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1. Uvod

1.1. Hypertenze - zakladni charakteristika

Kardiovaskularni onemocnéni (infarkt myokardu, ischemicka choroba srdecni,
svétového zdravotnictvi. Jejich nasledky jsou zodpovédné témeétr za polovinu veskerych
amrti (Mackay a Mensah, WHO, 2005). Vyjimkou neni ani Ceska republika, ktera je
Svétovou zdravotnickou organizaci fazena na jedno 2z pfednich mist v umrtnosti na
choroby srdce a cév (Guidelines Committee, 1999).

Jak v primyslové vyspélych zemich, tak i v rozvojovém svété se arterialni
hypertenze (HT) spole¢né s nékterymi metabolickymi poruchami souhrnné¢ ozna¢ovanymi
jako metabolicky syndrom stavaji znac¢né rozSifenymi rizikovymi faktory vzniku
kardiovaskularnich chorob (Khor, 2001, Vorster, 2002). Mlze za to vyznamné se
prodluzujici délka Zivota, béhem niz se ve zvySené mife mohou negativné projevit dalsi
faktory jako jsou obezita, fyzicka inaktivita, nezdrava strava (Singh a kol., 2000, Yusuf a
kol., 2001) a zhorSujici se Zivotni prostiedi.

Podle Evropské spole¢nosti pro hypertenzi a Evropské kardiologické spolecnosti je
hypertenze definovand jako opakované zjisténi klidového krevniho tlaku (TK) nad hodnoty
139/80 mm Hg (De Backer a kol.,, 2003). Tato arbitrdrni hranice systolického a
diastolického tlaku byla urcena na zaklad¢ zjiSténi, Ze od téchto hodnot prudce nartsta
pocet organovych komplikaci pfisuzovanych arteridlni hypertenzi (Horky, 2001).

Priblizné v 90 % ptipadi hypertenze je jeji etiologie nejasnd a pak mluvime o
primarni (esencialni) hypertenzi. Vyskyt sekundarni hypertenze je pomérné vzacny
(< 10 %). Vznika jako dusledek vrozeného nebo ziskaného jasné definovaného

onemocnéni, které je ve vétSing ptipadi mozné kauzalné 1é¢it.

1.2. Esencialni hypertenze a mechanismy jejiho vzniku

Lidska esencidlni hypertenze je multifaktoridlni onemocnéni, které vznika
vzajemnou interakci genetickych faktorh a faktori zevniho prostiedi ovliviiujicich

regula¢ni mechanismy fidici krevni tlak. Je znamé tada patofyziologickych mechanismu



vedoucich k chronickému zvySeni krevniho tlaku, ale odpovedét, ktery z faktorti hraje pii

vzniku hypertenze klicovou roli, je velmi obtizné.

1.2.1. Poruchy neurohumoralni regulace

1.2.1.1. Sympaticky nervovy systém

Ptibyvaji prace dokazujici, Zze esencidlni hypertenze by mohla vznikat na
neurogenni bazi a byt udrzovana zvySenim aktivity sympatického nervového systému
(SNS) (Anderson a kol., 1989, Grassi a kol., 1998). Spektrum poruch vedoucich ke
zvySené aktivité¢ SNS je u hypertenznich jedinct velmi Siroké.

Vyznamnou ulohou sympatického nervového systému je regulace fyziologické
homeostazy za bazalnich podminek a také schopnost reagovat na akutni i chronické
stresové faktory. Znacné mnozstvi diikazii nepfimo ukazuje na zapojeni predniho mozku,
mozkového kmene a patefni michy do fizeni aktivity SNS (Osborn a kol., 1987, Dampney,
1994, Sun, 1995). Z ptedniho mozku je hypotalamické paraventrikularni jadro (PVN)
povazovano za dileZzité misto v centrdlnim nervovém systému podilejici se na autonomni a
neuroendokrinni regulaci (Swanson a Sawchenko, 1983). Jak anatomicka, tak 1 funk¢ni
data podporuji domnénku o tloze PVN pfi regulaci aktivity SNS. Neurony vytvaiejici
PVN wvysilaji projekéni drahy do zadni hypofyzy a déle zajiStuji propojeni s dal$imi
oblastmi centrdlniho nervového systému, napf. srostralni ventrolateralni medulou
v mozkovém kmeni (Swanson a Sawchenko, 1983, Badoer, 2001). PVN obsahuje
komplexni profil excita¢nich a inhibi¢nich neurotransmiterti a neuromediatori. S ohledem
na aktivitu SNS se mezi nejvyznamnéjsi substance fadi excitaéni aminokyseliny (glutamat,
N-metyl D-aspartatova kyselina) (Bains and Ferguson, 1997 a, b) a angiotenzin II (Ang II)
(Li a Ferguson, 1996, Pfister a kol., 1997), jez svym pusobenim zvySuji srde¢ni frekvenci,
krevni tlak, plasmatickou koncentraci noradrenalinu 1 aktivitu SNS na periferii, zatimco
oxid dusnaty (NO) (Bredt a kol., 1990, Vincent a Kimura, 1992, Zhang a kol., 1997) a
kyselina y-aminomaselnd (GABA) (Schmidt a DiMicco, 1984, Martin a kol., 1991, Goren
a kol., 1997) slouzi v PVN jako inhibi¢ni mediatory. Je pravdépodobné, ze pokud dojde
v PVN Kk aktivaci receptorti pro excitaéni aminokyseliny, k navazani antagonisty na GABA
receptory nebo K inhibici enzymu syntazy oxidu dusnatého ¢i k mikroinjekénimu podani
Ang II do oblasti PVN, vzroste aktivita eferentnich sympatickych nervli (Kenney a kol.,

2003), coz je situace vyskytujici se ve vétSin€ ptipada esencialni hypertenze.



Na periferii (srdce a ledviny) dochazi v disledku zvySené sympatické aktivity ke
snizeni prahu citlivosti na neurohumoralni faktory (napt. Ang II) a za jejich pfitomnosti se
ochotné uvolnuje noradrenalin (NA) ze synaptickych zakonceni (Perondi a kol., 1992).
Bylo zjisténo, Ze koncentrace NA v ledvinach je u novorozenych spontanné hypertenznich
potkani (SHR) dvakrat vyssi (Gattone a kol., 1990) a u dospélych jedincti téhoz kmene az
trojndsobné¢ zvysena (Caplea a kol.,, 2002) oproti stejné¢ starym normotenznim
jedincim kmene Wistar-Kyoto (WKY). Soucasné se ale snizuje schopnost zpétného
vychytdvani NA do nervovych zakonceni (Rumantir a kol.,, 2000), pravdépodobné
z diivodu dysfunkce NA transportéru (Esler a kol.,, 1981). Hladkd svalovina cév pak
reaguje na noradrenalinovou stimulaci zvySenou reaktivitou. K rozvoji arterialni
hypertenze u SHR potkantl jiz v raném postnatdlnim obdobi déle ptispiva hustsi a zna¢né

rychle se vyvijejici sympaticka inervace ledvin (Gattone a kol., 1990, Head, 1989).

1.2.1.2. Centralni a periferni renin-angiotenzinovy systém

Za snizenou centrdlni inhibici sympatiku je pravdépodobné zodpovédna ptevaha
tkanového a plazmatického Ang Il nad centralné produkovanym oxidem dusnatym. Mozek
je jednim z mala organti, ve kterém se tvoii veskeré prekurzory a enzymy nezbytné pro
syntézu, konverzi a degradaci Ang II a souc¢asn¢ zde probihd exprese genu pro renin, a to
jak na trovni mRNA, tak i proteinli (Fisher-Ferraro a kol., 1971, Ganten a kol., 1978). Uz
vroce 1984 Brody a kolegové zjistili, Ze tkan obklopujici anteroventralni oblast tieti
mozkové komory (AV3V) je slozitym zplisobem schopna modulovat pfichazejici
informace z volumoreceptorti a baroreceptori a tim piispivat ke snizovani sympatického
tonu. V této predni ¢asti hypotalamu se nachazi depresoricka oblast, ktera zesiluje u¢innost
baroreflexu stimulaci specifickych parasympatickych jader v mozkovém kmeni. Na
pfitomnych neuronech byla detekovana vysoka denzita receptorti pro Ang II typu 1 (AT
receptor), na né¢Z se muze vazat tkanovy i plazmaticky Ang II. Navazani Ang Il na tyto
AT, receptory umoznuje funkéni propojeni této Casti hypotalamu s ptilehlou oblasti
souhrnné¢ oznaCovanou jako paraventrikularni organy. Ty tvoifi C¢tyfi malé oblasti -
neurohypofyza, area postrema, organum vasculosum laminae terminalis a subfornikalni
orgadn, které se vyznacuji zvySenou prostupnosti hematoencefalické bariéry a znacnym
vyskytem vazebnych mist pro Ang II (Ganong, 2000, Collister a Hendel, 2003). Jsou
bohaté vaskularizovany a jejich vysoka permeabilita umoznuje vazoaktivnim plisobkim

z krve prostupovat piimo do mozku a vazbou na specifické receptory modulovat

10



sympaticky tonus. VSechny tyto struktury se vyznamnou mérou podileji na regulaci
objemu télesnych tekutin a elektrolytové rovnovahy v organismu.

Kardiovaskularni systém (srdce a cévy) patii do skupiny tzv. intermediarniho renin-
angiotenzinového systému (RAS). Produkce Ang II je tedy pIné zavisla na plazmatickém
reninu tvofeném v juxtaglomeruldrnim aparatu ledvin. RAS zasahuje do regulace
systémového krevniho tlaku nékolika mechanismy. Jeho hlavni aktivni komponenta, silny
vazokonstriktor Ang II, ma pfimy vliv na rust hladkosvalovych bunék ustici v hypertrofii
bunék myokardu a cévni stény, ¢imz negativné ovliviiuje jejich viskoelasticitu (Ford a kol.,
1999, Zannad a Radauceaunu, 2005). Cestou presynaptickych AT; receptoru zvySuje
uvolnovani noradrenalinu ze sympatickych nervovych zakonceni (Brasch a kol., 1993,
Hedner, 2002), adrenalinu z chromafinnich buné€k diené nadledvin (Peach, 1977,
Zimmerman, 1978) a v kultufe z bun¢k hladkého svalu a endotelialnich bunék indukuje
expresi genu pro nejsilngjsi vazokonstrikéni pusobek endotelin-1 (Rossi a kol., 1999, Oriji,
1999). Ang II pfimo ale i nepfimo (prostfednictvim aldosteronu) plsobi na procesy
reabsorpce sodiku a vody a tim reguluje objem extracelularni tekutiny a elektrolytovou

rovnovahu.

1.2.1.3. DalSi neurohumoralni piisobky

U hypertonikli dochézi velmi ¢asto k poruse rovnovahy mezi vazokonstrikénimi a
vazodilatacnimi faktory. Za hlavni vazokonstriktory jsou povazovany medidtory
sympatického nervového systému adrenalin a noradrenalin spolu s nejaktivnéjSim
metabolitem kaskddy RAS angiotenzinem II, naproti tomu oxid dusnaty piedstavuje
ktera vede k nerovnovdaze mezi vazoaktivnimi pusobky. Vysledkem je ptevaha
vazokonstrikénich a protrombotickych procest, které vedou ke zvyseni TK. Postizeni
endotelu ma tedy za nasledek sniZzeni dostupnosti fady pulsobkli produkovanych
endotelidlnimi buiikkami (zejména NO), coZ mize zhorSovat na endotelu zavislou
vazodilataci (Panza a kol., 1990) a iniciovat progresi aterogeneze. Nizkd dostupnost NO
velice Uzce souvisi s vyskytem endotelidlni dysfunkce. V nékterych piipadech byva
podminéna geneticky, coz potvrzuji experimenty provedené na dospélych SHR potkanech
(Zalba a kol., 2001). Jeji hlavni pfi¢inou je snizend aktivita enzymu katalyzujiciho vznik
NO (NOS) a nebo urychlend degradace NO reaktivnimi formami kysliku pfi oxidativnim
stresu (Gryglewski a kol., 1986). Reakce superoxidu (O,") s NO vede k produkci silného
oxida¢niho Cinidla, peroxynitritu (ONOO") (Beckman a kol., 1990), ktery se ucastni
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tkanového poskozeni indukci oxidace proteini, DNA a lipidi v cévni sténé (Ballinger a
kol., 2000). Nedavné studie dale ukéazaly, ze vysoka koncentrace kyslikovych radikala
muze stimulovat hypertrofii a hyperplazii bunék hladkého svalstva (Griendling a kol.,
2000). V organismu existuje jeSt¢ fada dalSich vazoaktivnich systémi (vazodilata¢ni:
prostaglandin E; a I, dopamin, natriuretické peptidy, adrenomedulin atd., vazokonstrikéni:
endotelin-1, aldosteron, vazopresin, prostaglandin F,, tromboxan A; atd.), jejichz uloha pii

vzniku a udrzovani riznych forem hypertenze je stale predmétem vyzkumu.

1.2.2. Renalni abnormality

vvvvvv

mechanismus dlouhodobé regulujici hladinu krevniho tlaku kvili své jedinecné schopnosti
vyrovnavat tlakové zmény zvySenim a nebo naopak snizenim vodni a elektrolytové
exkrece (Guyton, 1990). Ledvina v organismu zajist'uje vodni a elektrolytovou rovnovahu
prostfednictvim iontovych transportnich mechanismi (napt. sodiko-protonova pumpa, Na*,
K*, 2CI" kotransport, Na*, K*-pumpa), a proto se piipadna renalni dysfunkce vyznamnou
meérou podili na patogenezi HT (Hall, 2003). K udrzovani v§ech forem HT pfispiva i defekt
jednoho ze systému dlouhodobé regulace krevniho tlaku, tzv. tlakové natriurézy (Hall,
1997). Tento systém je aktivovan vzestupem perfuzniho tlaku v ledviné a zajistuje jej
nékolik specifickych intrarendlnich mechanismti, jez maji za twkol snizit tubularni
reabsorpci sodiku a zvysit jeho exkreci spoleéné s vodou. Soucasti téchto regulacnich
mechanismu jsou ledvinou produkované vazoaktivni latky jako napt. NO, prostaglandin
E,, Kininy a Ang II, které mohou ptimo ovliviiovat tubularni transportéry pro sodné ionty
(Granger a kol., 2002). Pti zhorSené schopnosti ledvin vylu€ovat ptijaty sodik a vodu dojde
ke zvétSeni objemu télesnych tekutin, coz zpisobi vzestup srde¢niho vydeje s naslednym
zvySenim periferni cévni rezistence. Narustajici aktivita SNS u hypertonikii vede ke
konstrikci ledvinnych tepen a k poklesu priitoku ve vas afferens, ¢imz se aktivuje kaskada
renin-angiotenzin-aldosteron, ktera spolu se sympatikem pfispiva k dal§imu zvétSeni

objemu télesnych tekutin a k naristu TK.
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1.2.3. Zmény v iontovém transportu

Uz na pocatku rozvoje hypertenze se setkdme se zvySenym perifernim cévnim
odporem, jenz souvisi se zvySenou kontrakci hladké svaloviny cévni stény. Nasleduje
remodelace cév vedouci k zaZeni prusvitu odporovych arteriol (periferni odpor stoupd) a
k zesileni tloustky svalové médie, ktera odpovida silnéji na vazokonstrikéni podnéty. Tato
reaktivita je ovlivilovana také zménou poctu a vlastnosti receptori pro jednotlivé
vazoaktivni ptisobky, poruchami bunééného metabolismu vapniku (Kawanabe a Nauli,
2005) a dalsich iontd. Zmény v expresi a prostupnosti iontovych (K*, Ca?* a CI') kanala
zapfi¢iluji depolarizaci bunc¢k hladkého svalstva, coz bylo potvrzeno i1 na ftadé
experimentalnich modelt hypertenze (Harper a kol., 1997, Martens a Gelband, 1996, 1998,
Onaka a kol., 1998, Silva a kol., 1994). Zvyseny prinik Ca®* ionti do buiiky miiZe byt
zpusoben zménou nékterého z vapnikovych kanald. Cytosolicka koncentrace vapniku miize
byt dale zvySena také niz§i aktivitou Ca®* pump na plazmatick¢ membrané, na membrané
sarkoplazmatického retikula nebo zvySenou mobilizaci Ca?* z nitrobunéénych zésob.
Zvysena cytosolicka koncentrace volného vapniku aktivuje kontrakci hladké svaloviny
cév. Metabolismus vapniku dale ovliviiuji zmény v lipidovém sloZeni bunéénych membran

modulujici jejich fluiditu (Zicha a kol., 1999).
1.2.4. Rizikové faktory zevniho prostiedi

Tyto faktory velice tizce souvisi s Zivotnim stylem daného jedince. Patii k nim
zejména stravovaci navyky tykajici se soleni, alkoholu a znaéného pifijmu tuki, zvIaste
nasycenych mastnych kyselin, podporujicich spolu s nizkou télesnou aktivitou vznik
obezity. Ke vzniku hypertenze mohou dale pfispivat chronicky stres, koufeni a nedostatek

nékterych prvka (draslik, vapnik).
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1.3. Metabolicky syndrom

Tento syndrom oznacuje soubor poruch a rizikovych faktor, které jsou
Vv populacich vyspélych statti stale Castéjsi, a soucasn¢€ propojuje vyrazny vzestup rizika
vzniku kardiovaskularnich onemocnéni spolu s inzulinovou rezistenci (Doelle, 2004).
V roce 1988 shrnul Gerald Reaven riizna experimentédlni a epidemiologicka data, na jejichz
zakladé¢ popsal zdkladni charakteristiku tohoto syndromu. Pro spoleény vyskyt
hyperinzulinemie, poruchy glukézové tolerance nebo diabetu mellitu, snizeného transportu
glukozy, hypertriglyceridemie, snizené hladiny plazmatického cholesterolu obsazeného
Vv lipoproteinech o vysoké hustoté (HDL) a esencidlni arteridlni hypertenze se diive
pouzivalo oznaceni Reavenliv syndrom ¢i syndrom X, které se shoduje s dnes castéji
uzivanym terminem metabolicky syndrom (Reaven, 1997). Pivodni komplex symptomil
byl v nasledujicich letech rozsifen o visceralni obezitu, hyperurikémii, mikroalbuminurii a
dalsi abnormality (Timar a kol., 2000), které ve svém dusledku vedou ke kumulaci
rizikovych faktori pfedcasného rozvoje aterosklerozy a jejich komplikaci vcetné
ischemické choroby srdecni (Pelikdnova, 2003, Ziegler, 2005, Ahluwalia, 2005). V roce
2001 navrhl Narodni cholesterolovy edukaéni program Adult Treatment Panel Il (ATP
IIT) sjednotit kritéria pro diagnostikovani metabolického syndromu (tab. 1) (NCEP, 2001,
JAMA).

Tab. 1 ATP III kritéria pro diagnézu metabolického syndromu.

Metabolicky syndrom je pfitomny, pokud se spole¢né vyskytuji alesponi tii z téchto kritérii.

e Abdominalni obezita — obvod pasu — muzi: > 102 cm

zeny: > 89 cm
nebo BMI > 30 kg/m?
Hladina glukdzy nala¢no > 6,1 < 7,0 mmol/I
Krevni tlak >130/80 mm Hg
Hladina TG > 1,7 mmol/l
Hladina HDL cholesterolu — muzi: < 1,04 mmol/I
zeny: < 1,3 mmol/Il

1.3.1. Symptomy metabolického syndromu

Mezi metabolickym syndromem, vysokym krevnim tlakem a dalSimi
kardiovaskularnimi chorobami je velmi tizky vz4jemny vztah. Pfesny mechanismus vzniku

arteridlni hypertenze vSak dosud nezname. Na zdkladé pozorovani vazby mezi
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jednotlivymi metabolickymi symptomy definovanymi ATP III a metabolickym
syndromem byla za zdkladni odchylku oznafena inzulinové rezistence (Reaven, 2005).
Rada prospektivnich studii (Pyorala, 1979, Fontbonne, 1991) ukazuje hyperinzulinemii
jako prediktora koronarniho poskozeni. Piedpokladad se, ze na rozvoji hypertenze se za
pfitomnosti inzulinové rezistence podili aktivace SNS spolu se stimulaci RAS, retence
sodiku a volumova expanze, pozménény transmembranovy kationtovy pienos,
hyperreaktivita cév a proliferace bun¢k hladkého svalu (Hunter a Garwey, 1998, Sowers a
kol., 1994, Reaven a kol., 1996, Engeli a kol., 2000).

Inzulinova rezistence je popisovana jako zhorSend biologicka odpovéd na
endogenni nebo exogenni inzulin (Hunter a Garvey, 1998, Nolan a kol., 1997). Jde tedy o
patologicky stav, pfi némz selhavaji cilové builkky v odpovédi na bézné koncentrace
cirkulujiciho inzulinu. V €asném stadiu této poruchy piisobi zvySend hladina inzulinu
Vv plazmé kompenzacné, avSak soucasné muze dojit k pfehnanému ucinku na tkané, u
kterych citlivost na inzulin zGstala normalni a nebo se jen mirn¢ snizila. Ve vysoké
koncentraci reaguje inzulin jednak s vlastnim inzulinovym receptorem a déle také
s receptorem pro insulin-like growth factor I (IGF-I) (Sowers, 1997, Ren a kol., 1999).
Touto cestou dochdzi ke stimulaci tvorby inositol-3-fosfat kindzového komplexu a
nasledné aktivaci dalSich proteinli uvnitf bunék citlivych na inzulin. PoruSenim této
signdlni cesty pro inzulin a IGF-I dochézi ke snizené syntéze oxidu dusnatého cévnim
endotelem (Zeng a Quon, 1996), k poruse transportnich mechanisma pro Na', K"a Ca*
ionty ( Li a kol., 1999, Cittadini a kol., 1998) a soucasné i glukézovych transportéri
(Hunter a Garvey, 1998, Sowers, 1997).

Diabetes mellitus (DM) je onemocnéni, které je zptisobené nedostate¢nou tvorbou
inzulinu a nebo jeho malou uc¢innosti. Postihuje pfiblizné¢ 4 % obyvatelstva, ale
predpoklada se, ze po provedeni screeningu celou populaci by prevalence dale vzrostla.
DM se déli na dva hlavni typy, z nichZ pouze diabetes 2. typu se fadi mezi symptomy
metabolického syndromu. Diabetes 1. typu (insulin-dependent diabetes mellitus — IDDM)
je nejcastéji zptisoben nedostatkem inzulinu vyvolanym vétSinou uz v mladi autoimunitni
destrukci B-bun¢k Langerhansovych ostrivkid (Solimena, 1998). M4 znacny sklon
k t¢Zkym akutnim komplikacim a je nezbytna terapie inzulinem. Diabetes 2. typu nezavisly
na inzulinu (non-insulin-dependent diabetes mellitus - NIDDM) postihuje predevs§im starsi
osoby a jeho zdkladem je nedostatecnd sekrece inzulinu kombinovand s inzulinorezistenci

(Stumvoll and kol., 2002).
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Obezita hraje v zapadni civilizaci vyznamnou ulohu v patofyziologii metabolického
syndromu a piedcasného vzniku kardiovaskularnich onemocnéni (Philips a kol., 1993,
Sowers, 1999). Lze ji definovat jako nadmérné ukladani tuku v organismu a pro jeji
klasifikaci je pouzivan index télesné hmotnosti, tzv. body mass index (BMI), ktery
vyjadiuje podil hmotnosti v kilogramech a druhé mocniny vysky v metrech. Se vzristajici
hodnotou BMI nad 25 vyrazné stoupd riziko vzniku inzulinové rezistence a dalSich
hromadéni tuku v podkozi zpiisobuje akumulace visceralniho tuku v peritonealni duting.
Oproti perifernim tukovym bunkam je visceralni tuk znacné rezistentni k metabolickym
ucinkiim inzulinu a naopak mnohem citlivejsi k lipolyze (Tchernof a kol., 1996, Banerji a
kol., 1997). Hypertriglyceridemie je nezavislym kardiovaskuldrnim rizikovym faktorem
(Hulley a kol., 1980). U metabolického syndromu je tato porucha casto doprovazena
snizenou hladinou HDL cholesterolu, pfitomnosti malych densnich lipoproteinovych ¢astic
(LDL cholesterol), zvySenou koncentraci apolipoproteinu B a postprandidlnim
nashroméazdénim zbytkovych lipoproteinovych €éstic bohatych na triglyceridy (Brunzell a

Ayyobi, 2003, Jeppesen a kol., 1995, Tchernof a kol., 1996).

1.4. Genetika esencialni hypertenze a metabolického syndromu

Jak ukazuji populaéni studie, krevni tlak je velice variabilni kvantitativni znak
(Parati a kol., 1998). Existuje zde silnd pozitivni korelace mezi vyskou krevniho tlaku,
renalnim poSkozenim a rizikovymi faktory vzniku kardiovaskularnich chorob, mezi které
se fadi i symptomy metabolického syndromu (Carretero a Oparil, 2000). Hypertenze a
dalsi kardiovaskularni choroby jsou vysledkem vzajemné interakce genetickych faktorti a
faktorii vné&jSiho prostfedi, jenZ se navzajem ovliviiuji a mohou postupné prertst
Vv patologicky stav (Kune§ a Zicha, 2006). V naSem genomu je fada gent vice ¢i méné
ovlivnitelnych rizikovymi faktory vnéjSiho prostiedi a zéalezi pouze na jejich kombinaci,
zda predur¢i jedince k tomu byt hypertonikem. O tom, Ze tato vzdjemna interakce je
skutecné velmi dilezita a Ze Zivotni styl sehrava pii vzniku hypertenze diileZitou ulohu,
svéd¢i populacni studie u nékterych ,,méné* rozvinutych narodii (indidni v jihoamerickych
pralesich, obyvatelé tichomotskych ostrovli apod.). Jejich krevni tlak je obvykle nizsi nez u
rozvinutych civilizaci a ve vétSin¢ pfipadi u nich nedochazi ani k vzestupu tlaku

S pfibyvajicim vékem (Stamler a kol. 1991). V okamziku, kdy jsou tito jedinci pfemisténi
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do prostfedi typického pro nase ,,vyspélé“ civilizace a vystaveni vSem modernim
ona genetickd predispozice skuteCné existuje a ze pod vlivem nepiiznivych faktora
vnéjSiho prostfedi miize vést k patologickému stavu. V soucasné dob¢ je ziejmé, ze tyto
zakonitosti neplati pouze pro hypertenzi, ale také pro celou fadu tzv. civilizacnich chorob,
jako je naptiklad aterosklerdza, diabetes ¢i symptomy metabolického syndromu.

Snahy objasnit genetickou podstatu hypertenze ukazaly, ze jde o problém velmi
slozity. Esencialni hypertenze je ve skuteCnosti onemocnéni z hlediska genetického
polygenné determinované a nefidi se jednoduchymi mendelovskymi zakony dédi¢nosti
(Carretero a Oparil, 2000). Na zaklad¢ identifikace defektnich gent u ¢lovéka a pomoci
genetickych manipulaci u mySi a potkani bylo do skupiny kandidatnich genli
rozhodujicich o regulaci krevniho tlaku doposud =zafazeno vice nez 50 gend.
V experimentalnim méfitku je nejcastéjSim pfistupem vyuziti segregujicich populaci F»
hybridd, jejichz pomoci se hledaji useky jednotlivych chromozomu, které mohou
obsahovat geny odpovédné za fenotypy podilejici se na regulaci krevniho tlaku. Tato
metoda pfispiva k nalezeni jednotlivych kandidatnich gend dilezitych z hlediska
patogeneze hypertenze a umoziuje tak v soucasné dobé znacny rozvoj genové terapie
Vv oblasti kardiovaskuldrnich nemoci (Philips a kol. 1997). Zvysena exprese lidskych genti
pro atridlni natriureticky faktor (Lin a kol. 1995), kalikrein (Chao a spol. 1997) nebo
endotelialni NOS (Lin a kol. 1997) u mladych SHR potkanii efektivné snizuje rozvoj
hypertenze, zatimco efekt u dosp€lych jedincti je podstatné mensi (Lin a kol. 1995). Velmi
perspektivni se zdd byt vyuziti ,antisense® technologie k blokovani pifepisu genetické
informace u kandidatnich genl. Jednorazové podani ptisluSného produktu novorozenym
mlad’atim SHR mulZe mit za néasledek témét normalni vyvoj krevniho tlaku, jak ukazaly
studie Raizady a spol. (Iyer a kol. 1996), ktefi pouzili tuto metodu k dlouhodobému
vytazeni funkce angiotenzinovych AT; receptori u SHR. Pokud byla tvorba mRNA pro
AT, receptor blokovana pomoci antisense od patého dne Zivota, vysledkem byl zcela
normdlni krevni tlak u dospélych SHR jedincii. Pozdé¢jsi studie naznacily, ze timto
zpusobem je mozné zajistit ochranu pied rozvojem hypertenze, ktera je ptenositelna i na
dalsi generace. Tento ptistup by mohl v budoucnu znamenat prilom v prevenci lidskych
kardiovaskularnich chorob vcetné hypertenze za piedpokladu, Ze se podaii ziskat
podrobngjsi informace o vyvojovych aspektech lidské esencidlni hypertenze, a tim ptesnéji
definovat jednotlivé kritické vyvojové periody, v nichz by mélo dojit k pfislusSnému zasahu

VvV podobé¢ cilené genové terapie.
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1.5. Oxid dusnaty — diileZita signalni molekula

Tvorba oxidu dusnatého zaminokyseliny L-argininu za katalyzy enzymem
syntazou oxidu dusnatého je velmi dilezilou autokrinni i parakrinni signalni cestou
zasahujici do regulace fady bunécnych funkci a uplatiiujici se pii mezibunééné komunikaci
(Culotta a Koshland, 1992, Moncada a kol., 1991). NO, znamy i jako endotelialni relaxacni
faktor, je endogenné produkovan riznym typem bunék (Moncada a kol., 1991). Jak
dokazuje znacné mnozstvi praci, NO hraje dilezitou tlohu v udrzovani kardiovaskularni
homeostazy a s ni souvisejici hladiny krevniho tlaku (Bredt and Snyder, 1994, Harrison,
1997, Sessa, 1994). Navic brani aktivaci a adhezi krevnich desti¢ek a neutrofilii na cévni
endotel a tim chrani cévu pfed vznikem aterosklerotickych lezi. Z hlediska regulace
krevniho tlaku je dilezité, Zze NO navozuje relaxaci hladké cévni svaloviny cestou aktivace
guanylat cyklazy. Nasledné zvySeni cyklického guanozin monofosfitu (cGMP) vede
k poklesu intracelularni koncentrace Ca®* a tim k vazodilataci (Palmer a kol., 1988,
Yamazaki a kol., 1991). Na zaklad¢ téchto znalosti se mizeme domnivat, ze porucha

syntézy NO souvisi s patogenezi hypertenze.

1.5.1. Syntaza oxidu dusnatého — klicovy isoenzym

1.5.1.1. Rozdéleni isoforem NO syntaz

Do dnes$ni doby byly identifikovany nejméné tfi zcela odlisné isoformy enzymu NO
syntazy. Jde o produkty odliSnych gent liSici se bunéCnou lokalizaci, regulaci,
katalytickymi vlastnostmi 1 citlivosti k nespecifickym inhibitorim a také strukturou a
funkei. Podle nejbéznéjsi nomenklatury se rozliSuje neuronalni NOS (nNOS také zndma
jako Typ 1, NOS-1) majici velikost 160 kDa, poprvé objevena a prednostné se vyskytujici
v nervové tkani, dale inducibilni NOS (iNOS, neboli Typ 2, NOS-2) o velikosti 130 kDa,
jejiz tvorba je za urcitych podminek indukovatelna v fadé¢ bunék a tkani a nakonec
endotelialni NOS (eNOS, neboli Typ 3, NOS-3), isoforma poprvé identifikovana
Vv endotelidlnich bunikdch majici stejnou velikost jako protein iNOS. Jak neurondlni tak
endotelialni NOS se exprimuji konstitutivné a jejich aktivita ve vétSin€ ptipada zéavisi na
pfitomnosti vapniku, zatimco exprese inducibilni NOS vzriistd po indukci cytokiny a nebo
jinymi prozénétlivymi mediatory a jeji aktivita neni ovlivnéna intraceluldrni koncentraci
vapniku. Jak se ale nyni ukazuje, piivodni déleni NO syntaz na tii isoformy neni az tak

uplné presné. Soucasna literatura potvrzuje identifikaci dalSich variant tohoto enzymu
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odvozenych od nNOS isoformy (nNOSB, nNOSy, nNOSp a nNOS-2), jejichz vznik je
podminén probéhlym alternativnim sesttihem mRNA piislusného genu (Eliasson a kol.,
1997, Silvagno a kol., 1996, Ogura a kol., 1993). Navic se ¢im dal ¢astéji potvrzuje, Ze tyto
tfi isoformy nemuzeme striktné d€lit na vapniku zavislé a nezavislé, jelikoz 1 eNOS muze

byt aktivovana na vapniku nezavislym zptisobem (Presta a kol., 1997).

1.5.1.2. Struktura NOS

Enzym NO syntdza se ve své aktivni formé& vyskytuje jako dimerni molekula
slozena ze dvou identickych monomerd, které mohou byt funkéné a také strukturalné
rozdélené na dvé hlavni domény (obr. 1). C-terminalni redukéni doména obsahuje vazebna
mista pro kofaktory nikotin amid adenin dinukleotid fosfit (NADPH), flavin adenin
dinukleotid (FAD) a flavin mononukleotid (FMN), jez jsou strukturdlné blizké cytochrom
P-450 reduktaze, a ptes kalmodulin je propojena s N-terminalni oxida¢ni doménou vazici
hem, tetrahydrobiopterin (BH,4) a také substrat L-arginin. Reduk¢ni a oxidaéni doména
jsou katalyticky aktivni jednotky, které svym propojenim zajist'uji podminky potiebné pro
syntézu NO. FElektrony uvolnéné oxidaci NADPH prochdzi redukéni doménou pies
flavinové kofaktory jedné podjednotky napti¢ do oxidacni domény druhé podjednotky, kde
reaguji s molekulou hemu. Experimenty s mutanty dokazuji, ze elektrony jsou
transportovany z jedné dil¢i jednotky dimeru do druhé mnohem ochotnéji nezli v rdmci
jedné podjednotky (Cho a kol., 1995, Siddhanta a kol., 1998). Toto se zda byt diivodem,

pro€ enzym NO syntaza je funkéni pouze ve své dimerni formé.

Obr. 1 Schéma reakci katalyzovanych NO syntazou za pritomnosti potiebnych kofaktori.
(Alderton a kol., Biochem. J. 2001)

Calmodulin

NADPH
NADP* Arginine
H* 2
Citrulline
NO (or NO")
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1.5.1.3. Vyznam jednotlivych kofaktori pro ¢innost NOS

Flavinové kofaktory na zdkladé svych redukénich potencialt umoziuji dvou-
elektronovému donoru (NADPH) poskytnout elektrony jedno-elektronovému akceptoru
(hem doména). Timto lze funkce redukéni domény piirovnat k cytochrom P-450 reduktaze,
ktera predava elektrony enzymu cytochrom P-450. Elektronovy tok mezi FAD a FMN je
urychlovan vazbou véapniku na kalmodulin. Hem je absolutné nezbytnym kofaktorem pro
formovani aktivniho dimeru vSech tii isoforem NOS. Bez jeho pfitomnosti nedochazi
k dimerizaci a takovéto monomery nejsou schopné vazat BH4 L-arginin jako substrat a
tedy ani produkovat NO. Pro formovani dimeru iNOS je pfitomnost tetrahydrobiopterinu
esencialni, zatimco konstitutivni formy NOS vytvéaii dimery i pfi jeho absenci. Bez ohledu

na isoformu je ale BH4 zodpovédny za stabilizaci jiz jednou zformovaného dimeru.

1.5.1.4. Reakce katalyzované NOS

Enzym NO syntaza katalyzuje reakci, do které jako substrat vstupuji aminokyselina
L-arginin, NADPH a molekularni kyslik a vznikaji NADP" a aminokyselina citrulin. To,
co vznika jako prvni hlavni produkt této reakce, zda volny radikal NO a nebo jina reaktivni
dusikata sloucenina (nitroxylovy aniont NO, ONOQO"), zlstava stale pfedmétem dohadi.
Ptredpoklada se, Ze za ptritomnosti BH4 a argininu jako substratu se tvoii pfednostné oxid
dusnaty, zatimco pii suboptimalni dostupnosti substratu a kofaktoru mohou byt in vivo
syntetizovany jak NO, tak NO™ a jejich vzdjemny pomér zavisi na podminkéach (Rusche a
kol., 1998). Jelikoz tvorba NO, piipadné NO probiha ve dvou krocich, je N®-hydroxy-L-
arginin vSeobecn¢ akceptovan jako meziprodukt této reakce (Stuehr a kol., 1991).

NOS za nékterych okolnosti dokéaze katalyzovat rozptazenou NADPH oxidaci a tak
formovat O;~ (Sullivan a Pollock, 2006). Superoxid, stejn¢ tak jako jeho metabolické
produkty, spousti velké mnoZstvi signalnich procesti zpisobujicich patologické zmény
(Ferroni a kol., 2006). Tento radikal u¢inkuje Skodlivé na endotelidlni funkce, proliferaci
hladké cévni svaloviny a adhezi leukocyti. Jak se ukazuje, pravé nNOS ma pii velmi nizké
koncentraci nebo Uplné absenci argininu ¢i BH, znacnou tendenci ucastnit se této reakce
(Mayer a kol., 1991, Heinzel a kol., 1992). Ke tvorbé superoxidu dale pfispiva ptitomnost
nékterého inhibitoru NOS, napi. N®-monometyl-L-argininu (L-NMMA) (List a kol., 1997,
Stroes a kol., 1998). Rozdilna produkce O, jednotlivymi isoformami NOS je vysvétlovana
na zéklad¢ studia redukéniho potencidlu hemu. Hemové Zelezo u nNOS ma vyznamné
vy$si redukéni potencidl, nezli je tomu u iNOS, kde nejprve musi dojit k navazani substratu

a BH,, aby bylo dosazeno stejné hodnoty. Piesto je jisté, ze produkovat superoxid mohou
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vSechny tfi isoformy, i kdyz za odliSnych podminek. Naptiklad zvySena produkce Oy~
endotelialni NO syntazou byla popsana v souvislosti s endotelialni dysfunkci
charakteristickou pro SHR potkany (Forstermann, 2006).

Pti souCasné syntéze NO a superoxidového aniontu mohou velmi rychle tyto dvé
slouceniny spolu reagovat a vytvaret tak potencidlni oxidant peroxynitrit (Beckman a
Koppenol, 1996). Mnozstvi vyprodukovaného peroxynitritu za fyziologickych podminek
zélezi na pritomné koncentraci scavengeri kyslikovych radikalti superoxid dismutazy
(SOD) a glutathion peroxidazy (GSH) (Mayer a kol., 1998). Za ptitomnosti SOD a GSH
reaguje NO/ O,  prednostné¢ s thiolovou skupinou za wvzniku thionitritu, ktery
pravdépodobné slouzi jako zasobni nebo transportni forma oxidu dusnatého (Davidson a
kol., 1996). Tvorba peroxynitritu souvisi se znaénym poctem patologickych stavl
doprovazenych oxidativnim stresem jako je napiiklad ateroskleréza (Stocker a Keaney,

2004) nebo hypertenze (Touyz, 2004).

1.5.2. Charakteristické znaky jednotlivych isoforem NOS

1.5.2.1. Endotelialni NOS

Hlavnim zdrojem oxidu dusnatého, faktoru vyznamného pro normadlni funkci
kardiovaskularniho systému, je eNOS. Ta je exprimovana builkami cévni vystelky
(Boulden a kol., 2006) a kardiomyocyty (Feron a Balligand, 2006, Massion a kol., 2004).
Specifické vlastnosti eNOS zajist'uji funkéni specificitu véetné citlivosti k vapniku a post-
translacni modifikace zase subceluldrni lokalizaci. V disledku influxu extracelularniho
vapniku a nebo po jeho uvolnéni z nitrobunéénych zasob se enzym plné€ aktivuje. Aktivace
eNOS vSak miiZze probéhnout i nezévisle na vépniku, napt. ptisobenim hormont jako jsou
katecholaminy a vazopresin, zanétlivych mediatort bradykininu a histaminu a nebo pies
receptorem zprostiedkovanou aktivaci G proteini (Liu a kol., 2003). Timto zptisobem
probéhne aktivace eNOS i pfi mechanickém zasahu vcéetné ,,shear stresu® (Wessells a kol.,
2006), kdy dojde k fosforylaci enzymu aktivovanou proteinkinazou Akt (Dimmeler a kol.,
1999, Fulton a kol., 1999). Nyni se vSak fada autorti pfiklani k mozZnosti, Ze by tim
spravnym enzymem mohla byt AMP-aktivovana proteinkinaza (Zhang a kol., 2006,
Murakami a kol., 2006, Chen a kol., 1999).

Vyznamnou odlisnosti od ostatnich isoforem je subcelularni lokalizace eNOS. Na
rozdil od nNOS a iNOS, jez se vyskytuji v cytosolu, je endotelidlni forma umisténa

pievazné v plazmalemé kaveol. Nezbytnou podminkou je proto post-translacni modifikace
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na N-terminalnim konci, kde je enzym acylovan kyselinou myristovou a palmitovou.
Myristoylace se ukazala byt potfebnou pro lokalizaci eNOS v membrané a palmitoylace ke
stabilizaci spojeni s kaveolarni membranou (Prabhakar a kol., 2000). Jak ale ukazuji
vysledky ziskané stimulaci eNOS bradykininem (Michel a kol., 1993), pievazna vétSina
fosforylované formy byla lokalizovana v cytosolické frakci. Na zaklad¢ téchto zjiSténi
vytvofili Sullivan a Pollock (2003) nésledujici hypotézu. Ve zdravych endotelialnich
bunikach se eNOS cyklicky piesouva mezi membranou a cytosolem. Translokaci enzymu
do cytosolu dojde k jeho zvySené fosforylaci a nasledkem toho k mohutnéjsi aktivaci. Jinak
je tomu u hypertenznich jedincl, kde pouze c¢ast cytosolické eNOS cyklicky ptechazi
z membrany a zpét a aktivné se podili na syntéze NO. Mira snizeni fosforylované formy a
tedy 1 produkce NO je zavisld na stupni poSkozeni artérii. Navic existuje striktné
lokalizovany ,,pool* této isoformy pouze v cytosolu, ktery je zodpovédny za rozpiazenou
reakci a produkci O,” (Cosentino a kol., 1998, Pritchard a kol., 2001). ZvySena cytosolicka
exprese eNOS tak nemusi korelovat s vyssi dostupnosti NO, ale naopak muze prispivat
k oxida¢nimu poSkozeni tkan¢.

Stalé lipidové slozeni kaveolarni membrany je dilezité pro spravnou funkci
enzymu. Je mozné, Ze metabolické poruchy (napt. hypercholesterolémie), pii kterych se
méni lipidové sloZeni membran, mohou aktivitu NOS modifikovat negativn¢ (Shaul,
2003). Jistym inhibitorem aktivity jsou integralni membranové proteiny kaveol (kaveolin-1
a kaveolin-3) endotelovych bunék a myocytd (Shaul a kol., 1996, Michel a kol., 1997),
které ziejme interferuji s vazbou kalmodulinu na podjednotku a elektronovym transportem
doménami (Ghosh a kol., 1998). Shodna sekvence zajistujici interakci s kaveolinem je

pfitomna nejen u eNOS, ale také u ostatnich dvou isoforem NOS (Couet a kol., 1997).

1.5.2.2. Neuronalni NOS

Neadrenergni, necholinergni relaxace se vyskytuje ve vSech bunkéach hladkého
svalu jako dusledek exprese neuronalni NOS rozsifené v perifernich neuronech (Keilhoff a
kol., 2003). Kromé periferni nervové tkané a centralniho nervového systému (CNS) (Patel
a kol., 1996) je tato isoforma exprimovéana také v srde¢nim a kosternim svalu a také
v bunikach hladkého svalu tvoticich nékterd cévni fecisté, napf. arteria carotis (Boulanger a
kol., 1998). nNOS je diky useku <¢itajicim 300 aminokyselin pfipojenému
k N-terminalnimu konci nejveétsi ze vSech tii isoforem. Tato pouze pro nNOS specificka
oblast obsahuje doménu zodpovédnou za asociaci enzymu s jinymi proteiny vlastnicimi

stejny motiv. Jde naptiklad o dystrofin a al syntrofin lokalizované v sarkolemé¢ bunck
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kosterniho svalu (Brenman a kol., 1995) a nebo v nervovych builkkach se vyskytujici
PSD-95 (postsynapticky denzni protein 95), ktery se vaze C-koncem pies svou doménu na
glutamatovy NMDA (N-metyl-D-aspartatovy) receptor a zajiStuje tak funkéni spojeni
NNOS s timto typem receptoru (Christopherson a kol., 1999, Valtschanoff a Weinberg,
2001). Na zéklad¢ téchto zjisténi se zacala zkoumat moznost i jiného ptisobeni NO nez
dosud znama cesta pres cGMP.

Jelikoz je aktivita nNOS velmi ucinné regulovana intracelularni koncentraci
vapniku, je spojeni této isoformy s NMDA receptorem fidicim vstup Ca® do bunky jednim
z dilezitych regulac¢nich mechanismti pfitomnych v neuronech. Vapnikovy influx aktivuje
nNOS (Garthwaite a kol., 1988) a vyprodukovany oxid dusnaty negativni zpétnou vazbou
inhibuje vstup Ca?* NMDA receptorem do buiiky (Kim a kol., 1999) (obr. 2).

Obr. 2 Negativni zpétnovazebna smycka, kterou nNOS reguluje prinik Ca®* NMDA
receptory. (Sears a kol., Phil. Trans. R. Soc. Lond. 2004).
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Aktivitu nNOS, stejné tak jako je tomu u endotelidlni isoformy, mize dale
modifikovat interakce s ,.heat shock proteinem 90, ktery stimuluje katalytickou aktivitu
enzymu pravd&podobné zvysenim vazby komplexu Ca?*/kalmodulin na enzym (Bender a
kol., 1999, Song a kol., 2001). Ohledn¢ vlivu fosforylace bylo provedeno mnoho pokust
jak in vitro tak také in vivo (Bredt a kol., 1992, Dinerman a kol., 1994), ale zatim stale
zustava nejasné, zda takovato modifikace enzymu nékterou z proteinkindz meéni jeho
aktivitu jako je tomu u eNOS (Fulton a kol., 1999). Pokud jde o enzymatickou funkci
neurondlni NOS, objevuje se zde =znacnd odliSnost od ostatnich isoforem

v pohotovosti katalyzovat rozptazenou oxidaci NADPH. Ackoli ochota vytvaiet molekuly
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superoxidu mize napomoci vysvétlit Skodlivou ulohu nNOS pii mozkové ischemii (Huang

a kol., 1994), vyznam exprese nNOS v buiikach mimo CNS neni dosud zcela objasnén.

1.5.2.3. Inducibilni NOS

In vivo efekt iNOS je déan jejimi unikatnimi vlastnostmi, jako jsou relativni
nezéavislost na vapniku a indukovatelnd Uroven exprese. Za normdlnich fyziologickych
podminek neexistuje velka pravdépodobnost, ze by iINOS méla vyznamny vliv na
kardiovaskularni nebo nervovy systém. VéEtSinou se jedna o velmi nizkou nebo tplné
chybéjici expresi (MacMicking a kol., 1995, Christopherson a Bredt, 1997). Exprese iNOS
muze byt indukovand zanétlivymi mediatory (cytokiny a bakteridlni toxiny) v fad¢ typi
bunék véetné endotelialnich bunék, srde¢nich myocyti (Balligand a kol., 1994), v bunikach
hladkého svalu, v makrofazich (Buttery a kol., 1996) a také v né€kterych bunikach CNS.
Néslednd nadmérna tvorba NO mize mit v mnoha pfipadech Skodlivy dopad. Zvysena
exprese enzymu makrofagy a bunkami hladkého svalstva v aterosklerotickych lezich je
brana jako ditkaz proaterogenniho pusobeni této isoformy. Navic, pokud probihd v cévé
zanétlivy proces, je exprese iNOS zodpovédnd za zhorSenou produkci NO endotelidlni
isoformou (Kessler a kol., 1997). Bylo také dokazano, ze podobné jako je tomu u
aterosklerdzy, je exprese iNOS mRNA, proteinu a jeho enzymaticka aktivita pfitomna po
kratkodobé nebo permanentni ischémii mozku (Iadecola a kol., 1995, Grandati a kol.,
1997). Maximalni exprese se pii pokusech in vivo objevi za 12-48 hodin po ischémii a
INOS imunoreaktivita je lokalizovand v polymorfonuklearnich neutrofilech (ladecola a
kol., 1995), astrocytech (Endoh a kol., 1994, Wallace a Bisland, 1994) a v buiikach cév
poranéného mozku. Také neurony mohou za téchto podminek exprimovat iNOS, jak
ukazuji vysledky experimentll provadénych na in vitro modelech mozkové ischémie (Moro
a kol., 1998).

Inducibilni NO syntdza je regulovana pfevdzné na transkripéni urovni a aktivace
nuklearniho faktoru kappa B (NF-kB) je nezbytnym pozadavkem pro expresi tohoto genu
(Xie a kol., 1994). V centralnim nervovém systému byl nedavno objeven protein kalirin,
ktery vazbou protein-protein interaguje SiNOS a snizuje tak jeji aktivitu inhibici
formovani dimerti (Ratovitsky a kol., 1999, Zhang a kol., 2003).
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1.5.3. Centralni nervovy systém a NO

1.5.3.1. Regulace krevniho tlaku a sympatické aktivity v CNS

V mozku se vyskytuji dvé hlavni struktury (hypotalamus a mozkovy kmen), které
se vyznamn¢ podileji na regulaci homeostazy télnich tekutin a udrZzovani krevniho tlaku.
Hypotalamus slouzi jako mozkové centrum autonomnich funkci. UCastni se
kardiovaskularni regulace, moduluje baroreflex a sympaticky nervovy tonus.
Hypotalamicka jadra spolu s oblasti AV3V jsou soucasti mezimozku (diencefalon). Podle
regulace TK, ponévadz se vyznacuje vysokou hustotou vazebnych mist pro Ang II a navic
zvySené propustnou hematoencefalickou bariérou, jejiz pozménéné vlastnosti umoziiuji
cirkulujicim peptidim piestupovat z krve do mozku a tam modulovat probihajici procesy.
Dalsi vyznamnou oblasti pro regulaci kardiovaskuldrnich funkci je mozkovy kmen,
respektive jeho dvé centra — rostralni ventrolateralni medula (RVLM) a nucleus tractus
solitarii (NTS). V RVLM se nachazi tstiedni centrum aktivity sympatického nervového
systétmu, zatimco NTS zastdvd dualezitou integrujici roli mezi sympatikem,
parasympatikem, RAS a metabo- a chemoreceptory. Diencefalické osmosenzitivni
struktury (obr. 3) jako median preoptic nucleus (MnPQO), organum vasculosum laminae
terminalis (OVLT) a subfornikdlni organ (SFO) jsou propojeny eferentnimi drahami
S hypotalamickym paraventrikularnim jadrem, které vysila excitacni projekci do
sympatickych neuront lokalizovanych v oblasti RVLM mozkového kmene. Zda se, Ze tato
drdha by se mohla ucastnit patologicky zvySeného sympatického tonu spontdnné
hypertenznich potkanti (Allen, 2002, Ito a kol., 2002). N&které studie (Ferguson, 1988,
Ferguson a Bains, 1997) poukazuji na to, ze odstfedivé drahy vychazejici z lamina
terminalis a pokracujici do PVN a pot¢ do RVLM mohou zprostfedkovavat sympatickou
excita¢ni odpovéd’ jak na zvySenou osmolalitu mozkomiSniho moku, tak na Ang I1. Navic
RVLM a NTS ziskavaji informace z visceralnich senzorti, v€etné kardiovaskularnich
informaci z periferie (Torvik, 1956) a pfedavaji je autonomnim centrim lokalizovanym
v piednim mozku. JelikoZ NO plisobici v RVLM a NTS pfispiva ke sniZovani arteridlniho
TK a sympatické aktivity (Tseng a kol., 1996, Zanzinger a kol., 1995, Kagiyama a kol.,
1998), trvalé oslabeni aktivity enzymu NOS a nasledn¢ sniZzend syntéza NO v téchto

oblastech mohou vést k vzestupu tlaku v dusledku stimulace SNS aktvity.
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Obr. 3 Schéma modulace krevniho tlaku v centralnim nervovém systému. (Osborn JW,
Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology, 2005)
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1.5.3.2. Mozkovy renin-angiotenzinovy systém ve vztahu k NO

Jiz v 70. letech minulého stoleti Ganten a Speck (1978) prokézali existenci RAS
vV mozku, jenz funguje zcela nezavisle na plazmatickém RAS a tvoti ho veSkeré prekurzory
a enzymy nezbytné pro syntézu, konverzi a degradaci angiotenzinu II. Mozkovy RAS ve
spolupraci s dalSimi neurotransmitery a neuromoduldtory pfispiva ke kontrole TK a
k udrzovani extracelularniho objemu tekutin (Wright a Harding, 1992). Existuje také
znaéné mnozstvi dilkazli o tom, ze Ang II zvySuje aktivitu SNS plisobenim na sympaticka
ganglia a sympaticka nervova zakonceni v CNS (Zimmerman a kol., 1984, Reid, 1992,
DiBona, 2000, Brooks a Osborn, 1995, Leenen and Yuan, 2001). Intracerebroventrikularni
podani Ang II zplsobuje na davce zavislé zvySeni TK, které se pravdépodobné odehrava
na urovni aktivace AT; receptort lokalizovanych v hypotalamu (McKinley a kol., 1995,
Song a kol., 1992) a v mozkovém kmeni (DiBona, 2000). Ang II centralniho piivodu mize
aktivovat periferni SNS nejen stimulaci pregangliovych neuroni v RVLM, ale i regulaci
arterialniho baroreflexu (DiBona a kol.,, 2000). Hyperaktivita RAS v CNS hraje
vyznamnou ulohu v patogenezi vysokého TK u fady hypertenzivnich modeli, véetné SHR
(Wright a Harding, 1992, Veerasingham a Raizada, 2003) a Dahlovych potkan®i (Leenen a
kol., 2002). Vysledky z poslednich let naznacily moznost, ze centralné produkovany NO
by mohl sniZzovat sympaticky tonus, jehoz hnaci silou je centralné syntetizovany Ang II
(Krukoff, 1998, Leenen, 2002, Ramchandra a kol., 2005). K 1écbé nekterych forem
hypertenze slouzi blokatory RAS, jako jsou ACE inhibitory (napt. enalapril), které
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redukuji syntézu endogenniho Ang II a nebo latky ze skupiny sartanti branici stimula¢nimu
efektu Ang Il na AT, receptory (Ohlstein a kol., 1992). Podle Quadri a Dominiaka (2003)
se pti rozvoji hypertenze zvysi koncentrace endogenniho Ang I, jenz stimuluje centralni
aktivitu SNS a soucasn¢ dosud nezndmym mechanismem i syntézu NO k vykompenzovani
zvySené aktivity sympatiku. Dlouhodoba antihypertenzivni 1éCba, kterd alespon Castecné

tlumi aktivitu SNS, by mohla sniZzovat lokalni syntézu a uvolinovani NO v hypotalamu.

1.5.3.3. Centralni NO

V mozku potkana byly detekovany vSechny tfi hlavni isoformy NO syntazy, avSak
urcit, ktera z nich je ke kompenzaci hypertenze nejdilezitéjsi, dosud zcela nelze. Podle de
Wardenera (2001) je hlavnim typem NOS v mozku neuronélni isoforma, pouze asi 5 %
pfipadd na endotelidlni isoformu a inducibilni NOS se za fyziologickych podminek
nevyskytuje viubec. Jinak je tomu, probiha-li v CNS trauma ¢i infekce. Pak ve velkém
mnozstvi reaktivnich astrocytdl a infiltrovanych neutrofilii vyrazné vzroste exprese iNOS.
Vysledky in situ hybridizace ukazuji na mnohem vyssi pfitomnost NOS v mozku nezli
Vv jinych tkénich (Christopherson a Bredt, 1997). Hustota neuronli a nervovych vldken
obsahujicich NOS je v oblasti hypotalamu druha nejvy$si po mozeCku. Nejzietelngji
znacené oblasti lezi v pfednim hypotalamu v supraoptickém (SON) a PVN jadie, v OVLT
a SFO (Rodrigo a kol., 1994). Kromé oxidu dusnatého produkuji neurony ze SON a PVN
soucasn¢ zna¢né mnozstvi dalSich neurohormonil a neurotransmiterd, jako jsou oxytocin,
vazopresin, katecholaminy, enkefaliny aj. (Sawchenko a kol., 1985). Proto je dosti
pravdépodobné, ze by NO mohl ovliviiovat jejich syntézu i sekreci. Farmakologické a
fyziologické studie poskytuji dikazy o tom, Ze NO na urovni hypotalamu moduluje
endokrinni a autonomni regulaci kardiovaskuladrni ¢innosti. NO v PVN uplatituje svij
inhibi¢ni efekt na renalni sympaticky vydej (Gerova a kol., 1995, Zhang a Patel, 1998) a
také sniZuje uvolovani vazopresinu do krevni cirkulace (Yasin a kol., 1993, Goyer a kol.,

1994).

1.5.3.4. Utinky NO na periferii

Oxid dusnaty hraje v srdci vyznamnou ulohu v kontrole koronarniho pratoku a
cévniho tonu, pfevazné pii zprostiedkovani agonistou indukované vazodilatacni odpovédi
napiiklad na bradykinin nebo acetylcholin (Furchgott a Zawadzki, 1980, Moncada a kol.,

1991). eNOS exprimovana v srde¢nich myocytech ovliviiuje myokardidlni funkce jako je
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kontrola srde¢ni frekvence, bazalni kontrakce a ochrana proti ischemicko-reperfuznimu
poskozeni (Balligand a kol., 1993, Han a kol., 1994, Jones a kol., 1999).

Obecné¢ akceptovany nazor na distribuci NOS a jejich isoforem v cévach je takovy,
ze cévni endotel exprimuje eNOS, buriky hladkého svalu cév ani jednu z isoforem, zatimco
nNOS je exprimovana perivaskuldrnimi nervy pouze nékterych cév. NO odvozeny z eNOS
difunduje do vrstvy tvofené z bun€k hladkého svalu, kde stimuluje guanylat cykldzu a
spousti NO-cGMP drahu vrcholici relaxaci hladké cévni svaloviny, inhibici jeji proliferace
a ucinkem na krevni desticky (Albrecht a kol., 2003, Sessa, 1994, Harrison, 1997).

V ledvinach se NO zapojuje do fizeni fady vitdlnich procest, vetné regulace
renalniho pratoku, tubulo-glomerularni zpétné vazby (Welch a kol., 1999), sekrece reninu
a modulace objemu extracelularnich tekutin (Mattson a Bellehumeur, 1996, Kone, 1997).
eNOS se primarné¢ nachdzi v endotelidlni vystelce cév, kde napomaha udrzet relativné
nizkou cévni resistenci charakteristickou pravé pro ledviny (Majid a Navar, 2001) a také
pusobi proti u¢inkiim endogennich vazokonstriktorti, jako je napiiklad Ang II (Frohlich,
1997, Vidal a kol., 1988, Braam, 1999). Vytvofeny NO muze i pfimo v proximalnim
tubulu modulovat reabsorpci sodnych iontd prostfednictvim stimulace Na*/H" vyméniku
(Wilcox a kol., 1992, Amorena a Castro, 1997). In situ hybridizace provedena za bazalnich
podminek odhalila pfitomnost inducibilni NO syntdzy pouze v proximalnim ledvinném
tubulu (Ahn a kol., 1994). nNOS byla detekovana v macula densa (Beierwaltes, 1997),
Vv perivaskularnich nervovych zakoncenich a v menSi mife i ve sbéracich kanalcich
ulozenych v ledvinné kufe (Wang a kol., 1998) a v endotelidlnich bunkach eferentnich
arteriol (Ichihara a kol., 1998, Liu a Barajas, 1993). Tato isoforma hraje kli¢ovou ulohu
v sekreci draselnych iontl, v hormonalni regulaci zpétné resorpce sodiku a pfi kontrole
cévniho tonu eferentnich arteriol. Zaznivaji i ndzory (Braam, 1999, Beierwaltes, 1997), ze
oxid dusnaty syntetizovany nNOS je dualezitym regulatorem sekrece reninu
juxtaglomerularnimi bunikami. VSechny tyto ucinky oxidu dusnatého v ledvin€ poukazuji
na vyznam tohoto systému kontrolujiciho ledvinné funkce. Utlum tvorby NO nékterym z
inhibitord zplGsobi rozvoj systémové hypertenze (Ribeiro, 1992, Pereira, 1998).
Abnormality v renalnich funkcich, které zahrnuji niz$i plazmaticky pritok, snizenou
glomerularni filtraci a redukovany intersticialni hydrostaticky tlak (Kato a kol., 1995), jsou
typické pro Siroce pouzivany geneticky model hypertenze, tj. pro potkany kmene SHR.
Proto se fada praci (Kumar a kol., 2005, Barbuto a kol., 2004, Persson a kol., 2000, Vaziri
a kol., 1998) vénuje zkoumani pfi€iny jejich vzniku, kterou by mohla mimo jiné byt i

porucha syntézy NO.
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1.6. Experimentalni hypertenze

Hlavnim cilem experimentalniho vyzkumu je snaha objasnit pfi¢iny a mozné
mechanismy vzniku hypertenze a prispét tak k omezeni znané vysokého vyskytu této
zavazné civilizacni choroby. Ziskané poznatky by pak mohly zménit dosavadni preventivni
postupy vyuzivané u tohoto onemocnéni a umoznit individudlni pfistup zajistujici
efektivnéj$i 1écbu. K tomuto vyzkumu slouzi fada zvifecich modeld s indukovanou ¢i
genetickou formou hypertenze (Kunes a Zicha 2002). Zvlasté genetické modely, jako napf.
potkani se spontanni formou hypertenze castecné¢ napodobuji situaci vyskytujici se u lidi
s esencialni hypertenzi. Ptistup ke studiu hypertenze za vyuziti vSech téchto modelti musi
byt komplexni, tj. od studia zmén kardiovaskularnich fenotypti az po vyuziti metod
molekularni genetiky a biologie pii hledani jednotlivych gentl.

Pokud maji byt vysledky experimentalniho vyzkumu v co nejvétsi mife aplikovany
v medicinské praxi, je nutné najit co nejvice podobnosti mezi experimentalnim a klinickym
vyzkumem jak z hlediska ucinku vné&jSich faktord, tak i z hlediska genetické podstaty.
Lidska esencidlni hypertenze i geneticka hypertenze u potkani jsou priklady chronického,
pomalu se vyvijejiciho onemocnéni, které je vysledkem vzdjemné interakce genetické
predispozice s faktory vné&jsiho prostiedi (pfedevsim v ¢asnych fazich ontogeneze). Zda se,
ze hodnoty krevniho tlaku v dospélosti jsou ,,ur€ovany* v tzv. kritickych vyvojovych
periodach, v nichZ se odehrava nastaveni hlavnich regulac¢nich systémt (Zicha a Kune$
1999). Vzhledem k tomu, ze zmény v ¢asnych fazich ontogeneze mohou vést k zavaznym
zménam kardiovaskularnich fenotypli v pozd&j$sim vé€ku, nemél by byt vyznam téchto
relativné kratkych kritickych period podcenovan ani z hlediska budouci prevence lidské
esencialni hypertenze. I kdyZz neni zcela mozné poznatky ziskané v experimentu na
zvitatech beze zbytku ptendSet do klinické praxe, je zfejmé, Ze zédkladni ontogenetické
principy uplatiiujici se v patogenezi hypertenze u lidi a potkanli jsou velmi podobné.
Podrobné informace o vé€kové zavislych zménach mohou pfispét k lepsi prevenci vzniku
hypertenze a dalSich kardiovaskuldrnich chorob. Bohuzel vSak stile neexistuje dostatek
informaci o vyvojovych periodach u ¢lovéka, v nichZ by vyvoj kardiovaskularniho systému
mohl byt efektivné ovlivnén. Navic ekonomické a hlavné etické diivody jsou pticinou, proc¢
pozdni dusledky zasahti do vyvoje organismu v Casnych udobich vyvoje jsou stéle
studovany pouze na experimentalnich modelech.

Pii studiu genetické podstaty zvySené¢ho krevniho tlaku u ¢lovéka se narazi, jak

jsem jiz zminila, na mnoho etickych i praktickych problémut. U lidské populace nelze
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vyuzit klasické genetické metody jako u experimentdlnich modelti. Navic rozvoj
onemocnéni je u cClovéka pomaly v souvislosti sjeho dlouhovékosti. Opakovand a
dlouhodob4d invazivni méfeni jsou nesnadnd a ziskavani nékterych biologickych vzorkt je
Casto 1 nemozné. Vzhledem k podobnosti mezi jednotlivymi formami klinické a
experimentalni hypertenze, 1ze k jejich studiu vyuzit experimentalni modely. Pro svou
dostupnost a relativni jednoduchost meéfeni hemodynamickych parametrii je

nejpouzivanéjSim modelovym zvifetem laboratorni potkan (Rattus norvegicus).

1.6.1. Zvireci modely experimentalni hypertenze

Hlavni vyhodou prace s experimentalnimi modely je jejich dosazitelnost, moznost
standardizace pokusnych podminek a genetickych vlastnosti zvifat. Dal§im
neopomenutelnym plus je rychlost a reprodukovatelnost rozvoje HT a ptidruzenych
komplikaci.

Podle vzniku experimentdlni hypertenze se modely rozdé€luji do dvou zakladnich
skupin. Prvni skupinu tvoii zvifata ptvodn¢ normotenzivni, u nichz byla hypertenze
indukovana farmakologickym nebo invazivné operacnim zasahem, ktery vede
k definované zméné krevniho tlaku. Do druhé skupiny patii zvitata, u kterych hypertenze
vznikd v disledku genetické poruchy. K vzestupu krevniho tlaku dojde b&hem Zivota bud’
spontanné a nebo po stimulaci, napt. zvySenym piivodem soli.

Vsechny zakladni experimentalni modely byly vyvinuty pro studium jednotlivych
patofyziologickych a patogenetickych mechanismi hypertenze. Ke studiu genetické
podstaty hypertenze se nejcastéji pouziva presné¢ definovany model tzv. inbredni kmen,
ktery je produktem kiiZeni sourozenct po nejméné 20 nésledujicich generaci. Tento kmen
je v zasadé homozygotni ve vSech lokusech.

Za zéklad vétSiny inbrednich potkanich kmenl je povazovan outbredni kmen
Wistar (WIS). Kolonie byla odvozena od albinotickych potkanti pravdépodobné
evropského pivodu. Jejich potomci slouzi jako kontrolni zvifata i1 v sou€asnych
experimentech.

V roce 1971 byl v Narodnim zdravotnim institutu z outbredni linie WIS chovanych
na lékatské univerzité v Kyotu vySlechtén novy inbredni kmen potkana nesouci oznaceni
Wistar-Kyoto (WKY). Tento inbredni kmen je ¢asto pouzivan jako kontrola ke kmeni

spontanné hypertenzniho potkana v genetickych studiich (Rapp, 1987).
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1.6.1.1. Spontanné hypertenzni potkan

Kmen SHR patii mezi nejcastéji pouzivany modelovy organismus pro studium
hypertenze a inzulinové rezistence, nebot’ se u n¢ho v pribé¢hu vyvoje vytvareji jak
inzulinorezistence, tak mechanismy podilejici se na vzniku hypertenze podobné jako u
lidské esencidlni HT (Swislocki a Tsuzuki, 1993).

Vznikl roku 1963 v japonském Kyotu (Okamoto a Aoki, 1963) ze stejné populace
outbrednich potkanii Wistar (jako inbredni kmen WKY) kiizenim samcii s mirnou
hypertenzi a samic majicich vysoky krevni tlak. Do nasledujicich sourozeneckych kiizeni
byli vybirani potomci s vysokym krevnim tlakem (Okamoto, 1969). Vznikli tak inbredni
jedinci, u nichz se hypertenze rozviji bez vyjimky ve véku 7-15 tydnt a kolem 20-25 tydne
ptesahuje krevni tlak u nékterych kolonii hodnotu 200 mm Hg. Tento kmen se vyznacuje
vysokou incidenci kardiovaskuldrnich komplikaci (Yamori, 1984). Se stoupajicim TK se
stale vice uplatiiuje zvySend periferni rezistence, kterd ma pravdépodobny pivod v poruse

neurogennich mechanismu zajist'ujicich centralni regulaci TK.

1.6.1.2. Dahliv potkan

Casto studovanym modelem solné hypertenze je inbredni kmen Dahlovych sil-
senzitivnich a stil-rezistentnich potkanid. Solna hypertenze se vyvine az po urCité dobé
zvySeného pifijmu NaCl na zdklad¢ genetickych predispozic, které spocivaji ve zvySené
aktivaci SNS a omezeném vylucovani Na* ledvinami.

Dahlovi sul-senzitivni a sil-rezistentni potkani pochazeji z kmene Sprague-Dawley,
ze které¢ho byli vybirani na zaklad¢ odpovédi jejich krevniho tlaku na vysoky obsah soli
v dieté. (Dahl a kol., 1962a,b). Z ptivodné outbrednich kmenii byly opakovanym kiiZenim
bratr x sestra ziskany vysoce inbredni kmeny. K inbredizaci doslo témé&f soucasné€ na dvou
mistech, v Toledu a v Brookhavenu. Pro zvifata inbredizovana v Toledu profesorem
Rappem se ujalo oznaceni SS/Jr a SR/Jr a pro inbredni linii z Brookhavenu DS a DR.
Pocatkem devadesatych let byla v Americe zaloZena kolonie Dahlovych potkand firmou
Harlan, ve které ale doslo ke genetické kontaminaci. Po opakované inbredizaci jsou nyni
distribuovéana zvifata s ponckud pozménénym genotypem (St Lezin a kol., 1994, Lewis a
kol., 1994, Walder a kol., 1996). Vysledkem této chovatelské chyby je skute¢nost, ze
v soucasné dobé existuje nékolik kolonii Dahlovych potkani, které se mohou geneticky
lisit (Hojna a kol., 2005). St Lezinova a kol. (1992) zjistili mezi DS a DR 80 % genetickou
shodu na rozdil od s SHR a WKY, kde shoda ptedstavuje pouze 50 %.
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Zvyseny piijem soli potravou (8 % NaCl) zapfic¢ini u sul-senzitivnich Dahlovych
potkani béhem 3-4 tydnii prudky rozvoj hypertenze doprovazeny vyraznymi cévnimi a
renalnimi lézemi, zatimco tlak DR jedinc se vyznamné neméni. Na nizkosolné dieté
(0.4 % NaCl) vsak DS jedinci pfezivaji velmi dobfte, jelikoz k nartistu TK dochazi
pozvolné po nekolik mésict (Rapp a Dene, 1985). Transplantace ledvin provedené mezi
DS a DR jedinci potvrdily pfedchozi domnénku, Ze za stl senzitivitu ¢astecné zodpovidaji
zhorsené ledvinné funkce. Jednou z pfi¢in by mohla byt nedostatecna glomerularni filtrace

ovlivnéna niz§im poctem glomeruli u DS jedincti (Rapp, 1984).

1.6.1.3. Hereditarné hypertriglyceridemicky potkan

Hereditarné hypertriglyceridemicky potkan (HTG) slouZi jako geneticky model pro
studium hypertriglyceridémie a dal§ich symptoma metabolického syndromu.

Tento kmen vznikl spole¢né s normotriglyceridemickym z outbredniho kmene
Wistar. Prvnim krokem byla selekce tii para zvifat s normalni a tff par s vyssi hladinou
plazmatickych triglycerid po zaté€zi vysokosacharidovou dietou. Jejich potomci byli dale
po 10 generaci kfizeni bratranec x sestenice. Poslednim tfetim krokem bylo pfibuzenecké
kfizeni bratr x sestra po dobu 25 generaci. Triglyceridy byly tfikrat vy$$i u
hypertriglyceridemickych zvifat oproti normotriglyceridemickym. Normotriglyceride-
micka linie, kterd bohuZel diky nizké plodnosti zanikla, pfedstavovala optimélni kontrolu
pro linii hypertriglyceridemickou (Vrana a kol., 1993). Jako kontroly jsou proto podle
charakteru studii pouzivany jiné normotriglyceridemické kmeny, napf. outbredni kmen
Wistar, inbredni Wistar-Kyoto ¢i Lewis.

Pozdéji byly u HTG kmene zjiStény jeSté dalSi metabolické abnormality a také
vysoky krevni tlak (Stolba a kol., 1992). Plazmatické hladiny noradrenalinu jsou u HTG
potkant zvySeny o 50 % a adrenalinu dokonce 0 100 % Vv porovnani s kontrolami. Také
vylucovani jednotlivych metabolitd katecholaminii mo¢i je signifikantn€ vyssi u HTG
(Stolba a kol., 1993). U tohoto modelu byla popsana fada membranovych abnormalit od
zmén membranové fluidity aZz po abnormalni regulaci hladin cytozolického véapnika
(Devynck a kol., 1998). V soucasné dob¢ jsou F, hybridi odvozeni od HTG a Lewis
progenitorii pouzivani pro hledani genetickych determinant hypertenze a metabolickych

abnormalit (Ueno a kol., 2003 a 2004).
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2. Cil disertacni prace

Cilem mé disertacni prace je prispét k objasnéni patofyziologické ulohy systému
oxidu dusnatého v rozvoji geneticky podminéné hypertenze a metabolického syndromu.
Periferné i centraln¢ syntetizovany NO se vyznamnou mérou podili na regulaci krevniho
tlaku, a proto pfipadné mutace v genu kodujicim syntézu NO, zmény v enzymatické
aktivité ¢i proteinové expresi NO syntazy mohou zasahovat do mechanismt ovliviujici
krevni tlak. V experimentech jsou vyuzivany zviieci modely umoziujici studium genetické
hypertenze (SHR a Dahlovi potkani) a dalSich symptoma metabolického syndromu (HTG
potkan).

Dil¢i cile:

1) Hledéani polymorfismu v genu pro inducibilni isoformu NOS u Dahlovych potkant

2) Stanoveni proteinové exprese jednotlivych isoforem NOS v perifernich tkanich
(srdce, ledviny) a v mozkovych strukturach (diencefalon, mozkovy kmen)

3) Sledovani ulohy isoforem NOS v poruchach rovnovahy vazoaktivnich systému
podilejicich se na regulaci TK a vlivu farmakologickych faktori na vybrané

parametry NO systému

Ziskané vysledky budou diskutovany z hlediska vlivu centrdlnitho a periferniho

systému NO na sympatickou vazokonstrikci u spontdnni a solné hypertenze.
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3. Metodika

3.1. Experimentalni zvirata

V pokusech zatazenych do této disertacni prace byla pouzita fada potkannich kment
a to jak inbrednich (Dahl, SHR, WKY, HTG), tak také outbrednich (WIS). Tyto kmeny
pochazely z kolonii potkanti chovanych ve Fyziologickém tustavu AV CR v Praze.
Vsechna zvirata byla chovana za standardnich laboratornich podminek (teplota 23+1 °C,
12-ti hodinovy svételny rezim). Pokud nebude u experimentu uvedeno jinak, byla zvitata
krmena dietou ST1 a pila vodu ad libitum.

Systolicky, diastolicky a stfedni arterialni tlak byl zvifatim méfen v lehké éterové
anestezii piimou punkci levé karotidy. K tomuto méfeni byl vyuzivan transducer typu
Statham P23Db a zapisova¢ 7754A firmy Hewlett-Packard.

Zvitata byla usmrcovana dekapitaci. Po separaci levé komory srde¢ni a ledvin byl
Z lebky vyjmut mozek, ze kterého byly nasledné vyizolovany dvé ¢asti. Jednou z nich byla
oblast diencefalonu zahrnujici anteroventralni oblast 3. mozkové komory a skupinu
hypotalamickych jader (napf. lamina terminalis, periventrikularni jadro, suprachiasmatické
jadro, subfornikalni orgéan, atd.). Druhou pro nés zajimavou centralni oblasti byl mozkovy
kmen, respektive jeho ¢ast obsahujici rostralni ventrolateralni casti medulla oblongata.
Vyseparované casti jednotlivych organi byly zvazeny, nasledné homogenizovany a poté
dale analyticky zpracovavany. Dlouhodob&é jsou  homogenaty  skladovany
V hlubokomrazicim kontejneru pii teploté¢ —80 °C. V experimentu 1 byla navic odebirdna
jaterni tkan k izolaci DNA, kterd po zamraZeni v tekutém dusiku byla opét skladovana
V hlubokomrazicim boxu.

Béhem studii bylo se zvifaty zachazeno v souladu s piedpisy etické komise a § 17

zdkona CNR ¢&. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni zakona &. 77/2004 Sb.
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3.2. Geneticka analyza

3.2.1. lzolace DNA

Existuje né€kolik metod izolace DNA. V této praci byly pouzity dva zpisoby,

pficemz jako zdroj DNA byla u obou zpusobii pouzita ¢ast jaterni tkdn€. Pokud odebrana

tkan neni ihned zpracovavana, je nutné ji co nejrychleji zmrazit, ¢imz se zastavi ¢innost

nukledz (mohly by nukleovou kyselinu nezddoucim zplisobem rozstépit).

Prvnim zptisobem je klasicka izolace fenol/chloroformovou metodou.

Protokol:

1.

10.
11.

12.

Do zkumavky je k odebrané tkani (100 mg) pfidano 700 ul pufru pro extrakci DNA
(50 mM Tris-HCI, pH 8.8; 25 mM EDTA; 100 mM NaCl; 1 % SDS).

. Ke kazdému vzorku je piidano 35 pl (10 mg/ml) proteinazy K. VSe je kratce

promichano. Nasleduje inkubace ptes noc pii 55 °C.

Druhy den je do kazdého vzorku napipetovano 750 ul fenolu, nasleduje promichani
mirnym pieklapénim.

VSse pokracuje 4 minutovou centrifugaci pfi 10 000g a laboratorni teploté.

Poté je pfenesena vodni faze (horni - bez fenolu) do nové zkumavky pipetou se
setiznutou $pi¢kou a je ptidano 750 ul fenolu s chloroformem a izoamylalkoholem
v poméru 25:24:1, nasleduje opét promichani mirnym preklapénim.

Vzorky je potieba opét stocit 4 minuty pii 10 000g a teploté mistnosti.

Vodni faze je opét prenesena do nové zkumavky pipetou se sefiznutou Spickou a je
ptidano 650 ul chloroform - izoamylalkoholu v poméru 24:1.

Nasleduje centrifugace 2 minuty pii 10 000g pfi teploté mistnosti.

Do plastikové zkumavky je odebrana vodni faze a pifevrstvena 1.5 ml ethanolu o
laboratorni teploté.

Vysrazenou DNA Ize natocit na sklenénou ty¢inku a vysusit vakuem.

Poté se DNA rozpusti v cca 50 ul TE (10 mM Tris-HCI, pH 7.4 a 1 mM EDTA,
pH 8.0, do 100 ml H,0).

Takto izolovanou nukleovou kyselinu je mozné uchovat pti 4 °C nebo dlouhodob¢ pti

teploté -20 °C.
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Druhy zptisob izolace DNA vyuziva vlastnosti roztoku oznacovaném jako Fasano.
Protokol:
1. K 30 mg biologického materidlu se pfida 4 ml Fasano roztoku (20 mM EDTA, pH
8.2; 40 mM Tris, pH 8.0; 0.2 M NacCl; 0.5 % SDS) a 50 pl proteindzy K.

N

Vzorky je nutné promichat a inkubovat po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C.

3. Naésleduje pfidani 1.5 ml nasyceného roztoku NaCl a opét promichani a inkubace
30 minut pii 4 °C.

4, Naslednou centrifugaci (5000 otacek, 20 minut pii 4 °C) dojde k oddéleni

supernatantu, ke kterému je do nové zkumavky pfidano 4 ml isopropanolu, ¢imz dojde

k vysrazeni DNA. DNA lze i v tomto piipadé natocit na sklenénou ty¢inku.

5. Vhodné je jesté pred suSenim promyti nejprve 70 % a nasledné jeste 96 %
etanolem.
6. Poté je mozné izolovanou DNA resuspendovat v 0.5 ml TE pufru.

V téchto metodach je pouzita fada roztoki, z nichz kazdy mé sviij vyznam: Na,EDTA -
dvojsodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové = chelaton III, zabranuje ¢innosti nukledz
tim, Ze odstrani Ca?* a Mg2+ ionty, nezbytné pro funkci téchto enzymti. SDS - lauryl sulfat
sodny, je negativné nabity polykationt, ktery krom& detergentnich uc¢inkl (uvoliiovani
obsahu bunék), piisobi jako denaturacni ¢inidlo a zptisobuje disociaci nukleovych kyselin
od proteint. Proteindza K ma za tikol rozstépeni bilkovin na kratké peptidy. Smés fenolu a

chloroformu oddéli DNA od rozstépenych bilkovin.

3.2.2. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Principem této metody je cyklické opakovani 3 zakladnich krokt, ¢imz dosahneme
rychlého zmnoZeni (amplifikace) urcitétho tuseku DNA (genu), ktery je oznacen
specifickymi oligonukleotidy zvanymi primery. Jedna se vétSinou o par oligomerti tvofici
16 az 30 nukleotidovych bazi, z nichZ jeden se nazyva sense a probihd od 5" konce a
druhym typem je antisense, ktery se navazuje na 3" konec genomové DNA. Kazdy krok
cyklu vyzaduje specifické teplotni a chemické podminky. Celkova amplifikace se sklada
z téchto na sebe navazujicich kroki:

Tepelna denaturace - rozvinuti dvouSroubovice DNA na dv¢ jednovldknové.

(optimalni teplota 94 - 96 °C po dobu 1 - 2 minut)
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Anelace - pfi snizeni teploty dochdzi ke specifickému navazovani primeri ke
komplementarnim cilovym sekvencim amplifikované DNA. Specifi¢nost piipojeni
primert zavisi na jejich délce, poméru part bazi T/A a G/C a na teploté (40 — 60°C).

Elongace (synteticka faze) — za ptitomnosti termostabilni DNA-polymerazy (65 - 80°C) se
podle predlohy komplementarné piipojuji nukleotidy, které jsou v reakéni smési
v nadbytku, a vypliuji tak asek vymezeny navazanymi primery.

V experimentu 1 byly pouzity primery (tab. 2) pro gen kédujici inducibilni
isoformu NOS, které byly syntetizovany firmou VCB-GENOMICS.

Tab. 2 Seznam primerii pouzitych pro PCR genu pro iNOS

nazev genu nazev primeru délka useku | sekvence
D10Mco39 - forward 5’-cag ctc tca ctg att gac ttg g-3°
inducibilni NOS - reverse 269 bp 5’-gtc agg ttc cca tgt gct ta-3”
D10Mco40 - forward 5’-gga cgt tgt tgt gat ttc ctg g-3°
- reverse 301 bp 5’-agc aga ggc aga gat tga ttg c-3°
NOS 2 - forward 5’-agc aga atg tga cca tca tgg ac-3’
- reverse 1200 bp 5’-ttt gac cca gta gct gcc act c-3°

Pro dosaZeni efektivni DNA amplifikace je zapotiebi, aby se tyto tfi kroky cyklicky
opakovaly 25-40x. Nové syntetizované fragmenty slouzi jako pfedlohy (templaty), kazdy
cyklus zdvojnasobi mnozstvi DNA nasyntetizované v piedchozim cyklu. Po skonceni
cykll se jesté provedou dalsi dva kroky: kone¢na elongace po dobu 5 minut, kterd umozni
dokonc¢it syntézu vSech vlaken DNA, a nakonec se vSe ochladi na 4 °C. Amplifikace
probiha automaticky v termocykleru, ktery umoziuje programované zmeény teplot ve

stanoveném case (tab. 3, 4).
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Tab. 3 Optimdlni podminky PCR amplifikace pro jednotlivé primery pri pouziti Tag DNA
polymerazy

nazev teplota
faze PCR nazev genu |primeru (°0) ¢as
1. pocate¢ni denaturace 95 2 min
2. denaturace 95 40's
3. anelace
inducibilni
NOS D10Mco39 58 30s
D10Mco40 61 30s
4. elongace 72 50s
5. na bod 2. opakovat 40x
6. kone¢na elongace 72 5 min
7. chlazeni 4

Protokol pro amplifikaci isek kratSich nez 1000 bp:

1. Ptiprava master mixu, mnozstvi pro jeden vzorek o celkovém objemu 50 pl.

10x koncentrovany pufr pro Taq DNA polymerazu 5.0 ul
10 mM PCR dNTP mix 0.5 ul
forward primer o koncentraci 25 pM 0.5 ul
reverse primer o koncentraci 25 uM 0.5 ul
1.5 mM MgCl, 3.0ul
Taq DNA polymeraza (100U) 1.0 ul
PCR H,0 34.5 ul

2. Master mix promichat (Vortex) a do jednotlivych vzorkit DNA (5 pl) pridat 45 ul
tohoto master mixu.

3. Reak¢ni smés kratce promichat a prenést do termocykleru (od firmy Eppendorf).

4. Provést vlastni PCR na termocykleru s programem odpovidajicimu stanovovanému

useku DNA.
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Tab. 4 Optimdlni podminky PCR amplifikace pro jednotlivé primery pri pouZiti
Expand High Fidelity PCR System

nazev teplota

faze PCR nazev genu |primeru (°0) ¢as
1. pocatecni denaturace 94 2 min
2. denaturace 94 15s
3. anelace

inducibilni NOS | NOS 2 51.5 30s
4. elongace 72 1 min
5. nabod 2. opakovat 10x
6. denaturace 94 15s
7. anaeling 51.5 30s
8. elongace 72 1 min
9. nabod 6 opakovat 20x
6. findlni elongace 72 7 min
7. chlazeni 4

Protokol pro amplifikaci usekt delSich nez 1000 bp:

1. Ptiprava master mixu, mnozstvi pro jeden vzorek o celkovém objemu 50 pl.

10x koncentrovany Expand High Fidelity pufr 5.0l
10 mM PCR dNTP mix 1.0 ul
forward primer o koncentraci 25 uM 0.5 ul
reverse primer o koncentraci 25 uM 0.5 ul
1.5 mM MgCl, 3.0 ul
Expand High Fidelity enzyme mix 0.75 ul
PCR H,0 34.25 ul

5. Master mix promichat (Vortex) a do jednotlivych vzorki DNA (5 ul) piidat
45 pl tohoto master mixu.

6. Reakéni smés kratce promichat a pfenést do termocykleru (od firmy Eppendorf).

7. Provést vlastni PCR na termocykleru s programem odpovidajicimu stanovovanému

useku DNA.

3.2.3. Restrikéni Stépeni useku DNA

Tato metoda se hojné¢ vyuziva k dokazovani ptfitomné bodové mutace v fetézci

DNA. Restrikéni enzym specificky rozpozna §tépné misto (v ptipadé, Ze je ptitomné a neni
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zatizené¢ mutaci) a rozStépi amplifikovany produkt na dva kratsi fragmenty. V naSem
ptipad¢ jsme ke Stépeni ziskaného PCR produktu pouzili restrikéni endonukleazu Plel
(Fermentas), kterda méla potvrdit ¢i vyvratit domnénku o pfitomnosti polymorfismu mezi
Dahlovymi stil-senzitivnimi a stl-rezistentnimi jedinci. Restrikce probihala pfi teploté
37 °C pres noc. Vhodné podminky pro Stépeni zajisti prostiedi vzniklé smichanim 2 pl 10x
koncentrovaného pufru, 1 pl restrikéni endonukledzy a 7 ul PCR vody, do kterého se ptida
10 pl PCR produktu. K analyze PCR produktii a §t€pnych fragmentl se vyuziva gelova

elektroforéza.

3.2.4. Analyza produkti PCR

Analyza produkti PCR se provadi pomoci elektroforézy. Jedna se o fyzikalng
chemickou metodu déleni latek v elektrickém poli pfi prichodu molekulovym sitem
vytvofenym polymernim gelem. Tato metoda je zaloZzena na skuteCnosti, ze soucasti
struktury DNA jsou zbytky kyseliny fosforecné, které udéluji celé molekule zaporny néboj,
a proto se ve stejnosmérném elektrickém poli pohybuji od katody (-) Kanodé (+).
Elektroforetickd mobilita primarn€ zévisi na velikosti molekuly a na jeji prostorové
konformaci.

Existuji dvé zakladni konstrukce, horizontalni a vertikalni, a n¢kolik druhti geld,
Skrobovy, agar6zovy, polyakrylamidovy, atd. Pro detekci polymorfismu, jehoZz podstatou
je zména poctu nukleotidll v fetézci DNA, je nej€astéji pouzivan gel agardzovy. Agardza je
linearni polymer D-galaktozy s 3, 6-anhydro-L-laktozou vzajemné spojené stfidaveé
vazbami [—1-4 a —1-3. Béhem elektroforézy nejsou nukleové kyseliny v gelu vidét, proto
se knim pii nandSeni do jamek gelu pfed zahajenim elektroforézy ptidava vkladaci
(loudovaci) pufr obsahujici barvici latky a latky o vysoké denzité. Pohyblivost téchto
barviv (bromfenolova modi a zelend xylencyanolova barva) v elektrickém poli zhruba
signalizuje velikost DNA fragmenti, zatimco latky s vysokou hustotou (Ficol, PVP,
glycerin) usnadiiuji nanaSeni vzorku do jamky gelu. Roztok, ve kterém probihd vlastni
déleni v elektroforéze, se oznacuje jako délici (elektroforeticky) pufr. V nasi laboratofi se
bézn€ pouziva tris-acetatovy elektroforeticky pufr (TAE) pfipraveny nafedénim 50x
zasobniho roztoku (242 g Tris baze; 57.1 ml ledova kyselina octova; 100 ml 0.5 M EDTA,
pH 8.0).

Existuje né€kolik moznosti zviditelnéni nukleovych kyselin. Nejjednodussi a
nejrychlejsi je pouziti ethidium bromidu, coz je anorganicka sloucenina s planarni
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strukturou, kterd se vmezetuje mezi baze nukleové kyseliny. Po ozafeni kratkovinnym
ultrafialovym zéafenim (260 nm) emituje oranzové Cervené fluorescencni svétlo o vinové

délce 590 nm, které je mozné zachytit fotografickym zatizenim.

Protokol:

1. 2 % agar6zovy gel pfipravime ptfidanim 1.4 g agarézy do 70 ml elektroforetického
pufru (1x TAE).

2. Roztok povaiime v mikrovinné troub€, nechame zchladit na 60 °C a ptidame 15 pl
ethidium bromidu a zamichame.

3. Roztok nalijeme do formy na gel, upevnime hiebinek a nechame gel ztuhnout.

4, Ptiprava vzorku pro elektroforézu: k 50 pl reakéni smési po PCR ptiddme 10 pl
loudovaciho pufru a vzorek promichdme (pipetovanim Spickou).

5. Formu sgelem, ze které vyjmeme hieben, vlozime do -elektroforézy

s elektroforetickym pufrem tak, aby jamky po hiebenu byly timto pufrem zaplnény.

6. Spi¢kou naneseme 20 pl z kazdého vzorku do jamek, do vybrané jamky naneseme
také DNA marker.
7. Elektroforézu pfipojime ke zdroji. Doba dé€leni zavisi na velikosti fragmentu a

hustoté gelu. V naSich podminkéach bézné probiha 1 hodinu pii 100 V.
8. Vysledek vyhodnotime v UV svétle.

3.3. Biochemicka analyza

Abychom mohli material odebrany pfi experimentu déle analyzovat, bylo zapotiebi
pfipravit z ¢asti organli a tkani 20 % homogenaty. Jelikoz se homogenaty vyuzivaji jak ke
stanoveni enzymové aktivity tak proteinové exprese, zvolili jsme jako homogeniza¢ni
roztok 50 mmol/l Tris-HCI (pH 7.4) doplnény o smés inhibitort proteaz a fosfataz
(Sigma), jenz zabranuji degradaci v extraktu pfitomnych proteinti. Produkty homogenizace
jsme nasledné stocili v centrifuze vychlazené na 4 °C nejprve pii 5500x g 15 minut, aby
doslo k odstranéni bunéénych jader a nezhomogenizovanych ¢asti a poté znovu odebrany
supernatant pii 14 000x g opét 15 minut. V takto ziskaném supernatantu byla okamZité
zméefena aktivita enzymu NOS, koncentrace proteini a zbyly supernatant byl po

alikvotnich Castech rozpipetovan a uchovan pfi teploté — 80 °C.
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3.3.1. Stanoveni koncentrace proteint

Ke stanovovani koncentrace proteini v tkaiovych homogenatech 1ze pouzit n¢kolik
metod napt. dle Bradforda, BCA analyzu ¢i Lowryho metodu, kterd je standardné
vyuzivana v nasi laboratofi. Jde o vysoce senzitivni kolorimetrickou metodu, jejiz
podstatou je Biuretova reakce, ve které reaguji médnaté ionty v alkalickém prostiedi
s peptidovou vazbou za vzniku fialové zbarvené komplexni slouceniny. Po pfidani
Folinova reagencia dojde kreakci smési anorganickych soli s tyrosinovymi a
tryptofanovymi zbytky pfitomnych proteinti, kterd dava intenzivné modrou barvu
s absorbanci pfi 700 nm. Kombinace téchto dvou reakénich kroki zvySuje senzitivitu této
metody. Podle kalibra¢ni kiivky pripravené pouzitim zndmého mnozstvi hovéziho
sérového albuminu jako standardu lze ze sytosti modrého zbarveni testovaného vzorku

spektrofotometricky urcit obsah jeho proteind.

3.3.2. Méfeni aktivity enzymu NOS

Podstatou stanoveni celkové aktivity NO syntdzy v Cerstv€ piipraveném tkanovém
homogenatu je méfeni radioaktivné znagené aminokyseliny L-[3H] citrulinu, kterd vznika
pfeménou L-[3H] argininu za pfitomnosti enzymu syntazy oxidu dusnatého. 50 pl
supernatantu spolu s 50 pl reakéni smési (0.1 M Tris-HCI, pH 7.4; 2 mM CaCl,; 1 mM
B-NADPH; 500 uM BHy; 10 uM FAD; 10 uM FMN; 30 nM kalmodulin; 2 uM L-arginin a
2 ul L-[3H] argininu o specifické aktivité 1,52 TBq/mmol se inkubuje 30 minut pti 37 °C.
Za téchto podminek dochézi k enzymatické preméné L-[3H] argininu na L-[3H] citrulin za
vzniku NO. Poté je reakce zastavena pridanim 1 ml ledové studeného stop ¢inidla o pH 5.5
(0.02 M HEPES; 2mM EDTA; 2 mM EGTA a 1 mM L-citrulin) a z kazdého vzorku je
odebran 1 ml reak¢niho produktu a nanesen na separa¢ni kolonku obsahujici ionexovou
pryskyfici Dowex 50 WX-8. Eluat je zachycen do piipravené l1ékovky, do niZ se po
promyti kolonky 1 ml destilované vody pfidaji 2 ml scintila¢niho roztoku. Aktivita
enzymu, respektive mnozstvi nasyntetizovaného L-[3H] citrulinu je méfeno na
scintila¢nim spektrometru Tri Carb (Packard, UK). Enzymaticka aktivita je v této praci
uvedena Vv jednotce pikokatal pfepoctené na gram proteinu (pkat/g proteinu). Hodnoty

celkovych aktivit enzymu NOS se mezi experimenty li§i v disledku pouziti izotopu o
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rizném stafi (rozdilné mnozstvi spontanné vytvoreného L-citrulinu). Pokud jsou
srovnavany vysledky aktivit z riznych experimentt, aktivity jsou piepocteny a vyjadieny
Vv procentech hodnot kontrolnich zvifat.

Abychom mohli ur¢it podil neuronalni isoformy na aktivit¢ NO syntazy v obou
centralnich oblastech (diencefalon, mozkovy kmen) v experimentu 2, pouzili jsme
selektivni inhibitor pro nNOS S-methyl-L-thiocitrulin (SMTC). Potfebovali jsme otestovat,
jak bude tento selektivni inhibitor blokovat aktivitu NOS v mozku. Pokus, ve kterém jsme
zjistovali zavislost aktivity NOS na koncentraci SMTC, jsme provedli na tiech potkanech
outbredniho kmene Wistar. Z kazdého homogenatu z diencefalonu a mozkového kmene
jsme odebrali ctytikrat po 50 pl, z nichz k prvni ¢asti byla pfidana reakéni smés bez
pfitomnosti inhibitoru a k dal$im tfem dilim reakéni smés s ptidavkem jedné ze tii riznych
koncentraci inhibitoru (10°M, 10*M a 10°M). Celkové aktivita a jeji nasledné sniZeni
zpuisobené ptitomnosti inhibitoru SMTC v obou centralnich oblastech jsou zaznamenany
na obrazku 4. Jak je patrné, inhibice NOS aktivity se zvySovala proporcionalné koncentraci
SMTC. Nejvyssi koncentrace SMTC (10°M) Jiz pisobila zna¢né nespecificky a inhibovala
1 aktivitu ostatnich isoforem, jelikoZz se aktivita snizila v ptipadé diencefalonu o 94 % a
v mozkovém kmeni o 86 %. Na zaklad¢ téchto vysledkl jsme v experimentu 2 pouzili
koncentraci inhibitoru SMTC 10™M, ve které ptsobi je§té znacné selektivné a blokuje

pfedevsim aktivitu neuronalni isoformy.

Obr. 4 Zavislost celkové aktivity NOS na koncentraci inhibitoru SMTC u potkanii kmene
Wistar

Ugcinek inhibitoru SMTC na aktivitu NOS

2,5

2,01

diencefalon

1,51

1,0 1

mozkovy kmen
0,5 1

celkova aktivita v pkat/g proteinu

0,0

t t t t
bez SMTC SMTC 10°M SMTC 10“M SMTC 10-M

SMTC — S-methyl-L-thiocitrulin
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3.3.3. Stanoveni proteinové exprese NOS

Proteinova exprese vsech tii isoforem syntazy oxidu dusnatého byla stanovena
metodou Western blot. Proteiny (70 pg) byly po tepelné denaturaci (97 °C, 5 minut)
elektroforeticky separovany (200 V, 60 minut) na standardnim 10 % SDS-polyakryl-
amidovém gelu v ptitomnosti Tris-glycinového elektroforetického pufru (25 mM Tris; 250
mM glycin a 0.25 % SDS) a nésledn¢ pfeneseny v roztoku o sloZeni 48 mM Tris; 39 mM
glycin; 0.372 % SDS a 20 % methanol na nitrocelulozovou membranu s porovitosti
0.45 pm. Transfer proteinti probihal pfes noc za konstantniho proudu 60 mA. V obou
krocich byl pouzit Bio Rad systém. Nespecificka vazebna mista proteini na membran¢ pak
byla 6 hodin blokovana 5 % roztokem nizkotuéného mléka v TBS-T (20 mM Tris-HCI, pH
7.4; 144 mM NaCl a 0.1 % Tween 20) pii laboratorni teploté. Pies noc probihala
Vv chladové mistnosti (6 °C ) inkubace membréan s polyklonalnimi kréali¢imi protilatkami
proti nNOS (fedéni 1:400, Transduction Laboratories), proti eNOS resp. proti iNOS (obé&
v koncentraci 1:1000, Santa Cruz) nafedénymi v TBS-T s pfidavkem suSen¢ho mléka. Po
vymyti nenavdzanych protilatek (3x 10 minut v TBS-T) byly membrany 60 minut
inkubovany pii laboratorni teplot¢ se sekundarni protiladtkou (IgG proti krali¢im
protilatkam, Pierce) konjugovanou s ,,horseradish® peroxidazou (fedéni 1:20000 v TBS-T
s mlékem). Po dukladném odmyti nenavazané protilatky v TBS-T byly imunokomplexy
vizualizovany pomoci chemiluminiscen¢niho detek¢éniho kitu (Pierce) na pfistroji Fujifilm
Las-1000. Opticka denzita pftislusnych prouzki byla kvantifikovana denzitometrickym
skenovanim v programu Aida. Vysledné hodnoty proteinovych expresi byly vyjadieny

Vv procentech hodnot kontrolnich zvifat ziskanych v ramci jednoho méfeni.

3.4. Statisticka analyza

Data jsou vyjadiena jako primeér + S.E.M. Statistické rozdily mezi dvéma kmeny
byly vyhodnocovany pomoci Studentova t-testu. P < 0.05 hladina byla povazovana za

statisticky signifikantni.
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4. Vysledky

4.1. Experiment 1

Tento pokus byl provadén na mladych (8 tydnid) samicich stl-senzitivniho (DS) a
stl-rezistentniho (DR) kmene Dahlovych potkant, z nichz mensi ¢ast z obou kmenti byla
vyuzita pro genetickou analyzu. Zvifata byla krmena peletovanou laboratorni dietou DOS-
2b ST s nizkym obsahem soli (0.3 % NaCl). V pokusech tykajicich se NOS byla polovina
zvitat chovéana na nizkosolném (0.3 % NaCl) a ostatni na vysokosolném (8 % NaCl po
4 tydny) rezimu. Polty zvifat ve skupiné, zdkladni hmotnostni parametry a nameétrené

hodnoty krevniho tlaku shrnuje tabulka 5.

Tab. 5 Télesna hmotnost (BW), relativni hmotnost srdce (HW/BW) a ledvin (KW/BW) a
krevni tlak u Dahlovych sul-rezistentnich (DR) a sul-senzitivnich (DS) potkanii na
nizkosolné a vysokosolné dieté.

DR DS
I I
% NaCl 0.3 8.0 0.3 8.0
(n=11) (n=7) (n=11) (n=7)
s
BW (g) 157 1 162+ 4 174 +£2+*% 176+ 4+
HW/BW (mg/100 g BW) | 296 + 3 ++ 327+4 304 +£5 ++ 424 + 17 ++##

KW/BW (mg/100 g BW) | 717 £18 ++ 1011421 686+ 18 ++ 1169 +47 + ##

SBP (mm Hg) 130£2 139+4 144 + 3 ** 194 + 5 ++ ##
MAP (mm Hg) 109 +2 116 £6 123 £3 ** 156 + 4 ++ ##
DBP (mm Hg) 85+2 94 +6 104 £ 3 ** 126 + 5 ++ ##

Hodnoty jsou priméry + S.E.M. 0.3 % NaCl — nizkosolna dieta, 8.0 % NaCl — vysokosolna
dieta, n — pocet zvifat ve skupiné, SBP — systolicky krevni tlak, MAP — stfedni arterialni
tlak, DBP — diastolicky krevni tlak

" p<0.05 " p<0.01 signifikantni rozdil vi¢i DR na 8 % NaCl

" p<0.01 signifikantni rozdil vii¢i DR na 0.3 % NaCl

##p < 0.01 signifikantni rozdil vici DS na 0.3 % NaCl
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Zatimco u Dahlovych stl-rezistentnich jedinci zvySeny piivod soli potravou
neovlivnil hladinu krevniho tlaku, Dahlovi stl-senzitivni potkani méli jiz na nizkosolné
diet¢ signifikantné vyssi bazalni hodnoty krevniho tlaku nezli DR (0.3 % NaCl) jedinci a
8 % NaCl v potrave tento vzestup jesté zvysil. Vysokosolna dieta u obou kment vedla ke
zna¢nému narustu relativni hmotnosti jak srdce, tak ledvinného parenchymu. V ptipadé DS
(8 % NaCl) zvirat mizeme mluvit o mohutné srde¢ni hypertrofii, ktera provazela rozvoj

soln¢ hypertenze.

4.1.1. Hledani polymorfismu mezi Dahlovymi sil-senzitivnimi a sul-

rezistentnimi jedinci v genu pro iNos

Za timto ucelem jsme pouzili tii pary primert, z nichz kazdy vymezoval jiny tsek
genu pro inducibilni isoformu NO syntazy, a s vyizolovanou genomovou DNA z DR a DS
jedinci (n = 4) jsme provedli PCR. Jako prvni jsme otestovali primer oznaceny
D10Mco39. NamnoZeny produkt o délce 269 bp byl shodny u obou genotypi (obr. 5) a
tento vysledek potvrdila i citlivéjsi metoda SSCP.

Obr. 5 PCR analyza genomové DNA pri pouziti specifického paru primeri pro iNOS
DI10Mco39. Na 2 % agarosovém gelu Ize detekovat PCR produkty shodné velikosti u obou
testovanych skupin. M — hmotnostni marker, K — negativni kontrola

269 bp —>
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Polymorfismus mezi stil-senzitivnimi a stil-rezistentnimi Dahlovymi potkany nebyl

nalezen ani v tseku genu vymezeném satelitnim markerem D10Mco40 (obr. 6).

Obr. 6 PCR produkty satelitniho markeru D10Mco40 analyzované na 2 % agarosovém
gelu. M — hmotnostni marker, K — negativni kontrola

301bp —>

Abychom zjistili, zda prazskd kolonie Dahlovych potkani zaloZena ve
Fyziologickém tGstavu AV CR v roce 1987, kdy Dr. J. P. Rapp poskytl ustavu nékolik
chovnych part (Toledo, USA), je geneticky totozna s kolonii pochazejici z Harlanu (USA),
pouzili jsme postup shodny jako v praci Chena a Sanderse (1998). Pfi pouziti paru
specifickych primerti nazvanych NOS 2 jsme ziskali kromé fady jinych fragment i usek o

délce ~ 1200 bp, ktery byl shodny pro oba genotypy (obr. 7).

Obr. 7 PCR produkty genu pro iNos vyzualizované na 2 % agarosovém gelu.
M — hmotnostni marker, K — negativni kontrola

1200bp —

DS DS DR DR K M
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Nasledné restrik¢ni $tépeni PCR produktii endonukleazou Plel vsak nepotvrdilo
ptitomnost Zzadného polymorfismu ani v tomto tseku genu pro iINOS mezi sil-senzitivnimi

a stil-rezistentnimi Dahlovymi potkany (obr. 8).

Obr. 8 Fragmenty vzniklé restrikcnim stépenim endonukledzou Plel v predchozim kroku
ziskanych PCR produktii. Pritomnost polymorfismu v genu pro iNos mezi DR a DS kmenem
nebyla potvrzena. M — hmotnostni marker

~550bp —
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4.1.2. Aktivita NOS a exprese isoforem NOS u solné hypertenze

Proteinovd exprese vSech tii isoforem NOS vobou mozkovych oblastech
vykazovala podobny trend (obr. 9). Jak v ptipad¢ neurondlni isoformy, tak i u inducibilni
isoformy soli obohacena dieta zpasobila u DS kmene vyznamny pokles proteinové exprese
v porovnani s DR (8 % NaCl) jedinci. Rozdily namétenych hodnot exprese nNOS a iNOS
mezi DS (0.3 % NaCl) a DS (8 % NaCl) byly taktéz signifikantni s vyjimkou vysledku
ziskaného pfii stanovovani nNOS v mozkovém kmeni, kde byl tento rozdil sice vyrazny,
avsak nesignifikantni. Exprese endotelialni isoformy NOS ziistala i pod vlivem soli v obou
¢astech CNS beze zmény. Minimalni rozdily mezi experimentalnimi skupinami byly také
zjistény v naméfenych hodnotach celkové aktivity enzymu NO syntazy v mozku.

Z perifernich organti jsme analyzovali levou srde¢ni komoru a ledvinu (obr. 10).
Zatimco exprese iINOS v srde¢ni tkani byla nezménéna, exprese eNOS byla v levé srdecni
komote za podminek nizkého pifijmu soli vyssi u DR nezli u DS potkantli. Tento rozdil
vymizel na vysokosolné dieté, kterd snizila expresi u DR, zatimco u DS jedincl nastalo
nesignifikantni zvySeni. Exprese neurondlni isoformy v ledviné nezavisela na genotypu ani
na ptijmu soli. Naproti tomu exprese zbylych dvou isoforem (eNOS, iNOS) byly u modelu
soln¢ hypertenze (DS 8 % NaCl) signifikantné snizené v porovnani s jedinci téhoz kmene
na nizkosolném rezimu a také vici DR (8 % NaCl). Exprese endotelialni isoformy byla
sniZena u stl senzitivnich jedinct jiZ na nizkosolné dieté a vysoky piijem soli toto sniZeni
jeste vice zvyraznil. Zmény proteinové exprese vSak nedoprovazely zmény v enzymatické

aktivite.
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Obr. 9 Celkova aktivita NOS a proteinové exprese vsech tri isoforem NOS u Dahlovych
sul-senzitivnich (DS) a sul-rezistentnich (DR) potkanii v oblasti diencefalonu a mozkového
kmene. Pocty zvirat ve skupindch jsou uvedeny v tab. 5.
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**p <0.01vs. DR (0.3 % NaCl), *p < 0.05, **p < 0.01 vs. DR (8 % NaCl),
#p <0.05,%p <0.01vs. DS (0.3 % NaCl)
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Obr. 10 Celkova aktivita NOS a proteinové exprese vsech tii isoforem NOS u Dahlovych
sul-senzitivnich (DS) a sul-rezistentnich potkanit (DR) v levé komore a ledvine. Pocty
zvirat ve skupindch jsou uvedeny v tab. 5.
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51



4.2. Experiment 2

4.2.1. NO syntaza pri rozvoji spontanni hypertenze v mladi

Experimentalni skupinu tvofili 12-ti tydenni samci kmene SHR spolu
s normotenznimi kontrolami kmene WKY. Polovina jedincti z kazdého kmene dostavala
od 4. tydne véku ACE inhibitor kaptopril (100 mg/kg/den) v pitné vod¢. Pocty zvitat ve
skupin€, zdkladni hmotnostni parametry a naméfené hodnoty krevniho tlaku shrnuje
tabulka 6. Tak jak jsme ptfedpokladali, nejvyssi systolicky krevni tlak jsme naméfili u
skupiny SHR, zatimco chronicka 1écba kaptoprilem u téchto zvitat zplsobila pokles
krevniho tlaku na kontrolni hodnoty. Tento ACE inhibitor dale velice vyznamné snizil
hmotnost téla a relativni hmotnost srdce (omezil rozvoj srde¢ni hypertrofie) u potkanti
kmene SHR. Antihypertenzivni 1lécba u kontrolntho kmene vyrazné redukovala
(s vyjimkou relativni hmotnosti ledvin a systolického tlaku) vSechny nami sledované
parametry — stfedni arteridlni a diastolicky tlak, hmotnost téla i relativni hmotnost srdce

V porovnani s nelécenymi jedinci.

Tab. 6 Telesnd hmotnost (BW), relativni hmotnost srdce (HW/BW) a ledvin (KW/BW) a
krevni tlak u mladych Wistar-Kyoto potkanu (WKY), spontinné hypertenznich potkanii
(SHR), WKY lécenych kaptoprilem (WKY+K) a SHR lécenych kaptoprilem (SHR+K).

WKY WKY+K SHR SHR+K
(n=9) (n=18) (n=9) (n=9)
BW (g) 271+£5 232+ 11%* 255+ 7% 221 £ 8 ** ##

HW/BW (mg/100 g BW) | 253+ 2 2304+ 6% 33746 % 274 £ 4 ** 14 i

KW/BW (mg/100 g BW) | 746+8  782+9* 733+ 8 730+ 16 +
SBP (mm Hg) 138+£5 1317 187 + 6 ** 128 + 9 ##
MAP (mm Hg) 10244 7844 % 143 + 5 ** 91 + 7 ##
DBP (mm Hg) 81+4 61 & 5 ** 109 + 5 #* 68 + 6 ##

Hodnoty jsou pruméry + S.E.M. n — pocet zvitat ve skupin€, SBP — systolicky krevni tlak,
MAP — stfedni arteridlni tlak, DBP — diastolicky krevni tlak

*p <0.05, ** p <0.01 signifikantni rozdil viici WKY

## p <0.01 signifikantni rozdil vii¢i SHR

"p<0.05 " p<0.01 signifikantni rozdil viici WKY+K
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V centralnim nervovém systému jsme blize analyzovali tvorbu NO ve dvou
oblastech — v diencefalonu a mozkovém kmeni. Jak v pfipadé enzymatické aktivity tak
také v proteinovych expresich nebyly v diencefalonu zaznamenany zadné vyznamné
rozdily mezi testovanymi skupinami ani u jedné z isoforem (obr. 11). Jinak tomu bylo
v mozkovém kmeni, kde byla u SHR potkanii naméfena signifikantn€ snizend exprese
NNOS vV porovnani s kontrolou WKY, zatimco dlouhodobé podavéani kaptoprilu expresi
nNOS jak u normotenznich tak i u hypertenznich jedincti stimulovalo. V piipadé SHR+K
doslo k vyznamnému zvySeni této exprese v porovnani s nelécenymi jedinci. Exprese
endotelidlni isoformy byla shodna ve vsech ctyfech skupinéch, kdezto zna¢né rozdily jsme
ziskali po zmeéfeni exprese inducibilni isoformy. Ta se vyznacovala signifikantnim
vzestupem exprese u potkanli kmene SHR na antihypertenzivni 1é¢bé v porovnani
s neléenou skupinou, u které byla naopak vyrazna tendence (p = 0.07) k poklesu exprese
oproti kontrolni skupin¢ WKY.

Ani ndmi analyzované periferni orgadny (levd srde¢ni komora, ledviny)
nevykazovaly zadné rozdily v enzymatické aktivitt NOS mezi experimentalnimi
skupinami (obr. 12). V srde¢ni tkani se neliSila exprese endotelidlni a inducibilni isoformy
NOS mezi normotenzni a hypertenzni skupinou a ani podavani kaptoprilu expresi
neovlivnilo. Exprese neurondlni isoformy nebyla stanovovand. Naproti tomu v ledvinném
parenchymu jsme zjistili signifikantné vyznamny pokles exprese eNOS u spontanné
hypertenznich jedincii bez ohledu na to, zda byli ¢i nebyli po 6 tydni lé¢eni ACE
inhibitorem kaptoprilem. V piipadé exprese nNOS jsme v ledvinach nepotvrdili predchozi
domnénku o odlisSné expresi tohoto enzymu mezi kontrolnimi a hypertenznimi potkany.
Shodné hodnoty exprese ve vSech Ctyfech skupinidch jsme ziskali i po inkubaci

s protilatkou proti iNOS.
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Obr. 11 Celkova aktivita NOS a proteinové exprese vSech tii isoforem NOS v diencefalonu
a mozkovém kmeni u mladych potkani kmene Wistar-Kyoto (WKY), spontinné
hypertenznich potkanit (SHR), potkanu WKY lécenych kaptoprilem (WKY+K) a SHR
potkanii lécenych kaptoprilem (SHR+K). Pocty zvirat ve skupindch jsou uvedeny v tab. 6.
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Obr. 12 Celkova aktivita NOS a proteinové exprese vsech tii isoforem NOS v levé komore
a ledvine u mladych potkanii kmene Wistar-Kyoto (WKY), spontinne hypertenznich
potkanit (SHR), u potkanit WKY lécenych kaptoprilem (WKY+K) a u SHR potkanu
lécenych kaptoprilem (SHR+K). Pocty zvirat ve skupindch jsou uvedeny v tab. 6.
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V tomto experimentu jsme souCasné¢ mefili nejen celkovou aktivitu NOS
Vv centralnich strukturdch, ale také aktivitu po pfidani specifického inhibitoru neurondlni
isoformy SMTC, abychom ziskali pfedstavu, jaky podil z celkové aktivity pfipada na tuto
isoformu NOS (obr. 13). Jak v diencefalonu, tak také v mozkovém kmeni, jsme nenalezli
zadné rozdily v celkovych aktivitach mezi hypertenzni (SHR) a normotenzni (WKY)
skupinou a ani chronickd 1écba kaptoprilem zaddnym zpisobem enzymatickou aktivitu
neovlivnila. Zjistili jsme ale, ze aktivita NO syntdzy je v diencefalonu vSeobecné¢ vyssi
oproti aktivit¢ v mozkovém kmeni a ze po zainhibovani ¢innosti neuronalni isoformy
pomoci SMTC v koncentraci 10* M dojde vpriméru k58 % poklesu aktivity
v diencefalonu a k53 % poklesu aktivity v mozkovém kmeni. Tento pokles aktivity
odpovida podilu nNOS; zatimco zbylych v priméru 42 % v diencefalonu, respektive 47 %
v mozkovém kmeni pfedstavuje soucet aktivit endotelidlni a inducibilni isoformy.
Koncentraci inhibitoru SMTC 10 M s maximaélni selektivitou k neuronalni isoform& jsme

zvolili na zdklad¢ ptedchoziho testovani (viz. str. 44).

Obr. 13 Podil aktivity neurondlni isoformy NOS na celkové aktivité u potkanii kmene
Wistar-Kyoto (WKY), spontanné hypertenznich potkani (SHR), u WKY lécenych
kaptoprilem (WKY+K) a u SHR lécenych kaptoprilem (SHR+K). Pocty zvirat ve skupindch
jsou uvedeny v tab. 6.
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4.2.2. NO syntaza u jedincu s rozvinutou spontanni hypertenzi

Skupinu dospélych zvifat tvofili opét samci kmene SHR a WKY, z nichZ pouze ¢ast
spontann¢ hypertenznich potkanti byla od 24. tydne véku lécena ACE inhibitorem
kaptoprilem (100 mg/kg/den) rozpuSténym v pitné vodé. Analyza probéhla ve 30. tydnu
véku a naméfené hodnoty TK, zakladni hmotnostni parametry a pocty zvirat ve skupiné
jsou uvedeny v tabulce 7. U dospélych potkanii kmene SHR byl naméteny signifikantné
vy$$i bazélni krevni tlak v porovnani jak s kontrolnimi jedinci kmene WKY, tak i s SHR
potkany 1écenymi kaptoprilem. Vysoky TK v této skupiné byl doprovazen vyssi relativni
hmotnosti srdce 1 ledvinné tkdné. Chronicka antihypertenzivni 1é¢ba caste¢né redukovala

krevni tlak a hmotnost srdce, avSak ne az na kontrolni tiroven WKY.

Tab. 7 Télesna hmotnost (BW), relativni hmotnost srdce (HW/BW) a ledvin (KW/BW) a
krevni tlak u dospéelych Wistar-Kyoto potkanii (WKY), spontanné hypertenznich potkanii
(SHR) a SHR lécenych kaptoprilem (SHR+K).

WKY SHR SHR+K

(n=8 (n=8) (n=6)
BW (g) 439+7 35644 ** 354+ #*
HW/BW (mg/100 g BW) 23243 37343 % 302 + 3 ** ##
KW/BW (mg/100 g BW) 649+ 12 720+ 13 #% 747+ 1] **
SBP (mm Hg) 13142 24643 ** 182 + 7 **
MAP (mm Hg) 110£2 208 +4 ** 151 & 4 ** #
DBP (mm Hg) 92 +2 175 + 6 ** 127 + 4 ** ##

Hodnoty jsou priméry + S.E.M. n — pocet zvitat ve skupin€, SBP — systolicky krevni tlak,
MAP — stiedni arterialni tlak, DBP — diastolicky krevni tlak

*p <0.05, ** p <0.01 signifikantni rozdil vi¢i WKY

" b < 0.01 signifikantni rozdil vi¢i SHR
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Proteinova exprese neuronalni NOS se v obou studovanych oblastech mozku u
potkani kmene SHR a WKY shodovala (obr. 14). Naopak exprese endotelialni isoformy
byla u SHR potkani v diencefalonu signifikantné¢ snizend a v mozkovém kmeni
signifikantné zvySena oproti kontrolnim jedincim. Zatimco aktivita NOS byla
v mozkovém kmeni nezménéna, v diencefalonu izolovaném z SHR potkani byla
enzymatickd aktivita vyznamné vys$si oproti WKY. Pficinou tohoto zvySeni by mohla byt
zna¢na stimulace exprese iNOS u hypertenzniho kmene v porovnani s WKY.

Chronicka lécba kaptoprilem u dospélych SHR potkanii neovlivnila signifikantné
ani aktivitu NOS ani proteinovou expresi zadné z isoforem stanovovanych v CNS. Pouze
v ptipadé¢ exprese iNOS v diencefalonu a eNOS v mozkovém kmeni byla tendence ke
sniZeni v dusledku antihypertenzivni 1écby u SHR v porovnani s nelécenymi jedinci téhoz

kmene.
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Obr. 14 Celkova aktivita NOS a proteinové exprese vSech tri isoforem NOS v diencefalonu
a mozkovém kmeni u dospelych potkami kmene Wistar-Kyoto (WKY), spontinné
hypertenznich potkanit (SHR) a u SHR potkanii lécenych kaptoprilem (SHR+K). Pocty
zvirat ve skupindch jsou uvedeny v tab. 7.
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4.3. Experiment 3

4.3.1. NO u genetického modelu metabolického syndromu

Velice vhodnym modelem pro studium nejen hypertriglyceridémie ale také dalSich
symptomli metabolického syndromu (hypertenze, diabetes aj.) je Prazsky hereditarné
hypertriglyceridemicky potkan (HTG). V experimentu jsme pouzili 16-ti tydenni samce
tohoto kmene a k nim jako kontrolu zvitata z outbredniho kmene Wistar (WIS). Namétené
hodnoty TK, zakladni hmotnostni parametry a pocty zvitfat ve skupiné shrnuje tabulka 8.
Dospéli HTG jedinci se oproti Wistar potkanim vyznacuji nejen vysokou hladinou
sérovych triglyceridii (Kadlecova a kol., 2004), ale také spontann¢ vyvinutou hypertenzi.
Tomu odpovidal 1 systolicky krevni tlak, ktery byl u HTG potkant signifikantné vyssi
vV porovnani s kontrolou, zatimco relativni vaha ledvin byla vyznamné snizena. Télesna

hmotnost a ani relativni hmotnost srdce se mezi kmeny neliSily.

Tab. 8 Télesna hmotnost (BW), relativni hmotnost srdce (HW/BW) a ledvin (KW/BW) a
krevni tlak u dospélych potkanii kmene Wistar (WIS) a u PrazZskych hereditarne
hypertriglyceridemickych (HTG) potkanii.

WIS HTG
(n=8) (n=28)
BW () 321422 294+ 14

HW/BW (mg/100 g BW) | 248 +9  233+2

KW/BW (mg/100 g BW) | 704+26 537+ 14 **

SBP (mm Hg) 128+ 5 162 £ 8 **
MAP (mm Hg) 110+4 135+6*
DBP (mm Hg) 94 +3 115+ 5 **

Hodnoty jsou priméry + S.E.M. n — pocet zvitat ve skupiné, SBP — systolicky krevni tlak,
MAP — stfedni arterialni tlak, DBP — diastolicky krevni tlak
*p <0.05, ** p <0.01 signifikantni rozdil vici WIS
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U tohoto modelu metabolického syndromu jsme opét méfili jak celkovou aktivitu
NOS, tak také proteinové exprese vsech tii isoforem v centralnich oblastech (diencefalon a
mozkovy kmen) a dvou perifernich organech (srdce, ledviny). V CNS (obr. 17) se
nejvyraznéjsi rozdily mezi HTG a WIS potkany objevily v expresi inducibilni isoformy,
jejiz pokles byl u potkani kmene HTG vyznamny v obou studovanych mozkovych
strukturach (v diencefalonu dokonce signifikantn€). V enzymatické aktivité a ani
v expresich dalSich dvou isoforem (nNOS, eNOS) nebyly zaznamenany zadné dalsi
zmény.

Tak jako se jednotlivé komponenty centralniho systému oxidu dusnatého a jejich
aktivita pfili§ neliSily u HTG potkanti od kontrolniho kmene Wistar, tak ani v perifernich
organech se neobjevily vyrazné rozdily ve stanovovanych parametrech systému NO
(obr. 18). V srde¢ni i ledvinné tkani dosahovaly u HTG potkanti hodnoty aktivity a expresi
isoforem NOS kontrolni tirovné. Vyjimku piedstavovaly homogenaty ptipravené z ledvin
HTG potkanil, ve kterych byla nalezena signifikantné snizena exprese endotelialni NOS

oproti kontrole z kmene Wistar.
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Obr. 17 Celkova aktivita NOS a proteinové exprese vsech tii isoforem NOS v diencefalonu
a mozkovém kmeni u hypertriglyceridemickych potkanii (HTG) a u potkanu kmene Wistar
(WIS). Pocty zvirat ve skupiné je uveden v tab. 8.

pkat/g proteinu

v % kontroly WKY

v % kontroly WKY

v % kontroly WKY

DIENCEFALON

Aktivita NOS

Exprese nNOS

WIS HTG WIS HTG
A ——— pee  Se——

120

100

el

WIS HTG

Exprese eNOS

WIS HTG WIS HTG
P

120

I
T

100

Exprese iNOS

WIS HTG WIS HTG

S,
120

100 *

WIS HTG
*p <0.05 vs. WIS

MOZKOVY KMEN

Aktivita NOS

. I
3

2 .

1

0

Exprese nNOS

WIS HTG WIS HTG

pkat/g proteinu

- i R

100 il
80
60
40
20
0
WIS

Exprese eNOS

WIS HTG WIS HTG
e Wit -

v % kontroly WKY

HTG

120

% 100 I
Z\ 80
=
E 60
o
xo 40
>
> 20

0

Exprese iNOS
WIS HTG WIS HTG
g S Ly Aot
120
p<0.09

> 100
¥ -
i ® T
2
5 60
c
=}
xo 40
X
> 20

0

WIS HTG

62



Obr. 18 Celkova aktivita a proteinové exprese vsech tri isoforem NOS v srdci a ledvindch
u hypertriglyceridemickych potkanii (HTG) a u potkanii kmene Wistar (WIS). Pocty zvirat
ve skupiné je uveden v tab. 8.
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5. Diskuse

Nerovnovaha mezi vazokonstrikénimi a vazodilata¢nimi systémy ovlivitujici tonus
odporovych cév je jednim z charakteristickych znakii hypertenze. Od doby, kdy byl
objeven endotelidlni relaxac¢ni faktor a rozpoznan jako oxid dusnaty, bylo provedeno
znacné mnozstvi experimentti odhalujicich zhorSenou schopnost cév relaxovat a to jak u
lidské esencidlni hypertenze, tak také u potkant s genetickou hypertenzi (Noll a kol., 1997,
Vanhoutte, 1999). Oxid dusnaty je kratce zijici radikal (jeho tvorbu katalyzuje enzym
syntaza oxidu dusnatého - NOS), ktery je v organismu zapojen nejen do mechanismu
vazodilatace, ale také do celé tady dalSich d&ju jako je napf. neurotransmise a bunécna
toxicita. Predmétem této disertaéni prace bylo vysledovat, jaké zmény na urovni genu,

proteinové exprese a celkové aktivity jednotlivych isoenzymit NOS doprovazeji rozvoj a

napomahaji udrzeni geneticky podminéné hypertenze u riznych zvitfecich modelt (Dahl,

SHR, HTG).

5.1. Geneticka analyza genu iN0S u Dahlovych potkant z prazské kolonie

Dahlovi stl-senzitivni a stl-rezistentni potkani byli zacatkem 60. let minulého
stoleti vySlechténi jako model slouzici ke studiu na soli zavislé hypertenze (Dahl a kol.,
1963) a nyni patii mezi nejpouzivangjsi experimentalni model k hledani genetickych
determinant stl-senzitivity. Mezi stl-senzitivnimi a stl-rezistentnimi Dahlovymi potkany
byly nalezeny polymorfismy v genu pro iNos (Deng a Rapp, 1995, Chen a kol., 1998),
jejichZ ptitomnost jsme se pokusili potvrdit u nasi kolonie Dahlovych potkant chovanych
ve Fyziologickém ustavu AV CR. Pfestoze jsme pro genetickou analyzu pouzili shodné
primery i PCR podminky jako zminéni autofi, Zadny polymorfismus jsme v tomto genu
mezi DS a DR jedinci z prazské kolonie nenalezli (Hojna a kol., 2003). Jednim z moznych
vysvétleni takto odliSnych vysledkli mize byt genetickd kontaminace Dahlovych potkant
pochazejicich z chovu v Harlanu, ke které doslo pocatkem 90. let minulého stoleti (St.
Lezin a kol., 1994, Lewis a kol., 1994). Tato zvifeci kolonie byla pak opét obnovena
Z puvodnich chovnych pard, ale tito ,,novi®“ Dahlovi potkani z Harlanu se 1i$i v nékolika
fenotypovych znacich (hmotnost téla, imrtnost, tlakova odpovéd’ na vysoky ptijem soli) od

puvodniho inbredniho kmene vyslechténé¢ho prof. Rappem (Walder a kol., 1996). Je tedy
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pravdépodobné, ze u tohoto nové ustanovené¢ho kmene Dahlovych potkand z Harlanu
doslo ke genetickym zméndm, které byly pozdé€ji zafixovany. K takovému vysvétleni
napomahaji 1 nase vysledky genetické analyzy, které potvrdily domnénku, ze prazska
inbredni kolonie Dahlovych potkant zalozend v roce 1987 z n¢kolika chovnych para
vénovanych prof. Rappem (Toledo, OH) se v ramci genu iNOS chova jako pivodni kolonie
Dahlovych potkanti z Brookhavenu. Nepfitomnost polymorfismu v tomto genu u nasich
stl-senzitivnich jedinci nemusi piedstavovat vyznamny problém, jelikoz pozdéjsi
genetické analyzy provedené u kongenniho kmene, v jehoz genotypu byla odstranéna mala
oblast chromozomu obsahujici iN0s gen, lokalizovala tento gen na chromozomu 10 mimo
oblast QTL pro krevni tlak (Dukhanina a kol., 1997, Garrett a kol., 2001). Nas§ netspéch
pti hledani polymorfismu v genu pro iNos u DS potkant je naopak v souladu s nasim
neddvnym pozorovanim, ze jak akutni, tak ani chronické podani inhibitoru inducibilni
isoformy NOS, aminoguanidinu, nezpusobilo odliSnou tlakovou odpovéd u sul-
senzitivnich jedincl v porovnani se stl-rezistentnimi jedinci z prazské kolonie Dahlovych
poukazujicimi na dulezitost patofyziologické ulohy inducibilni NOS pfi rozvoji a
udrZzovani solné hypertenze u Dahlovych potkani ptuvodem z Harlanu (Chen a Sanders,
1993, Rudd a kol., 1999, Tan a kol., 2000).

Zkoumali jsme 1 moZnou piitomnost polymorfismu v genech kdodujicich jednotlivé
isoformy NOS mezi jinym hypertenznim kmenem HTG a kontrolnimi potkany (kmen
Lewis), ale ani u téchto zvifat jsme nedetekovali Zddné mutace v genech pro NO syntazy

(Kadlecova a kol., 2003).

5.2. Zmény v systému NO u jednotlivych hypertenznich modeli

V nasich pfedchozich pokusech jsme se zaméfili na studovani zmén rovnovahy
dvou hlavnich vazoaktivnich systémt — sympatického nervového systému a systému oxidu
dusnatého, jejichZ podil na regulaci krevniho tlaku je u normotenzivnich zvifat vyrovnan,
avSak u hypertenzivnich jedincii je tato balance naruSena. PouZitim metody (pivodné
popsané v publikaci Minami a kol., 1995) postupné blokady nejprve RAS pomoci ACE
inhibitoru kaptoprilu, dale SNS ganglioplegikem pentoliniem a nakonec systému NO

podanim neselektivniho inhibitoru NO syntazy L-NAME jsme odhalili dysbalanci mezi
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zvySenou sympatickou vazokonstrikci a relativnim deficitem periferni NO-dependentni
vazodilatace u vSech zvifat se spontanni (SHR, HTG potkani) a solnou hypertenzi (Dahl)
(tab. 9). Z této tabulky je patrné, ze piedev§im u Dahlovych a spontanné hypertenznich
potkanti je vysSe krevniho tlaku znacné zéavisla na sympatické komponenté, pificemz
kompenzatorni NO-dependentni vazodilatace je pouze mirné zvysena. Tyto nalezy jsou ve
shodé¢ s vysledky experimentli provadénych skupinou Huang a Leenena (1994), podle
nichz Dahlovy sul-senzitivni potkany na vysokosolné dieté charakterizuje snizena
sympatoinhibice spolu s vyraznou excitaci sympatiku. Navic maji vSechny nami studované
modely zvySeny rezidudlni tlak (hladina, na kterou klesne krevni tlak po blokadé dvou
nejvyznamnéjsich vazokonstrikénich systémid — RAS a SNS), coz svéd¢i o pritomnych
strukturdlnich zménéach vyskytujicich se pfedev§im naGrovni rezistentnich cév

hypertenznich jedinct.

Tab. 9: Prispévek jednotlivych vazoaktivnich systémit na udrzovani hladiny krevniho tlaku
u nami pouzivanych experimentalnich hypertenznich modeli.

Dahl DS (8 % NaCl) vs. | SHR vs. WKY | SHR vs. WKY | HTG vs. WIS
Dahl DR (8 % NaCl) (12 tydni) (30 tydnii)

angiotenzin-dependentni —_ —_
vazokonstrikce - -

noradrenalin-dependentni

(sympaticka) T T T T T T —
vazokonstrikce
NO-dependentni —_ —
vazodilatace - -
rezidualni TK T T T T T T
(strukturalni zmeény)

1) 2) 3) 4)

1) Zicha J, Dobesova Z, Kunes J. Relative deficiency of nitric oxide-dependent vasodilation in salt-hypertensive Dahl rats:
the possible role of superoxide anions. J Hypertens. 19:247-54, 2001.

2) Paulis L, Liskova S, Pinterova M, Dobesova Z, Kunes J, Zicha J. Nifedipine-sensitive noradrenergic vasoconstriction is
enhanced in spontaneously hypertensive rats. (submitted to Acta Physiol.)

3) Hojna S, Kadlecova M, Dobesova Z, Valouskova V, Zicha J, Kunes J. The participation of brain NO synthase in blood
pressure control of adult spontaneously hypertensive rats. Mol Cell Biochem. Sep 29, 2006.

4) Kunes J, Dobesova Z, Zicha J. Altered balance of main vasopressor and vasodepressor systems in rats with genetic
hypertension and hypertriglyceridaemia. Clin Sci. 102:269-77, 2002.

Abychom zjistili dfivod, kvili kterému nedokdze systém oxidu dusnatého u
hypertenznich potkant pln¢ kompenzovat zvySenou sympatickou aktivitu, zaméfili jsme se
na hledani abnormalit jednotlivych isoforem NOS u hypertenznich kmeni a nase nalezy

shrnuje tabulka 10.
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Tab. 10: Vzdjemné porovmndni proteinovych expresi jednotlivych isoforem NOS ve
studovanych tkanich a organech u nami pouzivanych experimentdalnich modelit hypertenze.

Dahl DS (8 % NaCl) vs. | SHR vs. WKY | SHR vs. WKY | HTG vs. WIS
nNOS Dahl DR (8 % NaCl) (12 tydnir) (30 tydni)
DIENCEFALON ¢ ¢ = = =
MOZKOVY — —
KMEN ¢ l l - -
SRDCE NEMERENO NEMERENO | NEMERENO | NEMERENO
LEDVINY = = NEMERENO =
Dahl DS (8 % NaCl) vs. | SHR vs. WKY | SHR vs. WKY | HTG vs. WIS
eNOS Dahl DR (8 % NaCl) (12 tydnir) (30 tydni)

DIENCEFALON

vy

MOZKOVY _ _ T _
KMEN - - -
SRDCE = = NEMERENO =
LEDVINY ¢ ¢ l l NEMERENO ¢ ¢
iNOS Dahl DS (8 % NaCl) vs. | SHR vs. WKY | SHR vs. WKY | HTG vs. WIS
Dahl DR (8 % NaCl) (12 tydni) (30 tydnii)

DIENCEFALON

vy

T

MOZKOVY _

KMEN ¢ (¢ ) - (l )
SRDCE = = NEMERENO =
LEDVINY — NEMERENO =

Dahl DS (8 % NaCl) — Dahl sul-senzitivni potkan na vysokosolné dieté
Dahl DR (8 % NaCl) — Dahl sal-rezistentni potkan na vysokosolné dieté, kontrola pro Dahl DS (8 % NaCl)
SHR — spontanné hypertenzni potkan
WKY - potkan kmene Wistar-Kyoto, kontrola pro SHR
HTG — prazsky hereditarné hypertriglyceridemicky potkan
WIS — potkan kmene Wistar, kontrola k HTG
— shodné proteinova exprese u hypertenzniho i kontrolniho zvifete
¢T signifikantné snizena, respektive zvySena exprese u hypertenzniho zvifete v porovnani s kontrolou
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K interpretaci téchto vysledkd jsme zvolili pfistup vzajemného porovnavani ndmi

studovanych hypertenznich modela.

5.2.1. Porovnani zmén odehravajicich se v systému NO u spontanni a solné

hypertenze rozvinuté v mladi

Z vysledkové Casti je patrné, Ze pro studium spontanni hypertenze jsme pouzili
mladé 12-ti tydenni samce kmene SHR, zatimco solnou hypertenzi mladych (8 tydni)
Dahlovych potkan jsme studovali na samicich. Do tohoto srovnani dvou odlisSnych
pohlavi jsme se pustili i1 pfesto, ze je velice dobfe znamo, Ze incidence kardiovaskuldrnich
onemocnéni je v muzske, respektive v sam¢i populaci vyssi oproti populaci Zenské, resp.
samici. Tento fakt byva Castecné pricitan nejen ochrannému efektu zenskych pohlavnich
hormonti, ale také pfitomnosti odlisnych bunéénych regulacnich mechanismtiim, které
dokazuji experimenty provadéné na tkanovych kulturdich (Loukotova a kol., 2002.
Bacakova a Kunes, 2000). V dospélé lidské populaci plati, Zze hypertenzi trpi vice muzi
nezli Zeny, avSak u nékterych zvitat, napt. u Dahlovych potkanti se solnou hypertenzi
dosahuje krevni tlak vysSich hodnot piekvapivé u samic (Zicha a kol., 2001). Toto byl
jeden z duvodi, pro¢ jsme se odvazili porovnat zmény v systému NO bez ohledu na
pohlavi. Srovnavani vysledkli ziskanych analyzou samcl a samic ospravedliiuje i nase
dosud nepublikovana studie, ve které jsme soucasné s mefenim aktivity NOS u Dahlovych
stl-senzitivnich a sll-rezistentnich samic stanovovali 1 enzymatickou aktivitu téhoZ
proteinu u samct a vysledky méfeni byly velice obdobné.

Pii sledovani zmén v aktivit¢ NOS a v expresi jednotlivych isoforem NOS u
mladych potkanti se spontanni a solnou hypertenzi jsme zjistili snizenou expresi neuronalni
a inducibilni NOS v mozkovém kmeni (obr. 20). Tento nélez by mohl souviset s ulohou,
kterou v této mozkové oblasti hraje NO pii regulaci sympatického tonu, jenz je u obou
forem experimentalni hypertenze zvysSeny. Spontanni i solna hypertenze jsou dale
provazeny potlacenou expresi endotelilni isoformy NOS v ledvinach, coZ by mohlo hrat
urcitou roli v porusSe rendlni exkrece sodiku. Signifikantné niZsi aktivitu eNOS v rendlni
dfeni pozoroval i Hayakawa a Raij (1998) u obou modell genetické hypertenze. Solna
hypertenze u Dahlovych potkanil je navic charakterizovana sniZenou expresi neurondlni a
inducibilni NOS v diencefalonu, ktery se prostiednictvim fady svych struktur citlivych na

zvySeny piijem soli (viz. Obr. 3) také ucastni patogeneze solné hypertenze, a dale
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redukovanou expresi inducibilni isoformy NO syntazy v ledvinach. Jak potvrzuji nekteré
biochemické a funkéni studie, rendlni iNOS by mohla hrat dalezitou tlohu v rozvoji sul-
senzitivni hypertenze (Manning a kol., 2001). Tuto domnénku podporuji i v 90. letech
provedené molekularné-genetick¢é vazebné analyzy, které ukdzaly, ze lokus pro iNOS
(Deng a Rapp, 1995), avSak ne lokus pro eNOS (Deng a Rapp, 1997), kosegreguje
s krevnim tlakem u DS jedinct. Vysledky studii (Tan a kol., 2000, Rudd a kol., 1999) se
selektivnimi inhibitory iNOS (AMG - aminoguanidin, AMT-2-amino-5,6-dihydro-6-
metyl-4H-1,3-thiazin) nasvéd¢uji tomu, ze NO vyprodukovany za fyziologickych
podminek inducibilni isoformou napomaha u stl-rezistentnich Dahlovych potkanii zamezit
rozvoji solné hypertenze, zatimco u sil-senzitivnich jedinci snizuje citlivost na sil.
Redukovanou proteinovou expresi iNOS nejen v ledving, ale také v levé komote srde¢ni a
aorté¢ DS jedincii na vysokosolném rezimu potvrdila 1 Vaziriho skupina (1999). Naopak
V rozporu s naSimi vysledky naméfila shodnou expresi eNOS v ledvin€ u obou Dahlovych
kmenti a ani soli obohacena dieta na ni neméla zadny vliv. Na druhou stranu se naSe nalezy
z velké c¢asti shoduji s vysledky ziskanymi stejnym tymem o dva roky pozdéji (Ni a Vaziri,
2001) v experimentu provedeném na normotenznich potkanech kmene Sprague-Dawley,
ktefi se na vysokosolné diet¢ svym chovanim velice podobaji DS jedinctim. Nejenze témto
zvitatiim po tfech tydnech na soli obohacené (8%) dieté signifikantné vzroste krevni tlak,
ale dojde také ke zménam proteinové exprese jednotlivych isoforem NOS. Zvyseni
krevniho tlaku doprovazi jak sniZzend exprese iNOS v celé ledviné, srdci a aorté resp.
exprese eNOS v ledvinné kure, tak také redukce nNOS v mozku a ledving. A pravé nalezy
exprese neuronalni isoformy v ledviné u jedinci se solnou hypertenzi jsou znacné
rozporuplné. Lze najit prace popisujici u Dahlovych potkani jak zvySenou expresi
(Manning a kol., 2001), tak i sniZzenou (Ikeda a kol., 1995, Yoshihara a kol., 2005,
Szentivanyi a kol., 2001) a nebo nezménénou expresi (naSe nalezy) tohoto enzymu
V ledvinném parenchymu.

Znacné nejasna jsou 1 data tykajici se exprese jednotlivych isoforem NOS v ledviné
U spontanni hypertenze. V nasi laboratofi jsme u mladych SHR potkanti naméfili o 50 %
snizenou expresi endotelidlni isoformy NOS v porovnani s kontrolou WKY, coz je ve
shodé¢ s praci Kumar a kol. (2003), zatimco Vaziri a kol. (1998) detekovali v celé ledviné
jeji zvyseni, stejné tak jako Welch a kol. (2000) v juxtaglomerularnim aparatu. Shodnou
expresi renalni eNOS u SHR a WKY potkand potvrzuji i vysledky Fernandeze a kol.
(2003). Podobné nejednotné nélezy jsou i pro zbylé dvé isoformy (Kumar a kol., 2003,
2005, Fernandez a kol., 2003, Welch a kol., 2000). Pfestoze neexistuje jednotny nahled na
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tvorbu oxidu dusnatého v ledvinach u potkanti se spontanni hypertenzi, Person a Thorup
(2000) zastavaji nazor, ze produkce NO je u hypertenznich zvitat zhorSena, s ¢imz souvisi
zvysené uvoliovani reninu a tedy i1 tvorba angiotenzinu II vyznamné piispivajici

k vzestupu krevniho tlaku.
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Obr. 20: Porovndni zmén jednotlivych expresi NOS u spontinni a solné hypertenze

vznikajici v mladi.
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5.2.2. Porovnani ulohy centralniho NO v rozvoji, respektive udrZovani

hypertenze u mladych a dospélych SHR potkaniti

Na zéklad¢ méfeni celkové aktivity NOS a proteinové exprese vSech tii isoforem
NOS ve dvou oblastech CNS (diencefalon, mozkovy kmen) podilejicich se na regulaci
sympatického tonu a krevniho tlaku mizeme fici, Ze centralni systém NO hraje odliSnou
ulohu v mladi (12 tydnii) pfi rozvoji hypertenze nez u dospélych (30 tydnti) jedinct s jiz
rozvinutou hypertenzi. U obou ve€kovych skupin vSak predchozi méfeni (Hojnd a kol.,
2007, Paulis a kol., 2007, viz. téz tab. 9) potvrdila pfi¢inu vyskytu vysokého krevniho
tlaku, kterou je zesilend sympatickd vazokonstrikce a zvySeny rezidualni TK, zatimco
ptispévek angiotenzin II-dependentni vazokonstrikce je méné vyrazny. Nezménéna NO-
dependentni vazodilatace u mladych SHR, respektive mirné zesilena u dospélych jedinct
neni schopnd zcela kompenzovat ucinky téchto dvou nejsilnéjSich vazokonstrikénich
systémull. Podobné ndlezy tykajici se relativni NO deficience jsme ziskali i pfi studiu solné
hypertenze u Dahlovych potkanti (Zicha a kol., 2001, DobeSové a kol., 2002).

Mladi SHR jedinci se od dospélych lisi tlakovou odpovédi na chronickou 1écbu
ACE inhibitorem kaptoprilem. Zatimco u 12-ti tydennich zvirat dokaZze dlouhodobé v¢asné
podavani antihypertenziva udrzet krevni tlak na kontrolni irovni a tento efekt ¢aste¢né
pretrvava 1 po jeho vysazeni, u dospélych SHR potkani sice dojde k tlakovému poklesu,
ale hodnota TK zstava nadale nad urovni kontrolni skupiny WKY. U téchto zvitat po
ukonceni lécby antihypertenzivni efekt neptetrvava a krevni tlak se béhem kratké doby
vraci na své ptivodni hodnoty (Harrap a kol., 1990). Pokles tlaku po kaptoprilu je ptevazne
dosazen redukci sympatické vazokonstrikce, zatimco oslabend angiotenzin II-dependentni
vazokonstrikce a reparacni procesy na rezistentnich cévach se uplatiiuji mnohem méng.
Tato data se shoduji s ptfedstavou zabyvajici se postavenim centralniho angiotenzinu II
V patogenezi sympatické hyperaktivity, jeZ je charakteristickd pro tento model spontanni
hypertenze (Krukoff, 1998, Allen, 2002, Veerasingham a Raizada, 2003).

Abychom objasnili tlohu NO v mozku pfi regulaci sympatického tonu, méfili jsme
jak celkovou aktivitu NOS, tak také exprese vSech tfi jejich isoforem v diencefalonu a
mozkovém kmeni u obou vékovych skupin SHR potkanti (obr. 21). Déle jsme sledovali
pfipadné zmény odehravajici se v centrdlnim systétmu NO v disledku vlivu
antihypertenzivni 1é€by kaptoprilem. Mirny vzestup aktivity NOS byl v oblasti
diencefalonu SHR potkant patrny jiz ve 12. tydnu véku a ve 30. tydnu byl tento nartst
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V porovnani s kontrolni skupinou WKY signifikantni. Velice podobna data ziskali Qadri a
kol. (2003) u 12-13ti tydennich SHR potkanii. Tato skupina naméfila vyznamné vyssi
aktivitu NOS u téchto zvifat nejen v hypotalamu, ale i v mozkovém kmeni. Shodn¢
zapusobila 1 antihypertenzivni 1écba. Jak ndmi chronicky podavany kaptopril, tak i jejich
10-ti denni lécba enalaprilem nebo losartanem normalizovala u mladych SHR jedinct
aktivitu NOS v diencefalonu, resp. hypotalamu, ale bez vyrazného efektu na aktivitu
vV mozkovém kmeni. Na rozdil od nedavno publikovanych praci popisujicich vyznamné
zvySenou expresi nNOS v nékterych oblastech CNS (Plochocka-Zulinska a Krukoff, 1997,
Hauser a kol., 2005) jsme nasli pouze signifikantné sniZenou proteinovou expresi této
isoformy v mozkovém kmeni mladych SHR, zatimco u dospélych jedinci byla exprese
vV obou testovanych oblastech beze zmény. Na druhou stranu jsme ale detekovali
ptekvapivé zmény v expresi endotelidlni NOS ptitomné pouze u dospelych SHR potkantl.
Proteinova exprese endotelialni isoformy v mozkovém kmeni stoupla, kdezto v oblasti
AV3V doslo k jejimu signifikantnimu snizeni. ZvySenou celkovou aktivitu NOS
v diencefalonu 30-ti tydennich zvifat mizeme tedy pfi¢ist mohutnému vzestupu exprese
inducibilni NOS. Nejen naSe skupina, ale i Chou a kol. (1998) popsali u spontanné
hypertenznich potkant s vékem klesajici expresi eNOS, kterd je provazena narustajici
expresi iNOS. Moznost vzajemné zameény eNOS a iNOS v CNS u SHR potkanti nedavno
publikovali Yamakawa a kol. (2003).

Vysledky této veékové studie potvrdily nasi domnénku, Ze antihypertenzivni 1écba
pfinasi mnohem vyrazngj$i benefit mladému organismu nez dospélému jedinci s jiZ
dlouhodobé rozvinutou hypertenzi. Chronicka 1é¢ba ACE inhibitorem kaptoprilem u 12-ti
tydennich SHR potkand normalizovala mirné zvySenou aktivitu NOS v diencefalonu a
soucasné dokazala stimulovat expresi neuronalni a iducibilni NOS v mozkovém kmeni na
kontrolni uroven WKY. Da se dokonce fici, ze téméf dokazala vymazat rozdil mezi
normotenznim a hypertenznim jedincem, zaméfime-li se na zmény odehravajici se
Vv centralnim systému NO. Toto ale neplati pro dospélé SHR potkany, u nichz ziistala
uroven aktivity a prevazna cast exprese NOS lécbou neovlivnéna. Presto jsme vSak mohli u
dospéelych SHR [é€enych kaptoprilem pozorovat v diencefalonu tendenci k redukci vyrazné

exprese inducibilni isoformy.
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Obr. 21 Porovnani aktivity NOS a expresi vSech tii isoforem NOS mezi mladymi a

dospelymi SHR jedinci a vliv lécby kaptoprilem na tvorbu NO v diencefalonu a mozkovém
kmeni.
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5.2.3. Zmény NO syntizy u modelu metabolického syndromu

Prazsti hereditarn¢ hypertriglyceridemicti potkani (HTG) byli pavodné vyslechténi
jako geneticky model pro hypertriglyceridemii (Vrana a Kazdova, 1990, Klimes a kol.,
1995), ale pozd¢ji u nich byly objeveny i dalsi symptomy metabolického syndromu jako
jsou inzulinova rezistence (Stolba a kol., 1993), glukdzova intolerance (Vrana a kol., 1993)
a hypertenze (Stolba a kol., 1992, Lichardus a kol., 1993). Vzhledem k tomu, z¢ HTG
potkani jsou ojedinélym modelem, je velmi obtizné nase vysledky tykajici se ulohy
systému NO u tohoto kmene diskutovat s nalezy jinych autort.

Prestoze aktivita NO syntdzy byla ve vSech studovanych organech shodna u HTG 1
kontrolnich potkanti Wistar, mohli jsme v obou centradlnich oblastech (diencefalon,
mozkovy kmen) HTG zvitat sledovat pokles proteinové exprese inducibilni isoformy NOS
a soucasn¢ jsme nalezli, obdobné jako u ostatnich ndmi analyzovanych hypertenznich
modeld, signifikantné snizenou expresi eNOS v ledvinach. Ta by mohla souviset
S poruchami rendlni exkrece sodiku a tedy i s vzestupem krevniho tlaku. Tlakovy rozdil
mezi HTG jedinci a kontrolnimi zvifaty bychom mohli na zéklad¢ nasi pfedchozi studie
(Kunes a kol., 2002) piipsat také zvySenému rezidualnimu tlaku, zesilenému ucinku
superoxidovych aniontll a vyrazné aktivované angiotenzin-dependentni vazokonstrikci
(viz. tab. 9), zatimco uc€ast SNS a periferniho syst¢ému NO na udrZzovani TK se nezda byt

mezi HTG a kontrolnimi potkany pfili$ rozdilna.
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6. Zavér

Predmétem této prace bylo ziskat poznatky o zménéch, které se odehravaji
Vv centralnim a perifernim systému oxidu dusnatého na Grovni gend, proteinové exprese a
celkové aktivity jednotlivych isoforem enzymu NOS pii rozvoji a udrzovani geneticky
podminéné hypertenze u riznych zvitecich modeli (Dahl, SHR, HTG).

Ani v jednom provadéném pokuse v ramci experimentu 1 se nam metodami PCR a
SSCP nepodatilo potvrdit polymorfismy v genu pro iNos mezi sul-senzitivnimi a sul-
rezistentnimi Dahlovymi potkany z prazské kolonie, jez byly u téchto zvitat detekovany u
jinych kolonii. Vysledky této genetické analyzy nés utvrdily v domnénce, Ze diivodem by
mohl byt rozdil mezi Dahlovymi potkany od firmy Harlan a prazskou kolonii, ktera se
v ramci INOS genu chova shodné jako piivodni kolonie Dahlovych potkani z Brookhavenu.

U mladych potkant se spontdnni (SHR) a solnou (Dahl) hypertenzi jsme zjistili
sniZzenou expresi neurondlni a inducibilni NOS v mozkovém kmeni a u sil-senzitivnich
Dahlovych potkand soucasné¢ i v diencefalonu. Tyto néalezy by mohly souviset s tlohou,
kterou v téchto mozkovych oblastech hraje NO pii regulaci sympatického tonu, jenz je
zvySeny u obou forem experimentalni hypertenze. Vysledky méfeni exprese NOS
Vv diencefalonu u Dahlovych potkant doklada uzky vztah téchto na piijem soli senzitivnich
struktur k solné hypertenzi. SniZend tvorba endotelialniho NO v ledvinach by navic mohla
piispivat k poruse renalni exkrece sodiku a tim napomdhat ke zvySeni krevniho tlaku u
obou hypertenznich modelt. Na zdkladé ndmi pozorovanych zmén odehravajicich se
Vv centralnim a perifernim systému NO Ize fici, Ze se tyto zmény podileji ve vétsi mife pii
rozvoji solné hypertenze nezli u spontanni hypertenze.

Vysledky z experimentu 2 potvrzuji piedstavu o tom, Ze centrdlni systém oxidu
dusnatého hraje ¢aste¢né odliSnou tlohu v mladi pfi rozvoji spontanni hypertenze nez u
dospélych SHR potkanii s jiz rozvinutou hypertenzi. Reakce tohoto vazodilataéné
pusobiciho systému na antihypertenzivni 1écbu je také veékove zavisla. Zatimco chronicka
1éEba ACE inhibitorem kaptoprilem u SHR potkani od 4. tydne véku normalizovala krevni
tlak a pfevazné i1 aktivitu NOS spolu s expresi jednotlivych isoforem NOS na kontrolni
uroven WKY, u dospélych jedinct zlstala, s vyjimkou docasného poklesu TK, aktivita a
znacna ¢ast expresi NOS 1écbou neovlivnéna.

I posledni nami pouzity zvifeci model vyvinuty ke studiu symptoma metabolického

syndromu (kmen HTG) vykazoval nékteré odchylky jak v centralnim (snizena exprese
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INOS v obou mozkovych oblastech) tak také v perifernim (vyrazné nizsi exprese eNOS
Vv ledving) systému NO oproti kontrolni skupiné Wistar. Pfesto tlakovy rozdil mezi obéma
srovnavanymi kmeny by podle nasi piedchozi studie mohl byt pfipsan spise zvySenému
rezidualnimu tlaku a tvorbé kyslikovych radikalti spolu s vyrazné¢ aktivovanym RAS,
zatimco ucast systému NO a sympatického nervového systému se zdd byt méné vyznamna.

V nasi praci se nam podafilo podrobné¢ji analyzovat zmény odehravajici se
Vv systému oxidu dusnatého hlavné na trovni enzymatické aktivity a exprese NO syntazy u
tfi riznych modelti genetické hypertenze (Dahl, SHR, HTG). Predevsim se da fici, ze
charakteristicky vysoka hladina krevniho tlaku jak u dospélych, tak i u mladych spontanné
hypertenznich potkani je pfevazné udrzovana chronicky zvySenym sympatickym
nervovym tonusem, strukturdlni remodelaci rezistentnich cév a u dospélych téz zesilenym
vazokonstrikénim efektem angiotenzinu II. A¢koli jsme neprokazali sniZzenou aktivitu NO
syntazy, tj. pokles celkové tvorby NO vSemi tiemi isoformami NOS ve vybranych
oblastech mozku, pozorovali jsme snizenou expresi nNOS a iNOS v mozkovém kmeni u
mladych SHR a Dahlovych potkand. Tento ndlez se zdd byt ve shod€ s hypotézou, Ze
vV RVLM oblasti prodlouzené michy se NO podili na regulaci sympatického tonu. Naproti
tomu u dospélych SHR s rozvinutou hypertenzi je zvySeny sympaticky tonus patrné
zajiStovan jinymi mechanismy, nez je porucha centralni tvorby oxidu dusnatého. Vyrazné
zvySend exprese inducibilni isoformy NOS v diencefalonu u dospélych SHR se zda byt
spiSe kompenza¢nim neZ patogenetickym mechanismem.

V budoucnu bychom se chtéli zaméfit na jesté detailnéjsi studium tlohy centralniho
systému NO a jeho mozné ptimé ovlivnéni inhibitory NOS a dalS§imi farmaky ve vztahu k

vysi krevniho tlaku.
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