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Abstrakt

Uvod: Epoxyeikosatrienové kyseliny (EETs) jsou pfeménény enzymem solubilni epoxid hydrolazy
(sEH) na biologicky neaktivni dihydroxyeikosatrienové kyseliny (DHETSs). EETs se vyznamné podili
na kontrole krevniho tlaku, ovliviiuji vaskularni tonus a renalni transportni mechanismy. Inhibitor sEH
snizuje krevni tlak zvySenim biologické dostupnosti EETs u mnoha modelt hypertenze.

Cil: Zjistit, zda inhibitor sEH snizuje krevni tlak a zlepSuje renalni funkce béhem rozvoje maligni
hypertenze u transgennich potkanii po indukci mysiho reninového genu.

Metodika: Hypertenze u Cyplal-Ren-2 transgennich potkant byla navozena podanim diety s
obsahem ptirodniho xenobiotika indol-3-karbinolu (I3C, 0.3%) po dobu 3 a 11 dni. I3C aktivuje
reninovy gen. U 3-denni indukce hypertenze byl soucasné podavan inhibitor NO synthazy (L-NAME,
600 mg/1) v pitné vodé. Inhibitor sEH c-AUCB byl podavan v pitné vode v davce 13 nebo 26 mg/1 48
hod pred podanim diety obsahujici I3C a L-NAME. U bdélych zvitat bylo provedeno
radiotelemetrické méteni krevniho tlaku a sledovani exkre¢nich parametri ledvin. U anestezovanych
zvitat byly zjistény ucinky na hemodynamiku a exkre¢ni funkce ledvin akutnimi rendlnimi studiemi.
Vysledky: Podavani I3C u Cyplal-Ren-2 transgennich potkant vedlo k rozvoji maligni hypertenze se
zvySenim systolického krevniho tlaku, ztrat€ hmotnosti, zvyseni proteinurie, znacnému snizeni
pratoku krve ledvinou (PKL) a glomerulérni filtrace (GFR) a vyrazné zhorSené autoregulacni
schopnosti ledvin. c-AUCB lécba signifikantné zmirnila rozvoj hypertenze, ztratu hmotnosti a stupen
proteinurie. Navic, c-AUCB lécba zabranila snizeni PKL a GFR, signifikantné zvysila exkreci sodiku,
zlepsila autoregulacni schopnost PKL a GFR a signifikantné zlepsila sklon kiivky tlakové natriurézy u
I3C-indukovanych potkanii. c-AUCB 1é¢ba zvysila pomér EETs/DHETSs v ledvin¢ a zabranila rozvoji
poskozeni ledvin u I3C-indukovanych Cyplal-Ren-2 potkant.. Antihypertenzni a renoprotektivni
ucinky 1é¢by inhibitoru sEH ¢c-AUCB byly v§ak kompletné zruSeny doprovodnym podavanim
inhibitoru NO synthazy, L-NAME.

Zavér: Lécba inhibitorem sEH c-AUCB vyznamné zmiriiuje rozvoj maligni hypertenze a zlepsuje
zhorSené renalni funkce u [3C-indukovanych Cyplal-Ren-2 transgennich potkanti. Prospésné ucinky
této 1é¢by byly kompletné zruseny podavanim L-NAME. Zlep$eni renalnich mechanismi je
pravdépodobné zodpovédné za antihypertenzni efekt c-AUCB 1é¢by. Antihypertenzni puisobeni
inhibitoru sEH u této ANG II dependentni maligni formy hypertenze je zavislé na interakci endogenni

biologické dostupnosti EETs a NO.



Abstract

Introduction: Epoxyeicosatrienoic acids (EETs) are converted by the enzyme soluble epoxid
hydrolase (sEH) to the biologically inactive dihydroxyeicosatrienoic acids (DHETSs). EETs are
significantly involved in the control of blood pressure, they influence vascular tone and renal transport
mechanism. sEH inhibitor reduce blood pressure by increasing the bioavailability of EETs in many
models of hypertension.

Aim of the study: To determine that sEH inhibitor decreases blood pressure and improves the renal
function during the development of malignant hypertension in transgenic rats after the induction of the
mouse renin gene.

Methods: Hypertension in Cyplal-Ren-2 transgenic rats was induced through a dietary
administration of the natural xenobiotic indole-3-carbinol (I3C, 0.3 %) for 3 and 11 days. I3C activates
the renin gene. At the same time, during a three-day induction of hypertension, the inhibitor of nitric
oxide synthase L-NAME (600 mg/l) was administered in drinking water. The sEH inhibitor c-AUCB
was given in drinking water at a dose of 13 or 26 mg/l, starting 48 hours before the initiation of I3C
and L-NAME administration. Radiotelemetric measurement of blood pressure was performed and
renal excretory parameters were monitored in the conscious animals. The effects on renal
hemodynamics and excretory function were determined by acute renal studies in the anesthetized
animals.

Results: I3C administration in Cyplal-Ren-2 transgenic rats resulted in malignant hypertension with
the rise in systolic blood pressure, the loss of body weight (BW), the rise in proteinuria, markedly
lowered renal blood flow (RBF) and glomerular filtration rate (GFR) and substantially impaired renal
autoregulatory efficiency. c-AUCB treatment significantly attenuated the development of
hypertension, the loss of BW and the degree of proteinuria. Moreover, c-AUCB treatment prevented
the reduction in RBF and GFR, significantly increased sodium excretion, improved autoregulatory
efficiency of RBF and GFR and significantly improved the suppressed slope of pressure—natriuresis
relationship in I3C-induced rats. The treatment with c-AUCB increased the renal EETs/DHETS ratio
and prevented the development of renal damage in 13C-induced Cyplal-Ren-2 rats. Antihypertensive
and renoprotective actions of the treatment with the SEH inhibitor c-AUCB were completely abolished
by concomitant administration of L-NAME.

Conclusion: Treatment with the sEH inhibitor c-AUCB substantially attenuates the development of
malignant hypertension and improves the impaired renal function in I3C-induced Cyplal-Ren-2
transgenic rats. Beneficial effects of this treatment were completely abolished by administration of
L-NAME. . The improvement of renal mechanisms is likely responsible for the antihypertensive effect
of c-AUCB treatment. Antihypertensive actions of sEH inhibitor in this ANG II dependent form of

malignant hypertension are dependent on the interactions of endogenous bioavailability of EETs and

NO.



Uvod
Nepiiméiena aktivace renin-angiotenzinového systému je pficinou ANG II dependentni formy
hypertenze (Cervenka et al. 1998). Metabolity cytochromu P450 piisobi jako regulatory
kardiovaskularnich a renalnich funkci (Roman, 2002) a podileji se na patofyziologii tohoto
typu hypertenze. Natriuretické ucinky a pfimé vazodilataéni ptisobeni EETs hraji dalezitou
roli v jejich antihypertenznich vlastnostech. ZvySeni biologické dostupnosti EETs by se tak
mohlo stat jednou z moznosti 1écby vysokého krevniho tlaku.
Nicméné u potkanti s maligni hypertenzi je role eikosanoidi jako kompenzaéniho systému
s protektivnimi G¢inky proti zvySené aktivité¢ RAS nedostatecné objasnéna. Proto se v této
praci zamétime na to, jaky vliv bude mit zvySeni biologické dostupnosti EETs na krevni tlak,
rendlni hemodynamiku a orgdnové poskozeni u potkanti s ANG II dependentni formou

hypertenze. Pro objasnéni otazek s tim spojenych jsme provedli nasledujici experimenty.

Studie C. 1: Vliv inhibice solubilni epoxid hydrolizy na hypertenzi a
poSkozeni ledvin u Cyplal-Ren-2 transgennich potkani

Hypotéza

Podani nového inhibitoru sEH, cis-4-[4-(3-adamantan-1-yl-ureido)-cyclohexyl-oxy]-
benzoové kyseliny (c-AUCB) (Hwang et al. 2007) zmirni rozvoj hypertenze a zhorSené
renalni funkce u Cyplal-Ren-2 transgennich potkani s indukovatelnou hypertenzi.

Cil

Ove¢fit ucinnost inhibitoru sEH pomoci monitorovani krevniho tlaku a rendlnich funkei u

Cyplal-Ren-2 transgennich potkant s indukovatelnou hypertenzi.

Material a metodika

Pokusy byly provedeny na samcich Cyplal-Ren-2 transgennich potkant s indukovatelnou
ANG II dependentni maligni hypertenzi. Hypertenze byla indukovana pomoci diety

s obsahem indol-3-karbinolu (I3C) po dobu 12 dni (indukovani potkani). Kontrolnim
zvitatim byla podavana dieta bez I3C (neindukovani potkani). Inhibitor sEH, cis-4-[4-(3-
adamantan-1-yl-ureido)-cyclohexyl-oxy]- benzoova kyselina (c-AUCB) byl podavan v pitné
vodé v davce 13 nebo 26 mg/l, 48 hodin pied pfechodem na dietu bez obsahu I3C nebo

s obsahem 0,3 % I3C. Exkrece sodiku (UnaV) a proteinurie byly stanoveny ze sbéru moce za

24 hod z metabolickych kleci.



Statisticka analyza

Vsechny hodnoty jsou vyjadieny jako priimér = SEM. Statisticka analyza dat byla provedena
pouzitim GraphPadPrism software (Graph Pad Software, San Diego, California, USA)
pomoci Student testu, Wilcoxonova testu pro neparova data, poptipad¢ one-way ANOVA. Ke
statistickému srovnani uvnitt skupin byla uzita ANOVA pro opakovana méfeni pomoci
Student-Newman-Keulsova testu. Hodnoty ptekracujici 95% hranici pravdépodobnosti

(p <0,05) byly povazovany za statisticky vyznamné. Statistické postupy byly stejné i u

dalSich experimentd, proto je nadale neuvadime.

Vysledky

e Krevni tlak a exkrecni funkce ledvin:
Krevni tlak u radiotelemetrického méteni zlstal u neindukovanych Cyplal-Ren-2 potkanti
v normotenznim rozmezi (na zacatku experimentu 124 + 6 a na konci experimentu 126 + 7
mm Hg). Lécba inhibitorem sEH v davkach 13 a 26 mg/1 u téchto zvitat neovlivnila
systolicky krevni tlak (SKT). Podani I3C vedlo k vyrazné hypertenzi (graf 1A) a ztraté télesné
hmotnosti (graf 1B). Tito potkani vykazovali také dal$i zndmky maligni hypertenze jako
polyurii, polydypsii, nahrbeny postoj a piloerekci. U skupiny [3C-indukovanych potkani pti
lécbe c-AUCB s davkou 13 nebo 26 mg/1 byl rozvoj hypertenze snizen (graf 1A), stejné tak
byla mensi ztrata hmotnosti (graf 1B) a ostatni ptiznaky maligni hypertenze.
Exkrece sodiku u neindukovanych nelécenych potkant nebyla odliSné ve srovnani se
skupinou neindukovanych lé¢enych c-AUCB potkanti. Podani I3C vedlo ke snizeni UnaV ve
2. experimentalnim (v grafu 9. dni) a nasledné byla exkrece sodiku normalizovana (graf 2A).
c-AUCB lé¢ba zvysila u I3C-indukovanych potkanit UnaV jiz 2. den a dale 4., 7. a 11. den (v
grafu 9. adéle 11., 14. a 18. den) ve srovnani s neléCenymi zvifaty (graf 2A). Ob¢ davky c-
AUCB zménily UnaV v podobném rozsahu. U neindukovanych neléenych potkanti se
objevila nepatrna proteinurie (15,45 + 1,05 mg/den) a 1écba s c-AUCB nezptisobila zadné
zmény. c-AUCB vSak zmirnil proteinurii u potkanti krmenych 13C 7 a 11 dni (graf 2B).

e Koncentrace ANG II, EETs, DHETS a proteinova exprese epoxygenazy a sEH:
Na konci experimentalniho protokolu byly stanoveny hodnoty ANG II v plasmé a kiife ledvin
(graf 3). Podéni I13C vedlo k naristu hodnot ANG II v plasmé¢ i kife ledvin ve srovnani
s neindukovanymi skupinami. Lécba inhibitorem c-AUCB nem¢éla zadny vliv na hodnoty

ANG II v plasmé a tkani ledvin u neindukovanych 1 [3C-indukovanych potkanti.
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Graf ¢. 1: Priibéh systolického krevniho tlaku (A) a télesné hmotnosti (B) u I3C-indukovanych Cyplal-
Ren-2 potkanii a efekt inhibitoru sEH c-AUCB (13 a 26 mg/l) (n = 8 v kazdé skupiné). *p < 0,05 vs. bazalni
hodnoty, #p < 0,05 vs. I3C-indukovani neléceni potkani.
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Graf ¢. 2: Prubéh denniho vylu€ovani sodiku (UNaV) (A) a proteinurie (B) u I3C-indukovanych Cyplal-
Ren-2 potkanii a efekt inhibitoru sEH c-AUCB (13 a 26 mg/l) (n = 8 v kazdé skupiné). *p < 0,05 vs. bazalni
hodnoty, #p < 0,05 vs. I3C-indukovani nelé¢eni potkani.

Ackoli podani 13C neovlivnilo hodnoty EETs, 1é¢ba inhibitorem sEH c-AUCB zvysila
koncentrace EETs v kiife ledvin u neindukovanych 1 I3C-indukovanych skupin (graf 4A).
DHETs, produkty degradace EETs, byly vyssi u skupin I3C-indukovanych nelécenych
potkant nez neindukovanych skupin (graf 4B). Inhibice sEH nezménila koncentrace DHETSs
u neindukovanych potkant, ale snizila hodnoty DHETSs u I3C-indukovanych potkand.
Vyrazné zvyseny pomér EETs/DHETs u indukovanych i neindukovanych zvitat Ié¢enych c-

AUCB ukazuje t¢innost inhibitoru sEH (graf 4C).
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Graf €. 5: Stfedni arterialni tlak (SAT) a pritok Graf ¢. 6: Glomerularni filtrace (GFR) a absolutni
plasmy ledvinou (PPL) u anestezovanych Cyplal- vylucovani sodiku u anestezovanych Cyplal-Ren-2
Ren-2 potkanii vystavenych ucinkim I3C a c- potkani vystavenych ucinkim I3C a c-AUCB (n = 8-9).
AUCB (n = 8-9). #p < 0,05 vs. I3C-indukovani neléceni potkani.

*p < 0,05 vs. neindukované skupiny, #p < 0,05 vs.
I3C-indukovani nelééeni potkani.

Studie €. 2: Inhibice solubilni epoxid hydrolazy zlepsi zhorSenou tlakovou

natriurézu a zmirni rozvoj hypertenze a hypertenzi zpiisobené tkanové

poSkozeni u Cyplal-Ren-2 transgennich potkani.

Hypotéza
Inhibice sEH obnovi tlakovou natriurézu v ledvinach a tim pfispiva ke sniZzeni hypertenze.
Cil
1. Charakterizovat uc¢inek chronické 1é€by nového inhibitoru sEH (c-AUCB) na
autoregulaci renalni hemodynamiky, tlakovou natriurézu a hypertenzi vyvolanou

srde¢ni hypertrofii u Cyplal-Ren-2 potkanti s indukovanou hypertenzi.



2. Srovnani u¢inku chronické blokady AT receptort a inhibice sEH na krevni tlak,

rendlni funkce a hypertenzi zptisobené tkanové poSkozeni u tohoto modelu hypertenze.

Material a metodika

Pokusy byly provedeny na samcich Cyplal-Ren-2 transgennich potkanti. Hypertenze byla
indukovana pomoci diety s obsahem I3C (indukovani potkani) po dobu 11 dni. Kontrolnim
zvitatim byla podavana dieta bez I3C (neindukovani potkani).

Inhibitor sEH c-AUCB byl podavan v pitné vodé (26 mg/1) 48 hodin pied zah4jenim diety

s nebo bez obsahu I3C. U dalSich skupin byl pouzit AT; antagonista losartan (Lozap, v davce
100 mg/1 v pitné vod¢), také 48 hodin pted zahajenim diety s nebo bez obsahu I3C. Tato
davka zabrani rozvoji hypertenze u tohoto modelu potkanti (Erbanova et al. 2009). Podrobny

postup akutnich clearancovych pokust je uveden v Honetschldgerova et al. 201 1a.

Vysledky

. Protokol €. 1: Odpovéd’ glomerularni filtrace, pritoku krve ledvinou a na
vylucovani sodiku ledvinou pri sniZovani renalniho arterialniho tlaku:

Bazalni hodnoty (primérné hodnoty od skupin kontrolniho i experimentalniho protokolu
ziskané beéhem prvni clearancové periody pii fyziologickém rendlnim arterialnim tlaku)
stfedniho arteridlniho tlaku (SAT), télesné hmotnosti, PKL, a GFR jsou zobrazeny v grafu 7.
c-AUCB lé¢ba neovlivnila SAT, télesnou hmotnost, PKL ani GFR u neindukovanych zvitat
ve srovnani s neindukovanymi nelécenymi potkany. Lécba losartanem signifikantné snizila
SAT a GFR, ale neovlivnila télesnou hmotnost a PKL u normotenznich neindukovanych
Cyplal-Ren-2 potkanil. Podani diety s 0,3 % I3C vedlo k vyrazné hypertenzi (graf 7A)
spojené s vahovym ubytkem (graf 7B) ve srovnani s neindukovanymi zvitaty. c-AUCB lécba
zmirnila rozvoj hypertenze, ztratu télesné hmotnosti a zabranila sniZzeni PKL u I3C-
indukovanych potkant. Lécba losartanem zamezila zvySeni SAT a sniZeni télesné hmotnosti,
navic také zabranila sniZeni PKL a dokonce zpiisobila jeho zvySeni u I3C-indukovanych
potkantll ve srovnani s neindukovanymi normotenznimi potkany (graf 7D).
U neindukovanych potkani neméla c-AUCB 1é¢ba vliv na autoregulaéni schopnost PKL a
GFR pfi redukcich RAT (graf 8A a 8C). Lécba losartanem neovlivnila autoregulacni
schopnost GFR u neindukovanych potkant. Zvysila vSak bazalni hodnoty PKL a zlepSila

v

hodnotach byl niz$i u nelécenych I3C-indukovanych potkanti ve srovnani s neindukovanymi
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potkany (6,28 £ 0,35 vs. 8,29 £0,41 ml/min/g, p < 0,05) a redukce RAT vedla k poklesu PKL
jiz pti redukei na 100 mm/Hg (graf 8B). c-AUCB lécba u I3C-indukovanych potkanti
nejenom zabranila snizeni PKL pfi bazalnich hodnotach RAT, ale také vyrazné zlepSila
autoregulacni schopnost PKL az na hodnoty pozorované u neindukovanych zvirat. Lécba
losartanem u indukovanych potkana navic zvysila PKL pii bazalnich hodnotach RAT (11,47
+ 0,88 ml/min/g) a udrzela autoregulacni schopnost i pii nejniz§ich hodnotach RAT (graf 8B).
[3C-indukovani neléceni potkani reagovali na redukci RAT snizenim GFR a lécba jak c-

AUCB, tak losartanem zlepsila autoregulac¢ni schopnost GFR (grafu 8D).

A C

200

180

160

140

120

Stredni arterialni tlak (mmHg)

100

Glomerularni filtrace (ml.min '1.g'1)

o

350 11.5
11.0

10.5

325

@
- c
[=) ]
2 300 g 100
7] = 95
] E
% 275 3 9.0
£ £ 85
< 250 3 80
c o
3 225 o 1.5
O E 7.0 *
" 200 g 65
0 0.0 N
> Ry & > &
& & & & &
© 9 o S «©
§ & 55: o Tx o & &
& & Qé‘& & RN o \ § &

Graf ¢. 7: Bazalni hodnoty stiedniho arterialniho tlaku (SAT), télesné hmotnosti, glomerularni filtrace
(GFR) a pritoku krve ledvinou (PKL), u Cyplal-Ren-2 transgennich potkani krmenych normalni
krmnou davkou (neindukovani), nebo dietou s obsahem 0,3 % I3C (I3C-indukovani). c-AUCB znaci 1é¢bu
inhibitorem sEH, losartan znaci 1é¢bu antagonistou AT1 receptoru.

*p < 0,05 vs. neoznadené hodnoty, #p < 0,05 vs. viechny hodnoty, @p < 0,05 vs. neindukovani nelédeni potkani.
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Graf ¢. 8: Vztah mezi renalnim arterialnim tlakem (RAT) a priitokem krve ledvinou (A a B) a mezi RAT a
glomerularni filtraci (C a D) u Cyplal-Ren-2 potkani krmenych bud’ normalni dietou (neindukovani),
nebo dietou s 0,3 % I3C (I3C-indukovani). c-AUCB znaci 1é¢bu inhibitorem sEH, losartan znaci 1é¢bu
antagonistou AT receptoru. *p < 0,05 vs. bazalni hodnoty, #p < 0,05 vs. neléeni potkani, @p < 0,05 vs.

c-AUCB léc¢eni potkani.

Graf 9 ukazuje autoregulacni schopnost PKL a GFR pouzitim autoregula¢niho indexu podle
metody Semple a Wardenera (Semple et al. 1959). I3C-indukovani neléceni potkani vykazuji
zhorSenou autoregulacni schopnost PKL a GFR jiz pti redukci RAT ze 120 na 100 mmHg a
jeste vice pii redukci na kone¢nych 85 mmHg. Lécba s c-AUCB neovlivnila autoregulacni
index u neindukovanych potkani, ale normalizovala autoregula¢ni index PKL a GRF u I3C-
indukovanych potkant pfi redukci tlaku ze 120 na 100 mmHg, ale nezlepSila zhorSeny
autoregulacni index GFR pfi redukci RAT ze 100 na 85 mmHg. Lécba losartanem obnovila
autoregulacni index PKL 1 GFR u I3C-indukovanych potkanti a dokonce zlepSila
autoregulac¢ni index PKL u neindukovanych potkanli ve srovnani s neindukovanymi
neléCenymi potkany. Kompletni data absolutniho a frakéniho vylucovani sodiku a diurézy pii

redukci renélniho arterialniho tlaku viz. Honetschldgerova et al. 2011b.
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A Graf €. 9: Autoregula¢ni index PKL
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sa [3C-indukovani neléceni potkani
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1.2 komory k délce tibie, dale vyraznou
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normotenznimi potkany. c-AUCB lécba signifikantné zmirnila rozvoj srdecni hypertrofie,
proteinurie a zvysSeni glomerulosklerotického indexu (GSI) a tubulointersticidlniho poskozeni
u I3C-indukovanych potkant. Lécba losartanem kompletné zabranila rozvoji srde¢ni
hypertrofie, proteinurie a zrusila zvySeni GSI a tubulointersticialniho poSkozeni u I3C-
indukovanych potkanti. Neindukovani normotenzni Cyplal-Ren-2 potkani vykazovali malou
proteinurii a minimalni stupen rendlniho glomerularniho a tubulointersticialniho poSkozeni,
pfi¢emz lécba c-AUCB vyznamné neovlivnila Zadny z téchto parametrii (graf 10). Navic
1é¢ba losartanem signifikantné sniZila proteinurii 10. den experimentu u neindukovanych
normotenznich potkant.

Neléceni a losartanem léceni [3C-indukovani potkani vykazuji signifikantni sniZeni

koncentrace EETSs v kufe ledvin. Lécba c-AUCB zabranila snizeni hodnot EETs v ledviné u
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[3C-indukovanych potkanii. Navic c-AUCB 1é¢ba u neindukovanych stejné jako u 13C-
indukovanych vedla k signifikantnimu snizeni koncentraci DHETSs v ledvinné tkani. Pfi
pouziti poméru EETs/DHETs, coz nejlépe predstavuje intrarendlni uc¢innost biologicky
aktivnich metaboliti epoxygendzy, je videt, Ze je tento pomér vyznamné nizsi u I3C-
indukovanych nelécenych potkanii ve srovnani s neindukovanymi nelé¢enymi potkany. Tento
pomér nebyl ovlivnén 1é¢bou s losartanem, ale c-AUCB 1écba signifikantné zvysila tento

pomér u I3C-indukovanych stejn€ jako u neindukovanych Cyplal-Ren-2 transgennich

potkanti (graf 11).
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Graf ¢. 10: Pomér srdecni levé komory k délce tibie (A), proteinurie za bazalnich podminek (den 3) a na
konci experimentu (den 10) (B), glomeruloskleroticky index (C) a tubulointersticialni poSkozeni ledvin (D)
u Cyplal-Ren-2 potkani krmenych bud’ normalni dietou (neindukovani), nebo dietou s 0,3 % I3C (I3C-
indukovani). c-AUCB zna¢i 1é¢bu inhibitorem sEH, losartan zna¢i 1é¢bu antagonistou AT receptoru.

*p < 0,05 vs. neoznacené hodnoty, #p < 0,05 vs. viechny hodnoty.
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Graf ¢. 11: Epoxyeikosatrienové Kkyseliny (EETs) C

(A) a dihydroxyeikosatrienové kyseliny (DHETS) 12
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Studie ¢€. 3: Lééba pomoci L-NAME zrusila antihypertenzni a
renoprotektivni icinek inhibice solubilni epoxid hydrolazy u ANG II
dependentni hypertenze.

Hypotéza

Vazodilata¢ni G¢inky eikosanoidil jsou pfevazné zpuisobeny jejich schopnosti aktivovat
endotelialni NO syntazu (eNOs) s naslednym uvolnénim NO do vaskulatury.

Cil

1. Zjistit, zda snizeni krevniho tlaku pomoci inhibitoru sEH je zptisobeno EETs

zprostiedkovanou zvySenou biologickou dostupnosti NO.
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2. Pro detailnéjsi porozuméni, jakou roli hraje intrarenalni interakce Cyp metaboliti s RAS
a NO, stanovit intrarenalni koncentrace ANG II, EETs, DHETS, a koncentraci NOx, 8-
isoprostanu, peroxidu vodiku a reaktivni latky s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS)

v moc¢i u normotenznich a hypertenznich zvitat.

Material a metodika

Pokusy byly provedeny na samcich Cyplal-Ren-2 transgennich potkanti. Hypertenze byla
indukovéana pomoci diety s obsahem I3C (indukovani potkani). Kontrolnim zvifatim byla
podavana dieta bez I13C (neindukovani potkani).

Inhibitor sEH c-AUCB byl podavan v pitné vodé v davce 26 mg/l. L-NAME byl podavan

v pitné vodé v davce 600 mg/l. Tato davka pln¢ blokuje aktivitu NOS (Zicha et al. 2009).

K zablokovani aktivity RAS byla pouzita kombinace ACE inhibitoru trandolaprilu (Gopten,
v davce 6 mg/l v pitné vod¢) a AT, antagonisty losartanu (Lozap, v davce 100 mg/1 v pitné
vode). Takto vysoké davky inhibitoru ACE a AT kompletné zabranily rozvoji hypertenze a
poskytly vétsi ochranu srdce a ledvin nez pouziti davek bézné uzivanych (Kujal et al. 2010).
Experimentalni protokol zacal 1é€bou s inhibitorem sEH (c-AUCB) nebo s kombinaci
inhibitoru ACE a antagonisty AT receptoru (Gopten + Lozap). Po 48 hodinach 1écby se
zacCala potkaniim podavat dieta s nebo bez obsahu 0,3 % I3C a ptisluSnym skupindm potkanti
také L-NAME v pitné vodé po dobu 3 dni. Zvolili jsme tento typ protokolu, nebot’ bylo
zjis$téno, Ze po 3 dnech indukce 0,3 % I3C dojde k maximalni aktivaci reninového genu a
hypertenze dosahne nejvyssi hodnoty (Honetschldgerova et al. 2011a, Honetschlagerova et al.

2011b, Kantachuvesiri et al. 2001, Vanourkova et al. 2006, Huskova et al. 2010).

Vysledky
e Protokol ¢. 1: Vliv na krevni tlak, albuminurii, vylu¢ovani nitrati/nitriti moci, 8-
isoprostant, peroxidu vodiku, latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou,
koncentrace EETs, DHETs a ANG II v ledvinach a glomerularni a
tubulointersticialni poSkozeni ledvin:
Indukce indol-3-karbinolem zvysila stfedni arterialni tlak (SAT) ze 108 £ 3 na kone¢nych 163
+4 mmHg (graf 12A). Hypertenze byla spojena se znacnym vahovym ubytkem ze 334 + 5 na
293 + 5 g (graf 12B). Podani L-NAME u I3C-indukovanych zvitat pfechodné zvysilo krevni
tlak ve srovnani s I3C-indukovanymi nelééenymi potkany (163 =4 vs. 128 =3 mmHg, p <

0,05, 1. den po nasazeni I3C). Pti pozdéjSich métenich byl vSak stfedni arterialni tlak
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podobny jako u I3C-indukovanych nelécenych potkanti. c-AUCB Iécba zmirnila rozvoj
hypertenze a vahovy tbytek u I3C indukovanych potkani ve srovnani s I3C-indukovanymi
neléCenymi potkany. Kombinovana lécba c-AUCB a L-NAME u I3C-indukovanych potkani
nesnizila krevni tlak, ani nezabranila poklesu vahy. Kombinovana RAS blokada a L-NAME
1é¢ba zabranila zvysSeni SAT a vahovému ubytku u I3C-indukovanych potkanti.

SAT i télesnd hmotnost u neindukovanych potkant zistaly v normotenznich mezich v
prabéhu celé experimentalni periody a ani c-AUCB na néj neméla vliv (graf 12C). Podani L-
NAME vedlo u neindukovanych potkanii k rychlému zvySeni SAT ze 108 +2 na 132 + 3
mmHg (p < 0,05), coz bylo spojeno se snizenim télesné hmotnosti z 336 £ 3 na319 £ 3g (p <
0,05). Kombinovana 1é¢ba c-AUCB a L-NAME u neindukovanych potkanti nezabranila
zvySeni SAT a snizeni télesné hmotnosti ve srovnani s L-NAME 1é¢enymi neindukovanymi
potkany. Kombinovana RAS a NOS blokada zabranila zvySeni SAT a sniZeni télesné
hmotnosti u neindukovanych potkanti (graf 12C a D).

Z grafu 13A je patrna zvySena albuminurie u I3C-indukovanych potkanti ve srovnani s
neindukovanymi potkany (16,2 = 2,1 vs. 0,4 £ 0,2 mg/24hod, p < 0,05). c-AUCB lécba
signifikantné zmirnila albuminurii u I3C-indukovanych potkani. Podani L-NAME jest¢
zhorsilo albuminurii u I3C-indukovanych potkanli a kombinovana 1écba c-AUCB a L-NAME
nezabranila zvySeni albuminu v mo¢i u I3C-indukovanych zvifat. Kombinovana RAS blokada
a L-NAME lécba zabranila zvyseni albuminu v moci u I3C-indukovanych zvitat (graf 13A).
c-AUCB lé¢ba zadny vliv na albuminurii u neindukovanych potkant. Av§ak podani L-NAME
zpisobilo zna¢né zvySeni albuminurie ve srovnani s neindukovanymi nelé€enymi potkany
(9,8 £1,5 vs. 0,4 £ 0,2 mg/24 hod, p < 0,05), ale nebylo ovlivnéno kombinovanou lé¢bou c-
AUCB a L-NAME (graf 13C). Podobné jako u I3C-indukovanych potkani kombinovana
RAS a NOS blokéada uplné¢ zabranila zvySeni albuminurie u neindukovanych potkant. 13C-
indukovani neléceni potkani vykazuji silngjsi ledvinné tubulointersticialni poskozeni ve
srovnani s neindukovanymi nelé¢enymi potkany (0,08 + 0,03 vs. 0,04 + 0,02. p <0,05). c-
AUCB lécba zabranila zvyseni ledvinného tubulointersticialniho poskozeni u I13C-
indukovanych zvitat (graf 13B). Podani L-NAME signifikantné zhor$ilo stupen ledvinného
tubulointersticidlniho poskozeni u I3C-indukovanych potkanii a kombinace s c-AUCB tomu
nezabranila. Kombinovana blokdda RAS a NOS normalizovala stupeii ledvinného
tubulointersticialniho poskozeni na hodnoty u neindukovanych nelécenych potkant. c-AUCB
1é¢ba u neindukovanych potkant neovlivnila stupen tubulointersticialniho poskozeni, avSak

podani L-NAME zptsobilo jeho zna¢né zvyseni ve srovnani s neindukovanymi nelé¢enymi
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Graf €. 13: Albuminurie (A a C) a tubulointersticialni poSkozeni ledvin (B a D) u I3C-indukovanych (A a
B) a neindukovanych (C a D) Cyplal-Ren-2 transgennich potkani a efekt 1é¢by samotnym inhibitorem
sEH ¢c-AUCB nebo NO inhibitorem L-NAME a bud’ s kombinovanou lé¢bou c-AUCB a L-NAME, nebo
kombinovanou RAS blokadou a L-NAME lécbou. *p < 0,05 vs. neoznacené hodnoty, #p < 0,05 vs. vSechny
hodnoty.

I3C-indukovani neléceni potkani méli signifikantné vyssi vylucovani nitratd/nitritth (NOX)
moci nez neindukovani neléceni potkani (19,68 £ 1,44 vs. 11,98 = 0,91 umol/den). c-AUCB
lécba signifikantné snizila vylucovani NOx u I3C-indukovanych potkantl, ale neméla Zadny
vliv u neindukovanych potkanti. Podani L-NAME vedlo ke zna¢né redukci ve vylu€ovani
NOx jak u 13C-indukovanych, tak i u neindukovanych potkanti. Kombinovana l1écba c-AUCB
s L-NAME nebo RAS blokada s L-NAME nijak neovlivnila vylu¢ovani NOx u I3C-
indukovanych i neindukovanych potkani. Nebyly zddné signifikantni rozdily ve vylu¢ovani

8-isoprostand, peroxidu vodiku ani latek reagujicich s kyselinou thiobarbiturovou v pribéhu
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jakéhokoliv 1écebného protokolu u I3C-indukovanych i neindukovanych potkanti. Kompletni
data viz. Honetschldgerova et al. 2013.

Graf 14 sumarizuje dostupnost biologicky aktivnich epoxygendzovych metaboliti vyjadfenou
jako pomér EETs/DHETs. Tento pomér je u I13C-indukovanych potkant nizsi nez u
neindukovanych nelécenych potkanti. Samotné c-AUCB lécba nebo kombinovana 1é¢ba c-
AUCB s L-NAME zvysila pomér EETs/DHETsS jak u I3C-indukovanych tak u
neindukovanych potkanii (graf 14A a B), avSak tento vzrust byl mnohem vyssi u I3C-
indukovanych nez u neindukovanych potkanii. Zvyseni poméru EETs/DHETs bylo u 13C-
indukovanych potkant vysledkem kombinace signifikantniho zvyseni koncentrace EETs a
signifikantniho snizeni koncentrace DHETSs. U neindukovanych potkant 1ze v poméru
EETs/DHETs sledovat podobny trend. Samotné podani L-NAME nebo kombinace RAS
blokady a L-NAME lécby nezménilo pomér EETs/DHETS jak u I3C-indukovanych tak
neindukovanych potkant (graf 14).

M 13C-indukovani nelééeni B 13C-indukovani + L-NAME B3 13C-indukovani + L-NAME + RAS blokada O Neindukovani nelé&eni Neindukovani+ L-NAME B Neindukovani + L-NAME + RAS blokada
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Graf ¢: 14: Pomér EETs/DHETS v ledviné u I3C-indukovanych a neindukovanych Cyplal-Ren-2
transgennich potkani a efekt 1é¢by samotného inhibitoru SEH c-AUCB nebo L-NAME a bud’ s
kombinovanou lé¢bou c-AUCB a L-NAME, nebo kombinovanou RAS blokiadou a L-NAME lécbou.
*p < 0,05 vs. neoznacené hodnoty.

Koncentrace ANG II v plasmé a ledviné byla signifikantné vyssi u I3C-indukovanych
nelécenych potkant nez u neindukovanych nelécenych potkanii. c-AUCB 1écba nezménila
koncentrace ANG II v plasmé¢ a ledvin€. Samotné podani L-NAME nebo kombinované 1é¢by
L-NAME s c-AUCB nebo RAS blokadou vedlo o€ekavané ke sniZzeni hodnot ANG Il v
plasmé¢ a ledving jak u I3C-indukovanych tak neindukovanych potkanti. Kompletni vysledky

viz Honetschlagerova et al. 2013.
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e Protokol ¢. 2: Vliv na hemodynamiku a exkre¢ni funkce ledvin

Tabulka 1a a 1b sumarizuje data (pramér ze 2 clearancovych period) sttedniho arterialniho
tlaku, rendlni hemodynamiky a vylucovani elektrolytl. I3C-indukovani neléceni potkani
vykazovali niz§i PKL ve srovnani s neindukovanymi nelééenymi potkany (p < 0,05). c-AUCB
1é¢ba zabranila snizeni PKL u I3C-indukovanych potkant, ale signifikantn¢ nezménila PKL u
neindukovanych potkant. Podani L-NAME vedlo k napadné redukci PKL, ale soucasné
podavani L-NAME a c-AUCB [é¢by nezabranilo jeho snizeni u I3C-indukovanych ani u
neindukovanych potkanii. Kombinovana RAS blokada a L-NAME Ié¢ba nepatrn€ zmirnila

snizeni PKL u I3C-indukovanych a neindukovanych potkanti ve srovnani se zviraty 1é¢enych

Tabulka ¢. 1a, 1b: Bazalni hodnoty stiedniho arteridlniho tlaku, renalnich funkei a vylu€ovanych

elektrolytu
Tabulka 1a:
Skupina SAT GFR PKL
(mm/Hg) (ml/min/g) (ml/min/g)
I3C-indukovani nelééeni 162 +3@ 1,45+0,27+ 6,03 +0,34#
13C-indukovani + ¢c-AUCB 134 + 3+« 1,99 + 0,19+« 9,24 +0,62@
13C-indukovani + L-NAME 163 + 4@ 0,69 +0,11 2,61+0,17
13C-indukovani + L-NAME + ¢-AUCB 161 + 3@ 0,61 +0,14 2,09 +0,24
I3C-indukovani + L-NAME + RAS bl. 109 +4 0,74 + 0,14 3,69 + 0,23+
Neindukovani neléceni 111+3 1,89 0,17+« 8,02 +0,41#
Neindukovani + ¢c-AUCB 112+3 2,21+0,21+ 7,22 £0,53#
Neindukovani + L-NAME 136 + 4+ 0,71 £0,19 2,37+0,16
Neindukovani + L-NAME + ¢c-AUCB 135+ 5+« 0,65+0,11 1,99 +0,21
Neindukovani + L-NAME + RAS bl. 110+ 4 0,73 +0,14 3,71 £0,28+
Tabulka 1b :
Skupina UNaV FENa uv
(umol/min/g) (%) (W/min/g)
I3C-indukovani neléceni 1,48 +0,25@ 1,32+£0,22 13,51 +1,48@
I3C-indukovani + c-AUCB 1,91 +027@ 2,04+ 0299 | 12,18 +1,81@
13C-indukovani + L-NAME 0,29 + 0,09+ 0,25+0,07« | 3,82 +0,34«
13C-indukovani + L-NAME + ¢-AUCB 0,35 + 0,06+ 0,33 +0,04« | 4,11 £0,29«
13C-indukovani + L-NAME + RAS bl. 0,66 = 0,05# 0,71 +0,06# | 6,52+0,27
Neindukovani nelé¢eni 0,43 + 0,06+ 0,39+0,08« | 4,98 +0,36«
Neindukovani + c-AUCB 0,47 + 0,05+ 0,44 +0,09+ | 4,66 +0,42+
Neindukovani + L-NAME 0,09 + 0,02 0,11+0,03 2,54 +0,22
Neindukovani + L-NAME + ¢-AUCB 0,14 +0,04 0,16 +0,05 2,63+0,21
Neindukovani + L-NAME + RAS bl. 0,29 + 0,04+ 0,33 +0,06« | 3,61 £0,18«

c-AUCB - 1é¢ba inhibitorem sEH, FENa - frakéni vylucovani sodiku, GFR — glomerularni filtrace, [3C — idol-3-
karbinol, L-NAME — lécba inhibitorem NO syntazy, SAT — stfedni arterialni tlak, RAS — renin-angiotenzin
systém, PKL — pritok krve ledvinou, UNaV — absolutni vylu¢ovani sodiku, UV — objem moce. *p < 0,05 vs.
neoznadené hodnoty, #p < 0,05 vs. c-AUCB ozna¢ené hodnoty, @ p < 0,05 vs. vSechny hodnoty.
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samotnym L-NAME (v obou piipadech p < 0,05). I3C-indukovani neléceni potkani méli
tendenci ke snizeni glomerularni filtrace ve srovnéani s neindukovanymi nelééenymi potkany,
ale rozdil nedosahl statistické vyznamnosti. Pii c-AUCB 1é¢bé¢ tato tendence ve snizeni GFR
zmizela, u neindukovanych zvifat nebyla GFR ovlivnéna. Podani L-NAME zptisobilo znacné
snizeni GFR u I3C-indukovanych i neindukovanych potkanti. Ani kombinovana lécba c-
AUCB a L-NAME, ani kombinovand RAS blokada a L-NAME lécba nezmirnily snizeni GFR
u I3C-indukovanych nebo neindukovanych potkant ve srovnani se zvitaty lécenymi
samotnym L-NAME.

[3C-indukovani neléceni potkani maji signifikantné vyssi absolutni a frakéni vylucovani
sodiku a diurézu nez neindukovani neléceni potkani (ve vSech ptipadech p < 0,05). U I3C-
indukovanych i neindukovanych potkani vyvolalo podani L-NAME silné snizeni diurézy a
absolutniho i frakéniho vylu€ovani sodiku, av§ak kombinovana 1é¢ba s c-AUCB a L-NAME
tomuto snizeni nezabrénila (ve vSech piipadech p < 0,05). Kombinovand RAS blokéda a L-
NAME lécba zmirnila snizeni diurézy i absolutni a frakéni vylu¢ovani sodiku u I3C-

indukovanych a neindukovanych potkand.

Diskuze

Podavani 13C u Cyplal-Ren-2 potkanil vedlo k rozvoji maligni hypertenze se znacnym
zvySenim RAS aktivity (renin a ANG II). Lécba inhibitorem sEH c-AUCB nezmeénila aktivitu
RAS v plasmé ani ledving, ale vyznamné zmirnila rozvoj maligni hypertenze a zlepsila
zhorSené rendlni funkce u 13C-indukovanych potkand.

Renalni clearancové studie pro stanoveni renalnich hemodynamickych parametrii ndm
potvrdily vyskyt rendlni vazokonstrikce a zhorSenou autoregulacni schopnost PKL a GFR u
Cyplal-Ren-2 potkanti (Mitchell et al. 2006). c-AUCB lécba snizila arteridlni tlak,
normalizovala priitok plasmy ledvinou a také zfetelné 1épe udrzela autoregulaci PKL a GFR
pii danych RAT a normalizovala utlumenou tlakovou natriurézu u I3C-idukovanych potkant.
Ackoli pfi akutni renalni studii nebyl zadny signifikantni efekt na glomerularni filtraci,
exkrece sodiku byla vyssi u c-AUCB lécenych potkanti vystavenych plisobeni I3C ve
srovnani s neléCenymi zvitaty. To dale podporuje nazor, Ze inhibice sEH plisobi na pfimy
tubularni transport bez velkého vlivu na filtrované mnozstvi sodiku. Pokud tedy
pfedpokladame inhibici pfimého tubularniho transportu sodiku pomoci EETs (Wei et al.
2004), je potom myslitelné tvrdit, ze natriuretické t¢inky v této studii jsou modulovany

zvySenou biologickou dostupnosti EETs v ledvin€ béhem inhibice sEH. Celkové tedy nasSe
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data demonstruji, ze sledované renalni mechanismy mohou signifikantné prispivat

k antihypertenznim u¢inktm inhibitoru sEH u Cyplal-Ren-2 potkanii s indukovanou maligni
hypertenzi. Kombinace vazodilata¢nich a natriuretickych mechanismii je pravdépodobné
zodpovédna za zlepseni autoregulacni schopnosti PKL a GFR a zlepSeni tlakové natriurézy u
[3C-indukovanych potkanti.

Zjistili jsme vSak, Ze tyto antihypertenzni a renoprotektivni G€inky chronické 1é¢by inhibitoru
sEH c-AUCB u Cyplal-Ren-2 transgennich potkant byly kompletné zruSeny doprovodnym
podavanim I3C a NOS inhibitoru L-NAME 1 pfes signifikantni zvyseni biologické
dostupnosti epoxygenazovych metaboliti vyjadiené pomérem EETs/DHETSs. Nase studie
ukazuji, Ze I3C-indukovani neléceni potkani vykazuji snizenou intrarendlni dostupnost
biologicky aktivnich epoxygenazovych metabolitd. Pii c- AUCB 1é¢bé je intrarenalni zvyseni
poméru EETs/DHETs, a tim 1 biologické dostupnosti EETs vyrazné vyssi u 13C-
indukovanych nez neindukovanych potkanti a nebylo viibec ovlivnéno sou¢asnym podanim
L-NAME. Absence antihypertenznich a renoprotektivnich u¢inkti u I3C-indukovanych
Cyplal-Ren-2 transgennich potkanti lécenych soucasné c-AUCB a L-NAME tedy nemtize
byt zplisobena nedostatkem biologické dostupnosti EETs.

[3C-idukovani neléc¢eni Cyplal-Ren-2 transgenni potkani maji vyrazné vyssi hodnoty ve
vylucovani NOx nez neindukovani neléceni potkani. Tato data tak znaci, ze I3C-indukovani
neléceni potkani vykazuji, podobné jako u jinych modelit ANG II dependentni hypertenze,
zvySenou intrarenalni aktivitu NOS pro udrZeni rendlni hemodynamiky, ktera ptisobi proti
vazokonstrikénimu ucinku zvySenych plasmatickych a intrarenalnich hodnot ANG II (Kopkan
et al. 2007). Podani L-NAME bud’ samostatné nebo v kombinaci s c-AUCB vedlo k
vyznamné redukci ve vylucovani NOx u I3C-indukovanych tak neindukovanych potkani.
Nedostatek antihypertenznich t€¢inkti kombinované c-AUCB a L-NAME lécby u 13C-
indukovanych potkanli mize byt zpisoben zna¢nou redukci endogenni biologické dostupnosti
NO. Antihypertenzni a renoprotektivni u¢inky chronické inhibice sEH pomoci c-AUCB u
modelu ANG II dependentni formy maligni hypertenze jsou tedy spiSe kriticky zavislé na
endogenni biologické dostupnosti NO neZ na ptimych Gc¢incich zvySené dostupnosti EETs.
Zavér

Lécba inhibitorem sEH c-AUCB vyznamné zmiriiuje rozvoj maligni hypertenze a zlepsuje
zhorsené renalni funkce u Cyplal-Ren-2 transgennich potkanii. Pravé renalni mechanismy
jsou pravdépodobné zodpovédné za antihypertenzni efekt c-AUCB 1€¢by. Snizeni krevniho

tlaku vede ke zmirnéni srde¢ni hypertrofie a intersticialniho poskozeni tkdné€ ledvin.
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Antihypertenzni u¢inky inhibitoru sEH jsou u ANG II dependentni formy maligni hypertenze
zavislé na interakci endogenni biologické dostupnosti EETs a NO, pfi blokadé tvorby NO
pomoci L-NAME nedochazi ke snizeni tlaku a zlepSeni renalnich parametri.

Blokada sEH je tc¢inna v kratké dob¢ i u maligni hypertenze a mohla by tedy piedstavovat

jednu z cest vyvoje novych antihypertenziv.
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