).

Renoparenchymatické postizeni muzZe byt jak unilateralni, tak
bilateralni. Zahrnuje heterogenni skupinu chorob. TK mutzZe dosahovat
patologickych hodnot u akutnich forem, ale castéji je zvySeny u
chronickych pfipadi onemocnéni. U chronické intersticialni nefritidy je
tlak krve zvySen u 35 %, u polycystického onemocnéni ledvin je tomu
tak u 60 %. Diabeticka neuropatie je pak nejcastejSim
parenchymatoznim hypertenznim onemocnénim (39).

Fibromuskularni dysplazie (u zen mladsiho a stredniho véku) a
aterosklerotické postizeni (u osob vyssiho véku) jsou nejcastéjsi priciny
renovaskularni hypertenze. Okrajové pak mutiZeme zminit embolii ¢i
aneurysma. Hypertenze pak vznika na zakladé ischémie obou ¢i pouze
jedné z ledvin. Duisledkem je vysSsi produkce reninu a angiotenzinu II (9,
39).

Vzhledem k zavaznéjsimu pribéhu sekundarnich hypertenzi se ve
srovnani s esencialni hypertenzi setkavame u renalnich hypertenzi s
tézSim organovym poSkozenim. Renalni hypertenze muZe vyustit

v maligni fazi hypertenze (42, 43).

2.5.2 Endokrinni hypertenze

Nékteré endokrinni Zlazy, jsou-li postizeny hyperfunkénim
onemocnénim, produkuji nezadouci mnozstvi vazopresorickych
pusobkl (29). NejcastéjSim typem endokrinni hypertenze je primarni
hyperaldosteronizmus S idiopatickym bilateralnim hyper-
aldosteronismem (50-60 %) a s jednostrannym aldosteron produkujicim
adenomem (tzv. Conntiv syndrom) (35-40 %). Hypertenze z nadprodukce

hormont §titné zlazy nevznika casto (44).
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Tab. 6 Prehled endokrinnich onemocnéni a procentudlni odhad

vyskytu doprovodné hypertenze (18, 29)

1 exkrece mineralokortikoidi (primarni hyperaldosteronismus, | 100%

nadprodukce deoxykortikosteronu, ...)

1 exkrece kortizolu (Cushingtv syndrom) 75%
1 exkrece katecholamint (Feochromocytom) 90%
1 exkrece parathormonu (Primarni hyperparathyreoza) 35%
1 exkrece rustového hormonu (Akromegalie) 40%
1 exkrece hormonu §titné zlazy (hyperthyreéza, hypothyreoza) ?

Familiarni syndromy spojené s retenci sodiku (NA* a hypertenzi:| ?
Pseudohyperaldosteronizmus (Liddletv syndrom), Gordontv

syndrom

2.5.3 Iatrogenni hypertenze

Rada 1ékt1 ma vazopresorické ucinky. Jejich trvalé podavani muize
vést ke vzniku hypertenze. Toto podavani by proto meélo byt
kontrolovano pri lékarskych prohlidkach a davkovani by meélo byt

navrhovano opatrné, aby nedoslo k trvalému vzniku hypertenze (44).

Tab. 7 Léky a latky zvysujici krevni tlak (18, 28)

- sympatomimetika - kontraceptiva - ergotamin
- glukokortikoidy - alkohol - ADR

- mineralokortikoidy - interakce s IMAO - NaCl

- cyklosporin - TCA - Pb, Hg, Th
- takrolimus - erytropoetin

ADR - agonisté dopaminovych receptoru, Hg — rtut, IMAO - inhibitory
monoaminooxidasy, NaCl — chlorid sodny, Pb — olovo, TCA - tricyklicka

antidepresiva, , Th — thorium
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2.5.4 Hypertenze v téhotenstvi

Hypertenze v téhotenstvi zvySuje riziko zavaznych komplikaci.
Proto patfi k hlavnim pficinam fetalni, novorozenecké i materské
morbidity i mortality v civilizovanych zemich.

Tlak krve obvykle v prvni poloviné téhotenstvi klesa (44). Zvlaste
patrny je pokles periferni rezistence v disledku zvySené syntézy NO a
vazodilataénich prostaglandint (18). Od 6.-10. tydne stoupa minutovy
srde¢ni objem, plazmaticky volum a srdec¢ni frekvence. Poklesly krevni
tlak od druhé poloviny téhotenstvi stoupa, okolo porodu odpovida
hodnotam pred otéhotnénim (29).

Na vzniku hypertenze v téhotenstvi se podileji hormonalni vlivy,
poskozeny endotel s endotelialni dysfunkci a s nadprodukci
presorickych latek (18).

Hypertenze v téhotenstvi je definovana porovnanim zvySenych
hodnot TK v prubéhu druhého trimestru k hodnotam pfed otéhotnénim
¢i v prvnim trimestru. AH je v tomto pfipadé definovana pfi vzestupu
diastolického tlaku krve o > 15 mm Hg a systolického tlaku o > 25 mm
Hg proti hodnotam vySe uvedenym. Druhym zpusobem jak stanovit

hypertenzi je z absolutnich hodnot podle klasické definice AH (29).

2.5.5 Hypertenze u koartace aorty

Koartace aorty c¢ita 7 % vrozenych srdecnich vad. Koartaci aorty
chapeme vrozené zuzeni aortalniho Ilumina za odstupem levé

podklickové tepny (18).

2.5.6 Neurogenni pficiny hypertenze

Neurogenni hypertenze vznika v dusledku nartstu nitrolebniho
tlaku (nadory, hematomy, zanéty) ¢i z hypoperfazi, které opakované

probéhly. Jedna se o vzacny pripad sekundarni hypertenze (44).
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2.5.7 Hypertenze u syndromu spankové apnoe (SSA)

Poruchy jako hypopnoe az apnoe jsou velice casté predevSim u
osob s obezitou centralniho typu. SSA je diagnostikovan, pokud je
apnoe Ci hypopnoe zaznamenana alespon pétkrat a trva vice nez 10
sekund za 1 hodinu (45). Hypertenze pak vznika v disledku opakované
aktivace vazomotorickych center z hypoxie a nartustem aktivity

sympatického nervového systému (46).
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2.6 Komplikace z AH

Starsi, dnes jiz méné pouzivanou klasifikaci, je rozdéleni arterialni
hypertenze podle vyvojovych stadii poSkozeni. Existuji celkem ctyri
stupné stadii. Stadium I. se obchazi bez organovych zmén.
Zaznamenava prosté zvysSeni tlaku. Stadium II. je pak fazi onemocnéni,
kdy jsou jiz zaznamenana organova poskozeni bez klinickych projevu.
Prikladem mutze byt mikroalbuminurie, proteinurie, hypertrofie levé
komory, kalcifikace aorty a aterosklerotické zmény karotickych cév.
Stadium III. se jiz projevuje klinicky selhanim funkce organti a
poruchou postizenych organti. Maligni hypertenze pak zastupuje
stadium IV., kdy vlivem nahlého vzestupu tlaku krve dochazi k rychle
se rozvijejicimu levostrannému srdec¢nimu selhani, renalnimu selhani, a

celkové k histologické fibrinoidni nekroze arteriol a malych artérii (8).

Obrazek 4: Cilové organy poskozené hypertenzi (47)

Complications of Hypertension:

Peripheral

vascular

disease
TIA, transient ischemic attack: LVH, left ventricular s o ;
hypertrophy: CHD, coronary heart disease, HF, heart failure 'ﬂf'l {E"L&IJE

http://img.medscape.com/slide /migrated/editorial/cmelive /2008/14909/images/sli
de35.jpg (22. 12. 2012)



2.6.1 AH a tepenny systém.

PoSkozeni tepen u arterialni hypertenze neni prili§ specifické.
Jedna se o urychlené starnuti tepen v dusledku tlakové naloze (48).

Zmény rezistenéniho fecisté. V rezistenénim fecisSti dochazi
pusobenim tlaku krve k hypertrofii bunék hladké svaloviny. Hypertrofie
ve sténé arteriol pak vede ke zmenSeni lumina cév. Zesilena sténa je
vlivem zvySeného tlaku krve fidnou, dochazi k tzv. rarefakci.

Zmény velkych tepen. Velké tepny méni svou strukturu nejen
v zavislosti na tlaku krve, ale dale na zakladé privodu soli, genetické
predispozice a procesu starnuti. Pri trvalé hypertenzi se stoupajicim
vékem zacinaji byt elastinova rovnobézné usporadana vlakna
dezorganizovana. Byla zjiSténa fragmentace, stoupa obsah kolagenniho
materialu, jsou zaznamenana depozita vapniku. Dulezité je uvédomit si
rozdil mezi aterosklerotickym a hypertenznim poskozenim velkych tepen

(18, 49).

Tab. 8 Rozdil mezi aterosklerotickym a hypertenznim poskozenim
velkych tepen (18, 50, 51)

ATS AH
Lokalizace nerovnomerna, usek difizni zmény,
v tepenném fecisti CEvy hl. centralni tepny
Lokalizace v cévnich |intima médie
vrstvach
Dusledky procesu na |zuzZeni lumen dilatace velkych cév az
cévni sténu protazeni, rigidita
Geograficky vyskyt v zavislosti na vSude

prostredi
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2.6.2 AH a srdce

Hypertrofie levé srdecni komory. Jednim z disledkti AH byva
hypertrofie srdeé¢ni komory. K pfeméné srdec¢ni stény stac¢i nékolik
meésicu. Z presorickych ptsobkt maji vyznam pfedevSim RAAS v cele s
angiotenzinem II. a aldosteronem. Kromeé kratkodobého
vazokonstrikéniho uéinku angiotenzin II. zpusobuje hypertrofii
myocyta. S aldosteronem se podileji na hypertrofii vaziva. Inhibici
aktivity kolagenaz dochazi k hromadéni kolagenu v intersticiu
myokardu a k progresivni myofibroze (52). Na proliferaci fibroblastt se
podili téz endotelin-1 (53).

Hyperfunkce SANS nevede jednoznaéné k hypertrofii levé komory
srdecni (54). Pritom bylo zjisténo, Ze B-blokatory jsou schopny zvratit
remodelaci a zmenSit hmotnost srdce (55). Inhibitory angiotenzin
konvertujictho enzymu (ACEI) dokonce navic vedou k regresi
myokardialni fibrozy a ke zlepSeni diastolické funkce komory, coz je
hlavni dusledek hypertrofie levé srdec¢ni komory (56).

K dalsim faktortim vedoucim k hypertrofii levé komory srdec¢ni je
nadmeérny privod soli (57), inzulinova rezistence (58) ¢i alkohol (59).
Vyznamny je téz geneticky vliv a pohlavi.

Srdec¢ni selhani. U hypertenze vznika srdeéni selhani s
diastolickou ¢i systolickou dysfunkci nebo s obémi dysfunkcemi
dohromady. V prvnim pfipadé je diastolicka dysfunkce dutsledkem
hypertrofie levé srdec¢ni komory (60). Vysledkem je porucha plnéni
komor vzhledem k opozdéné relaxaci (18). Systolicka dysfunkce muze
byt pritomna.

Samotna systolicka dysfunkce pak muze vznikat pfi nasledné
ICHS. Casto Kk systolickému selhavani dochazi po infarktu myokardu
(60). K posuzovani systolické dysfunkce je zjiStovana ejekéni frakce. Je-

(18).
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V  selhavajicim myokardu dochazi apoptéozou k ubytku
kardiomyocytti, coz je u hypertonického srdce hlavni rozhodujici faktor
srdec¢niho selhani (61).

Ischemicka choroba srdec¢ni (ICHS). Bylo zjisténo, Ze zvySenim
tlaku krve o 20 mm Hg systolického a 10 mm Hg diastolického tlaku ve
skupiné 40-69 let se umrtnost na ICHS a dalsi vaskularni choroby
zdvojnasobila (62).

Systolicky krevni tlak je oproti diastolickému povazovan dle studii
za lepsi ukazatel koronarniho a kardiovaskularniho rizika (63).

Arytmie. Diastolicka dysfunkce muze vést k fibrilaci sini (64).
Komorové arytmie pak vznikaji jak nasledkem hypertrofie srde¢ni, tak

zmnozenim pojivové tkane (65, 66).

2.6.3 AH a metabolismus

Metabolicky syndrom. Metabolicky syndrom (MS) je podle IDF
(International Diabetes Federation, Mezinarodni federace pro diabetes)
definovan pfitomnosti abdominalni obezity a dale pfitomnosti nejméné
dvou ze ¢tyt rizikovych faktorti. Mezi tyto faktory patfi kromé snizené
hodnoty lipoproteini o vysoké hustoté (HDL-cholesterolu), zvySené
hodnoty triglyceridii (TG) a zvySené hodnoty glykémie nalaéno (¢i dfive
diagnostikovany diabetes mellitus (DM) 2. typu) pravé zvysSeny krevni
tlak od 130/85 mm Hg a vyse (7).

Pritomnost AH u MS zvysSovala dle studii riziko kardiovaskularnich
a cerebrovaskularnich prihod dvojnasobné (67). Podle jinych zvySovala
AH kardiovaskularni (KV) riziko nejvyraznéji u osob s MS, ktefi zaroven
trpéli hyperlipidémii (68). U hypertonikti s MS byla sledovana zvySena
hypertrofie levé srdeéni komory, nizs§i poddajnost aorty s ATS lézemi,
mikroalbuminurie a retinopatie (18).

Diabetes mellitus. DM je zavaznym rizikovym faktorem ATS. U
diabetiktl je KV mortalitni riziko 2-4krat vyssi a riziko CMP 3krat vySsi.
Nemocni s DM maji stejné riziko aterosklerotickych koronarnich

komplikaci jako nemocni po infarktu myokardu (6). AZ Sestkrat je pak
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zvyseno KV riziko u kombinace s AH a 35krat pak, je-li pritomna i
proteinurie (69). Pritomnost hypertenze se u DM zvysSuje dvakrat (70).
DM zvysSuje riziko KV chorob tim, ze s timto onemocnénim jde ruku
vruce vice rizikovych faktori, metabolickych poruch a rychla
aterogeneze ve spojitosti s AH. Zvlasté casté jsou komplikace v pripadé
DM II. typu makroangiopatie, coz je poskozeni velkych cév.

Makroangiopatie urychluje rozvoj ICHS, ICHDK a CMP (29).

2.6.4 Hypertenzni krize

Hypertenzni krize je stav ohrozujici zivot, u néhoz dochazi
v diisledku akutniho zvySeni krevniho tlaku nad 210/120 mm Hg ke
kardiovaskularnim, renalnim a neurologickym porucham s priznaky.
Hypertenzni Kkrizi délime na nahlou (urgentni) a supernahlou
(emergentni) krizi. Maligni hypertenzi pak myslime stav, kdy dochazi
k rychlé progresi organového poskozeni z divodu dlouhodobého zvySeni

tlaku nad hodnoty 210/120 mm Hg (29).
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3 SUNITINIB

Sunitinib fadime dle farmakologie mezi antineoplastika — inhibitory
proteinkinaz. Dle anatomicko-terapeuticko-chemické (ATC) klasifikace
léciv je kod pro sunitinib LO1XEO4. Jedna se o karboxamid, konkrétné
o N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(Z)-(5-fluoro-1,2-dihydro-2-oxo-3H-indol-
3-ylidin)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxamid. = Lécebné  se

pouziva ve formé malatoveé soli (71).

Obrazek 5: Vzorec sunitinibu (72)
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http://cdn.medicosconsultants.com/images/monograph/43a4d7{8-48ae-4a63-9108-
2fa8e3ea9d9c/sutent-01.jpg (29. 9. 2012)

Sunitinib konkrétné putsobi jako inhibitor tyrozinkinazovych
receptord (RKTs). RKTs patii k molekulam, které spolupracuji na
patologické angiogenezi, rGstu tumoru a progresi karcinomu
s metastazami (73, 74). Tyrozinkinazy zprostfedkovavaji fosforylaci, tedy
vazbu fosfatovych skupin na tyrozin. Jedna se o enzymy. Fosforylace
vede k duilezitym bunéénym pochodiim. Odstartuje kaskadu signalt
napfiklad vzajemnou vazbou rustovych faktort. Umoznuje tak
kontakt extracelularniho prostredi smérem Kk jadru. Potfebny fosfat

dodava adenozintrifosfat (ATP). Signal vSak mutzZe byt pferusen
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navazanim prislusného inhibitoru. Inhibitory tyrozinkinaz potlacuji

selektivné pouze specifické bunky nadorovych bunék (71).

Obrdzek 6: Mechanismus uéinku a vysledky piusobeni sunitinibu
(75)

Obr. 2 Ziadnoduiend schéma mechanizmu Udlinky sunitinibu.

Sunitinib plisobf jako Inhibitor tyroginkindz fady receptord. Vazbou na misto pro adenozinki-
fosfat Brand sunitinib fosfonyviaci proteind a pfenosuy signdiu. To vede k potladany neoangioge-
naza, tl sniE se kravnl zasobent nadorovych bunédk, rovnaZ dochazl k snlZen! schopnosl
Jeiich rdstu a proliferace a zaroven Ke Zvyien! apopldzy.

http://www.remedia.cz/Images/Articles/Main/vtextu20081016022255.jpg

(28.9.2012)
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Sunitinib tedy jakozto inhibitor tyrozinkinaz znemoznuje rast a
proliferaci nadorovych bunék, potlacuje krevni zasobeni nadorovych
bunék pozastavenim neoangiogenezie. Jeho pusobenim téZ dochazi az
k apoptoze bunek (71, 76).

Sunitinib je v jatrech metabolizovan na stejné ucinny primarni
metabolit SU012662. Ten je casto pfimo vyuzivan pfi zkoumani ucinkt
sunitinibu na zviratech (74, 77). Metabolizace sunitinibu probiha
v jatrech pomoci enzymu CYP3A4, coz je jeden z typti cytochromu P450.
Sunitinib by nemél byt inhibitorem ani induktorem enzymu cytochromu
P450 (71).

Sunitinib inhibuje tyrozinkinazové receptory pro rastové faktory
desticek (PDGFR-a a PDGFR-b), Fms podobné tyrozinkinazy 3 (Fms-like
tyrosine kinase-3, FIt3) a receptor faktoru nadorovych kmenovych
buneék (Kit) (73, 78). Dale stejnym mechanismem inhibuje receptor pro
vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGFR-1, VEGFR-2 a VEGFR-3)
(79). Je inhibitorem receptoru pro neurotroficky faktor odvozeny od
glialnich bunék (glial cell-line derived neurotrophic factor receptor, RET)
a receptor kolonie stimulujiciho faktoru (CSF-1R) (74).

Sunitinib-malat je dnes uzivan zejména pro lécbu dvou zakladnich
typu karcinomu. Témi jsou metastaticky adenokarcinom ledviny zvlasté
pokrocilého stavu. Zde bylo zjiSténo, ze sunitinib je ucinnéjsi nez dosud
uzivany cytokin interferon-a. Druhym je pak gastrointestinalni stomalni
tumor a to jak benigniho tak maligniho typu. V tomto pripadé je volen
po selhani svého pfedchtidce imatinibu, na néhoz c¢asto vznika
rezistence ¢i precitlivélost (74, 80).

Probihaji klinické studie za ucelem lécby dalSich typd nadoru
sunitinibem. Jmenujme napfiklad rakovinu jazyka, metastazujici
rakovinu prsu ¢i rakovinu streva (81).

Sunitinib ma jako kazdy 1€k, zvlasté 1ék radici se mezi
antineoplastika, fadu nezadoucich ucinkti. Mezi typické nezadouci
ucinky patfi gastrointestinalni poruchy, poruchy krevniho obrazu,
embolie ¢i hepatotoxicita. Mezi dalsi zjiSténé nezadouci ucinky radime

arterialni hypertenzi (82).
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Arterialni hypertenze. Hypertenze byla detekovana u 16 %
pacientt lé¢enych sunitinibem, z toho 4,7 % pacientt mélo hodnoty
tlaku krve u systolického > 200 mm Hg ¢i u diastolického tlaku > 110
mm HG (74). Obvykle se objevi po 3-4 tydnech lécby sunitinibem (83).
Tento nezadouci ucinek vSak byva feSen lécbou obvyklymi
antihypertenzivy. Hypertenze nebyva dtvodem k vysazeni sunitinibu
(84). Pouze neodpovida-li pacient na farmakologickou lé¢bu a hodnoty
vyse jeho tlaku krve jsou zavazné, lécba byva preruSena a je nutné
cekat na snizeni krevniho tlaku (74).

Hypertenze by se meéla monitorovat. Dekompenzovany krevni tlak
by mohl zvySit a podporit zavaznost kardiotoxicity a vaskularnich
nezadoucich uc¢inkd sunitinibu (85). To muze vést k infarktu myokardu,
ischémii ¢i tromboze (86).

Patogeneze hypertenze zvyssi hladiny ET-1 a souvislost
s podavanim sunitinibu bude vysvétlena nize. ET-1 je vyznamny

vazokonstrikéni ptisobek se schopnosti zvySovat krevni tlak (87).
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4 ENDOTELIN

Endoteliny (ET) zahrnuji tfi izoformy. Endotelin 1, 2 a 3. Jak jiz
nazev napovida, ET jsou produkovany endotelovymi bunkami. Jedna se
o silné vazokonstrikéni latky. NejznameéjSim a nejsiln€jsim z téchto tri
peptidovych izoforem je endotelin-1 (ET-1). Existuji dva subtypy
endotelinovych receptoru (88). Na ETA receptor se muzZe vazat pouze
ET-1. Touto vazbou je vyvolana vazokonstrikce a dalsi hypertenzni
ucinky. VSechny tfi izoformy se pak mohou vazat na ETB receptor,
ktery potlacuje reabsorpci sodiku v ledvinach a ma vazodilatacni ucinky
(12, 88). ETA receptory jsou distribuovany na povrchu hladkého
svalstva médie cév, predevsim v srdci a cévach mozku. ETB receptory se
vyskytuji na povrchu endotelu cév, zvlasteé v ledvinach, CNS a v dé€loze.

V endotelové bunce dochazi ptsobenim fady komponent ke
zvysSené expresi mediatorové ribonukleotidové kyseliny (mRNA). Vznika
pre-proendotelin-1 (PRE-PROET-1), z néhoz pusobenim proteolytickych
enzymu vznika proendotelin-1. ET-1 pak vznika putsobenim
endotelinkonvertujiciho enzymu (ECE) (89). K aktivaci mRNA dochazi
pusobenim angiotenzinu II, adrenalinu, vazopresinu, cytokint, vlivem
zanétu, koagula¢nich faktorti, ischemie ¢i rozpétim cévni stény (88, 89).

Po intravenoznim podani ET-1 dochazi nejprve k poklesu tlaku
krve. Pokles je kratkodoby a je vystridan asi hodinovym vzestupem
krevniho tlaku (26). Tomuto jevu fikame dvoufazovy pribéh konstrikce.
K pocatecnimu poklesu TK vede aktivace ETB receptoru s naslednou
zvysenou expresi NO a prostacyklinu (PGI2). Timto je udrzovana i urcita
rovnovaha vazokonstrikéniho a vazodilatacniho uc¢inku. K rovnovaze
prispiva téz endotelin inhibujici faktor, jenZz sniZuje expresi ET.
Endotelin inhibujici faktor je pravdépodobné produkovan bunkami
hladkého svalstva (89). K vazokonstrikécnimu ucinku, jak jiz bylo
zminéno, vede vazba ET-1 na ETA receptor. Vazbou na ETA receptor

aktivuje ET-1 fosfolipazu C. Nasledkem aktivace fosfolipazy C stoupa
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Obrazek 7: Faktory vyvoldvajici tvorbu pre-proendotelin (PRE-
PROET-1), z néhoz vznikne endotelin-1 (89)

VAZOPRESIN
ADRENALIN

ANGIOTENZIN || PRE-PROET-1
TGF- | mRNA
TROMBIN

INTERLEUKIN-1

koncentrace vapnikovych iontt uvnitf bunky. Vapnikové ionty pak
zvySuji cinnost myozinkinazy s kontrakci bunék hladké svaloviny (89).
ET-1 a ETA receptor tvori velmi pevny komplex receptor-ligand, ktery se
velice pomalu disociuje, a proto je icinek dlouhodoby (88).

ET-1 zvysi krevni tlak také plusobenim na srdce opét
prostirednictvim ETA receptorti. Konkrétné vyvolava pozitivni ionotropni
a chronotropni ucinky. Timto je ET-1 schopen ovlivnit celkové hodnoty
tlaku krve a nema pouze mistni vazokonstrik¢ni ucinky (26).

Endotelin-1 a sunitinib. Podavani sunitinibu je spojovano se
zvySenou koncentraci plazmatického ET-1. Naprfiklad studie zkoumajici
koncentraci ET-1 u pacientek s preeklampsii vysla pozitivné ve znéni
tohoto tvrzeni. Vyzkum byl lokalizovan v tepenném systému ledvin (90).

Probéehl téz vyzkum na lidech a krysach v pupecnikové zile in vitro
a in vivo. Zvysena hladina ET-1 byla in vivo zaznamenana, ale
nekorelovala se zvysenym tlakem (91). Tento nesoulad si vysveétluji dalsi
badatelé podavanim antihypertenzni 1é¢by ¢asti pacientti (92). Vysledek
nepotvrdil zvySenou expresi ET-1 v endotelu pupecnikové zily in vitro a
poukazoval na nutnost zamérit se v dalsim vyzkumu na jiny cévni usek.
Autori povazovali puvod zvySeného ET-1 za neendotelialni (91). Podle

jinych se vSak mohli autori zmylit tim, Ze nevyhodnotili produkci NO, o
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niz se pfitom v praci zminuji. Cinnost VEGF a ET-1 je provazana a je-li

aktivita NO-syntazy sniZena, vzrusta aktivita ET-1 (92, 93).

Obrdzek 8: Uéinky inhibitoru tyrozinkindzovych receptori (94)

Angicgenesis

M Mitric Cueide Receptor Tyrosine ¢ ET Recaptor
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Inhibitory tyrozinkinazovych receptori potlac¢uji angiogenezi vedouci k rozvoji
rakoviny, poskozuji ledviny a zvySuji hypertenzi sniZenou tvorbou NO a

zvySenou produkci vaskularniho a renalniho ET-1.

http://hyper.ahajournals.org/content/56/4/575/F1.medium.gif (15. 12. 2012)
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5 CIL PRACE (ZADANI)

Cilem této rigorozni prace bylo za pomoci imunohistochemickych a
stereologickych metod vyhodnotit expresi endotelinu v aorté.
Pozorovanymi zviraty byli normotenzni WKY a hypertenzni SHR potkani.

Zvitatim bylo podavano lé¢ivo sunitinib.
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Zvirata a pfedepsana dieta

K experimentu byl pouzit inbredni kmen spontanné hypertenznich
potkant (SHR) a inbredni kmen Wistar Kyoto normotenznich potkant
(WKY). Tyto dva kmeny byly kazdy dale rozdélen do dvou skupin, ¢imz
vznikly ctyri skupiny. Polovinu tvorili SHR a polovinu WKY potkani.
Celkem bylo pro pokus pouzito 24 potkant, v kazdé skupiné po 6
zviratech.

Z kazdého kmene byl poloviné zvirat podavan sunitinib v davce
10mg/kg/den. Sunitinib byl rozpoustén ve vodé. Zbytek zvirat slouzil
jako kontrola. Tato zvirata dostavala vodu. Aplika¢ni schéma u SHR
potkanti bylo 8 tydnti/5 dnt pauza/8 tydnt. Testované i kontrolni
skupiné byla tedy dieta podavana 8 tydnu. U pacientt je doba podavani
omezena na 4 tydny, doba podavani potkanum byla tedy dvakrat tak
delsi. Nasledovala 5-ti denni pauza a pokracovalo se opét 8 tydnu
v podavani sunitinibu a vody. U normotenznich WKY potkant
nasledovalo po 8 tydnech podavani sunitinibu a vody a po 5 dnech
pauzy pouze 2 tydenni pokracovani v podavani sunitinibu z dvodt
neunosného ubytku hmotnosti a toxicity. Aplikacni schéma WKY
potkant tedy bylo 8 tydnt/5 dnti/2 tydny.

Zvirata byla po posledni davce po 24 hodinach usmrcena. Po
usmrceni zvifat euthanasii byly zvifatim odebrany segmenty tkani. Pro
nas experiment byly pouzita aorta. Tkanové segmenty byly vlozeny do
OCT media (Leica, Praha, Ceska Republika), zmrazeny Vv tekutém

dusiku a poté uskladnény v -80 °C.

6.2 Imunohistochemie

K detekci exprese endotelinu-1 byla pouzita imunohistochemicka
metoda. Pomoci imunohistochemické metody mtizeme vizualné zjiStovat

pritomnost ¢i nepritomnost hledaného antigenu ve tkanich. Konkrétni

a7



antigen lze identifikovat pomoci imunologické reakce hledaného
antigenu s protilatkou. Imunohistochemickych metod existuje nékolik
typti. V tomto pripadé jsme zvolili En Vision metodiku. Jedna se o
neprimou metodu, kdy se na hledany antigen navaze primarni
protilatka. Na tuto pak se navaze jeSté sekundarni protilatka pro
citlivéjsi detekci. Az potud neni reakce viditelna. K vizualizaci jsme
pouzili chromogen diaminobenzidin (DAB). Ten se za pritomnosti H202
jako substratu darovanim elektronti premeéni v alkoholu nerozpustny

hnédy produkt.

6.2.1 Pracovni postup

Po nakrajeni fezi na zmrazovacim mikrotonu byly fezy pfeneseny
na sklicka. Nasledoval postup dulezity k fixaci a lepsi adhezi rezti ke
sklicku. Rezy byly 30 minut ponechany na vzduchu Kk suSeni a
rozmrazeni. Na dalSich 30 minut byly rezy se sklicky po rozmrazeni
vlozeny do roztoku acetonu. Aceton byl uchovavan v -20 °C. Sklicka se
vyndala a dala se opét nejméné 30 minut susit.

Pouziti co nejmensiho mnozstvi reagencii jsme docilili pomoci pera
PAP, jimZ jsme kolem fezu vyznacili hydrofobni kruh. Poté jsme sklicka
na 5 minut vlozili do roztoku PBS (Phosphate Buffered Saline — fosfatovy
pufr), fedéného 1:10.

Na tkani fezu se nachazi velké mnozstvi antigent, které by vedly
k nespecifickym imunitnim reakcim. Tato mista lze zablokovat pomoci
30 minutové inkubace s 10 % roztokem goat séra (Sigma Aldrich,
Praha, Ceska Republika) v PBS. Toto sérum je neimunogenni. Dulezity
je oplach v PBS mezi jednotlivymi tukony.

Po zablokovani vSech nespecifickych mist jsme nanesli primarni
kralic¢i protilatku. Jako primarni protilatka pro expresi endotelinu byla
pouzita anti-endotelin (anti-rat) protilatka. Tu jsme zfredili bovinnim
sérovym albuminem (BSA) v poméru 1:100 (Sigma Aldrich, Praha,
Ceska Republika). Po 60 minutach inkubace byla sklicka po dobu 5
minut 2x vymyta v roztoku PBS.
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Z dtvodu pritomnosti endogenni peroxidazy ve tkanich potkanu
bylo potfeba c¢innost peroxidazy zablokovat. K tomu postacilo dodat
substrat. Jako substrat nam poslouzil 3 % roztok H202. Inkubace trvala
15 minut. Vysledkem tohoto bodu v postupu bylo zamezeni faleSné
pozitivni reakce s barvivem DAB.

Teprve po téchto ukonech a po oplachu v PBS (2 x 5 minut) jsme
napipetovali na tkan sekundarni goat protilatku anti rabbit En Vision.
V pomeéru 50:1 byla tato protilatka smichana s potkannim sérem (Sigma
Aldrich, Praha, Ceska Republika). Komplex jsme nechali na sklickach
pusobit 30 minut a nasledovalo opét promyti sklicek v roztoku PBS (2 x
5 minut).

Nyni jsme jiz mohli provést vizualizaci pomoci barviva DAB (DAKO,
Dansko). Kazda inkubace barvivem trvala 45 sekund. DAB nam pomohl
vizualizovat pomoci hnédého obarveni protilatek expresi endotelinu na
preparatech. Po oplachu v PBS jsme po dobu 5 sekund dobarvili jadra
v barvivu hematoxylinu ukoncené 1 minutovym modranim. Modrani
probiha pod tekouci vodou z kohoutku.

Nasledné jsme postupovali s cilem vytvorit trvalé preparaty. K tomu
je treba obarvenou tkan odvodnit. Postupuje se od hydrofilni slouc¢eniny
(aceton) smérem k hydrofobni slouceniné (xylen) dle nasledujiciho
schématu: aceton — aceton-xylen (10:1) 3 minuty — aceton-xylen (1:10)
3 minuty — xylen (3 x 2 minuty). Podlozni sklicka byla nakonec

montovana s krycim sklickem pomoci eukitu

6.3 Stereologicka analyza

Stereologické metody nam pomohly kvantifikovat plochu velikosti
endotelialni exprese. Z referencniho objemu 50 fezt o tlouStce 7 pm
bylo systematicky nahodné vybrano pét fezt pro kazdé barveni, nebot
prvni fez byl vybran nahodné a pak kazdy desaty. Ke stereologickému

odhadu byla zvolena metoda bodové testovaci mrizky. Pomoci této

49



metody jsme museli na jedné cévé napocitat vice jak 100 prusecikt
mezi pozitivitou endotelinu barveni na cévnim endotelu a body sité.
Vzorec slouzici k vypoctu odhadované plochy barveni je:

estA =a [/P,

kde parametr a definuje plocha pfislusejici jednomu testovacimu
bodu a parametr P je pocet priisecikil mezi pozitivitou barveni a body
testovaci sité.

Stereologicka analyza byla stanovena pomoci softwaru PointGrid
ELLIPSE (ViDiTo, Kosice, Slovakia). Digitalni kamera Pixelink PL-A642
(Vitana Corp. Ottawa, Canada) a softwar pro obrazovou analyzu NIS
(Laboratory Imaging, Czech Republic) provedli fotodokumentaci a
digitalizaci snimkt. K vizualizaci preparatd byl pouzit mikroskop

Olympus AX 70.

6.4 Statisticka analyza

Hodnoty v grafech jsou formulovany jako prumeéry hodnot
stfednich chyb pramérd (x SEM). V kazdé skupiné je 6 zvirat.
K porovnani rozdild mezi kontrolni skupinou a skupinou, které byl
sunitinib podavan, byl pouzit neparovy T test. Za statisticky vyznamny
rozdil zjistény pomoci softwaru GraphPad Prism 5.0 povazujeme, je-li

hladina vyznamnosti p < 0,05.

50



7 VYSLEDKY

7.1 Imunohistochemické barveni endotelinu v aorté

Pro hodnoceni exprese endotelinu-1 bylo zvoleno 120 preparatu,
které obsahovaly 5 preparatti systematicky nahodné zvolenych fezt od
6 potkanu z jednotlivych skupin. Exprese endotelinu-1 byla pozorovana
zejména na cévnim endotelu a castecné nékde také v cévni medii a to
castecné u vSech hodnocenych cév.

Exprese endotelinu byla velmi podobna u normotenznich potkant
a to jak u kontrolni skupiny, tak u skupiny lécené sunitinibem (obr 9,
10). Na druhou stranu byla exprese endotelinu zna¢né vyraznéjsi u SHR
potkant, kterym byl podavan sunitinib ve srovnani s kontrolnimi SHR
potkany (obr 11, 12). Po takto vyhodnoceném barveni jsme pristoupili

ke stereologické analyze.

Obrazek 9: Representativni obrazek exprese endotelinu u

kontrolni skupiny WKY potkant v aorté

WKY kontrola
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Obrazek 10: Representativni obrdzek exprese endotelinu u

skupiny WKY potkanu v aorté, ktergm byl poddvan sunitinib

Exprese byla detekovana zejména u endotelidlnich bunék (Sipky). Obecné lze

konstatovat, Ze exprese endotelinu se nijak vyrazné neliSila mezi kontrolnimi a

sunitinib potkany. Jadra jsou dobarvena hematoxylinem. ZvétsSeni 20x.
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Obrazek 11: Reprezentativni obrdzek exprese endotelinu u
kontrolnich SHR potkanu v aorté

B s =

SHR kontrola

Obrazek 12: Reprezentativni obrazek exprese endotelinu v aorté u

SHR potkani, kterym byl poddavan sunitinib
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Exprese byla detekovana zejména u endotelidlnich bunék (Sipky). Ze sledovanych
obrazku byla patrna vyssi intenzita barveni (exprese) u cév u potkanu, kterym

byl davan sunitinib (vice Sipek). Zvétseni 20x.

7.2 Stereologicka analyza exprese endotelinu v aorté

Stereologicka analyza byla pouzita pro kvantifikaci velikosti plochy
endotelialni exprese endotelinu. Stereologicka analyza byla provedena
celkem u 120 fezti. 30 ezt bylo hodnoceno v kazdé skupiné. Exprese
sunitinibu se lisila zejména u SHR potkanti.

Podavani sunitinibu neovlivnilo expresi endotelinu u WKY potkanti
(0,007893 + 0,002408 versus 0,0096 *+ 0,001576 mm?2, P = 0,56) (graf
1).

Na druhou stranu podavani sunitinibu vyznamné zvysilo expresi
endotelinu na cévnim endotelu u SHR potkant (0,007893 + 0,0009001
versus 0,02331 * 0,002630 0,02331 % 0,002630, P = 0,0002) (graf 2).
Pokud jsme vSak porovnali exprese endotelinu mezi WKY a SHR
potkany bez sunitinibu, nebyly pozorovany zadné rozdily v jejich expresi

(0,007893 + 0,002408 versus 0,0096 + 0,001576, P = 0,5664) (graf 3).

Graf 1: Stereologicka analyza exprese endotelinu v aorté u WKY
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Graf 2: Stereologicka analyza exprese endotelinu v aorté u SHR
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Graf 3: Stereologicka analyza exprese endotelinu v aorté u SHR a

WKY potkanu bez sunitinibu
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8 DISKUZE

Sunitinib je mala molekula tyrosinkinazovych inhibitorti (SMTKIs),
ktera se vaze mimo jiné na receptor vaskularniho endotelialniho
rustového faktoru (VEGFR), destickového rustového faktoru, Flt-3, Kit,
Raf, Ret a na receptor kolony stimulujici faktor 1 (CSF-1R) (95). SMTKIs
jsou organizaci U.S. Food and Drug Administration (FDA) schvaleny pro
pouziti v 1écbé mnoha pokrocilych rakovin zahrnujici gastrointestinalni
nador (GISTs), rakovinu jaterni bunky (HCC) a renalni bunécény
karcinom (RCC). K hlavnim mimokardialnim vaskularnim nezadoucim
ucinktim patii hypertenze, krvaceni, tromboembolie a perforace (96).

Hypertenze je jedna z nejcastéji popisovanych vedlejSich ucéinku
terapie inhibitory VEGF (VEGFI). Nekontrolovana hypertenze muze vést
k vaznych nasledkiim zahrnujicim aterosklerozu, infarkt myokardu,
mozkové prihody a onemocnéni ledvin. Hypertenze navozena lécbou
sunitinibem je zavisla na davce a odrazi cilovou inhibici vice nez vedlejsi
ucinky. Sam ucinek SMTKIs je totiz uzce spjat s potencialem inhibovat
receptor 2 pro vaskularni endotelidlni faktor (VEGFR-2), coz souvisi i
s naslednymi dopady na krevni tlak. SMTKIs pusobici vyssi hodnoty
hypertenze, jako jsou axinib a cediranib, potlacuji VEGFR-2 pfi nizsi
koncentraci nez sorafenib a sunitinib, ktefi se vazi k dalSim cilovym
molekulam s vys$Ssi afinitou (97).

V této praci jsme se zameérili na zmény endotelialni exprese ET-1,
které mohou byt zodpovédné za rozvoj hypertenze v zavislosti na svych
vazokonstrik¢énich ucincich (98). Vyjma vasokonstrik¢niho ucinku ma
ET-1 dtlezitou roli v fizeni ledvino-tubularni vymeény soli a vody, které
muze téZ souviset s iniciaci vzniku hypertenze (99).

Studie na potkanech prokazala zvySeni jak krevniho tlaku, tak
plasmatického ET-1. Po vysazeni sunitinibu obé sledované hodnoty opét
Klesly (92). Otazka zni, zda-li zvySeni ET-1 souvisi se zvySenim krevniho
tlaku z cévni toxicity sunitinibu.

V této praci jsme prokazali, ze ET-1 je produkovan hlavne

endotelovymi bunkami. Na druhou stranu, in vitro podavani sunitinibu
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nevedlo ke zvySenému mnozstvi ET-1 u endotelianich bunék. To
poukazuje na moznost, ze nejen endoteliani ale i jiné bunky jsou
schopny produkovat ET-1 (92). Zaroven se nam nepodarilo prokazat
rozdilnost exprese ET-1 mezi WKY a SHR potkany, kterym nebyl
podavan sunitinib. Z tohoto dtivodu se domnivame, Ze sama hypertenze
neni zodpovédna za zmeény exprese endotelinu u téchto zvirat. Navic
lécba sunitinibem nema vliv na expresi ET-1 u WKY potkanti. Po 1écbé
sunitinibem bylo prokazatelné zvyseni exprese ET-1 pouze u SHR
potkant. V tomto pripadé je zvySena exprese ET-1 pfimo zavisla na
vaskularni toxicité sunitinibu. Vysvétlenim mutize byt samotny fakt, Ze
jak vysoky krevni tlak, tak lécba sunitinibem ovlivnili vaskularni
endotelium a zpusobily zvySenou expresi ET-1. Navic zlistava nejasneé,
zda-li je hladina ET-1 zvySena proto, ze vzrostla produkce ET-1 nebo
kvuli zhorSenému odstranovani vazby ET-1 na receptor. Toto mohlo byt
objasnéno meérenim prekurzorového peptidu v syntéze ET-1, v
klinickych studiich a ve studiich se zviraty v artériich, srdci a ledvinach.

Tato studie ukazala, ze podavani sunitinibu zvySuje expresi ET-1
pouze u SHR potkant. Domnivame se, Ze sunitinib ovliviuje krevni tlak
napadenim vaskularniho endotelia. Toto by muselo byt potvrzeno

studiem dalSich markert v nadchazejicich studiich.
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9 ZAVER

Cilem této rigorozni prace bylo kvantifikovat expresi endotelinu
v aorté u spontanné hypertenznich potkanti a normotenznich potkant
po podavani sunitinibu.

Imunohistochemicka analyza prokazala expresi endotelinu zejména
na cévnim endotelu u vsech skupin zvirat.

Stereologicka analyza prokazala statisticky vyznamny nartst
exprese endotelinu pouze u hypertenznich zvirat po podavani
sunitinibu.

V soucasné dobé vsak stale neni znam mechanizmus jak presné

sunitinib muze ovliviiovat expresi endotelinu, coz bude predmétem

dalsiho studia.
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10 SEZNAM ZKRATEK

ACE
ACEI
ACTH
ADH
ADR
AH
ANP
ANS
ATC
ATP
BMI
BNP
BSA
CMP
CNP
CNS
CSF-1R
CYP
DAB
DM
dTK
ECE
ESC

ESH

ET-1

ETA, ETB
FDA

Angiotenzin konvertujici enzym

Inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu
Adrenokortikotropni hormon (kortikotropin)
Antidiureticky hormon

Agonisté dopaminovych receptora

Arterialni hypertenze

Atrialni natriureticky peptid

Autonomni nervova soustava
Anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace 1éciv
Adenosintrifosfat

Index télesné hmotnosti (body mass index)
Natriureticky peptid typu B

Bovinni sérovy albumin

Cévni mozkova prihoda

Cévni natriureticky peptid

Centralni nervova soustava

Receptor kolonie stimulujiciho faktoru

Cytochrom

Diaminobenzidin

Diabete mellitus

Diastolicky tlak krve

Endotelinkonvertujici enzym

European Society of Cardiology (Evropska spolecnost
pro kardiologii)

European Society of Hyperzension (Evropska
spolecnost pro hypertenzi)

Endotelin-1

Receptor A a B pro endotelin

Food and Drug Administration
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Flt-3
GIST
H202
HCC
HDL

HF

Hg
CHD
ICAM-1

IDF

ICHDK
ICHS
IMAO
ISH

Kit

KVO
LVH

mRNA

MS
MSV
Na*
NacCl
NO
OCT

Fms-like tyrosine kinase-3

Gastrointestinalni stromalni tumor

Peroxid vodiku

Hepatocelularni karcinom

Lipoproteiny o vysoké hustoté (high density
lipoproteins)

Heart failure (selhani srdce)

Rtut

Coronary heart disease (koronarni onemocnéni srdce)
Mezibunécna adhezni molekula-1 (intercellular cell
adhesion molekule-1)

International Diabetes Federation (Mezinarodni
federace pro diabetes)

Ischemicka choroba dolnich koncetin

Ischemicka choroba srdec¢ni

Inhibitory monoaminooxidasy

International Society of Hypertension (Mezinarodni
spolecnost pro hypertenzi)

Katecholaminy

Receptor faktoru nadorovych kmenovych bunék
Kardiovaskularni

Kardiovaskularni onemocnéni

Left ventricular hypertrophy (levostranna srdeéni
hypertrofie)

Mediatorova/informaéni ribonukleotidova Kkyselina
(messenger RNA)

Metabolicky syndrom

Minutovy srdecni vydej

Sodik

Chlorid sodny

Oxid dusnaty (nitric oxide)

Tissue freezing medium (zmrazovaci smés)
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Pb

PBS

PCR
PDGFR-a, b
PGl2
PRE-PROET-1
RAA

RAAS

Raf

RCC

RKTs
SANS
SEM
SHR

SMTKIs
SO
SSA

Olovo

Fosfatovy pufr

Periferni cévni rezistence

Receptory pro rustové faktory desticek

Prostacyklin

Pre-proendotelin

Renin-angiotensin-aldosteron
Renin-angiotenzin-aldosteronovy systém

Receptor faktoru nadorovych kmenovych bunék
Renalni bunécny karcinom

Glial cell-line derived neurotrophic factor receptor
(receptor pro neurotroficky faktor odvozeny od
glialnich bunek)

Tyrozinkinazové receptory

Sympaticky autonomni nervovy systém

Stredni chyba prumeéru

Spontaneously hypertensive rats (spontanne
hypertezni potkani)

Malé molekuly tyrosinkinazovych inhibitora
Systolicky objem

Syndrom spankové apnoe

Sympaticky tlak krve

Tricyklicka antidepresiva

Triglyceridy

Thorium

Tranzitorni ischemicka ataka

Tlak krve

Tyreotropni hormon

Vascular endothelial growth factor receptor (receptor
vaskularniho endotelianiho faktoru)

Svétova zdravotnicka organizace

Wistar Kyoto potkani
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