Univerzita Karlova
2. lékarska fakulta

Studijni program: Fyziologie a patofyziologie ¢lovéka

Mgr. Sarka Jichova

Uloha metaboliti kyseliny arachidonové
v regulaci krevniho tlaku u experimentalnich model

ANG II-dependentni formy hypertenze

The Role of Arachidonic Acid Metabolites
in Regulation of Blood Pressure in Experimental Models

of Angiotensin II-Dependent Hypertension

Dizertacni prace

Skolitel: prof. MUDr. Ludék Cervenka, CSc. MBA

Praha, 2020



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem fadné uvedla a
citovala vSechny pouzit¢ prameny a literaturu. Soucasné¢ prohlasuji, Ze prace nebyla

vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim s trvalym wulozenim elektronické verze mé prace v databazi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za tucelem soustavné kontroly podobnosti

kvalifikacnich praci.
V Praze, 26.2. 2020
SARKA JICHOVA

Podpis



KARLOVA UNIVERZITA

JICHOVA, Sarka. Uloha metabolitii kyseliny arachidonové v regulaci
krevniho tlaku u experimentalnich modelii ANG Il-dependentni formy
hypertenze. [The Role of Arachidonic Acid Metabolites in Regulation of
Blood Pressure in Experimental Models of Angiotensin II-Dependent
Hypertension]. Praha, 2020. 111 s. Dizerta¢ni prace (Ph.D.). Institut klinické
a experimentdlni mediciny v Praze, Centrum experimentalni mediciny.
Skolitel Cervenka, Ludgk.

Podékovani

Dékuji svému $koliteli prof. MUDr. Lud’ku Cervenkovi, CSc. MBA za odborné vedeni,

pomoc a cenné rady beéhem celého studia a sepisovani této prace.

Dé&kuji také koleghm z Oddéleni kardio-rendlniho vyzkumu Centra experimentalni
mediciny IKEM za pomoc s provadénim biochemickych analyz a zejména pak kolegynim

MVDr. Zuzan¢ Honetschldgerové, Ph.D. a Mgr. Zuzané¢ Huskové, Ph.D.

Dé&kuji také své rodin€ za podporu a trpelivost v prubéhu celého studia, zejména své

mamince.



Abstrakt

Uvod: Metabolickou drdhou cytochromii P-450 vznikaji zkyseliny arachidonové dvé hlavni
skupiny produktt: epoxyeikosatrienové kyseliny (EETs) a 19 a 20-hydroxyeikosatetraenové
kyseliny (19- a 20- HETE). Tyto metabolity hraji dilezitou roli v regulaci krevniho tlaku,
zanétlivych reakcich organismu, regulaci vylu¢ovani sodiku a dalSich dilezitych fyziologickych
procesech.

Hypotéza: Nase studie byly zalozeny na hypotéze, ze abnormality v produkci a zaroveil funkci
téchto metaboliti vznikajici cestou cytochromu P450, vyznamnym zplsobem pfispivaji
k patofyziologii angiotenzin II-dependentni formy hypertenze.

Cil: Zjistit, zda zvySenim koncentraci téchto metabolitl v ledvinné tkdni dosahneme ptiznivého
ucinku vysi krevniho tlaku u ANG II — dependentniho potkaniho modelu hypertenze.

Metodika: K navySeni koncentrace EETs jsme zvolili dvoji pfistup. V prvni ¢asti experimentu
jsme podavali inhibitor solubilni epoxidové hydrolazy cAUCB (cis-4-[4-(3-adamantan-1-yl-
ureido)cyclohexyloxy]benzoova kyselina, 26 mg.l" v pitné vod&), enzymu zodpovédného za
inaktivaci biologicky aktivnich forem EETs. V druhé casti experimentu jsme pouzili synteticky
EETs analog EET-A (sodium 2-(Z-(13-(3-pentyl)ureido)-tridec-8-enamido) malonat) v davce 10
mg.kg" v pitné vodé. Pro zvyseni renalni koncentrace 20-HETE jsme pouzili fenofibrat (Lipanthyl
265M) v davee 3,2 gkg' diety.

Vysledky: Lécba sEH i analogem EET-A zmirnila rozvoj maligni hypertenze u nasich potkanich
modelt,, nicméné zfejmé hlavné diky oslabeni vazokonstrikéni osy RAAS a aktivaci té
vazodilatac¢ni. Lécba fenofibratem také skutecné vyznamné oslabovala rozvoj maligni hypertenze,
nicméné jsme u téchto zvifat nenaméfili zvySenou koncentraci 20-HETE, ackoliv jsme u nich
v souladu s literaturou pozorovali aktivaci CYP4A enzymu (zodpovédny za tvorbu 20-HETE u
potkantl). Zda se, Ze hlavni mechanismus snizeni krevniho tlaku byl v této casti predevsim spojen
s interakci fenofibratu piimo s genem pro renin Ren2, ¢imz byla utlumena prohypertenzni osa
RAAS.

Zavér: Potvrdili jsme naSi hypotézu, ze intrarenadlni nedostatek EETs vyznamné pfispiva

k patofyziologii angiotenzin II-dependentni formy hypertenze u nasich potkanich modelt.

Kli¢ova slova: maligni hypertenze, renin-angiotenzin-aldosteronovy systém, cytochrom P450,
epoxyeikosatrienové kyseliny, 20-hydroxyeikosatetraenova kyselina, EET-A, solubilni epoxidova

hydrolaza, fenofibrat



Abstract

Introduction: Two major product groups originate from the arachidonic acid metabolic pathway of
cytochromes P450: epoxyeicosatrienoic acid (EETs) and 19 and 20-hydroxyeicosatetraenoic acid
(19- and 20-HETE). These metabolites play an important role in the regulation of blood pressure,
inflammatory responses, regulation of sodium excretion and other crucial physiological processes.
Hypothesis: Our studies were based on the hypothesis that abnormalities in the production and
function of these cytochrome P450 metabolites significantly contribute to the pathophysiology of
hypertension development, in particular in the angiotensin II-dependent models.

Objective: To investigate if the increased bioavailability of the above-mentioned metabolites in the
kidney tissue will result in blood pressure reduction in the ANG II - dependent rat model of
hypertension.

Methods: The two methods to increase the concentration of EETs was chosen. In the first part of
the study, we administered a soluble epoxide hydrolase inhibitor cAUCB [cis-4- [4- (3-adamantan-
1-yl-ureido) cyclohexyloxy] benzoic acid, at a dose of 26 mg.I"" administered in drinking water], an
enzyme responsible for inactivation of biologically active forms of EETs. In the second series of
the experiments we applied a synthetic EET analogue, called EET-A [(sodium 2- (Z- (13- (3-
pentyl) ureido) —tridec-8-enamido) malonate), at a dose of 10 mg.kg-1 administered in drinking
water]. To increase the renal concentration of 20-HETE, we used fenofibrate (Lipanthyl 265M) at a
dose of 3.2 g.kg' of food.

Results: Both treatments (with cAUCB and EET-A analogue) mitigated the development of
malignant hypertension in our rat models, probably due to the suppression of the vasoconstrictive
axis and activation of the vasodilatory axis of RAAS. Treatment with fenofibrate also significantly
attenuated the development of malignant hypertension, however, we did not observe an increased
concentration of 20-HETE in these animals, although we observed the activation of the CYP4A
enzyme (responsible for the formation of 20-HETE in rats). We suspect that the main mechanism
underlying the blood pressure reduction in this case might be primarily associated with the direct
interaction of fenofibrate with the renin Ren2 gene, which resulted in the attenuation of the
prohypertensive axis of RAAS.

Conclusion: We confirmed that EETs intrarenal deficiency might significantly contribute to the

pathophysiology of angiotensin II-dependent form of hypertension in our rat models.

Key words: malignant hypertension, renin-angiotensin-aldosterone system, cytochrome P450,
epoxyeicosatrienoic acid, 20-hydroxyeicosatetraenoic acid, EET-A, soluble epoxide hydrolase,

fenofibrate
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1 Teoreticky uvod

1.1 Hypertenze

Hypertenze je chronické onemocnéni, které se projevuje dlouhodobym zvySenim
krevniho tlaku nad 140/90 mmHg. V piipadech vazné hypertenze miize tlak vystoupat az
k hodnotdm 250/170 mmHg. Zavaznost hypertenze je pfimo umerna zdvaznosti nasledki.
V dlouhodobém casovém useku v§ak mohou i ty nejmirnéjsi formy hypertenze zptsobovat
v disledku vysokého krevniho tlaku jsou:

1) zatizeni srdce (hypertrofie levé srdeéni komory), jimz se nasledné zvySuje
pravdépodobnost srde¢niho selhani casto koncici smrti pacienta,
2) zavazné poskozeni mozkovych cév, které zvysuje pravdépodobnost mozkové mrtvice a

poskozovani ledvin vedouci az k jejich selhani.

1.2 Patogeneze hypertenze

Podle pficin vzniku rozliSujeme hypertenzi na primdrni (dfive esencidlni) a
sekundarni, kterd vznikd jako nasledek né&jakého jiného onemocnéni (endokrinniho,
renalniho, cévniho). V celosvétové populaci prevlada primarni hypertenze (95 %), na
jejimz vzniku se podili celd fada patogenetickych mechanismii (dédi¢nost, vlivy vnéj$iho
prosttedi, porucha endogennich regula¢nich mechanismi).

Za hlavni pfi¢inu vzniku arteridlni hypertenze se na zaklad¢ desetileti vyzkumi
poklada naruseni regulace dvou mechanismu: regulace udrzovani objemu extracelularni

tekutiny = objemové zavisla hypertenze nebo regulace periferni cévni resistence =

vazokonstrikéni hypertenze (Guyton A.C. et al., 1995; Navar L.G. a Majid D.S., 1996).

Objemové zavisla hypertenze

Za primarni pfiinu objemové zavislé hypertenze se povazuje zvySeny minutovy
vydej srdce. Trvala hypervolemie se rozviji pro nedostateCnost natriurézy a regulace
objemu renin-angiotenzin-aldosteronovym systémem (RAAS), antidiuretickym hormonem
(ADH) nebo pro snizenou kapacitu glomerularni filtrace. Zvyseni cirkulujiciho objemu
zvySuje prutok krve tkanémi, spousti autoregulaci, kterd pak zvySuje cévni rezistenci

(Guyton A.C. et al., 1995).
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Vazokonstrikéni hypertenze

Porucha autoregulace na tkanové urovni vede ke zvyseni periferni cévni rezistence.
Nevyvazenost nervové, hormonalni nebo endotelidlni regulace vede k vzestupu hladiny
intracelularniho Ca®" a trvalé kontrakci hladké svaloviny stény cévni (Folkow B., 1982;

Navar L.G., 1997).

Problematika piicin vyvolavajicich esencialni hypertenzi je zna¢né¢ komplikovana,
jednotlivé mechanismy se navzajem kombinuji. Vzajemny vztah mezi regulaci obou dvou

hlavnich typti esencialni hypertenze znazoriuje obr. 1.

Pocatecni Poéateéni
vzestup vzestup
PCR OECT
Nervové nebo QECT
homonalni podnéty I

LTy
LL)
."la-.. .y
Ty
i

Vazokonstrikéni Retence sodiku a Efektivni krevni Srdeéni
aéinky vody v ledvinach objem vyjdej
- Perfuze
Kapacita tkani
cévniho recisté

¥

Autoregulaéni
Vzestup PCR lprava

* rezistence

I ARTERIALNI KREVNI TLAK

Obr. 1 Znazornéni dvou hlavnich patofyziologickych mechanismi hypertenze (volné podle Navara L.G.,

1997).

1.3 Regulace krevniho tlaku

Krevni tlak je funkei srdecniho vydeje (SV) a periferni cévni rezistence (PCR).
Utinna regulace krevniho tlaku je jednim z hlavnich predpokladil udrzeni homeostizy
v organismu. Pro tuto regulaci vyuziva organismus Cetnych nastroju, které se jednak lisi
mechanismem U¢inku a jednak pohotovosti, sjakou mohou byt uplatnény. Zatimco
kratkodobé mechanismy se pfedevsim soustfed’uji na omezeni srde¢niho vydeje a regulaci
periferni cévni rezistence, dlouhodobé snazi regulovat mnozstvi objemu extracelularni

tekutiny (OECT). Ta je dana piedevs$im rovnovahou Na' iontll v organismu.
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RozliSujeme mechanismy:
1. Kratkodobé (vteFiny — minuty):
baroreceptorova zpétna vazba,
ischemicky mechanismus centralni nervové soustavy,

chemoreceptory.

2. Stirednédobé (minuty — hodiny):
zména objemu intersticialni tekutiny,

renin-angiotenzin-aldosteronovy systém (RAAS).

3. Dlouhodobé (hodiny — dny):

vylucovani soli a vody ledvinami (tlakové-natriureticky mechanismus ledvin).

V dnesni dobé prevladd nazor, ze =z hlediska regulace krevniho tlaku jsou

nejdilezitéjSimi  mechanismy posledni dva zmifované, ¢ili renin-angiotenzin-

aldosteronovy systém a tlakové-natriureticky mechanismus ledvin.

1.4 Tlakové-natriureticky mechanismus ledvin

Jiz v 60. letech minulého stoleti byly provedeny pokusy, které potvrdily velice uzky
vztah mezi regulaci krevniho tlaku a ledvinami. Bylo prokdzano, Zze zvySeni krevniho tlaku
je uzce spojeno se sniZzenou schopnosti ledvin vyloucit dostatecné mnozstvi sodiku
(Langstan J.B. et al., 1963; Coleman T.G. a Guyton A.C., 1969; Hall J.E. et al., 1980). Vliv
regulace krevniho tlaku ledvinami a Spatné fungujiciho tlakové-natriuretického aparatu na
jeho vysi byl potvrzen 1 v mnohych transplantacnich studiich. Zvifecim modeliim trpicim
hypertenzi byly transplantovany ledviny z normotenzniho zvifete. Po rekonvalescenci
doslo u téchto zvirat k normalizaci tlaku (Kawabe K. et al., 1978; Heller J. et al., 1993).
Naopak, transplantace ledvin z hypertenznich zvitat Casto vedla k rozvoji hypertenze
u zdravych zvitat. Ke stejnym poznatkiim se dospélo i v klinickych studiich. U pacientd,
kteti ziskali ledvinovy S$tép od darce s genetickymi ptedpoklady k hypertenzi, doslo
k nartistu krevniho tlaku. Opaény ucinek byl také pozorovan v pifipad€ hypertenznich
pacientl s chronickym selhdvanim ledvin, kterym se po transplantaci Stépu od
normotenzniho darce snizil krevni tlak (Curtis J.J. et al., 1983; Guidi E. et al.,1985; Guidi
E. etal., 1996; Leecuw P.W. et al., 1997).
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Hlavni princip tohoto mechanismu je zalozen na piimé Uméfe mezi rendlnim
perfuznim tlakem (RPT) a vylu¢ovanim sodiku. Pokud se akutné zvysi RPT, dojde ke
zvysenému vylucovani sodiku. To vyvola pokles OECT a tim poklesne 1 systémovy tlak.
S poklesem systémového tlaku poklesne 1 RPT a zvySené vyluCovani sodiku je zastaveno.
Timto mechanismem jsou ledviny schopny regulovat krevni tlak a udrzovat ho
v normotenznich hodnotach. Této zpétné vazbé se fika tlakové-natriureticky mechanismus
ledvin (Guyton A.C. et al., 1995; Hall J.E. et al., 1999). Vzhledem k tomu, Ze ke zvySeni
vyluCovani sodiku dochazi i za konstantniho priitoku krve ledvinou a glomerularni filtrace,
tak ke zvySeni natriurézy musi dochéazet snizenim tubularni reabsorpce sodiku (Granger

J.P., 1992; Navar L.G. a Majid D.S., 1996).

1.5 Renin-angiotenzin-aldosteronovy systém (RAAS)

Hlavnimi komponenty RAAS jsou angiotenzin II (ANG II), jeho metabolity a
aldosteron. Metabolickd draha ANG II zacind v ledvinach, kde je z juxtaglomeruldrnich
bun¢k wuvolovana kysela protedza renin, kterd S$tépi angiotenzinovy prekurzor
angiotenzinogen na angiotenzin I (ANG I). Tento dekapeptid, ktery vykazuje velmi nizkou
aktivitu, slouzi pfedevS§im jako zasobarna pro ANG II. Koncentrace reninu je urovana
glukokortikoidy, hormony §titné zlazy a estrogeny (Ganong W.F., 2005). ANG I je poté
angiotenzin I konvertujicim enzymem (ACE) pfeménén na mnohonédsobn¢ biologicky
aktivngj$i oktapeptid ANG II, ktery ma zaroven také mnohem krat$i polo€as rozpadu.
ANG II byva peptidazami degradovan béhem né¢kolika sekund (Carey R.M. a Siragy H.M.,
2003). V krevnich cévach vyvolava vazokonstrikci a ovlivituje epitelidlni reabsorpci soli a
vody ve stfevé (Navar L.G. et al., 1999). Také stimuluje uvolnovani aldosteronu,
uvolnovani katecholaminti z dfen¢ nadledvin a ze zakonéeni sympatickych nervi.
Stimuluje chut’ na slané a pocit Zizné. ANG II také pfispiva k zanétu a fibréze ledvin, coz
ma za nasledek zmény v renélnich funkcich a ve vysi krevniho tlaku (Siragy H.M., 2006).

Poslednim ¢lankem fetézce je aldosteron, ktery je produkovéan ktrou nadledvin a
jeho produkce je stimulovana zvysSenou expresi ANG II. Aldosteron zpisobuje zpétnou
resorpci Na' iontdl a vody v ledvinnych tubulech z primarni mo¢i a naopak vyludovani K™ a
H" iontli. Mechanismem tginku je jeho podpora syntézy specifické bilkoviny, ktera se
podili na vstfebavani Na" iontli. Regulace produkce aldosteronu se déje zpétnovazebnym
mechanismem, tzn. zvySenim tlaku a koncentraci Na™ v krvi se produkce aldosteronu

brzdi.
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Bylo prokazano, ze nepfiméfené zvySenad aktivita RAAS pfispiva k trvalému
zvySeni krevniho tlaku (TK) a rozvoji tzv. angiotenzin II (ANG II)-dependentni formy
hypertenze (Hall J.E. a Brands M.W., 2000; Kobori H. et al., 2007).

Nicméné, krom¢ dominantné vazokonstrikéni drahy vedouci od angiotenzinogenu
az k ANG II disponuje RAAS jesté neméné dulezitou vedlej$i metabolickou drahou. Tou je
pfeména ANG II ptisobenim angiotenzin konvertujicim enzymem 2 (ACE2) na heptapeptid
angiotenzin 1-7 (ANG 1-7) (Donoghue M. et al., 2000; Tipnis S.R. et al., 2000). ANG II
muze byt na ANG 1-7 také metabolizovan z angiotenzinu I enzymy neprilysinem (NEP)
nebo thimet-oligopeptiddzami (THOP-1) (Chappell M.C. et al., 1998; Stanziola L. et al.,
1999; Campbell D.J. et al., 2004). Nedavné studie prokazuji dilezitost tohoto heptapeptidu
v regulaci krevniho tlaku. Jeho ucinek je zprostfedkovan pies Mas receptor spiazeny s G-
proteinem a tim dochazi k aktivaci signalnich drah zodpovédnych za mnohé pozitivni
ucinky této druhé vétve RAAS (Santos R.A.S. et al., 2003 a 2013). Tyto ucinky jsou zcela
antagonické vii¢i pribuznému ANG II. Dosud u néj byly popsany piedevsim vazodilata¢ni
ucinky na cévni endotel (Brosnihan K.B. et al., 1996). K vazodilatact ANG 1-7 zfejmé
dochézi diky jim zprostfedkovanému uvolfiovani NO a prostaglandinid (Almeida A.P. et
al., 2000). Dale byl popsan jeho pozitivni vliv na sniZzeni pravdépodobnosti vzniku
ischemicko-reperfuzni arytmie (De Mello W.C., 2004). Zvysena koncentrace ANG 1-7
v kardiomyocytech vedla také ke snizeni miry hypertrofie levé srdeéni komory
u hypertenznich zvifecich modelt (Santos R.A.S. et al., 2004). Kromé¢ pozitivniho vlivu na
kardiovaskularni systém, hraje ANG 1-7 roli 1 v regulaci filtracni schopnosti ledvin. Bylo
prokazano, Ze blokuje zpétné vychytavani sodnych iontl v nefronu a tim pfispiva
k natriuréze a diuréze (Simdes E Silva A.C. et al., 1998).

V posledni dobé vSak piibyva dikazl, Ze v patofyziologii ANG II-dependentni
formy hypertenze ma diileZitéj$i tlohu interakce RAAS s ostatnimi vazoaktivnimi systémy
nez samotna aktivita RAAS a Ze poruSeni rovnovdhy mezi vazodilatanimi
(natriuretickymi) a vazokonstrikénimi (natriumretenénimi) systémy na urovni ledvin je
hlavnim mechanismem odpovédnym za rozvoj a udrZzeni ANG II-dependentni formy
hypertenze (Kobori H. et al., 2007). A pravé mezi ostatnimi vazoaktivnimi systémy je nyni
zduraziiovéana uloha metabolitii, které vznikaji z kyseliny arachidonové cestou cytochromu
P-450 (CYP) (Campbell W.B. a Fleming 1., 2010; Williams J.M. et al., 2010; Imig J.D.,
2012).
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1.6 Metabolity kyseliny arachidonové

Dulezitost kyseliny arachidonové (AA) v organismu je jiz dlouhou dobu zndma. Je
jednou z hlavnich slozek plazmatickych membran a je také vyznamnym substratem
Sirokého spektra enzymi, které davaji vzniknout velkému mnozstvi rtiznych biologicky
metabolické cesty: cyklooxygenazovou drahu, lipoxygendzovou drahu a drahu cytochromt

P450 (CYP).

1.6.1 Cyklooxygenazova draha

Cyklooxygenaza (COX) vytvari z kyseliny arachidonové prostaglandiny. Maji
mnoho ucCinkl, které se rizni podle typu organu. V ledvindch jsou prostaglandiny
dalezitymi pfenaseci informace o svalovém tonu, homeostdze soli a vody. Hlavnimi
enzymy této drahy jsou cyklooxygenaza 1 (COX-1) a cyklooxygenaza 2 (COX-2). COX-2
je predevsim aktivni v ledvinach. Hlavnim prillomem, ktery vyzdvihl potencidlni vyznam
eikosanoidtl byl objev, Ze aspirin inhibuje COX enzymy a formovani PG (Breyer M.D. et
al., 2001; Kroetz D.L. a Zeldin D.C., 2002).

1.6.2 Lipoxygenazova draha

Dalsi cestou je lipoxygendzova draha (LOX), ktera je zodpovédna za tvorbu
hydroxyeikosatetraenovych kyselin (HETEs), lipoxint (LXS) a leukotrieny (LT). Tyto
metabolity jsou zapojeny do plicnich reakci pfi astmatu, zdnétu a ateroskler6ézy (Sharma
J.N. a Mohammed L.A., 2006; Capra V. et al., 2007). LT antagonisté jsou v souc¢asné dob¢
vyuzivany pro lécbu astmatu (Ribeiro J.D. et al., 2006).

1.6.3 Draha cytochromu P450 (CYP)

CYP epoxygenazy cytochromu P450 tvoii velkou rodinu enzymil spolecného
puvodu s konzervovanou prostetickou hemovou skupinou, které katalyzuji NADPH-
dependentni oxidaci endogennich i exogennich substratii. Je to velmi rozsdhld skupina
s mnoha podskupinami obsahujicimi velké mnozstvi enzymi. Jednotlivé enzymy se
mezidruhoveé 1isi expresi v jednotlivych organech i funkci (Capdevila J. et al., 1981;
Imaoka S. et al., 2005), ktera se jesté vékem miize ménit (Li D. et al., 2000). Pivodné byly

prvni cytochromy P-450 objeveny v jatrech, ale pozdéji byla jejich exprese prokédzana i
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v jinych orgénech (plice, ledviny, mozek, srdce, pankreas, leukocyty) (Roman R.J., 2002).
Metabolickou drahou cytochrom P-450 vznikaji z kyseliny arachidonové dvé hlavni
skupiny produktii. Prvnimi jsou epoxyeikosatrienové kyseliny (EETs), které vznikaji
¢innosti CYP sepoxygenazovou aktivitou. Druhymi jsou pak 19- a 20-
hydroxyeikosatetraenové kyseliny, které vznikaji ¢innosti ®-hydroxyldzy. Obé skupiny
produkt jsou pak dale upravovany B-oxidaci, esterifikaci a dal$imi reakcemi a dévaji
vzniknout dal$im aktivnim metabolitim s rozmanitymi funkcemi v organismu. Tyto
metabolity hraji dulezitou roli v regulaci krevniho tlaku, zanétlivych reakcich organismu,
regulaci vylu¢ovani sodiku a dalSich dilezitych fyziologickych procesech (Roman R.J.,

2002; Sarkis A. et al., 2004; Fleming 1. a Busse R., 2006).

Fosfolipidy

Kyselina arachidonova

[ Cyklooxygenaza . ] B
Cytochromy P450 (COX-1, COX-2) Lipoxygeniza
Epoxygendzy w-hydroxylazy
5,6-EET 19,20-HETE PGH, HETEs
8,9-EET
11,12-EET
14,15-EET

PGl PGE: TEA; LXs LTs
PGFa
PGD:

Obr. 2 Drahy metabolitd kyseliny arachidonové.

1.6.3.1 Epoxyeikosatrienové kyseliny (EETS)

EETs jsou parakrinni latky s vyznamnymi vazodilatatnimi a natriuretickymi
ucinky. Epoxygenazy zodpovédné za tvorbu EETs patii do tfid CYP2C a CYP2J a jsou
produkovany endoplasmatickym retikulem (Capdevila J.H. a Falck J.R., 2002). Na kostru
arachidonové kyseliny navazuji jednu epoxidovou skupinu a podle umisténi epoxidové
skupiny rozliSujeme Ctyii regioizomery: 5,6-EETs, 8,9-EETs, 11,12-EETs a 14,15-EETs
(Capdevila J.H. a Falck J.R., 2001).
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Obr. 3 Jednotlivé EETs.

Jsou produkovany buitkami endotelu a predpokladda se, Zze predevSim piisobi na
hladkou svalovinu cév. Jejich uc¢inek je hlavné autokrinni a parakrinni. Hlavni limitaci
biologického uc¢inku EETs v organismu je jejich rychlé odbouravani solubilni epoxidovou
hydroldzou (sEH) na biologicky fakticky neuc¢inné dihydroxyeikosatrienové kyseliny
(DHETES) (Zeldin D.C., 2001; Sudhahar V. et al., 2010). Vyjimku tvoii 5,6-EETs, které
jsou z velké €asti rezistentni proti u¢inku sEH (Morisseau C. a Hammock B.D., 2005;

Nayeem M.A. et al., 2010).
U¢inky EETs

Regulace napéti cévniho endotelu

EETs (ptedev§im 14,15-EETs a 11,12-EETs) jsou hojné¢ syntetizovany
v endotelidlnich buiikach. Pisobenim bradykininu, acetylcholinu nebo napétového stresu
dochazi k jejich uvolnéni do okoli bun¢k (Campbell W.B. et al., 1996; Huang A. et al.,
2005; Campbell W.B. a Falck J.R., 2007). EETs poté pusobi na buiiky hladké svaloviny,
vnichz navazanim G-proteinu aktivuji kalcium-dependentni K' kanaly (Li P.L. a
Campbell W.B., 1997; Gauthier K.M. et al., 2005). Nasledné dochdzi k vystupu K"
z bunky, tim padem hyperpolarizaci membrany a tim relaxaci svalové buiiky. Na tomto
principu je zaloZen vazodilata¢ni potencial EETs (Roman R.J., 2002; Fleming 1. a Busse
R., 2006; Spector A.A. a Norris A.W., 2007). U potkant byl tento vazodilata¢ni ucinek

pozorovan v rendlnim fecisti (Imig J.D. et al., 1996).
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Vyluéovani sodiku

V ptipadé ptusobeni EETs na vylu¢ovani sodiku byla doloZena ptedevs§im aktivita
11,12-EETs (Imig J.D. et al., 1996). Na mysich, potkanich i1 krali¢ich modelech bylo
prokazano, ze 11,12-EETs blokuji epitelialni vapnikovy kanal (ENaK) v kortikalnim
sbérmém kanalku (Capdevila J.H. a Wang W., 2013; Wang W.H. et al., 2014). Tim
zabrafiuji zpétnému vychytavani Na™ v této &asti glomerulu a tudiz pfispivaji ke zvysené
natriuréze a s ni spojenému snizovani krevniho tlaku. K dalsimu vylu¢ovani Na" piispivaji
EETs tim, ze v proximalnim tubulu inhibuji Na'/H" vyménik (NHE-3) (Staudinger R. et
al., 1994; Imig J.D., 2000; Roman R.J., 2002; Dos Santos E.A. et al., 2004; Wei Y. et al.,
2004 a 20006).
Regulace krevniho tlaku

Diky vySe zminénym schopnostem EETs relaxovat hladké svalové bunky (tim
snizovat konstrikci cévniho endotelu) a zvySovat natriurézu v ledvinach byl predpokladan i
jejich antihypertenzni potencial. Ve studiich, kde byla u hypertenznich potkanich modeli
(spontalné hypertenzni potkani, potkani krmeni vysoko-tukovou dietou) zablokovana dréha
degradace aktivnich EETs inhibici sEH, byl tento jejich Gi¢inek pozorovan (Jung O. et al.,
2005; Huang H. et al., 2007). Problematika EETs byla (a stale je) intenzivn¢ studovana a
celd fada nedavnych studii (véetné ¢lankd nasi skupiny) prokdzala, Ze snizena tkanova
dostupnost EETs v dusledku zvysené aktivity sEH vyznamnym zplsobem pfispiva
k patofyziologii hypertenze a hypertenznimu organovému poskozeni (Imig J.D., 2010 a
2012; Honetschligerova Z. et al., 2011[a] a 2011[b]; Neckat J. et al., 2012; Cervenka L. et
al., 2018).
Kardioprotektivni u¢inky

Gen CYP2J2 koduje hlavni epoxygendzu zodpovédnou za produkci EETs
v bunikach lidského srdce (Wu S. et al., 1996). U transgennich mysi se zvySenou expresi
tohoto genu (CYP2J2-TG) byl pozorovan protektivni ucinek viac¢i arytmii
u hypertrofického srdce. Dale pak zvySena exprese CYP2J2 snizovala citlivost vici
komorové tachykardii pfi tlakovém pietiZzeni srdce a potlatovala indukovatelnost silové
fibrilace pfi P-adrenergni stimulaci (Westphal C. et al.,, 2013). U jiného modelu
transgennich mysi (SEH knock-out mysi) byl pozorovan pozitivni U¢inek na regeneraci
srdecniho svalu po ischémii a na rozsah ischemicko-reperfuzniho poskozeni (Chaudhary
K.R. etal., 2013).

Také na dalSich mySich, potkanich, krali¢ich a psich modelech byl prokazan

pozitivni vliv EETs na rozsah infarktu myokardu, na regeneraci myokardu po ischémii
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(Nithipatikom K. et al., 2006; Seubert J.M. et al., 2006; Gauthier K.M. et al., 2007; Neckar
J. et al., 2018) a zmirnéni ischemicko-reperfizniho poskozeni (Seubert J.M. et al., 2004 a
2006; Nithipatikom K. et al., 2006). Uginek EETs se pravdépodobné odehrava pies ATP
senzitivni K~ kanaly, Ca®" aktivované K kanaly a PI3K, jak bylo prokdzano pouZitim
specifickych inhibitord (Gross G.J et al., 2013; Chaudhary K.R., et al., 2013; Westphal C.
et al., 2013). Dalsim kardioprotektivnim t¢inkem, ktery byl popsén, je schopnost EETs
vyznamné prispét k angiogenezi a tim k zotaveni postinfarktové srdecni tkané (Zhao Q. et
al., 2018).
Kancerogeneze

O néco méné pozitivni se ukdzala schopnost EETs indukovat angiogenezi pies
VEGF (vaskularni endotelialni riistovy faktor) 1 u patologickych jevi, jako je vaskularizace
tumoru (Yang S. et al.,, 2009). Schopnost indukovat angiogenezi i unador obratila
pozornost mnoha pracovist na roli EETs v samotném nddorovém onemocnéni. Byla
popsana stimulacni schopnost EETs na nadorovy rust a zaroven byla prokazana zvysena
exprese CYP2J2 v mnoha typech nadort u zvifecich modelt (Jiang J.G. et al., 2007; Yang
S. etal., 2009; Pozzi A. et al., 2010; Skrypnyk N. et al., 2014).
Protizanétlivé ucinky

Kromé vyse zminénych kardio a renoprotektivnich ucinka byly u EETs pozorovany
také zajimavé protizdnétlivé G¢inky. At uz u transgennich zvifat se zvySenou expresi
CYP2J2 nebo usEH knock-out zvifat byla v reakci na stimulaci tkdn€ endotoxinem
pozorovana snizend zanétlivda odpovéd’ ve srovnani s kontrolnimi skupinami (Deng Y. et
ucinek EETs spociva ve sniZzené aktivaci nuklearniho faktoru kappa B (NF-«xB) signalni
dréhy, e-selektinu a monocytického chemoatraktorniho proteinu 1 (MCP-1) (Oni-Orisan A.
ktera studovala protektivni protizanétlivy u¢inek 14,15-EETs na plicni endotelialni bunky
vystavené kondenzatu cigaretového kouie a tim 1 naslednému riziku rozvinuti chronickeé
obstrukéni plicni nemoci (CHOPN). Ve studii bylo prokdzano, Ze 14,15-EETs tlumily
zanétlivou reakci ubunécné linie plicniho epitelu v reakci na cigaretovy koufovy
kondenzat. Princip mechanismu je vysvétlovan pozorovanou zvySenou expresi Nrf-2
(nuclear erythroid-related factor-2). Tento gen je zodpovédny za regulaci skupiny genii

W

s antioxida¢nimi a protizanétlivymi funkcemi (Li Y. et al., 2016).
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1.6.3.2 20-hydroxyeikosatetraenova Kyselina (20-HETE)

Na rozdil od EETs neni vazoaktivni G¢inek 20-HETE tak jednostranny. U 20-HETE
se daji pozorovat ucinky obojiho typu, jak vazokonstrikéni, €ili prispivajici k hypertenzi,
tak natriuretické, které¢ naopak pomahaji hypertenzi zmirovat. Proto také studium tc¢inku

20-HETE na regulaci krevniho tlaku neni nijak jednoduché.

COOH
20-HETE

Obr. 4 20-hydroxyeikosatetraenova kyselina.

Predpoklada se, ze v perifernim cévnim a rendlnim fecisti prevlada vazokonstrikéni
efekt 20-HETE, pfi¢emz v ledvindch zplsobuje 20-HETE navic i natriurézu. Nelze tudiz
tak jednoznac¢né tvrdit, jak tomu bylo u EETs, Ze zvySeni ¢i naopak sniZzeni koncentrace
20-HETE pozitivné ¢i negativné ovlivni vysi krevniho tlaku. 20-HETE ma dva hlavni typy
ucinki: vaskularni a rendlni.

Vaskularni u¢inky 20-HETE

Bylo prokazano, ze 20-HETE je vyznamna vazokonstrikéni latka v perifernim a
obzvlaste v renalnim fecisti (zde preferencné zpiisobuje vazokonstrikci aferentni arterioly
snaslednym poklesem glomerularni filtrace). Odpovédny mechanismus za tuto
vazokonstrikci je nyni zndm. 20-HETE blokuje sodikem aktivované draslikové kandly a
zvySuje vodivost kalciovych kanald L-typu, coZ oboji ve svém dusledku zplsobi vzestup
intracelularni koncentrace Ca®" a depolarizaci hladkych svalovych bundk s naslednou
vazokonstrikci (Zou A.P. et al., 1996[a]; Williams J.M. et al., 2010).

20-HETE zvySuje citlivost tubuloglomerularni zpétné vazby, coZz sekundarné
pfispivd  k zachovani snizené¢ glomerularni filtrace ledviny vyvolané primarné
vazokonstrikénim ufinkem 20-HETE na aferentni arteriolu, coz ve svém dasledku
podporuje retenci sodiku (Zou A.P. et al., 1994; Roman R.J., 2002).

Bylo rovnéz prokéazéano, Ze 20-HETE kromé vlastnich pfimych vazokonstrikénich
ucinkll vyznamné potencuji vaskularni reaktivitu pro ANG II a endothelin-1 (ET-1), ¢imz
dale ptispivaji k vazokonstrikci v odporovém a renalnim fecisti (Imig J.D. et al., 2000;

Alonso-Galicia M. et al., 2002).
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Minimalné u tfech experimentalnich modeld hypertenze, a to u genetického modelu
spontann¢ hypertenzniho potkana (SHR), u modelu androgen-indukované hypertenze a
modelu ANG II-infundovanych hypertenznich potkanii, byla prokazana zvySena
koncentrace 20-HETE v perifernim a renalnim fecisti (Alonso-Galicia M. et al., 2002;
Singh H. et al., 2007). Navic u téchto modelt bylo zjisténo, ze chronicka farmakologicka
blokada tvorby 20-HETE, ktera prokazatelné snizuje vaskuldrni koncentrace 20-HETE,
vykazovala vyznamné antihypertenzni u¢inky (Joly E. et al., 2006; Kaergel E. et al., 2002).
V neposledni fad¢ existuji studie, které velice piesvédciveé dokazuji, ze ANG II stimuluje
tvorbu 20-HETE v perifernim a renalnim feciSti a Ze prave tato zvySena vaskuldrni
produkce 20-HETE je z velké c¢asti odpovédna za dlouhodobé prohypertenzni tcinky
ANG II umodelli hypertenze, kde je riznymi mechanismy aktivovan RAAS (Williams
J.M. et al., 2010; Cheng J. et al., 2012). VSechny tyto vysledky pomémé jednoznacné
sveéd¢i o prohypertenznich ucincich 20-HETE a po dlouhou dobu byla 20-HETE takto
vnimana, avsak tento pohled opomijel jeji rendlni G¢inky.

Renalni uéinky 20-HETE

20-HETE inhibuje reabsorpci sodiku v proximdlnim tubulu mechanismem tlumicim
aktivitu Na'™-K" ATPazy (Quigley R. et al., 2000; Roman R.J., 2002). 20-HETE také
inhibuje reabsorpci sodiku v Henleové klicce mechanismem, ktery primarné blokuje
draslikovy kanal v luminalni membrang, coz sekunddrné zpdsobuje Gtlum Na'-K'-2CI
kotransportéru v tlusté ¢asti vzestupného raménka Henleovy klicky (Wang W.H. et al.,
1996; Roman R.J., 2002).

U genetického modelu sil-senzitivni hypertenze (kmene Dahl sll-senzitivnich
potkanll) byl prokazan deficit v intrarendlni produkci 20-HETE v oblasti vzestupného
raménka Henleovy klicky a také bylo prokazéano, Ze tento deficit pfispivd ke zvySené
tubuldrni reabsorpci sodiku v této oblasti nefronu udaného kmene ve srovnani
s kontrolnim (tj. stl-rezistentnim) kmenem (Zou A.P. et al., 1996[b]). Rovnéz bylo
prokézéno, ze chronickd farmakologicka blokada intrarenalni tvorby 20-HETE zhorSila
fungovani tlakové-natriuretického mechanismu ledviny a nésledné zhorsila rozvoj sil-
senzitivni formy hypertenze u ptvodné sil-rezistentniho kmene Dahlovych potkani
(Hoagland K.M. et al., 2003[a] a 2003[b]). Naopak, bud’ geneticky nebo farmakologicky
navozené¢ zvySeni intrarendlni koncentrace 20-HETE zlepSilo fungovani tlakove-
natriuretického mechanismu ledvin a zmirnilo rozvoj hypertenze u sil-senzitivniho kmene
Dahlovych potkanti (Alonso-Galicia M. et al., 1998; Hoagland K.M. et al., 2003[a] a
2003[b]; Williams J.M. et al., 2012). VSechny tyto vysledky souhrnné ukazuji, ze na
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urovni ledvin plisobi 20-HETE vyznamné natriureticky a to svéd¢i pro antihypertenzni
ucinky, tedy minimalné u modelii stil-senzitivni hypertenze.

Na zéklad¢ soucasnych znalosti je patrné, ze 20-HETE ma na jedné strané Gc¢inky,
které pfispivaji k rozvoji hypertenze, tzv. prohypertenzni, a to zejména vazokonstrik¢ni
ucinky 20-HETE na cévni tonus a tubuloglomerularni zpétnou vazbu, a na druhé strané¢
maji uinky, které brani rozvoji hypertenze, a to piredevSim natriuretickymi u¢inky 20-
HETE na urovni nefronu ledvin.

Stejné jako u ptedchazejicich EETs je i tento metabolit kyseliny arachidonové
davan do souvislosti s nddorovym onemocnénim (pifedevsim se vznikem metastdz), a to
op¢t predevsim schopnosti angiogeneze (Chen P. et al., 2005). Kromé podpory tvorby
novych cév zfejmé 20-HETE pfispiva k samotné proliferacni schopnosti rakovinové tkané.
Naptiklad, pokud byly bunky lidského gliomu geneticky upraveny tak, aby se zvysila
exprese CYP4A (enzymu zodpovédného za tvorbu 20-HETE) a tim i koncentrace 20-
HETE ve tkani, doslo ke stimulaci proliferace. Pokud byla poté tato tkan transplantovana
do mozkt potkani, byl u nich pozorovan desetindsobné vétsi tumor, nez u zvifat, kterym

byly implantovany butiky gliomu bez tpravy (Guo A.M. et al., 2008).
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3.1

3.2

3.3

Hypotéza dizertacni prace

Nase studie byly zalozeny na hypotéze, ze abnormality v produkci a zaroven funkci
metaboliti kyseliny arachidonové, vznikajici cestou cytochromu P450, vyznamnym

zpusobem pfispivaji k patofyziologii angiotenzin II-dependentni formy hypertenze.

Cile dizertacni prace

Zjistit, zda zvySeni biologické dostupnosti EETs zptsobené blokadou solubilni
epoxidové hydrolazy zmirni rozvoj angiotenzin II-dependentni formy hypertenze a
pridruzeného hypertenzniho orgdnového poskozeni.

Zjistit, zda 1éCba pomoci analogu epoxyeikosatrienovych kyselin (EET-A) zmirni
rozvoj angiotenzin II-dependentni formy hypertenze a ptidruzeného hypertenzniho
organového poskozeni.

Zjistit, zda farmakologicky navozené zvysSeni intrarendlnich koncentraci 20-HETE
zmirni rozvoj angiotenzin II-dependentni formy hypertenze a pfidruzeného

hypertenzniho organového poskozeni.
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4  Metody a material

4.1 Pokusna zvirata

4.1.1 TGR(Ren2)27 potkani

TGR(Ren2)27 potkani byli prvnim transgennim potkanim modelem pro vyzkum
hypertenze. Vytvorila je laboratoi prof. Mullinse metodou mikroinjekce DBA/2J Ren2
useku transgenni DNA (mysi gen pro renin) do zralého Cerstvé oplodnéného oocytu
Hannover Sprague-Dawley potkana (dale jen HanSD) (Mullins J.J. et al., 1990). Takto
upravené oocyty transplantovali do ndhradnich samic (Langheinrich M. et al., 1996).
Narozené potomstvo nasledné otestovali, zda doslo k Gispésnému zaclenéni cizorodé DNA
do potkaniho genomu. Tato homozygotné transgenni zvifata ve Ctyfech tydnech véku
zacnou rozvijet hypertenzi, kterd dosahuje svych maximalnich hodnot v devatém tydnu
veéku zvitat (az 300 mmHg systolického krevniho tlaku) (Mullins J.J. et al., 1990). Tito
potkani se pfedevsim pouzivaji jako model levostranného srde¢niho selhani, ke kterému
obvykle dochdzi brzy po dosazeni maximalnich hodnot tlaku (De Boer R.A. et al., 2004).

Pro nase pokusy jsme pouzivali zvifata heterozygotni, kterd vznikla zkiizenim
homozygotniho TGR(Ren2)27 samce s transgen-negativni HanSD samici. Heterozygotni
zvitata vykazuji mirnéjs$i klinické symptomy, tlak ve véku deviti tydni dosahuje
maximalné 240 mmHg a nedochézi u nich zéhy k srde¢nimu selhani. Vlozeny gen Ren2 je
lokalizovan na autozému, tudiz hypertenzi trpi samci 1 samice. Nicméné byl v mife
zavaznosti hypertenze vyrazny dimorfismus. Samci rozvijeji hypertenzi praimérné o 30—40
mmHg vyssi (Opocensky M. et al., 2004). Tato skute¢nost podporuje teorii stimula¢niho
vlivu androgenti na RAAS (Langheinrich M. et al., 1996; Engler S. et al., 1998). Ve snaze
predejit vykyviim ve sledovanych parametrech vlivem estralnich cyklti samic, pouzivali
jsme v naSich pokusech vyhradné samce.

VSechna zvifata byla chovdna na zéklad¢ platnych smérnic a zavedené praxe
v Centru experimentalni mediciny IKEM a pochazela z chovnych pari poskytnutych Max
Delbriick Center for Molecular Medicine (Berlin, Némecko). Zvitata byla chovana v cyklu
svétlo/tma (12 h svétlo a 12 h tma) a krmena standardni normoslanou dietou (0,45% NaCl,

19-21% obsah proteintl) pro laboratorni potkany vyrobenou firmou SEMED (Praha, CR).
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4.1.2 TGR(CYP1lal-Ren2) potkani

V roce 2001 vytvofila skupina prof. Mullinse dalsi potkani model hypertenze tzv.
TGR(CYPlal-Ren2) potkany. Do DNA potkana byl opét vlozen gen pro mysi renin Ren2
s tim rozdilem, ze byl jesté pied néj umistén CYPlal promotor. Tento promotor neni
kontinualn¢ exprimovéan, i kdyz katalyzuje oxidaci velkého mmnozstvi endogennich
lipofilnich sloucenin a xenobiotik, ale jeho produkce roste v pfitomnosti rtiznych aryl-
uhlovodikt, napt. indol-3-karbinolu (I3C) (Mitchell K.D. et al., 2006). I3C se pfirozen¢
vyskytuje v rostlinach z ¢eledi brukvovitych — Brassicaceae (Minich D.M. a Bland J.S.,
2007). Toto usporadani umoziiuje u tohoto kmene fidit expresi vlozeného transgenu
aktivaci promotoru podadnim wurcité latky v diet¢ (Kantachuvesiri S. et al.,, 2001).
Transgenni renin Ren2 byl vloZzen do Y-chromozému, tudiz jsou jeho nositeli pouze samci.

V naSich pokusech jsme zvifatim indukovali hypertenzi pfidanim indol-3-
karbinolu (0,3% I3C) do standardni diety. Potkani jiz ¢tvrty den od zacatku indukce zacali
vykazovat klinické ptiznaky vazné hypertenze (ubytek véhy, polyurie) a po tydnu indukce
jiz dosahovali hodnot kolem 200 mmHg stfedniho arterialniho tlaku (MAP). Tento
chorobny stav si zvifata udrZela po celou dobu administrace I3C v dieté. Po odebrani I13C
z potravy potkantim by tlak postupné opét klesal az k normotenznim hodnotam, pokud jiz
béhem hypertenzni periody nedoslo k vaznému organovému poskozeni. V neptfitomnosti
I3C v potravé byla zvifata zcela normotenzni, nevykazovala Zadné znamky onemocnéni a
slouZzila jako normotenzni kontroly (Kantachuvesiri S. et al., 2001).

VsSechna zvifata byla chovdna na zaklad€ platnych smérnic a zavedené praxe
v Centru experimentalni mediciny IKEM a pochazela z chovnych part poskytnutych
Center of Cardiovascular Science (University of Edinburgh, UK). Zvifata byla chovéna
v cyklu svétlo/tma (12 h svétlo a 12 h tma) a krmena standardni normoslanou dietou
(0,45% NaCl, 19-21% obsah proteinil) pro laboratorni potkany vyrobenou firmou SEMED
(Praha, CR).

4.2 Chemikalie a metody

cAUCB: inhibitor sEH (cis-4-[4-(3-adamantan-1-yl-ureido)cyclohexyloxy]
benzoova kyselina). Roztok inhibitoru jsme pfipravili rozpusténim 26 ml krystalického
cAUCB v 5 ml etanolu (Penta, Praha, CR) a 150 mg (2-hydroxypropyl)-p-cyclodextrinu
(Sigma-Aldrich, Praha, CR). Do roztoku jsme pfidali hydrogen uhli¢itan sodny (3 ml1™")
pro zachovani zasaditého pH roztoku. Poté jsme roztok 5 min sonikovali. Roztok byl

podavan v pitné lahvi ad libitum. Tento protokol pfipravy 1 davka byl pouzivan jiz v naSich
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predeslych studiich (Honetschldgerova Z. et al., 2011[a] a 2011[b]; Sporkova A. et al.,
2011), v nichz jsme si ovéfili, Ze je koncentrace cAUCB pro maximalni antihypertenzni
ucinek dostatecna.

fenofibrat: komer¢ni nazev Lipanthyl 267M (Laboratories Fournier S.A., Dijon,
Francie) jsme u vybranych skupin potkant pfimichali do standardni diety v koncentraci
3,2 g fenofibratu/1 kg diety. Monitorovali jsme jak télesnou hmotnost, tak mnozstvi
zkonzumované potravy, abychom si byli jisti, Ze potkani piijimali denni davku fenofibratu
v koncentraci 188 +2,9 mg fenofibratu/kg hmotnosti zvifete. Tato dévka jiz byla
odzkousena piedeslymi studiemi jakozto dostacujici pro ti€innou aktivaci CYP4A enzymu
(Wilson T.W. et al., 1998; Shatara R.K. et al., 2000).

dieta s indol-3-karbinolem: standardni dieta s obsahem 0,3% indol-3-karbinolu
byla pfipravena firmou SEMED (Praha, CR).

analog 14,15-epoxyeikosatrienové kyseliny (EET-A): chemicky vzorec je sodium
2-(Z-(13-(3-pentyl)ureido)-tridec-8-enamido) malonat a v pfedeslych studii bylo
prokazéano, ze je vhodny pro in vivo experimenty (Imig J.D. et al., 2010). EET-A jsme
podavali v pitné vod& v koncentraci 10 mg.kg" tlesné hmotnosti. Tato koncentrace byla
diive ovétena jako ucinnd farmakokinetickymi a nasledné in vivo studiemi (Falck J.R. et
al., 2009; Imig J.D. et al., 2010; Hye Khan M.A. et al., 2014). Navic nase predbézna data
ukazovala, ze tato ddvka je dostate¢na pro dosazeni plasmatické koncentrace EET-A ICsy.
EET-A analog byl vytvoten firmou J.R.F.’s laboratory.

inhibitor ACE (ACEi): pro inhibici angiotenzin konvertujictho enzymu jsme
pouzili bézné dostupné a klinicky uzivané farmakum Gopten 2 mg (Abbot, Praha, CR).
Utinnou latkou je trandolaprilum. Lé&ivo jsme podavali potkant v pitné vodg, ad libitum,
v koncentraci 6 mg/l. Jak vysledky této prace potvrdily, davka byla dostatecna pro plnou
blokadu rozvoje hypertenze u TGR(CYP1al-Ren2) potkanti po indukci hypertenze 13C.

4.2.1 Stanoveni hodnot ANG II, EETs, DHETESs, 20-HETE v plasmé a ledviné
Zvitata jsme usmrtili dekapitaci a ihned jsme jim odebrali plnou krev do
pfedchlazené zkumavky (4 °C) obsahujici inhibitory (5 mmol/l EDTA, 10 pmol/l
pepstatinu, 1,25 mmol/l 1,10-phenanthrolinu). 1zolované ledviny jsme osusili a zvazili.
Tkéan z jedné ledviny jsme pouZili pro stanoveni koncentrace ANG II. Ledvinu jsme
homogenizovali v pfedchlazeném metanolu. Vzorky krve i homogenizované tkané jsme
centrifugovali 10 min pifi 3000 x g a 4°C. Oddélenou plasmu jsme vysrazeli

v ptedchlazeném etanolu (4 °C) a centrifugovali jsme ji 10 min 3 000 x g pii 4 °C.
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Supernatanty jsme vysusili ve vakuové centrifuze (SpeedVac Concentrator SPD101B,
Savant Instruments, New York, USA) a ulozili do —80°C pro dal§i zpracovani.
Plasmatickou a renalni koncentraci ANG II jsme zméfili radioimunologicky pomoci
komeréniho kitu (Euro-Diagnostika Co., Malmo, Svédsko) (Kopkan L. et al., 2005;
Vanourkova Z. et al., 2006; Huskova Z. et al., 2010). Koncentrace EETs, DHETEs a 20-
HETE v ledvinové kife jsme nechali stanovit metodou vysokotlaké kapalinové
chromatografie (HPLC — MS/MS) (Imig J.D. et al., 2005; Huang H. et al., 2007) firmou
Lipidomix GmbH (Berlin, Némecko).

4.2.2 Stanoveni koncentrace albuminu v moci
Koncentraci albuminu v mo¢i potkant jsme méfili pomoci komeréné doddvaného

kitu Rat Albumin ELISA Kit (AssayMax TM, St. Charles, MO, USA).

4.2.3 Stanoveni genové exprese sledovanych genii

Celkovou RNA jsme extrahovali z jaterni tkdn¢ pomoci RNAzol® RT (Molecular
Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA) podle pokynl vyrobce. Cistotu a koncentraci
RNA jsme stanovili pomoci spektrofotometru (DeNovix, Inc., Wilmington, DE, USA).
Nejprve jsme celkovou RNA pievedli reverzni transkripci do cDNA a poté jsme stanovili
relativni expresi kvantifikaci za pouziti kitu One Step SYBR® PrimeScriptTM RT-PCR
Kit II (TAKARA BIO INC, Shiga, Japonsko) v celkovém objemu 20 pl. VSechny vzorky
byly analyzovany v tripletech. Primery byly navrZeny softwarem Primer3 (verze 4.0.0)

(Koressaar T. a Remm M., 2007; Untergasser A. et al., 2012).

Sekvence primeri byly:

CYP4A: foward 5'- CTCTTACTTGCCAGAATGGAG -3’
reverz 5'- GACTTGGATACCCTTGGGTA -3’

CYP2C23:  foward 5'- GATGCTGTCTTCCGTCATGC -3’
reverz 5'- GTAATAGGCTTGATGTCAAG -3°

Ren2: foward 5'- GCCTCAGCAAGACTGATTCC -3’
reverz 5'- ATATTCATGTAGCTCTTCCC -3’

Mas-r: foward 5'- CATCTCTCCTCTCGGCTTTG -3°
reverz 5'- CCTCATCCGGAAGCAAAGG -3’

ACE: foward 5'- TCCTATTCCCGCTCATCTGC -3’

reverz 5'- CCAGCCCTTCTGTACCATT -3°
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ACE2: foward 5'- GAATGCGACCATCAAGCGTC -3’
reverz 5'- CAAGCCCAGAGCCTACGAT -3’

AT1(a+B): foward 5'- CCAAGATGACTGCCCCAAG -3’
reverz 5'- ATCACCACCAAGCTGTTTCC -3’

[-aktin: foward 5'- TGACTGACTACCTCATGAAGA -3’
reverz 5'- CACGTCACACTTCATGATG -3°

PCR amplifikace jsme provadéli s pouzitim ViiA™7 Real-time PCR systému
(Applied Biosystems, Life Biotechnology, Carlsbad, CA, USA) podle reak¢nich parametrt
doporucenych vyrobcem, za pouziti 100 ng RNA na reakci. Jako endogenni kontrolni gen
jsme pouzili B-aktin a negativni kontroly obsahovaly vodu misto cDNA. Ve vSech
experimentech byla vypoltena relativni exprese genu metodou 2°Ct, ktera je &asto
pouzivanou metodou pro relativni kvantifikaci v experimentech qPCR (Winer J. et al.,
1999; Schmittgen T.D. et al., 2000; Livak K.J. a Schmittgen T.D., 2001).

Ct (prahovy cyklus) je cyklus, pfi kterém hladina fluorescence dosahne urcité
hodnoty (prah). Tato metoda pifimo vyuziva Ct informace generované ze systému qPCR
pro vypocet relativni genové exprese v cilovych a referencnich vzorcich s pouzitim
referencniho genu jako normalizatoru. Za normalizatory byly pouzity housekeeping geny,
jako je B-aktin (GAPDH, 18S rRNA), protoze jejich hladiny exprese zlstavaji relativné
stabilni v reakci na jakoukoli 1é€bu (Livak K.J. a Schmittgen T.D., 2001; Bas A. et al.,
2004; Morse D.L. et al., 2005). Kone¢né vysledky jsme vyjadfili jako n-nasobny rozdil

v genové expresi mezi B-aktinovou mRNA a kalibraéni mRNA takto:

nasobek genové exprese = %/—(AACt)

kde ACt hodnoty kazdého vzorku a kalibratoru byly stanoveny odectenim primérné

hodnoty Ct mRNA B-aktinu od primérné hodnoty Ct cilového genu.

4.2.4 Stanoveni proteinové koncentrace CYP4A, CYP2C23 epoxygenazy a sEH
v ledvinové ke
Proteinovou expresi CYP4A, CYP2C23 a sEH (protilatky: ab140635, ab53944,
ab96695, ABCAM, Cambridge, UK) jsme stanovili metodou Westernblot (Zhao X. et al.,
2004; Ai D. et al., 2007; Huang H. et al., 2007) pomoci chemiluminiscen¢niho ¢inidla ECL
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(GE Heatlhcare, Little Chalfont, UK). Bloty jsme nasnimali luminiscen¢nim analyzatorem
(LAS-33 3000, FUJI PHOTO FILM CO, Tokyo, Japonsko). Denzitometricky jsme
zhodnotili intenzitu jednotlivych vzorkl a normalizovali jsme s kontrolnim proteinem [-

aktinem (protilatka: ab8227, ABCAM, Cambridge, UK).

4.2.5 Stanoveni plasmatické reninové aktivity

Ziskanou plasmu jsme analyzovali pro stanoveni reninové aktivity metodou
nepiimé radioimunoanalyzy dle instrukci dodavatele komercniho kitu (REN-CT2, CIS Bio
International, Saclay, Francie). Vysledky byly vyjadfeny jako ng/ml/h z vytvoreného
ANG I (Véniant M. et al., 1995; Campbell D.J. et al., 2009).

4.2.6 Stanoveni nitrati/nitrit v moci
Koncentraci nitratd/nitritd  (Nox) jsme zméfili kolorimetricky za pouziti

komeréniho kitu (Assay design, Ann Arbor, MI, USA).

4.2.7 Priprava materialu na histologické vySetreni
Ledvinovou tkan jsme fixovali ve 4% paraformaldehydu a parafinu, rozd¢lili jsme

jina4 um tizky a obarvili pro demonstraci glykogenovych a kolagenovych depozit.

4.2.8 Stanoveni miry glomerulosklerotického postiZeni

Nahodné jsme vybrali sto nabarvenych glomerull a stupen glomerularniho
poskozeni jsme stanovili semikvantitativni metodou bodovani (Maric C. et al., 2004):
stupent 0, normalni glomeruly; stupeni 1, sklerotickd oblast az 25% (minimalni skler6za);
stupent 2, sklerotickd oblast 25-50% (stfedni sklerdza); stupenn 3, sklerotickd oblast 50—
75% (stfedné tézka skleroza); stupenn 4, skleroticka oblast 75-100% (tézka sklerdza).

Glomeruloskleroticky index (GSI) jsme vypocetli pouzitim nasledujiciho vzorce:

(1 xnl) + (2 xn2) + (3 xn3) + (4 X n4)

| =
GS n0 + n1 + n2 + n3 + n4

kde nx je pocet glomerull vkazdém stupni glomerulosklerdézy. Tuto analyzu proved]

pozorovatel bez znalosti rozd€leni zvirat do lé€enych/nelécenych skupin.
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4.2.9 Stanoveni miry tubulointersticidlniho poSkozeni

Kortikalni tubulointersticidlni poskozeni jsme hodnotili dle definice prof. Nakana
pro hodnoceni miry zanétlivé bunécné infiltrace, tubularni dilatace, atrofie a intersticialni
fibrozy (Nakano Y. et al., 2008). Miru poskozeni jsme stanovovali semikvantitativné
pomoci nasledujici stupnice: stupen 0, zddné abnormalni nalezy; 1, mirny (<25 % kry); 2,
sttedni (25-50 % kiry); 3, tézké (>50 % kury). Léze jsme hodnotili v minimalné 30

nahodnych a nepiekryvajicich se polich ledvinové kury.

4.2.10 Statisticka analyza

Vsechny hodnoty jsme vyjadfili jako pramér + SEM. VSechny vysledky jsme
zpracovali za pomoci programu Graph-PadPrism7 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) pomoci Student’s t-testu, Wilcoxonova testu pro neparova data, poptipadé metodou
jednocestna  ANOVA. Ke statistickému vyhodnoceni v ramci skupin jsme pouzili
dvoucestnou metodu ANOVA pro opakovana mefeni pomoci Tukey-Kramerova testu (pro
analyzu autoregulace pratoku krve ledvinou (renal blood flow; RBF) a glomerularni
filtrace (glomerular filtration rate; GFR). Hodnoty ptekracujici 95% hranici

pravdépodobnosti (p < 0,05) jsme povazovali za statisticky vyznamné.
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S5  Antihypertenzni ucinek inhibice solubilni epoxidové

hydrolazy u TGR(Ren2)27 potkani

Védecké studie za posledni tii desetileti zjistily, ze EETs maji vyznamné biologické
ucinky na regulaci cévniho tonu a zejména na kontrolu renalniho tubularniho transportu
sodiku (Roman R.J., 2002; Campbell W.B. a Fleming 1., 2010; Imig J.D. et al., 2012). Bylo
prokdzano, ze EETs zpisobuji vazodilataci stimulaci vapnikem fizenych draslikovych
kanalt (Li P.L. a Campbell W.B., 1997; Roman R.J., 2002; Campbell W.B. a Fleming .,
2010). EETs jsou také povazovany za dalsi z endotelin odvozenych hyperpolariza¢nich
faktort, které zprosttedkovavaji vazodilataci zcela nezavislou na prostaglandinech a oxidu
dusnatém. Jejich plisobeni je zcela protichidné vazokonstrikénimu uéinku ANG 11
(Kohagura K. et al., 2000; Wang D. et al., 2003; Lee C.R. et al., 2010; Imig J.D., 2012).
Antihypertenzni potencial EETs je limitovan jejich rychlym odbourdvanim solubilni
epoxidovou hydroldzou (sEH). Tento enzym pfeménuje bioaktivni EETs na
dihydroxyeikosatrienové kyseliny (DHETEs) s témét nulovou aktivitou (Yu Z. et al.,
2000).

V této Casti prace jsme chtéli ovéfit antihypertenzni ucinky EETs u angiotenzin II-
dependentniho potkaniho modelu hypertenze tim, ze jsme sEH inhibovali, abychom tak
dosahli zvysené koncentrace EETs v ledvinach a tim posilili jejich antihypertenzni ucinek
(Honetschldgerova Z. et al., 2011[a] a 2011[b]; Sporkova A. et al., 2011; Neckaft J. et al.,
2012). Predpokladali jsme, Ze hypertenzni zvife bude po blokadé¢ sEH vykazovat sniZeni
systétmového tlaku, a to pfedev§im diky zlepSenému fungovani tlakové-natriuretického

mechanismu ledvin.

5.1 Reakce ledvinového autoregula¢niho mechanismu priitoku krve
ledvinou (RBF), glomerularni filtrace (GFR) a vylucovani sodiku

na snizeny arterialni tlak

5.1.1 Experimentalni protokol
V pokusu jsme pouzili 86—-90 dni staré samce potkanii kmene TGR(Ren2)27. Jako
kontrolni zvifata jsme pouZili stejné staré samce kmene HanSD. Potkani byli rozdéleni do

osmi experimentalnich skupin. Ctyfem skupindm jsme dva dny pred zadatkem experimentu
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podali inhibitor SEH cAUCB (cis-4-[4-(3-adamantan-1-yl-ureido)cyclohexyloxy]
benzoova kyselina) o koncentraci 26 mg.l"' v pitné vods. Protokol pro testovani

autoregulacnich schopnosti ledviny byl jiz diive popsan (Wang C.T. et al., 2000) a

v pracich na$i laboratofe také opakované pouzit (Erbanovda M. et al., 2009;

Honetschldgerova Z. et al., 2011[a]; Sporkova A. et al., 2011).

Obr. STlustraéni  foto potkana pii akutnim

mé¥eni pritoku v autoregulacnim  pokusu.  Zvife lezi
a.renalis
vnark6ze na vyhfivaném stolku, ma
nasazenou aortalni svorku pro regulaci
renalniho perfuzniho tlaku, pritokovou
sondu na méteni RBF a ma katetrizovany
mocovod pro sbér moce béhem periody.

aortickd svorka

Obr. 6 Schéma izolované ledviny.

shér moce z mocovedu
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5.1.2 Chirurgicka priprava na akutni experiment s redukci RPT

Zvitata jsme na zaCatku pokusu uvedli do celkové anestézie Thiopentalem
(50 mg/kg, VUAB pharma, Roztoky, CR) a ulozili na termoregulaéni operaéni stolky. Pro
zajisténi volného dychani jsme zviteti provedli tracheostomii. Na trachealni trubicku jsme
umistili nastavec s ptivodem 95% kysliku, 5% oxidu uhli¢itého. Pravou jugularni artérii
jsme katetrizovali PE-50 katetrem za celem infuze fyziologického roztoku (0,9% NaCl,
B. Braun, Melsungen, Némecko) doplnéného o bovinni albumin (6%, Sigma Chemicals
Co, Praha, CR), abychom zajistili dostate¢né zavodnéni organismu a administraci
anestetik. Do pravé femoralni arterie v oblasti tiisla jsme zavedli PE-50 katetr pro
monitorovani krevniho tlaku béhem pokusu (PowerLab/4SP, ADInstruments, Oxford, UK)
a pro odebirdni vzorkd krve v jednotlivych experimentdlnich periodach. Zviteti jsme
izolovali levou ledvinu a na levou renalni arterii nasadili pratokovou sondu (1RB,
Transonic Systems, Altron Medical Electronic GmbH, Némecko) pro méteni prutoku krve
ledvinou. Pro sbér moc¢i béhem pokusu jsme katetrizovali levy moc¢ovod PE-10 katetrem.
Po postoperaéni ekvilibraci (50 min) jsme vymeénili potkanovi infuzni roztok s obsahem
fyziologického roztoku za roztok s albuminem a polyfruktosanem inulinem (7,5%, Inutest,
Laevosan, Linz, Rakousko), abychom mohli stanovit glomerularni filtraci v jednotlivych
Castech pokusu. M¢fili jsme 4 clearencové periody po 30 minutach, béhem nichz byl
potkanovi postupné snizovan rendlni perfizni tlak (RPT) pomoci aortalni svorky na 105
mmHg, 90 mmHg a 80 mmHg. Béhem pokusu jsme méfili potkanovi stfedni arterialni tlak,
prutok krve ledvinou a odebirali vzorky moce a krve na stanoveni hodnot glomeruldrni
filtrace, vyluCovani sodiku a mnozstvi vylou¢ené moce. Po skonceni téchto period jsme
ukon¢ili pokus predavkovanim zvifete vysokou davkou Thiopentalu, ktery zptsobil

bezbolestné a nestresujici utraceni.

5.1.3 Chirurgicka priprava na akutni experiment — kontrolni protokol

Pro stanoveni vlivu chirurgie a samotného experimentu (pfedevsim jeho délky) na
hemodynamiku ledvin jsme provedli nejprve u ¢tyf skupin zvifat kontrolni protokol, ktery
zahrnoval cely chirurgicky postup (viz kap.5.1.2) a po ekvilibraci byly méfeny také Ctyfi

clearencové periody, ale bez redukce RPT.
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Zvitata jsme rozdélili do téchto experimentalnich skupin:
1) normotenzni kontrolni protokol (n = 10)

2) normotenzni + cAUCB kontrolni protokol (n =9)

3) hypertenzni kontrolni protokol (n = 10)

4) hypertenzni + cAUCB kontrolni protokol (n=11)

5) normotenzni experimentalni protokol (n =9)

6) normotenzni + cAUCB experimentalni protokol (n =9)
7) hypertenzni experimentalni protokol (n = 12)

8) hypertenzni + cAUCB experimentélni protokol (n = 12)
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Obr. 7 Casovy zaznam priibéhu hodnot stiedniho arterialniho tlaku méfeného ve femoralni artérii (Gervena

ktivka) a pratoku krve a. renalis (modré kiivka).

Miru glomerularni filtrace jsme méfili kolorimetricky pomoci podéavaného
polyfruktosanu. Objem vylouené moce byl méfen gravimetricky sbérem béhem kazdé
sledované periody. Z téchto vzorkl jsme nasledné stanovili i mnoZstvi vylouc¢eného sodiku
metodou plamenové fotometrie (BWB-BIO Flame Photometer, BWB Technologies Ltd.

Newbury, UK). Autoregulacni index pro prutok krve ledvinou jsme vypocitali diive

[RBFZ—RBFl]
popsanou metodou dle vzorce —=BE—— (Semple S.J. a De Wardener H.E., 1959).
[(RPT2—RPT1)]

Stejného vzorce jsme pouzili 1 pro vypocet autoregulacniho indexu GFR. Hodnoty kolem
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nuly pfedstavovaly idedlni autoregulaci, ¢im byly hodnoty vyssi, tim vétSi bylo naruSeni
autoregulacniho mechanismu ledvin.
5.1.4 Vysledky

Vsechny pocatecni hodnoty (1. perioda) stfedniho arteridlniho tlaku, pratoku krve
ledvinou, glomerularni filtrace, natriurézy i frakéniho vylucovani sodiku ptfed zacatkem
cileného snizovani RPT jsme zaznamenali v tabulce 1. Dle piedpokladu, hypertenzni
neléceni potkani méli vysoky stfedni arterialni tlak a umérné tomu i vyznamné zvySenou
diurézu. Naproti tomu, hypertenzni zvifata, ktera byla pfed samotnym pokusem zalécena
inhibitorem sEH, nevykazovala zadné znamky hypertenze a stfedni arterialni tlak m¢la jen
lehce zvySeny oproti kontrolnim skupindm. Léceni hypertenzni potkani méli také
nezménéné hodnoty diurézy a oproti ostatnim skupindm vykazovali vyznamné sniZzenou
natriurézu. Samotna lécba inhibitorem neméla zadny vliv na hodnoty métené u kontrolnich

normotenznich zvifat.

Bazalni hodnoty normotenzni normotenzni hypertenzni hypertenzni

+cAUCB +cAUCB

télesna hmotnost (g) 327 +10 332+9 340 £ 11 345+ 12

MAP (mmHg) 110 + 3 113 +2 149 + 3@ 123 + 3%
GFR (ml.min™'.g™) 1,61 +0,17 1,83+ 0,19 1,93 + 0,27 1,85+0,14
RBF (ml.min".g™") 6,18 +£0,22 5,91+ 0,45 7,42 + 0,62 7,39+ 0,61
UV (umol.min™.g™) 1,09 + 0,37 0,98 + 0,35 1,75+ 0,36 0,54 + 0,09*
FEy. (%) 0,91+ 0,26 0,84 + 0,22 1,27 +0,26 0,49 + 0,08*
diuréza (ul.min".g™") 11,86 + 2,94 9,98 + 2,65 18,42 + 2,42% 9,12+ 1,49

Tab. 1 Bazalni hodnoty sledovanych funkénich parametrd pravé ledviny (* p <0,05 vs. neoznacené

skupiny, © p < 0,05 viechny skupiny).

V grafu 1A, 1B je zndzornéna efektivita autoregulace pritoku krve ledvinou a
glomerularni filtrace sledované ledviny normotenznich potkant pifi postupném snizovani
MAP. Postupna redukce tlaku nezptsobila zadnou vyznamnou zménu fungovani
autoregulacnich mechanismi ledvin s vyjimkou posledniho poklesu na 80 mmHg
(4. perioda) u neléCenych normotenznich potkanii, unichz vtomto piipadé¢ vyznamné
poklesl autoregulacni index glomeruldrni filtrace (z hodnot 1,71+ 0,11 na 0,9 £ 0,08
ml.min".g"). Naproti tomu lé¢eni normotenzni potkani nevykazovali zadné vyznamné

zmény ve sledovanych parametrech autoregulaéniho mechanismu ledvin.
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Graf 1 Vliv redukce rendlniho arteridlniho tlaku svorkou na hodnoty glomerularni filtrace (A) a pritoku
krve ledvinou (B) ulécenych i neléCenych normotenznich potkant (* p <0,05 vs. pocatecni

neredukovany tlak).

V grafu 2 jsme znédzornili reakci RBF a GFR pii postupném snizovani tlaku
u TGR(Ren2)27 potkanti. Neléceni hypertenzni potkani méli, ve srovndni s kontrolnimi
normotenznimi potkany, vyznamné zhorSenou autoregulaci v obou sledovanych
parametrech. Jiz redukce RPT na 105 mmHg zptsobila u nelécenych hypertenznich
potkanti vyznamné snizeni filtracnich schopnosti ledviny. Lécba hypertenznich potkani
inhibitorem sEH nezlep$ila ani u jednoho parametru G¢innost autoregulace (ve srovnani

s nelécenymi hypertenznimi zvifaty).
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Graf 2 Vliv redukce renalniho arterialniho tlaku svorkou na hodnoty glomerularni filtrace (A) a prutoku
krve ledvinou (B) u hypertenznich lécenych i nelécenych potkanti (* p <0,05 vs. pocatecni

neredukovany tlak).
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Ve shod¢ s predesSlymi dvéma grafy i srovnani autoregulacnich indexii prokazalo
vyznamné zhorSenou autoregulaci RBF i GFR u hypertenznich nelécenych zvifat a ani
pfidani cAUCB do pitné vody nezpisobilo zlepSeni autoregulacnich funkci ledvin

hypertenznich zvitat ve sledovanych parametrech (viz graf 3).
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Graf3 Hodnoty autoregulaénich indexti (poé¢itanych metodou Semple a de Wardener) pro pritok krve
ledvinou (A) a pro glomerularni filtraci (B) u vSech skupin potkand (* p <0,05 vs. pocatecni

neredukovany tlak).

U normotenznich skupin neméla 1é¢ba inhibitorem sEH Zadny statisticky vyznamny
vliv na mnozstvi vylouené moce ani na mnozstvi vylou¢eného sodiku. Ani postupna
redukce RPT nevykazovala rozdilnou reakci u léenych vs. nelécenych normotenznich

zvitat (viz graf 4).
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Graf4 Vliv redukce renalniho perfuzniho tlaku svorkou na hodnoty diurézy (A) a absolutni vylucovani

sodiku (B) u normotenznich potkant (* p < 0,05 vs. pocatecni neredukovany tlak).

Hypertenzni potkani reagovali na redukci RPT statisticky vyznamnym poklesem
objemu diurézy i natriurézy ve vztahu k normotenznim kontrolam. Nicménég, 1é€ba pomoci
cAUCB nijak nezlepsila reakci sledovanych exkre¢nich mechanismt 1é¢enych zvifat (viz

graf 5).
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Graf5 Vliv redukce renalniho arteridlniho tlaku svorkou na hodnoty diurézy (A) a absolutni vylucovani

sodiku (B) u hypertenznich potkant (* p < 0,05 vs. poc¢atecni neredukovany tlak).
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5.2 Posouzeni plasmatickych a renalnich koncentraci ANG II, EETs,
DHETEs a 20-HETE. Stanoveni exprese korového CYP2C23 a sEH

v ledviné

5.2.1 Protokol

Vzhledem k tomu, Ze anestezovand zvifata maji vys$si hladiny plazmatického i1
renalniho ANG II nez bd¢la zvirata (Huskova Z. et al., 2006[a] a 2006[b]), pouzili jsme
pro ucely stanoveni koncentraci ANG II, EETs a dalSich biochemickych parametra
oddélenou sérii zvifat. Po dvoudennim zaléceni vybranych skupin inhibitorem cAUCB byli
vSichni potkani usmrceni dekapitaci. Poté byly odebrany vzorky krve a tkani na naslednou
analyzu. Jednotlivé parametry jsme stanovili metodami uvedenymi v kap. 4.2.

Rozdéleni do skupin:
1) normotenzni neléceny (n = &) 3) hypertenzni neléceny (n =9)

2) normotenzni + cAUCB (n = 8) 4) hypertenzni + cAUCB (n = 10)

5.2.2 Vysledky
Densitometricka analyza westerblottl pro proteinové produkty geni CYP2C23 a
sEH nenasla zadny statisticky vyznamny rozdil v proteinové expresi mezi normotenznimi a

hypertenznimi zvifaty, a to ani ve vztahu k 1é€b¢ inhibitorem sEH (viz graf 6).
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Graf 6 Mira proteinové exprese genl pro CYP2C23 (A) a sEH (B) v porovnani s mirou exprese p-aktinu
u normotenznich potkant i hypertenznich potkanii 1é¢enych cAUCB vs. nelécenych (* p < 0,05 vs.

pocatecni neredukovany tlak).
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Ve shodé s jinymi autory (Honetschldgerova Z. et al., 2011[a]; Wagner K.M. et al.,
2017) blokada solubilni epoxidové hydrolazy skutecné zvysovala biologickou dostupnost
aktivni formy téchto kyselin, tim Ze zabraiiovala jejich hydrolyze (viz graf 7A). Ke zvySeni
doslo unormotenznich kontrolnich skupin potkani (normotenzni 2,16 +£0,29 vs.
normotenzni + cAUCB 3,14 + 0,23 ng.g”') i u transgennich zvifat (hypertenzni 2,16 + 0,29
vs. hypertenzni + cAUCB 3,81 + 0,27 ng.g"). Rozdil mezi skupinou 1é&enou inhibitorem a
skupinou nelécenych hypertenznich potkani byl statisticky vyznamny. Hypertenzni
neléCeni potkani, ve srovnani s normotenznimi zvifaty, vykazovali také statisticky
vyznamné niz§i pomér EETs/DHETEs. Naproti tomu lé¢ba cAUCB neméla zadny

vyznamny vliv na mnozstvi 20-HETE v ledvinové tkani (viz graf 7B).
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Graf 7 Pomér EETs/DHETEs v ledvinové tkani u vSech 1é¢enych i nelécenych skupin (A), koncentrace 20-
HETEs v ledvinové tkani (B) (* p<0,05 vs. neléCeni normotenzni; #p <0,05 vs. neléfeni

hypertenzni).

Plasmaticka koncentrace ANG II byla vyssi u nelécenych hypertenznich potkant
nez uneléfenych normotenznich zvifat (normotenzni 9+ 1 vs. hypertenzni 30 +2
fmol.ml™"). Lé¢ba inhibitorem sEH nijak vyznamné neovlivnila hladinu ANG II
u normotenznich kontrolnich potkanti, nicmén€ vyznamné sniZila koncentraci ANG II
u hypertenznich zvitat (18 = 1 fmol.ml™) (viz graf 8A). Velmi podobnych vysledkii jsme
dosahli 1 pfi méfeni tkanového ANG II v ledviné. Hladina ANG II byla u nelé¢enych
hypertenznich potkanli statisticky vyznamné vyS$i nez u neléenych normotenznich

normotenzni 23 + 2 vs. hypertenzni 38 + 4 fmol.ml™"). Stejné jako u plasmatického ANG
yp ne j p
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II 1écba inhibitorem vyznamné snizila mnozstvi ANG II u transgennich potkant (17,5 + 1

fmol.mlI™") oproti kontrolnim potkantim (20,9 + 2,2 fmol.ml™") (viz graf 8B).
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Graf 8 Koncentrace ANG II v plasmé (A) a koncentrace ANG 1II v ledvinové tkani (B) (* p <0,05 vs.

neléceni normotenzni; # p < 0,05 vs. neléceni hypertenzni).

5.3 Diskuze

Nami ziskana data odporovala predpokladané hypotéze, Zze by antihypertenzni
ucinek byl zprosttedkovan diky EETs fizenému zlepSeni autoregulace rendlni
hemodynamiky a oplosténi tlakové-natriuretické kiivky. Zistava otdzkou, jakym
mechanismem tedy vlastné doSlo ke zmirnéni hypertenze u TGR(Ren2)27 lécenych
potkani? V naSem pokusu lécba TGR(Ren2)27 potkanli inhibitorem sEH (v souladu
s na$im predpokladem) skute¢né sniZovala systémovy krevni tlak a tento pokles byl
asociovan s nariistem biologicky aktivnich epoxygenazovych metabolitl. Tento narist
jsme vyjadiili pomérem koncentraci EETs/DHETESs. Nicméng, v rozporu s nasi hypotézou
jsme v souvislosti s normalizaci krevniho tlaku u hypertenznich zvifat nezaznamenali
zlepSeni efektivity fungovani autoregula¢nich mechanismi ledvin. Vétsina studii vydanych
za poslednich tficet let, které se zabyvaly vlastnostmi EETs, popsala jejich vyznamnou
ulohu v regulaci vaskularniho napéti a v kontrole transportu sodiku v renalnich tubulech
(Roman R.J., 2002; Campbell W.B. a Fleming I., 2010; Imig J.D., 2012). Mechanismus
vazodilatacniho G¢inku EETs na cévni sténu byl opakované spojovan se stimulaci
vodivych vépnikovych kanali (Li P.L. a Campbell W.B., 1997; Roman R.J., 2002;
Campbell W.B. a Fleming I., 2010).
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Vzhledem k tomu, Ze doslo u TGR(Ren2)27 potkanti ke snizeni plasmatickych a
normalizaci intrarendlnich hladin ANG 1I, ptfedpokladdme, Ze hlavnim mechanismem
zodpovédnym za snizeni krevniho tlaku je utlumeni produkce nebo distribuce ANG II.
Této hypotéze odpovidaji 1 vysledky predeslych studii, které prokazaly, Ze hlavnim
faktorem pfispivajicim k chorobné vysokému krevnimu tlaku je neadekvatni aktivace
intrarendlniho RAAS (Kobori H. et al., 2007). Vliv zvyseného ANG II na sklon kiivky
tlakové-natriuretického vztahu naznacuje, ze akutni Gc¢inek snizeni TK vyvolany inhibici
RAAS je primarné zptisoben zménami celkové periferni cévni rezistence (Kline R.L. a Liu
F., 1994; Wang C.T. et al., 2000). Tento nazor je také podpotfen studii na homozygotnich a
heterozygotnich TGR(Ren2)27 potkanech, v niz bylo prok4zéano, ze akutni inhibice RAAS
(zplsobena akutni intravendzni administraci ACE inhibitoru — kaptoprilu) kon¢ila ndhlym
hlubokym poklesem TK, ktery byl pfevdzné zprostiedkovan sniZenou periferni cévni
resistenci (Vanéckova I. et al., 2012). Navic nase data ukazala, ze 1é¢ba cAUCB nezménila
koncentraci ANG II u HanSD potkanti. Studie Henrich a kol. objevil, ze 14,15 EETs
neméni bazalni uvoliiovani reninu stimulovaného isoproterenolem v fezech ledvinové kiry
(Henrich W.L. et al., 1992). Je tedy moZné, Ze zvySena biologick4 dostupnost EETs tlumila
aktivitu vlozeného mysiho Ren2 reninového genu u nami zkoumanych transgennich zvirat
a tim zpusobila snizeni koncentrace ANG II u TGR(Ren2)27 potkanti, zatimco koncentrace
ANG II u HanSD potkanil zistala beze zmény. Bohlender a kol. prokazal, Ze regulace
reninovych koncentraci a aktivit u TGR(Ren2)27 je extrémné komplikovand, protoze
musime brat v ivahu koncentrace a aktivity obou renini (Bohlender J. et al., 1998).
Predesl¢é studie ukdzaly, ze zvySené¢ koncentrace ANG II v ANG II dependentnich
modelech hypertenze jsou vysledkem kombinace zvySené produkce ANG II z endogennich
intrarenalnich komponentli a zvySeného vychytdvani cirkulujictho ANG II ptes ATI1
receptory. Lze tedy ptfedpokladat, ze normalizace koncentraci intrarendlniho ANG II
u cAUCB lécenych TGR(Ren2)27 potkant je disledkem tizeného potlaceni produkce
intrarendlntho ANG II a Zze utlumeni intrarenalni reninové aktivity kombinované se
snizenym piijmem ANG II z cirkulace pies ATI1 receptor zpiisobi sniZeni plasmatické
koncentrace ANG II.

Dilezitou roli hraje v patogenezi ANG II zavislé formy hypertenze oxidativni stres.
V naSich predeslych studiich jsme zjistili, Ze TGR(Ren2)27 potkani vykazuji zvyseny
intrarenalni oxidativni stres, ktery piisobi jako rendlni vasokonstriktor, mé antinatriureticky
efekt a modeluje rendlni funkci u prehypertenznich TGR(Ren2)27 (Kopkan L. et al., 2007).

Z toho usuzujeme, Ze normalizace intrarenalni koncentrace ANG II v cAUCB lécenych
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TGR(Ren2)27 mize redukovat zvySeny oxidativni stres a alesponl Caste¢né prispivat
k antihypertenznimu ucinku u téchto zvifat (Kopkan L. et al., 2007). Na zaklad¢ vyse
diskutovanych vysledki se domnivame, ze zakladnim mechanismem zodpovédnym za
snizovani krevniho tlaku inhibitorem cAUCB je kombinace zvySené¢ biologické
dostupnosti EETs (a tim i jejich zvySené¢ho vaskularniho ucinku) se zna¢nym utlumenim

RAAS aktivity.

5.4 Zavér

Nami dosazené vysledky v této studii prokazaly, ze 1é¢ba cAUCB snizovala krevni
tlak u hypertenznich potkanii. Lécba timto inhibitorem rovnéz zvySovala biologickou
dostupnost EETs u hypertenznich i normotenznich potkant. Na rozdil od nasi hypotézy
tyto U¢inky nebyly spojeny szadnym statisticky vyznamnym zlepSenim rendlni
autoregulace RBF, GFR nebo tlakové natriuretického mechanismu ledvin. Lécba cAUCB
necekané¢ zplsobila vyznamné sniZeni hladiny ANG II v plazm¢ a normalizaci koncentrace
ANG II v ledvinach az na Groven normotenznich zvirat. Navic nase data ukazala, ze 1écba

cAUCB nezmeénila troveit ANG II u normotenznich potkand.
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6 Podavani analogu epoxyeikosatrienovych kyselin (EET-A) za

ucelem sniZeni angiotenzin II-dependentni hypertenze

6.1 Uvod a cile

Z obavy, ze podavani cAUCB potkanim muize pifimo interagovat s expresi
samotného transgenu Ren2, jsme se rozhodli zkoumat antihypertenzni ¢inky EETs jinym
ptistupem. Misto abychom zabranili jejich odbourdvani, chtéli jsme vyzkouset podavani
syntetického analogu EET-A (analog 14,15-EETs) velkoryse poskytnutym laboratoii prof.
Johna R. Falcka (Division of Chemistry, Department of Biochemistry, University of Texas
Southwestern, Dallas, TX, USA) (Falck J.R. et al., 2009; Imig J.D. et al., 2010; Hye Khan
M.A. et al., 2014). Tento ve vod¢ rozpustny analog by mél byt schopen navodit stejné
ucinky jako vysoce nestabilni EETs.

o}

— 1 CO,Na
\NHmm

9 Co,Na

Il
NH/ \NH/\/\/

Obr. 8 Vzorec EET-A (sodium 2-(Z-(13-(3-pentyl)ureido)-tridec-8-enamido) malonat).

6.2 Utinek preventivni 1é¢by EET-A analogem a ACEi na hodnoty
krevniho tlaku, albuminurie, absolutniho i frak¢éniho vylucovani

sodiku a organové poSkozeni srdce a ledvin

6.2.1 Protokol

V pokusu jsme pouzili TGR(CYP1lal-Ren2) potkany sam¢iho pohlavi, v€k 8 tydna,
vaha 330-350 g. V souladu s doporu¢enimi pro méfeni krevniho tlaku u experimentalnich
zvitat jsme pro sledovani miry hypertenze pokusnym zvifatim implantovali telemetrické
sondy TA11PA-C40 (Data Sciences International, St. Paul, MN, USA) 10 dni pted
samotnym experimentem. Tato technologie ndm umoznila monitorovani péti parametrti po

24 h u plné€ bdélych a volné se pohybujicich zvitat.
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6.2.2 Technika implantace radiovysilacu

Potkani byli anestezovani kombinaci tiletaminu se zolazepamem (8 mg/kg, Zoletil,
Virbac SA, Carros Cedex, Francie) a xylazinu (4 mg/kg, Rometar, Spofa, Praha, CR).
Podélnym fezem ve stfedni linii bficha jsme otevieli bfiSni dutinu, stfeva jsme posunuli ke

stran¢, tak abychom zpfistupnili bfisni aortu.

Obr. 9 Zavedeni katetru radiotelemetrické sondy do aorty potkana.

Aortu jsme kratce zasvorkovali, vsunuli konec méfticiho katetru radiovysilace a vse
jsme fixovali tkanovym lepidlem (Histoacryl, B. Braun Surgical, Rubi, Spané&lsko). Vlastni
radiovysila¢ jsme pomoci vstfebatelného chirurgického $iti (Chirlac EP 1,5 — USP 4/0,
Chirmax, CHIRANA T. Injecta, Praha) pfipevnili k bfi$ni stén¢ v prabéhu sesiti svalové
vrstvy tak, aby doSlo k Gplnému uzavieni bfiSni dutiny. KiZi jsme nasledné sesili (silk
fibre 3/0 USP, Resorba, Niirnberg, Némecko). Stehy jsme vyjmuli zhruba po 7 dnech, kdy

byla rana dostate¢né zhojena.
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Obr. 10 Nékolikadenni zaznam radiotelemetrického méfeni systolického tlaku u dvou zvifat (ilustracni obr.).

Po deseti dnech od operace jsme umistili chovné nadoby s potkany na snimaci
desky a pomoci radiového ovladani zapnuli implantované telemetrické sondy. Poté, co
jsme se pied zapocetim vlastniho experimentu 4dennim métfenim bazdlni hodnoty tlaku
u vSech skupin, ptresvedcili, Ze jsou vSechny sondy spravné implantovany, vSechna zvitata
normotenzni a bez znamek hemodynamickych malignit, jsme zacali nds preventivni
protokol soucasnym podanim diety s 0,3% I3C pro vyvolani nartstu TK a zarovein EET-A
a ACE inhibitoru. Béhem trvani experimentu (13 dni) jsme 2., 2., 6. a 12. den umistili
zvitata do metabolickych kleci (MK 1-4) pro 24 h sbér moce za ucelem stanoveni diurézy,
albuminurie, frak¢niho 1 absolutniho vylucovani sodiku (popis metodiky viz kap. 4.2). Na
konci experimentu jsme zvifata usmrtili vysokou davkou thiopenthalu sodného (Sandoz,
Basel, Svycarsko) a odebrali jsme obé ledviny na stanoveni miry renalniho tkanového
poskozeni (viz kap. 4.2). Pro stanoveni miry hypertrofického postiZeni srdce jsme vyuZili

stanoveni pomé&ru vahy levé srdecni komory k délce tibie.
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Zvitata jsme rozdé¢lili do Sesti experimentalnich skupin:

1) normotenzni neléceni (n = 6) 4) hypertenzni neléceni (n = 8)
2) normotenzni léceni EET-A (n = 6) 5) hypertenzni 1éceni EET-A (n=9)
3) normotenzni [éCeni ACEi (n = 6) 6) hypertenzni lé¢eni ACEi (n=7)

6.2.3 Vysledky

Z grafu 9A je ziejmé, ze neindukovana nelécena skupina ztistala v pritbe¢hu celého
pokusu normotenzni a ani 1é¢ba EET-A analogem vysi krevniho tlaku nezménila. Lécba
normotenznich potkanli inhibitorem ACE vSak zputsobila statisticky vyznamny pokles
krevniho tlaku (normotenzni 120 £ 4 vs. normotenzni + ACEi 97 £4 mmHg; 13. den).

Skupina potkant, které jsme v den 0 podali I3C v dieté, zacala okamzité rozvijet vaZznou

hypertenzi.
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Graf9 Sledovani zmén hodnot systolického krevniho tlaku (A) a télesné hmotnosti (B) v prubéhu celého
experimentu (* p < 0,05 vs. bazalni hodnoty v ramci skupiny, # p < 0,05 vs. indukovana skupina ve

stejny den pokusu).

Na konci pokusu méla tato zvifata systolicky krevni tlak 193 +4 mmHg. Skupina,
které jsme zaroven s indolovou dietou podavali analog EET-A, zacala rozvijet hypertenzi
pozd¢ji a mnohem mirnéji. Tento trend si zachovala az do konce pokusu, kdy posledni den
byl rozdil mezi tlaky téchto dvou skupin stéle statisticky vyznamny (hypertenzni 193 + 4
vs. hypertenzni + EET-A 175 +£3 mmHg; 13. den). Podavani ACEi spolecné s indukci
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hypertenze 13C zcela zamezilo nartstu krevniho tlaku a indukovani potkani 1é¢eni ACE
inhibitorem méli naopak podstatné nizsi krevni tlak nez kontrolni normotenzni skupina
(normotenzni 120 + 4 vs. hypertenzni + ACEi 101 £ 5 mmHg; 13. den).

Indukovana hypertenzni zvitata, kterd jsme nijak nelécili, vykazovala strmy pokles
télesné hmotnosti (viz graf 9B). Tento pokles byl ovSem vyznamné zmirnén u zvitat, ktera
byla spolecné s indukei i 1é¢ena analogem EET-A. Lécbou ACEi jsme poklesu télesné
hmotnosti u indukovanych zvirat zcela zabranili.

Co se tyCe exkrecnich funkci, normotenzni neléCeni potkani vykazovali po celou
dobu experimentu zcela minimalni albuminurii a ani lé¢ba EET-A analogem tuto
skute¢nost nezménila (normotenzni 5,1 £0,95 vs. normotenzni + EET-A 4,4+ 0,95
mg.den'l; den 12.) (viz graf 10A). Naproti tomu indukce hypertenze u tohoto kmene vedla
k prudkému narGstu albuminurie (normotenzni 5,1 +0,95 vs. hypertenzni 27,7 + 2,2
mg.den”; den 12.). Létbou EET-A jsme dosahli statisticky vyznamného sniZeni
albuminurie (hypertenzni 27,7 +2,2 vs. hypertenzni + EET-A 14,9+ 1,1; den 12.).
U potkani, kterym jsme soucasné s I3C podavali 1 ACEi, nedoSlo k Zddnému zvySenému
vylucovani albuminu (normotenzni 5,1 + 0,95 vs. hypertenzni + ACEi 2,69 + 1,36 mg/den;
den 12.).
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Graf 10 Mira albuminurie (A) v pribehu celého experimentu (méfeni v metabolickych klecich ve dnech —2.,
2., 6., 12.) a rozvoj hypertrofického poskozeni srdce (B) na konci experimentu (den 13.) (* p <0,05
vs. bazalni hodnoty v rameci skupiny, # p < 0,05 vs. indukovana skupina ve stejny den pokusu nebo

na konci pokusu).
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Graf 10B zndzornuje, do jaké miry bylo na konci experimentu (den 13.) postizeno
srdce zvifat v jednotlivych skupindch. Zadna normotenzni skupina zvifat nevykazovala
zadné znamky hypertrofie levé srdecni komory. Naopak hypertenzni neléceni potkani méli
vyznamné zvétSenou svalovinu levé srdecni komory. Podavani analogu EET-A hypertrofii
levé srde¢ni komory vyznamné snizilo a 1é¢ba ACEi ji zcela zabranila.

U nelécenych normotenznich zvifat jsme zaznamenali velmi nizké indexy
glomerulosklerotického (GSI) a tubulointersticidlniho (TI) poSkozeni. Lécba EET-A
analogem ani ACEi nemé¢la zadny vliv na miru renalniho poskozeni (viz graf 11A, 11B a
tabulka 2). NaSe nelécena hypertenzni zvifata v tomto pokusu vykazovala statisticky
vyznamné zvySené hodnoty GSI a TI. Lécba analogem stejné tak i ACE inhibitorem

zabranila vyznamné&j$Simu poSkozovéni renalniho parenchymu.

normotenzni  normotenzni = normotenzni hypertenzni hypertenzni = hypertenzni

neléceni + EET-A + ACEi neléceni +EET-A + ACEi

GSI 0,04 + 0,02 0,05 + 0,02 0,02 + 0,02 0,14 +0,02" 0,06 +0,02 0,02+0,02
TI 0,04 £ 0,02 0,03 +£0,03 0,04 £ 0,02 0,26+ 0,03*  0,06+0,03 0,03+0,03

Tab.2 Hodnoty glomerulosklerotického (GSI) a tubulointersticialniho (TI) poSkozeni (* p <0,05 vs.

normotenzni neléené skupiny, * p < 0,05 viechny skupiny).

Krom¢ konkrétné zméfenych jednotlivych parametriit byli hypertenzni neléceni
potkani apaticti, mé&li najeZenou srst, nahrbeny postoj a trpéli polydipsii a polyurii. Lé¢ena
indukovana zvitrata (ACE1 1 EET-A) vykazovala podstatné zdravéjsi fenotyp nez zvirata

hypertenzni nelécena.
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Graf 11 Indexy glomerulosklerotického (A) a tubulointersticialniho (B) poskozeni ledvin na konci
experimentu (den 13.) (* p<0,05 vs. kontrolni nelétend neindukovana skupina, *p < 0,05 vs.

vsechny skupiny).
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V grafu 12 jsou znazornény vysledky méfeni koncentraci jednotlivych sledovanych
latek v moci zvifat v pribéhu pokusu. Z hlediska absolutniho vylucovani sodiku si vSechny
normotenzni skupiny zachovavaly stejny objem natriurézy bez statisticky vyznamnych
odchylek. U skupiny hypertenznich neléCenych zvifat jsme nejdiive béhem druhého
metabolického meéfeni (den 2.) zaznamenali statisticky vyznamny pokles natriurézy
(normotenzni 1,395 + 0,13 vs. hypertenzni 0,248 + 0,09 umol/24 h), ktery se ale v priab&hu
pokusu zase vyrovnal, a naopak vden tiettho metabolického méieni (den 6.) byla
natriuréza vyznamné vys$i (normotenzni 1,197 £0,195 vs. hypertenzni 2,68 = 0,23
umol/24 h). Hypertenzni potkani léceni EET-A vykazovali stejny trend jako hypertenzni
potkani neléceni s tim rozdilem, Ze prvni propad v hodnotach natriurézy nebyl tak hluboky
(normotenzni 1,395+ 0,13 vs. hypertenzni + EET-A 0,624 = 0,06 umol.den'l) a byl 1
statisticky vyznamné mens$i neZ pokles u hypertenznich neléfenych zvitat (hypertenzni
0,248 £ 0,19 vs. hypertenzni + EET-A 0,624 + 0,06 umol.den'l). Nicmén¢, mezi druhym a
ttetim metabolickym méfenim hodnoty Ux,V prudce narostly a dosahly téméf ¢tyinasobku
hodnot normotenznich kontrolnich skupin (normotenzni 1,197 £ 0,195 vs. hypertenzni +
EET-A 428+0,21 pmol.den™). Nartist U,V byl statisticky vyznamny vzhledem
k hodnotam hypertenznich nelécenych potkanti (hypertenzni 2,68 + 0,23 vs. hypertenzni +
EET-A 4,28 +0,21 pmol.den™). Skupina zvifat 1é&ena v pribéhu pokusu ACEi méla
hladinu vylu€ované¢ho sodiku vyznamné zvySenou vic¢i vSem skupindm jiz pii druhém
metabolickém méteni (den 2.) (normotenzni 1,395+ 0,13 a hypertenzni 2,68 + 0,23 vs.
hypertenzni + ACEi 4,17 + 0,29 pmol.den™). Nicméné, na konci pokusu (den 12.) byly
hodnoty absolutniho vyluovani sodiku hypertenznich skupin jiZ normalizovany a
v podstaté totozné s hodnotami normotenznich skupin.

Graf 12
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Miru oxidativniho stresu, kterému byla zvifata v pribéhu pokusu vystavena, jsme
zméfili na zékladé dvou samostatnych parametr: méfenim pomérd koncentraci
nitratl/nitrith v mo¢i za 24 h (viz graf 13A) a stanovenim mnozstvi vyloucenych 8-

isoprostant v moci taktéz za 24 h (viz graf 13B).
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Graf 13 Hodnoty vylucovani nitratt/nitritd (A) a 8-isoprostand (B) v danych bodech experimentu (méfeni
v metabolickych klecich ve dnech -2., 2., 6., 12.) (¥ p<0,05 vs. kontrolni neléend normotenzni

skupina, # p < 0,05 vs. vS§echny skupiny).

U vsech normotenznich skupin jsme nezaznamenali Zadné zvySeni hodnot nitrati/nitritli po
celou dobu experimentu.

U hypertenznich nelé¢enych potkanli se hodnoty UnoxV nejdiive vyznamné zvysily
(normotenzni 6,1 £0,6 vs. hypertenzni 14,8 + 0,95 mmol.den'l; den 2.), nicméné
v pribéhu pokusu hodnoty zase klesly. Na konci experimentu byla hodnota vylu¢ovani
nitratt/nitritd vyznamné pod trovni normotenznich skupin (normotenzni 6,17 £+ 0,54 vs.
hypertenzni 2,74 + 0,44 mmol.den™'; den 12.). U obou lé&enych hypertenznich skupin jsme
také sledovali pocatecni nartst UnoxV, ale 1écba u nich zabranila kone¢nému poklesu
vylucovani NO3/NO,. Hodnoty obou lécenych skupin i ke konci pokusu zlstavaly
signifikantné zvysSené (normotenzni 6,17 + 0,542 vs. hypertenzni + EET-A 18,45+ 1,29 a
hypertenzni + ACEi 22,56 = 1,47 mmol.den™; den 12.). P¥i m&feni mnoZstvi vylucovanych
8-isoprostanil jsme v prub¢hu celého experimentu nezaznamenali Zadné vyznamné zmény
s vyjimkou hypertenznich nelééenych potkanti, u nichz tyto hodnoty postupné nartistaly.
Na konci experimentu byl jiz rozdil statisticky vyznamny (normotenzni 26,74 + 3,12 vs.

hypertenzni 40,1 + 2,62 ng.den™; den 12.).
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6.3 Vliv podavani EET-A a ACEi od zacatku indukce hypertenze
(preventivni protokol) na aktivitu a produkci jednotlivych

komponent RAAS, EETs a 20-HETE v plasmé a ledvinach

6.3.1 Protokol

Z divodu vseobecné pfijimaného i nami potvrzeného faktu, Ze anestezie a chirurgie
zasadné zvySuje mnozstvi uvolnéného plasmatického i1 tkanového reninu (Fox J. et al.,
1992; Huskova Z. et al., 2006[b] a 2010), jsme pro tuto Cast experimentu pouzili novou
sérii zvifat (TGR(CYPlal-Ren2)), samci, v€k 8 tydnid, vdha 330-350 g, preventivni

protokol), kterou jsme na konci pokusu (den 13.) za Gcelem odebrani vzorkt dekapitovali.

Potkany jsme rozdé¢lili do stejnych experimentalnich skupin:

1) normotenzni neléceni (n = 7) 4) hypertenzni neléceni (n = 7)
2) normotenzni + EET-A (n=7) 5) hypertenzni + EET-A (n=7)
3) normotenzni + ACEi (n = 7) 6) hypertenzni + ACEi (n =7)

Schéma preventivniho protokolu

ACEi

EET-A

v v

indol-3-karbinol

0 13
odbéry

Koncentraci ANG II jsme stanovili radioimunologickou metodou za pouZiti
komeréné dodavaného kitu (postup viz kap. 4.2). Déle jsme stanovili aktivitu ACE
metodou sledovani mnozstvi potfebného enzymu pro uvolnéni 1 pmol kyseliny hippuroveé
za min/l séra pii 37 °C. Jistou pfedstavu o mife plasmatické aktivity jsme ziskali 1
pomérem mezi ANG I/ANG II, ktery je také v€rohodnym ukazatelem aktivity angiotenzin
konvertujiciho enzymu (Biirgelova M. et al., 2009; Cervenka L. et al., 2015; Hampl V. et

al., 2015). Plasmatickou a tkanovou aktivitu reninu, angiotenzin konvertujiciho enzymu
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(ACE) a hladin ANG (1-7) jsme m¢éfili zpiisobem uvedenym v kap. 4.2. Dale jsme
stanovili miru genové exprese pro Ren2 transgen, receptory pro ANG II (AT1) a ANG 1-7
(Mas), déle pak expresi genti pro ACE a ACE2 enzymy (postup viz kap. 4.2). MnoZstvi
nami sledovanych metabolitti kyseliny arachidonové EETs a DHETEs ve vzorcich kiiry
ledvin jsme nechali stanovit metodou vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC —

MS/MS) firmou Lipidomix GmbH (Berlin, Némecko).

6.3.2 Vysledky

Jak zobrazuje graf 14A, hladina ANG II byla u hypertenznich nelécenych zvirat
vyrazné vyssi nez u normotenznich neléenych zvifat (normotenzni 9 + 2 vs. hypertenzni
106 + 9 fmol.ml™"). Ani 1é¢ba EET-A ani ACEi nemé&la u normotenznich 1écenych skupin
Zadny vliv na koncentrace ANG II v plasmé&. Nicméné, u hypertenznich skupin 1écba EET-
A analogem snizila hladinu cirkulujiciho ANG II na polovinu (hypertenzni 106 =9 vs.
hypertenzni + EET-A 48 + 6 fmol.ml™") a 1é¢ba ACEi na tfetinu (hypertenzni 106 £+ 9 vs.
27 +9 fmol.ml™). Lé&ba jednou & druhou latkou vyrazng snizovala plasmatickou hladinu
ANG II, ale ani v jednom piipadé ji zcela nenormalizovala.

Reninova plasmatickd aktivita byla vyznamné vyssi u hypertenznich nelé¢enych
zvitat nez unormotenznich neléenych (normotenzni 1,04 £0,19 vs. hypertenzni
6,79 + 0,87 fmol.ml™) (viz graf 14B). Podavani EET-A analogu nijak vyznamné nezménilo
reninovou aktivitu u normotenznich (normotenzni 1,04 £ 0,19 vs. normotenzni + EET-A
0,99 £ 0,27 fmol.mI™") ani hypertenznich zvitat (hypertenzni 6,79 + 0,87 vs. hypertenzni +
EET-A 6,27 + 0,44 fmol.mI™"). Naproti tomu 1é¢ba ACEi vyznamng zvysila aktivitu reninu
u normotenznich zvifat (normotenzni 1,04 + 0,19 vs. normotenzni + ACEi 2,49 + 0,16
fmol.ml™). Na reninovou aktivitu hypertenznich zvifat nemé&lo podavani ACEi Zadny
vyznamny vliv (hypertenzni 6,79 + 0,87 vs. hypertenzni + ACEi 7,27 £ 0,61 fmol.ml'l).

Hodnoty grafu 14C ukazuji, Ze plasmaticka aktivita ACE nebyla vyznamné
rozdilndA mezi normotenznimi a hypertenznimi nelécenymi zvifaty (normotenzni
21,42 £2,21 vs. hypertenzni 22,47 + 2,14 nmol.min™".ml™). V souladu s odekavanim viak
lécba ACEi vyznamné snizila ACE aktivitu unormotenznich zvifat (normotenzni
21,42 2,21 vs. normotenzni + ACEi 12,21 % 0,96 nmol.min".ml™) na rozdil od EET-A,
jehoz podavani aktivitu ACE unormotenznich zvifat nijak neovlivnilo (normotenzni
21,42 £2,21 vs. normotenzni + EET-A 20,54 + 1,96 nmol.min'l.ml'l). Je zajimavé, ze
lécba EET-A 1 ACEi vyznamné sniZila plasmatickou aktivitu ACE hypertenznich zvifat
(hypertenzni 22,42 + 2,14 vs. hypertenzni + EET-A 14,31 £ 1,71 a hypertenzni + ACEi
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8,06 + 1,04 nmol.min.ml™). V grafu 14D jsme stanovili miru aktivity metodou poméru

ANG IVANG I a je ziejmé, ze vysledky zcela koreluji s metodou prvni (viz graf 14C).

>
w

1201 *

-
=)
S

©
o

N
o

koncentrace ANG Il v plasmé
(fmol.mI™)
3
plasmaticka reninova aktivita
(ng ANG I mI"".h™")

N
S

0

(o]
w)

N
o
o

|5
-‘g 20.0 g 0.2
= o~ Q
® E 2 o0
8 150 g
: E <L os
33 100 >
g E E 0.10
2 5
s 50 E o005
Qo
0.0 0.00
B normotenzni normotenzni + ACEi M hypertenzni + EET-A
H normotenzni+ EET-A I hypertenzni M hypertenzni + ACEi

Graf 14 Hodnoty plasmatické koncentrace ANG II (A), plasmatické reninové aktivity (B), plasmatické
aktivity angiotenzin konvertujiciho enzymu (C) a poméru ANG II/ANG I v plasm& (D) na konci
pokusu (den 13.) (* p <0,05 vs. kontrolni neléfena normotenzni skupina, “p < 0,05 vs. viechny

skupiny oznagené *, © p < 0,05 vs. hypertenzni skupina).

Plasmaticka koncentrace ANG 1-7 byla ve srovnani s normotenznimi vyznamné
zvySena u neléenych hypertenznich zvifat (normotenzni 4 +£2 vs. hypertenzni 37 + 6
fmol.ml™) (viz graf 15A). Létba EET-A ani ACEi nijak vyznamné nezménila mnoZstvi
ANG 1-7 vplasm¢ testovanych skupin normotenznich potkanti (normotenzni 4 £2 vs.
normotenzni + EET-A 542 a normotenzni + ACEi 4 +2 fmol.ml™"). Nicméng, 1é¢ba
obéma farmaky zpusobila nartist hladin ANG 1-7 u obou lé¢enych hypertenznich skupin
(hypertenzni 37 + 6 vs. hypertenzni + EET-A 84 + 9 a hypertenzni + ACEi 77 = 6 fmol.ml’
.

Graf 15C, ktery znazornuje aktivitu ACE2, zcela koreluje s vysledky predesiého
grafu plasmatické koncentrace ANG 1-7, hypertenzni zvifata maji aktivitu ACE2
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vyznamné zvySenou ve srovnani s normotenznimi zvifaty (normotenzni 0,96 + 0,08 vs.
hypertenzni 2,04 +0,1 jednotek fluorescence.min’.ml™). Létba obéma sledovanymi
latkami nezménila miru exprese ACE2 u normotenznich skupin, ale vyznamné ji zvysila
u lécenych hypertenznich skupin ve srovnani se skupinou nelécenou (hypertenzni
2,04+ 0,12 vs. hypertenzni + EET-A 3,14+ 0,29 a hypertenzni + ACEi 3,29 £ 0,37
jednotek fluorescence.min™.ml™).

Graf 15B ukazuje rovnovahu mezi vazodilatacni a vazokonstrikéni osou RAAS
vyjadifenou pomérem mezi koncentraci cirkulujictho ANG 1-7 a ANG II (dvou
nejucinnéjsich Clenti obou o0s). Pomér mezi t€émito dvéma peptidy byl uz diive povazovan
jako divéryhodny ukazatel pro zhodnoceni miry aktivace ACE2/ANG 1-7 osy (Elased K.
M. et al., 2008; Huskova Z. et al., 2016). Nase data ukazuji, Ze hypertenzni neléceni
potkani méli hodnotu poméru vyznamné nizsi nez potkani normotenzni, a to v neprospéch
vazodilatacni osy pfedstavované ANG 1-7 (normotenzni 0,45 + 0,09 vs. hypertenzni
0,31 £ 0,06 ANG IVANG 1-7). Lécba normotenznich potkanti pomoci EET-A nijak pomér
mezi obéma peptidy neovlivnila (normotenzni 0,45+ 0,09 vs. normotenzni + EET-A
0,46+ 0,11 ANG II/ANG 1-7), avSak lécba ACEi zpusobila unormotenzni skupiny
dvojnéasobny nartst (normotenzni 0,45 + 0,09 vs. normotenzni + ACEi 0,83 + 0,08 ANG
II/ANG 1-7). Na rozdil od normotenzni skupiny lécba hypertenznich potkanti analogem
EET-A vyvolala témé&f Sestindsobny nartist poméru ANG II/ANG 1-7 (hypertenzni
0,31 £+ 0,06 vs. hypertenzni + EET-A 1,75 + 0,14 ANG II/ANG 1-7) a 1écba ACEi dokonce
devitinasobny (hypertenzni 0,31 £+ 0,06 vs. hypertenzni + ACE1 2,86 £ 0,11 ANG II/ANG
1-7).
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Graf 15 Hodnoty plasmatické koncentrace ANG 1-7 (A), poméru mezi cirkulujicimi ANG II/ANG 1-7 (B) a
plasmatické aktivity angiotenzin II konvertujiciho (C) na konci pokusu (den 13.) (* p <0,05 vs.
kontrolni neléSend normotenzni skupina, “p < 0,05 vs. viechny skupiny oznacené *, “p < 0,05 vs.

hypertenzni skupina).

Graf 16A  znazoriiuje intrarendlni  biologickou dostupnost aktivnich
epoxygendzovych metaboliti vyjadienou pomérem biologicky aktivnich EETs a jejich
neaktivnich forem DHETEs. Tento pomér byl statisticky vyznamné niZsi u hypertenznich
nelécenych zvifat ve srovnani s normotenzni nelécenou skupinou. Lécba analogem EET-A
ani ACEi tento pomér nezménila u zadné ze skupin. Graf 16B ukazuje desetindsobny
nartst renalni koncentrace ANG II u hypertenzni nelécené skupiny ve srovnani
s normotenzni neléenou. Lécba EET-A nezménila rendlni koncentraci ANG I
u normotenzni skupiny, ale u hypertenznich potkant zpiisobila trojnasobny pokles. Naproti
tomu lé¢ba ACEi zpusobila pokles renalni koncentrace ANG II u normotenznich i
hypertenznich zvitat. Oba grafy 16C a 16D, zndzoriujici aktivitu ACE v ledviné méfenou
obéma zminénymi metodami (postup viz kap. 4.2), jsou v podstaté shodné a ukazuji, ze

jsme nepozorovali zaddny rozdil v aktivit¢ ACE unormotenznich ani hypertenznich
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nelécenych skupin. Lécba EET-A nijak aktivitu u normotenznich zvifat nezmeénila. Lécba
EET-A snizila aktivitu ACE pouze u hypertenznich potkant. Lécba inhibitorem ACE
vyznamné snizila aktivitu tohoto enzymu u normotenzni 1 hypertenzni skupiny. Veskeré

hodnoty jsme shrnuli v tabulce 3.
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Graf 16 Hodnoty poméru EETs/DHETEs v ledviné (A), rendlni koncentrace ANG II (B), renalni aktivita
angiotenzin konvertujiciho enzymu (C) a pomér mezi renalnim ANG II/ANG I (D) (* p <0,05 vs.
kontrolni nelé&end normotenzni skupina, * p <0,05 vs. viechny skupiny oznagené *, ©p < 0,05 vs.

hypertenzni skupina).

normotenzni | normotenzni | normotenzni | hypertenzni | hypertenzni hypertenzni
neléceni + EET-A + ACEi neléceni +EET-A + ACEi
ANG II 36+5 38+6 16+5%* 343+24* 116+19*¢ 19+4*@
EETs/DHETESs 0,96+0,14 0,98+0,12 1,04+0,13 0,48+0,09* 0,52+0,07* 0,69+0,09*
ACE aktivita = 4,12+0,54 4,02+0,36  2,78+0,24*  3,99+0,26  2,17+0,21*®  1,76+0,19*
ANG II/ANG 1 0,39+0,08 0,38+0,07 0,16+0,03* 0,4+0,07 0,24+0,04*@  0,120,02*¢

Tab.3 Hodnoty poméru EETs/DHETEs v ledving, renalni koncentrace ANG II, renalni aktivita angiotenzin

konvertujictho enzymu a pomér mezi rendlnim ANG II/ANG 1 (¥ p <0,05 vs. kontrolni nelécena

normotenzni skupina, *p<0,05 vs. viechny skupiny oznadené *, ©p<0,05 vs. hypertenzni

skupina).
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Grafy 17A, 17B, 17C se zabyvaji koncentraci 1-7, aktivitou ACE2 a pomérem
ANG 1-7/ANG 1I v ledviné a vykazuji stejny vzor chovani jednotlivych parametr jako
grafy 15A, 15B, 15C mapujici chovani vazodilatacni osy RAAS v plasmé. Hodnoty
shrnuty v tabulce 4.

normotenzni | normotenzni | normotenzni | hypertenzni | hypertenzni hypertenzni
neléceni + EET-A + ACEi neléceni + EET-A + ACEi
koncentrace
11+2 14+3 12+2 68 + 9* 199 + 12# 174 £ 19#
ANG 1-7
ACE2 4 4
o 6+2 5+£3 7+2 19 + 2% 29+4 31+4
aktivita
ANG 1-7/ #
NG 0,31+0,06 0,37+£0,06 0,75+0,06* 0,17+0,02* 1,77+0,19 9,05+0,37¢

Tab. 4 Hodnoty koncentrace ANG 1-7 v ledving, rendlni aktivity angiotenzin II - konvertujiciho enzymu a
pomér mezi rendlnim ANG 1-7/ANG II (* p <0,05 vs. kontrolni neléfena normotenzni skupina,

#p < 0,05 vs. viechny skupiny oznacené *,  p < 0,05 vs. hypertenzni skupina).
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Graf 17 Hodnoty koncentrace ANG 1-7 v ledviné (A), poméru mezi renalnim ANG 1-7/ANG II (B), renalni
aktivity angiotenzin II — konvertujiciho enzymu (C) (* p < 0,05 vs. kontrolni nelé¢end normotenzni

skupina, “p < 0,05 vs. viechny skupiny oznacené *, ® p < 0,05 vs. hypertenzni skupina).
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Genova exprese Ren2 byla mnohondsobné zvySend u vSech tfi hypertenznich
indukovanych skupin ve srovnani se skupinami normotenznimi, coz potvrzuje, ze podavani
I3C v potravé skutecné zpisobilo masivni transkripci tohoto transgenu a 1é¢ba ani jednou
latkou tuto expresi a tudiz samotnou podstatu tohoto experimentalniho modelu
nepotlacovala (viz graf 18A). Grafy 18B a 18C znazornuji genovou expresi ACE a AT1
(obou subtypti a+b). Indukce hypertenze obé hodnoty nijak neovlivnila a ani 1écba obéma

farmaky nijak nezménila miru exprese téchto dvou gend.
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Graf 18 Genova exprese myS$iho transgenu Ren2 vztazena k expresi B-aktinu (A), proteinovd exprese
angiotenzin — konvertujiciho enzymu (B) proteinova exprese angiotenzin Il — konvertujiciho

enzymu (C) (* p < 0,05 vs. kontrolni nelécena normotenzni skupina).

Posledni dva grafy této série (graf 19A a 19B) zndzornuji genovou expresi ACE2 a
Mas-receptoru. Je patrné, Ze indukce Ren2 zpisobila i masivni stimulaci exprese obou
genu a ani léCba EET-A nebo ACEi tuto expresi nezmirnila. Souhrnné vysledky vsech

grafi 18 a 19 jsou uvedeny v tabulce 5.
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Graf 19 Hodnoty proteinové relativni exprese vztazené ke koncentraci B-aktinu ACE2 v ledviné (A) a Mas-

receptoru v ledving (B) (* p < 0,05 vs. kontrolni nelé¢ena normotenzni skupina).

neindukovani neindukovani neindukovani = indukovani indukovani indukovani

neléceni + EET-A + ACEi neléceni +EET-A + ACEi
Ren2 0,04 £ 0,04 0,05 + 0,05 0,06 £ 0,04 2,76 £0,71* 2,99 £0,45* 3,04+ 0,42%
ACE 1,07 +£ 0,09 1,09+0,11 1,01 +£0,09 1,09 + 0,09 1,02+0,11 0,99+0,11
AT1 0,97 £ 0,06 0,98 £ 0,04 1,09 + 0,06 0,94 + 0,08 1,08 £ 0,09 1,09 + 0,09
ACE2 0,98 £ 0,06 0,96 + 0,06 1,02+ 0,05 1,29 +£0,06* 1,34+£0,06* 1,31+0,06%
Mas-r 1,04 + 0,04 1,03 + 0,05 1,05+ 0,03 1,41 £0,09* 1,51+0,08* 1,42+0,08%

Tab.5 Hodnoty relativni genové exprese mysiho transgenu Ren2, proteinové exprese angiotenzin —
konvertujiciho enzymu a angiotenzin II — konvertujiciho enzymu. Hodnoty proteinové relativni
exprese AT1 receptoru v ledviné a Mas-receptoru v ledviné (* p <0,05 vs. kontrolni neléCena

normotenzni skupina).
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6.4 Utinek ¢asné 16¢by EET-A analogem od poéatku rozvoje

hypertenze na priitok krve ledvinou a glomerularni filtraci

6.4.1 Protokol

V pokusu jsme pouzili TGR(CYP1lal-Ren2) potkany sam¢iho pohlavi, vék 8 tydni,
vaha 330-350 g. Ttinact dni pfed samotnym akutnim experimentem jsme vybrané skupiny
indukovali I3C a podali jsme jim EET-A vpitné vodé. V den samotné¢ho akutniho
experimentu jsme zvirata uspali thiopentalem sodnym (60 mg/kg i.p., VUAB Pharma,
Roztoky, CR). Na anestezovanych zvifatech jsme provedli chirurgickou piipravu na akutni
experiment s postupnym snizovanim renalniho perfizniho tlaku (viz kap. 5.1.2). Po
postoperacni ekvilibraci (50 min) byl vyménén potkanovi infuzni roztok za roztok, ktery
obsahoval kromé fyziologického roztoku s albuminem jesté polyfruktosan inulin (7,5%,
Inutest, Laevosan, Linz, Rakousko), abychom mohli stanovit glomerularni filtraci
v jednotlivych periodach pokusu. Po 50 min ekvilibrace jsme zacali experiment postupnym
snizovanim rendlniho perfuzniho tlaku nalozenou svorkou. V prvni periodé¢ jsme
monitorovali pouze bez redukce, nedotéeny arterialni tlak zvitete, v dalSich dvou periodach
jsme postupné snizovali tlak na 115 mmHg a na 95 mmHg. Kazda perioda trvala 30 min a
mezi jednotlivymi periodami jsme vzdy nechavali 5 min pauzu na ekvilibraci tlaku. Béhem
kazdé periody jsme jimali mo¢ do zkumavky pro pozdé&jsi stanoveni GFR a miru diurézy.
Pro kontrolu vlivu chirurgie a délky experimentu na vysledky jsme pfipravili sérii skupin
s kontrolnim protokolem, kterd zahrnovala celou operacni proceduru, avsak bez redukce

RPT.

Experimentalni skupiny:

1) normotenzni neléceni + kontrolni protokol (n = 6)

2) normotenzni neléceni + experimentalni protokol (n = 8)
3) normotenzni + EET-A + kontrolni protokol (n = 6)

4) normotenzni + EET-A + experimentalni protokol (n = 8)
5) hypertenzni neléceni + kontrolni protokol (n = 6)

6) hypertenzni neléceni + experimentalni protokol (n = 9)
7) hypertenzni + EET-A + kontrolni protokol (n = 6)

8) hypertenzni + EET-A + experimentalni protokol (n =9)
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6.4.2 Vysledky

Bazéalni hodnoty MAP, rendlni hemodynamiky a vylucovani elektrolyti jsme

13

akutni
experiment

shrnuli v tabulce 6. Primérné hodnoty jsme ziskali sloucenim hodnot prvni clearencové

periody obou skupin (experimentdlni + kontrolni protokol). Lécba EET-A skutecné

zmirnila rozvoj hypertenze u hypertenznich 1écenych zvifat ve srovnani s normotenznimi

kontrolami. Lécba EET-A také zabranila snizeni pratoku ledvinou u hypertenznich

lé¢enych zvirat. Ostatni uvedené parametry lécba EET-A nijak vyznamné& nezménila.

MAP
GFR
RBF
UnaV
FEna

diuréza

normotenzni

neléceni

114 +£3
1,22 £0,25
7,81 £ 0,54
0,76 £0,27
0,81+ 0,22
8,92+ 0,71

normotenzni

+ EET-A

115+4
1,16+0,19
8,04 + 0,47
0,79 + 0,26
0,84 + 0,23
9,22 40,61

hypertenzni
neléceni
179 + 3%
1,06 £0,28
4,59 £ 0,24%*
1,19+£0,28
1,01 £0,24

16,18 +2,61*

hypertenzni
+ EET-A

156 + 4%
1,17+ 0,22
7,02 + 0,61
1,07 + 0,24
0,98 + 0,26

16,02 £2,12%

Tab. 6 Bazalni hodnoty stfedniho arterialniho tlaku (MAP), glomerularni filtrace (GFR), pratoku krve

ledvinou (RBF), absolutniho vyluéovani sodiku (Uy,V), frakéniho vylucovani sodiku (FEy,) a

diurézy (* p<0,05 vs. kontrolni nelétena normotenzni skupina, *p < 0,05 vs. viechny skupiny

oznacené *).

Grafy 19A, 19C znazornuji reakci glomerularni filtrace (GFR) a pritoku krve

ledvinou na postupné snizovani rendlniho perfizniho tlaku (RPT) u normotenznich zvitat.

Jak je vidét v obou grafech, zména RPT ani u jednoho z parametri nezptisobila statisticky

vyznamny rozdil, coz je vsouladu sdfive potvrzenym faktem, Ze autoregulacni
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mechanismus ledvin zdravého jedince je schopen kompenzovat zmény RPT az k hodnotadm
90 mmHg. Graf 19B ptedstavuje prutok krve ledvinou u zvifat hypertenznich. Bazalni
hodnoty hypertenznich neléCenych zvitat byly vyznamné niz$i (normotenzni 7,81 + 0,54
vs. hypertenzni 4,59 +0,24 mlmin'.g"). Podavani EET-A nejen Ze vyustilo
u hypertenznich zvifat v mnohem vyssi bazalni hodnoty (hypertenzni 4,59 0,24 vs.
hypertenzni + EET-A 7,02 + 0,61 ml.min™ g'l), ale také zabranilo poklesu RBF pfi redukei
RPT. Autoregulacni mechanismus RBF ledvin 1é¢enych hypertenznich zvitat byl tudiz
srovnatelny s normotenznimi skupinami. Posledni graf této série (graf 19D) ukazuje, ze 1
kdyz byl bazalni RPT u nelécené skupiny signifikantné vyssi nez u lécenych (hypertenzni
179 £ 3 vs. hypertenzni + EET-A 156 £ 4 mmHg), GFR m¢la piesto srovnatelné hodnoty
(hypertenzni 1,06 £ 0,28 vs. hypertenzni + EET-A 1,17 + 0,22 ml.min'l.g'l). Nicméné,
ackoliv redukce RPT zplsobily poklesy GFR u obou skupin, hodnoty 1é€enych zvitat stale
zustavaly vyssi (v ptipad¢ prvni redukce na 110 mmHg statisticky vyznamné, pii redukci
na 95 jiz ne tak vyznamné, ale stale s velkym rozdilem).
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Graf 19 Vyjadieni vztahu mezi rendlnim arteridlnim tlakem, pritokem krve ledvinou u normotenznich (A) a
hypertenznich skupin (B). Vztah hodnot renalniho arteridlniho tlaku ke glomerularni filtraci
u normotenznich (C) a hypertenznich skupin (D) (* p <0,05 vs. bazalni hodnoty, # p <0,05 vs.

odpovidajici hodnoty na stejné hodnoté tlaku u druhé skupiny).
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6.5 Utinek pozdni 1é¢by EET-A analogem ujiz plné rozvinuté
hypertenze (lé¢ebny protokol) na krevni tlak, hemodynamiku,

autoregulaci, exkre¢ni funkce a morfologii ledvin

6.5.1 Protokol

Na stejné skupiny zvitat (co do véku, vahy, kmene i pohlavi) jsme aplikovali stejny
protokol implantace telemetrickych sond (viz kap. 6.2.2). Pribéh pokusu je zndzornén na
schématu nize. Hlavnim velkym rozdilem oproti protokolu ,,preventivnimu® bylo, ze jsme
lécbu analogem EET-A zah4jili o 10 dni pozdéji nez samotnou indukci hypertenze.
V prubéhu pokusu jsme zvitata umistili 4x na 24 h do metabolickych kleci (MK 1-4). Pro
posouzeni vlivu metabolismu kyseliny arachidonové cestou enzymi z rodiny cytochromil
P450 jsme 17. den pokusu zvifata usmrtili dekapitaci a odebrali vzorky pro stanoveni
jednotlivych biochemickych parametrii. VSechny jednotlivé hodnoty jsme vyhodnotili
metodami uvedenymi v kap. 4.2.

Vzhledem k tomu, Ze jsme si nebyli jisti, zda bude mit pozdni 1écba na jiz
etablovanou hypertenzi viibec néjaky ucinek, provedli jsme nejprve pouze pilotni
experiment se tfemi skupinami:

1) normotenzni neléceni (n = 7)
2) hypertenzni neléceni (n = 9)
3) hypertenzni + EET-A (n=11)

Schéma lé¢ebného protokolu

EET-A

>

indol-3-Karbinol
%
%
-14 -4 0 8 10 12 16 17
operace MEK1 ME2 MEK3 MEK4 odbéry

65



6.5.2 Vysledky

Graf 20A mapuje rozvoj vyse krevniho tlaku po stimulaci transkripce Ren2 genu
podanim I3C v potravé. Desetidenni indukce pomoci I3C diety zpiisobila rozvoj velmi
vazné hypertenze u obou skupin (hypertenzni 195 +£3 a hypertenzni + EET-A 191 + 4
mmHg). Nasledné podani EET-A nemélo zadny vliv na vysi krevniho tlaku v porovnani
s preventivnim protokolem. Poddni EET-A také nemélo zadny pfiznivy efekt ani na
albuminurii (hypertenzni 44,7 + 3,7 vs. hypertenzni + EET-A 40,4 +£2.9 mg.den'l) (viz
graf 20B) ani na hypertrofii levé srde¢ni komory (hypertenzni 23,9 + 0,4 vs. hypertenzni +
EET-A 23,2 + 0,8 mg.mm™") (viz graf 20C).
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Graf 20 Prubé¢h nartstu systolického krevniho tlaku v pribéhu experimentu a vliv 1é¢by na jeho vysi (A),
mira vyluovaného mnozstvi albuminu v pribéhu rozvoje hypertenze (B) (* p < 0,05 vs. bazalni
hodnoty normotenzni skupiny). Levostranna srde¢ni hypertrofie charakterizovand pomérem vahy
levé srdecni komory kdélce tibie (C) a postizeni renalniho parenchymu vyjadiené
glomerulosklerotickym indexem (D) (p <0,05 vs. nelé¢ena normotenzni skupina, *p <0,05 vs.

vSechny skupiny).
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V grafu 20D je znazornéno vyrazné posSkozeni ledvinového parenchymu u hypertenznich
nelécenych zvifat, které je vyjadieno glomerulosklerotickym indexem. Nicméné, 1écba
EET-A toto poskozeni mirné, pfesto statisticky vyznamné snizila (hypertenzni 0,22 + 0,02
vs. hypertenzni + EET-A 0,16 £+ 0,02).

U hypertenznich 1écenych potkanti jsme po dvou dnech 1écby zaznamenali prudky
nariist absolutniho vylu¢ovani sodiku ve srovnani s hypertenzni nelécenou skupinou
(hypertenzni 0,71 + 0,09 vs. hypertenzni + EET-A 1,19 + 0,09 umol.den™.g"). Na konci
pokusu se mira vyluCovani sodiku vratila k hodnotam srovnatelnym s obéma zbyvajicimi
skupinami (viz graf 21A). Hypertenzni neléceni potkani vykazovali zvySenou aktivitu NO
syntazy charakterizovanou zvySenym pomérem nitrati/nitritd vzhledem k normotenznim
zvitatim (normotenzni 6,4 = 0,9 vs. hypertenzni 16,6 + 1,65 pmol.den'l) (viz graf 21B).
Lécba analogem aktivitu NO syntazy nezménila (hypertenzni 16,6 &+ 1,65 vs. hypertenzni +
EET-A 17,9 + 1,95 umol.den™).
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Graf 21 Hodnoty absolutniho vyluCovani sodiku v prub&hu pokusu (A) a aktivita NO syntazy vyjadiena

pomérem koncentraci nitratu k nitritdm v mo¢i (B) (* p < 0,05 vs. bazalni hodnoty).

Pfi srovnani snormotenzni skupinou se v pribéhu pokusu u hypertenznich
nelécenych zvitat koncentrace 8-isoprostani v moci (znacici nariistajici oxidativni stres)
prudce zvySovala (normotenzni 26,2 + 2,2 vs. hypertenzni 40,9 + 2,1 ng.den™, den 16.) a
ani lécba analogem tuto skutec¢nost nezmeénila (hypertenzni 40,9 +2,1 vs. hypertenzni +
EET-A 42,1 + 1,8 ng.den™, den 16.) (viz graf 22A). V grafu 22B jsme zaznamenali pomé&r
EETs/DHETEs v kiife ledvin na konci pokusu (den 18.). U hypertenznich nelécenych

potkanii jsme ve shod¢ s ptredeslymi studiemi (Honetschligerovd Z. et al., 2011[a] a
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2011[b]) naméfili snizeny pomér biologicky aktivni formy EETs ve srovnani
s normotenzni  skupinou (normotenzni 1,04 0,08 vs. hypertenzni 0,34 + 0,14
EETs/DHETEs) (viz graf 22B). Lécba analogem nijak neovlivnila miru poméru
EETs/DHETEs ve srovnani s hypertenzni skupinou (hypertenzni 0,34 +0,14 vs.
hypertenzni + EET-A 0,39 + 0,16 EETs/DHETE?).
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Graf 22 Hodnoty vyluc¢ovani 8-isoprostantl v pritb¢hu pokusu (A) (* p < 0,05 vs. bazalni hodnoty). MnozZstvi
biologicky aktivnich EETs vyjadfeny pomérem EETs k DHETEs v ledviné (B) (* p <0,05 vs.

normotenzni skupina).

U hypertenznich nelécenych potkanti jsme naméfili 7x vyssi koncentraci rendlniho
ANG II oproti normotenzni skupiné€ (normotenzni 81 + 6 vs. hypertenzni 571 + 29 fmol.g"
" (viz graf 23A). Létba analogem EET-A koncentraci renalniho ANG II statisticky
vyznamné snizila vzhledem k hypertenzni skupiné (hypertenzni 571 + 29 vs. hypertenzni +
EET-A 400 + 14 fmol.g’l). Graf renalni koncentrace ANG 1-7 (viz graf 23B) vykazoval
stejny vzor jako graf pro rendlni koncentraci ANG II (viz graf 23A). Hypertenzni skupiné
jsme naméfili statisticky vyznamné vyssi koncentrace ANG 1-7 v ledvinové kiie
(normotenzni 17 + 4 vs. hypertenzni 57 + 5 fmol.g™") a 1é¢ba EET-A koncentraci ANG 1-7
u hypertenznich potkant nijak vyznamné neovlivnila (hypertenzni 57 £ 5 vs. hypertenzni +

EET-A 48 + 5 fmol.g™).
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Graf 23 Renalni koncentrace ANG II (A) a ANG 1-7 (B) (* p < 0,05 vs. normotenzni skupina, # p <0,05 vs.
hypertenzni skupina).

6.6 Diskuze

Jiz diive bylo pozorovano, Ze endogenni EETs inhibuji reabsorpci sodiku
v proximalnim tubulu blokovanim Na'/H® vyméniku (Madhun Z.T. et al., 1991) a
blokovanim ENaK kanala v kortikalnich sbérnych kanélcich (Sakairi Y. et al., 1995; Hye
Khan M.A. et al., 2014). Tato zjisténi podporuji teorii, ze antihypertenzni ucinek EETs je
spojen s jejich schopnosti zvysit vylu€ovani sodiku ledvinami (Lee C.R. et al., 2010;
Sporkové A. et al., 2011; Elmarakby A.A., 2012; Neckar J. et al., 2012; Fan F. et al., 2015;
Imig J.D., 2015). V nasi studii jsme pozorovali, Ze v rané fazi hypertenze méli potkani
vyznamné zvySeny UnoxV. Tato skuteénost podporuje koncept, ze u ANG II-
dependentniho modelu hypertenze hraje zvySena aktivita intrarendlni NO syntazy (a tudiz
zvySena produkce NO) renoprotektivni roli a poméha kompenzovat vazokonstrikéni i€inek
zvySeného cirkulujiciho i tkanového ANG II (Sigmon D.H. a Beierwaltes W.H., 1993;
pusobi proti zvySenému vazokonstrikénimu ucinku ANG II po indukci hypertenze
u TGR(CYPlal-Ren2) transgennich potkanii (Honetschligerova Z. et al., 2013).
V predeslych studiich bylo prokdzano, Ze zvySena produkce O,. a ndslednd sniZzena
biologickd dostupnost NO pfispély ke zvySené vaskuldrni citlivosti k dlouhodobym
tlakovym U¢inkiim ANG II u ANG II-dependentnich modelt hypertenze (Kawada N. et al.,
2002; Reckelhoff J.F. a Romero J.C., 2003; Kopkan L. et al., 2007). Kromé¢ toho je znamo,

ze endogenni O,. pfimo stimuluje renalni tubularni reabsorpci vedouci k retenci sodiku a
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muze tak pfispivat ke zvySeni TK u riiznych forem hypertenze véetné modelu zavislého na
ANG II (Sigmon D.H. a Bieirwaltes W.H., 1993; Navar L.G. et al., 2000; Reckelhoff J.F. a
Romero J.C., 2003; Majid D.S.A. a Kopkan L., 2007). Bylo také zjiSténo, ze eikosanoidy
odvozené od CYP vyvolaly vazodilataci pievazné aktivaci NOS (eNOS) s néslednym
zvySenim biologické dostupnosti NO (Hercule H.C. et al., 2009), a prokazano, ze zvySena
hladina O,. pfispéla ke zvySeni renalni vaskularni resistence a zvySeni TK
u TGR(CYPlal-Ren2) transgennich potkanti s maligni ANG II-dependentni hypertenzi
(Patterson M.E., 2008). Z vysledki naSich pokusti usuzujeme, ze zvysend biologicka
dostupnost NO béhem vyvojové i udrzovaci faze hypertenze spojend se zabranénim
zvySeni produkce O,. mohla vyrazné pfispét k snizeni TK a renoprotektivnim u¢inkiim
preventivni 1écby pomoci EET-A u maligni formy ANG II-dependentni formy hypertenze.
Nase analyza RAAS odhalila, Ze preventivné podavany EET-A inhiboval tvorbu ANG II
v krevnim ob¢hu i ledvindch na trovni blokddy ACE. Tomu odpovidalo i pozorovéni
skupin preventivné lécenych ACE inhibitorem, které vykazovaly stejny vzorec chovani
komponent RAAS jako EET-A léCend zvifata. Pozoruhodné potlaceni aktivity RAAS
pomoci EET-A, zejména jeho intrarendlni slozky, se ndm jevi jako kriticky dilezité,
protoze je nyni dobfe znamo, ze nevhodna aktivace ledvinového RAAS, a tudiz jeji
zesilené piisobenti, je hlavnim prohypertenznim mechanismem odpovédnym za vyvoj ANG
[I-dependentni hypertenze (Kobori H. et al., 2007). Zvlasté zajimavé je zjiSténi, Ze 1éCba
EET-A blokovala aktivitu RAAS na trovni ACE. To je v souladu i s dfivéjS§imi poznatky,
ze ACE zprostredkovana tvorba ANG II v ledvinach je nezdvislym faktorem podilejicim se
na vyvoji hypertenze a Ze blokada ledvinového ACE vyrazné zmirnila hypertenzi vyvijejici
se vreakci na infuzi ANG II (Gonzalez-Villalobos R.A. et al., 2013). Zajimava jsou
zjisténi tykajici se osy ACE2 — ANG 1-7 — Mas receptor. Predpoklada se, Ze tato osa
pusobi kontraproduktivné k vazokonstrikéni ose ACE — ANG II — ATI, zejména za
podminek zvySené aktivity RAAS (Biirgelovd M. et al.,, 2009; Ferrario C.M., 2011;
Cervenka L. et al., 2015; Hampl V. et al., 2015; Huskova Z. et al., 2016). Zjistili jsme, Ze
chronicka 1é¢ba EET-A hypertenznich potkant zvysila aktivitu ACE2 a koncentraci ANG
1-7 v plasmé 1 ledvinach. Zda se, Ze velmi diileZita je pravé ona zvysSena aktivita ACE2,
protoze pravé tento enzym tvoii ANG 1-7 a to z ANG 11 ANG II (Ferrario C.M., 2011).
Kombinace téchto dvou syntetickych drah enzymu ACE2 muze vysvétlovat nami nalezené
vysledky, a sice zvySenou aktivitu ACE2, zvySenou koncentraci ANG 1-7 a snizenou
koncentraci ANG II. StéZejnim mechanismem by tedy mohlo byt nejprve vy€erpani ANG I
pro tvorbu ANG 1-7, ktery by tak nebyl dostupny pro syntézu ANG II enzymem ACE, a
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také vycerpani jiz stavajictho ANG II za tcelem pfemény opct na ANG 1-7. Pokud jesté
vezmeme do uvahy pozorované snizeni aktivity ACE v ledvinach a plasmé, je ziejmé, Ze
1écba EET-A posouva cely komplex drah zapojenych do syntézy peptidii angiotenzinu
smérem k tvorbé ANG 1-7. Zda se tedy, ze toto je hlavnim mechanismem
antihypertenzniho uc¢inku EET-A v naSem experimentu a podporuje to jiz dfive pfedjimany
nazor, ze stézejni roli vazodilatacni osy RAAS je plisobit proti té vazokonstrikéni (Ferrario
C.M. et al., 1991; Ferrario C.M., 2011; Cervenka L. et al., 2015). Souhrnn¢ naSe data
naznacuji, ze potlaceni cirkulujicich a zejména intrarenalnich hladin ANG II v kombinaci
s aktivaci vazodilatacni osy RAAS jsou nejpravdépodobnéjsimi hlavnimi mechanismy
odpovédnymi za antihypertenzni a renoprotektivni ucinky preventivné EET-A 1é¢enych
hypertenznich potkant. Pozorovany posun vyvéazeni vazodilatacni a vazokonstrikéni osy
RAAS je pravdépodobné modifikovan zménami biologické dostupnosti NO a aspoii
¢aste¢n¢ obratem produkce kyslikovych radikalt. Stav obou systémt poté spole¢né urcuje
vylucovani sodiku ledvinami, periferni i rendlni vaskularni morfologii a funkci se zjevnymi
dasledky pro konec¢nou hladinu TK a konec¢ny stav orgdnd. Dal$im zjiSténim této studie
bylo, Ze pozdni 1écba EET-A analogem neméla zddny ptiznivy vliv na vysi TK, zdvaznost
jiz rozvinuté hypertenze nebo miru organového poskozeni. Je v§ak pozoruhodné, ze i kdyz
pozdni lécba EET-A snizila koncentraci ANG II v ledving, piesto hladina ANG II zistala
stdle vyrazné zvySena a blizka hladiné pozorované u nelécenych hypertenznich potkanii.
U pozdni 1écby nebyl prokdzan ani nariist dostupnosti ANG 1-7, zvySeni biologické
dostupnosti NO ani zvySeni prevence oxidacniho stresu. Vazokonstrikéni osa RAAS
zustala v protokolu pozdni 1é¢by stale nepfimcfené aktivovana a na rozdil od 1écby
preventivni jsme nezaznamenali Zadnou zvySenou aktivaci vazodilatacni. Stru¢né feceno,
kombinace minimalniho potlaceni zvySenych hladin ANG II, bez zvySeni ANG 1-7,
sniZené intrarenalni biologické dostupnosti NO a zvySeného oxidativniho stresu vysvétluje
nepfitomnost antihypertenznich a organoprotektivnich ¢inki pozdni 1é€by pomoci EET-
A. NaSe interpretace vSech téchto vysledki vychazi z ptredstavy, Ze vCasna 1€cba sice
zlepsila, nicméné nenormalizovala hodnoty jednotlivych ¢lent prohypertenzni osy RAAS,
NO, oxidac¢niho stresu a rychlosti vyluovani sodiku ledvinami. Z toho divodu jsme
pozorovali pouze utlum, nikoliv zvraceni hypertenze a orgdnového poskozeni. Lze tedy
predpokladat, ze nase tzv. pozdni 1é€ba nemohla mit jiz zddny ptiznivy efekt na plné
rozvinutou hypertenzi z toho diivodu, Ze zmény vaskularnich funkci, morfologie renalni

tkan¢ 1 myokardu jiz byly nevratné.
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6.7 Zavér

Preventivni protokol

Prvnim hlavnim zjisténim této studie bylo, ze 1écba TGR(CYPlal-Ren2) potkant
analogem EET-A zmirnila vyvoj maligni hypertenze. Krom¢ pozitivniho vlivu na krevni
tlak jsme u léCenych zvitat také pozorovali podstatné lepsi stav ledvin charakterizovany
snizenou albuminurii, tubulointersticidlnim poSkozenim a glomeruloskler6zou. EET-A
terapie zabranila obvyklému poklesu RBF, ke kterému dochdzi u hypertenznich zvitat,
jakoz 1 hypertrofii levé srdecni komory. Kromé toho 1écba EET-A nejenze zabranila
snizeni RBF, ale také zabranila naruseni jeji autoregulace. Lécba EET-A zmirnila
pocatecni pokles Un,V (den 2.) ve srovnani se skupinou hypertenznich nelécenych zvitat a
naopak v pribé¢hu pokusu vyznamné zvysila Ux,V uhypertenznich EET-A 1é¢enych
potkani (den 6.). Na konci pokusu byly vSak hodnoty Un,V uvSech skupin opét
srovnatelné. Abychom osvétlili mozné mechanismy ochranného plisobeni EET-A, snazili
jsme se analyzovat zmény aktivit oxidu dusnatého, oxida¢niho stresu a RAAS vcetné osy
ACE2 — ANG 1-7 — Mas receptor. Zjistili jsme, Ze UnoxV se u nelécenych hypertenznich
potkani nejprve zvySoval a nasledné klesal az k bazalnim hodnotdm. Naopak UisoV se
u hypertenznich zvifat postupné zvySovalo, az bylo na konci experimentu vyznamné vyssi
nez unormotenznich potkanli. Je pozoruhodné, Ze 1écba EET-A u hypertenznich zvifat
zabranila kone¢nému poklesu UnoxV a zvySeni UisoV. Je také zajimavé, Ze 1écba ACE
inhibitorem vykazovala velmi podobné (pokud ne ptimo identické) u€inky na UnoxV a
UisoV jako 1écba EET-A. Souhrnné se dé fici, ze vnaSem experimentu lécba
hypertenznich potkanii pomoci EET-A i ACEi zvysila biologickou dostupnost NO a sniZila
koncentrace superoxidu (O;.). Bohuzel, soufasné¢ udaje nam neumoziiovaly urcit
mechanismy, na nichZ jsou tyto G€inky zaloZeny. Bez ohledu na pfesny mechanismus je
zfejmé, Ze zvySena biologicka dostupnost NO a sniZend produkce O,. by mohla vyznamné
pfispivat k antihypertenznim G¢inkiim EET-A a ACEi u hypertenznich potkant. Také jsme
zjistili, ze podavani EET-A hypertenznim potkaniim snizilo rendlni i plasmatické hladiny
ANG II a naopak zvysilo koncentraci ANG 1-7, zejména intrarenalni dostupnost ANG 1-7
a plasmatickou ACE2 aktivitu. Zavérem lze fici, Ze 1écba ordlné aktivnim EET-A v rané
fazi hypertenze podstatné zmirnila jeji rozvoj a poSkozeni koncovych organd. Lécba

potlacila aktivitu prohypertenzni osy RAAS a zvysila aktivitu jeji vazodilatacni osy.
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Lécebny protokol

Na rozdil od preventivniho protokolu nemélo 1écebné (opozdéné) podavani EET-A
zadny pfiznivy ucinek na plné€ rozvinutou hypertenzi. U potkanii vystavenych tomuto
lé¢ebnému protokolu jsme nepozorovali zadné podstatné snizeni srdecni hypertrofie nebo

tkanového poskozeni ledvin.
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7  Zmirnéni hypertenze u angiotenzin II-dependentnich
hypertenznich potkant zvySenim produkce 20-HETE

vV organismu

7.1 Uvod a cile

Ackoliv klinické 1 experimentalni studie poukazovaly, ze za rozvojem maligni
hypertenze stoji abnormalni aktivita RAAS (Fleming S., 2000; Collidge T.A., 2004;
Poulter N.R., 2015), detailni vyzkum byl limitovan absenci vhodného experimentalniho
modelu. Toto omezeni bylo pfekondno vytvofenim inbredni transgenové linie potkana
TGR(CYPlal-Ren2) se schopnosti indukovatelného rozvinuti hypertenze.

V souladu s ostatnimi autory i naSe pracovni skupina na tomto modelu dfive
pozorovala, Ze rozvoj typické maligni hypertenze neni pouze jednoduchym vysledkem
zvySené aktivity RAAS, ale také vzdjemnym narusenim vztahd s ostatnimi vazoaktivnimi
systémy (Vaiourkova Z. et al., 2006; Huskova Z. et al., 2010; Sporkova A. et al., 2014).
Pro nés velmi zajimavym objevem byla pfedevsim naruSend rovnovaha v koncentracich
nékterych metabolitd kyseliny arachidonové u malignich hypertenznich zvitat. V mnoha
studiich (v¢. naSich) byl rozvoj ANG II — dependentni hypertenze u TGR(CYP1lal-Ren2)
transgennich potkanti doprovazen sniZenou intrarenalni koncentraci epoxyeikosatrienovych
kyselin (EETs). Vzhledem k tomu, Ze EETs vyznamné sniZuji cévni tonus v perifernim
feCiSti a inhibuji renalni tubuldrni transport vody a sodiku, jsou tak zapojeny do
dlouhodobé regulace krevniho tlaku (Roman R.J., 2002; Elmarakby A.A., 2012; Fleming
I, 2014; Imig J.D., 2015). Na rozdil od epoxygenaz je vSak role metabolitii kyseliny
arachidonové vznikajici aktivitou o-hydroxylazy v patofyziologii ANG II-dependentni
maligni hypertenze u TGR(CYP1lal-Ren2) potkant dosud opomijena. 20-HETE je u¢inny
vazokonstriktor v perifernim cévnim fecisti a jeho interakce s RAAS spociva predevSim
v posileni prohypertenznich U¢inkiit RAAS u ANG II modeld (Williams J.M. et al., 2010;
Hoopes S.L. et al., 2015). 20-HETE také inhibuje reabsorpci sodiku v proximalnim tubulu
a tlustém raménku vzestupné Henleovy klicky (Escalante B. et al., 1994; Quigley R. et al.,
2000; Yu M. et al., 2007) a tak by mohla zvySena koncentrace 20-HETE podél renalniho
tubulu podporovat natriurézu a jit proti svym vazokonstrikénim U¢inkiim (Roman R.J.,

2002; Williams J.M. et al., 2010; Fan F. et al., 2015).
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Vzhledem k nejisté roli 20-HETE pfi vzniku a rozvoji maligni hypertenze (brany
v potaz jeji protichidné Uc¢inky) jsme predpokladali, Ze intrarendlni deficit 20-HETE a
nasledna absence jeho natriuretického ucinku piispiva k rozvoji ANG II — dependentni
maligni formé hypertenze. Pro navySeni 20-HETE v organismu potkana jsme pouzili
fenofibrat (komeréni ndzev Lipanthyl 267M, Laboratories Fournier S.A., Dijon, Francie)
bézné uzivany 1€k na snizovani hladiny volnych triglyceridt, u kterého bylo opakované
prokazano, ze indukuje expresi genu pro CYP4A (Roman R.J., 2002; Fan F. et al., 2015).
CYP4A je enzym ze skupiny m-hydroxylaz, ktery je u potkanti zodpovédny za produkci
20-HETE z kyseliny arachidonové. Ptfedpokladali jsme, Ze fenofibratem indukovana
zvySend renalni produkce 20-HETE by mohla pfispét ke zlepSeni maligni hypertenze
u TGR(CYPIlal-Ren2) potkanti. Abychom tuto teorii potvrdili, rozhodli jsme se u naSich
zvitat méfit vliv dlouhodobého podédvani fenofibratu na rozvoj maligni hypertenze,
intrarenalni koncentraci a expresi 20-HETE a jednotlivych komponent RAAS. Mnoh¢é
predeslé studie (v€. naSich) také prokdzaly zhorSenou autoregulacni efektivitu ledvin a
oplosténou tlakové-natriuretickou kiivku u tohoto kmene potkant. Oboji zdsadné pfispiva
k rozvoji maligni hypertenze (Opay A.L. et al,, 2006; Erbanovd M. et al., 2009;
Honetschldgerova Z. et al., 2011[a]). Z tohoto diivodu jsme v ramci experimentu chtéli
otestovat, zda 1é¢ba fenofibratem nebude mit také vliv na u¢innost tlakové-natriuretického

a autoregula¢niho mechanismu ledvin.

7.2 Zhodnoceni ulohy RAAS a CYP-450 vazané m-hydroxylazové
drahy v metabolismu Kkyseliny arachidonové v ¢asném stadiu

rozvoje maligni hypertenze

7.2.1 Protokol

Cilem této ¢asti vyzkumu bylo stanoveni stupné¢ aktivace RAAS a o-hydroxylazové
dréhy kyseliny arachidonové v poc¢atecnim stadiu rozvoje ANG II — dependentni maligni
hypertenze. V pokusu jsme pouzili jako v predeslé studii TGR(CYP1lal-Ren2) potkany,
ktefi rozvijeji maligni hypertenzi po podani 13C v potravé. Experiment jsme provedli na
330-350 g vazicich samcich rozdélenych do dvou skupin:
1) normotenzni TGR(CYPlal-Ren2) n=38
2) hypertenzni TGR(CYP1la 1-Ren2) n =10
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Druhé skupiné jsme po dobu 4 dni podavali I3C v potravé. Po ¢tyfech dnech této
indukce jsme pokus ukoncili dekapitaci zvitat a naslednym odbérem vzorkl na vSechny
nami sledované biochemické analyzy. Thned po usmrceni jsme zvifatim odebrali plnou
krev pro stanoveni koncentrace ANG II v plasmé. Dale jsme zvifatim odebrali ledviny na
stanoveni koncentraci ANG II, EETs, DHETEs, 20-HETE, CYP4A a genovych expresi
CYP4A, CYP2C23 v ledvinové tkani. Odebrali jsme také jatra pro stanoveni genové
exprese Ren2 (popis metodiky viz kap. 4.2).

7.2.2 Vysledky
Indukce genové exprese reninu podanim I3C v potraveé zpusobila u hypertenznich zvitat
oc¢ekavanou zvySenou genovou expresi Ren2 transgenu (vice jak 200x) (viz graf 24D).
Spole¢né se zvySenou reninovou expresi v disledku indukce narostla statisticky vyznamné
reninova enzymova aktivita (normotenzni 3,91 £+ 0,54 vs. hypertenzni 8,13 £ 0,78 ANG [ mI’

' ") (viz graf 24C).
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Graf 24 Koncentrace ANG II v plasmé (A), koncentrace ANG II v ledvinové tkani (B), plasmatickd reninova
aktivita (C), relativni genova exprese Ren2 v jatrech (D) ve srovnani s housekeeping genem f3-

aktinem (* p < 0,05 normotenzni skupina).
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Ve shod¢ s reninovou aktivitou jsme naméfili u indukovanych zvifat i statisticky
vyznamny narist plasmatické (normotenzni 22 +4 vs. hypertenzni 91 +5 fmol.ml™) i
renalni (normotenzni 63 + 5 vs. hypertenzni 338 =27 fmol.g™') koncentrace ANG II ve
srovnani s neindukovanymi skupinami (viz graf 24A, 24B).

Podavani I3C nezvysilo genovou expresi ani proteinovou koncentraci enzymu
CYP4A (viz graf 25A, 25B). U hypertenzni skupiny jsme naméfili sniZenou rendlni
koncentraci 20-HETE (normotenzni 98 + 5 vs. hypertenzni 44 + 3 ng.g™) (viz graf 25C).
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14r B-aktin
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genova exprese CYP4A / B-aktin
proteinova exprese CYP4A / B-aktin

1201 W normotenzni I hypertenzni

Graf 25 Relativni genova exprese CYP4A (A),
proteinova relativni exprese CYP4A (B)
oboje ve srovnani s housekeeping genem [3-

aktinem, koncentrace 20-HETE v ledvinové

20-HETEs v ledviné (ng.g™! proteinu) O

tkani (C) (* p < 0,05 normotenzni skupina).

—
&

Ulinek 1é¢by fenofibratem na krevni tlak, RAAS, metabolity

kyseliny arachidonové a expresi sledovanych CYP enzymii

7.3.1 Protokol

V této ¢asti pokusu jsme opét pouzili samce kmene TGR(CYPlal-Ren2) o vaze
330-350 g. Podle doporuceni pro studie kardiovaskuldrnich funkei u malych
experimentalnich zvifat jsme pouzili k méfeni tlaku a dalSich kardiovaskuldrnich
parametr radiotelemetrické sondy TA11PA-C40 (Data Sciences International, St. Paul,

MN, USA). Tato nova technologie nam umoznila monitorovani péti parametrti po 24 h
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u plné€ bde€lych volné se pohybujicich zvitat. Popis protokolu implantace sond v kap. 6.2.1.

Monitorovani kardiovaskularnich parametrii bylo zahajeno po 7 dnech rekonvalescence.

Zvitata jsme rozdélili do té€chto experimentélnich skupin:
1) normotenzni + neléCeni (n = 6) 3) hypertenzni + neléceni (n = 8)

2) normotenzni + fenofibrat (n = 7) 4) hypertenzni + fenofibrat (n = 8)

Nasledujici 4 dny jsme méfili bazalni hodnoty tlaku u vSech zvifat pied zahajenim
1écby a indukei hypertenze. Po 4dennim sledovani jsme zvifata utratili dekapitaci a
odebrali vzorky plasmy, ledvin a jater pro zméfeni vSech nami sledovanych hodnot
(zplisobem uvedenym v kap. 4.2).

Na zaklad¢ ziskanych vysledkii jsme se rozhodli jesté cely pokus zopakovat
s prodlouzenou dobou plisobeni 1€cby. Opét jsme po implantaci radiotelemetrickych sond
rozdélili zvifata do stejnych experimentalnich skupin, s tim rozdilem, ze jsme pokus

ukoncili az po 12 dnech indukce a 1écby.

Zvitata byla rozdélena do téchto experimentalnich skupin:
1) normotenzni + neléCeni (n = 6) 3) hypertenzni + neléceni (n = 8)

2) normotenzni + fenofibrat (n = 7) 4) hypertenzni + fenofibrat (n = 8)

7.3.2 Vysledky

Kratky protokol (4 dny)

Vysledky méfeni tlaku a prospivani zvifat v pribehu kratkého protokolu jsme
spojili spolecné s vysledky protokolu dlouhého a jsou zndzornény v grafu 26. Béhem
prvnich ¢ty dnii indukce a 1é¢by nedoslo k zddnému statisticky vyznamnému nardstu
krevniho tlaku u indukovanych 1é€enych zvifat ve srovnani s neindukovanymi skupinami.
Na rozdil od toho, skupina indukovanych nelécenych zvitat vykazovala jiz od prvniho dne
indukce statisticky vyznamny narist stfedniho arteridlniho tlaku ve srovnani
s neindukovanymi skupinami. Po dobu kratkého protokolu jsme nezaznamenali statisticky
vyznamné zhorSené prospivani zvifat, ale byl jiz patrny trend tbytku vahy u indukovanych

zvitat (vyraznéjsi u zvitat nelécenych) (viz graf 27).
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Dlouhy protokol (12 dni)

Skupiny potkand, kterym jsme nepodavali I3C v potravé zlstaly po celou dobu
pokusu normotenzni, a to i v piipad¢ skupiny lécené fenofibratem. Naproti tomu skupiny,
kterym jsme podali I3C, zacaly postupné rozvijet hypertenzi. Nicméné, byl statisticky
vyznamny rozdil v rychlosti a mife hypertenze u indukovanych skupin v dusledku 1écby
fenofibratem. LéCend zvifata zacala rozvijet hypertenzi s pétidennim zpozdénim a ani na
konci pokusu (12. den) nedosahovala tak zavaznych hodnot jako zvifat nelécena

(hypertenzni 182 + 2 vs. hypertenzni + fenofibrat 154 +£ 3 mmHg) (viz graf 26).
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Soucasné srozvijejici se maligni hypertenzi vykazovala hypertenzni neléCena
zvifata znamky Spatného zdravotniho stavu: polydipsii, nahrbené drZeni téla, najezenou
srst a ubytek vahy (viz graf 27). Naproti tomu indukovani potkani, ktefi byli 1é¢eni po
celou dobu pokusu fenofibratem, vykazovali podstatné lepsi zdravotni stav: mensi ubytek
vahy (hypertenzni —51 + 4 vs. hypertenzni + fenofibrat —18 £ 3 g) a normalni chovani bez
znamek stresu. Mnozstvi piijimané potravy jsme v prubéhu pokusu monitorovali u vSech
skupin a zadné jeho statisticky vyznamné sniZeni jsme nezaznamenali (pouhé sniZeni o 6
% u indukovanych nelé¢enych zvifat). Velké ubyvani na vaze indukovanych nelécenych

zvitat tudiZz nesouviselo ani tak se snizenym piijmem potravy, ale bylo spiSe diisledkem
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akcelerované tlakové vazané natriurézy a s ni spojené zvysené diurézy, pricemz zadna ze

skupin zvifat nevykazovala klinicky vyznamné zndmky dehydratace.
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Lécba fenofibratem ve shod€ s pfedchozimi studiemi skute¢né i u naSich 1écenych
skupin vykazovala trend zvySené genové exprese a proteinové koncentrace CYP4A
v ledvinové tkani, rozdil v§ak nebyl dostatecné statisticky vyznamny (viz graf 28B, 28C).
Nicméné, navzdory zvySené stimulaci CYP4A l1écba fenofibratem nezvysila

koncentraci 20-HETE v ledvinové tkéni (viz graf 28A).
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Indukovani hypertenzni potkani také vykazovali statisticky sniZené koncentrace
nékterych EETs (11,12-EETs a 14,15-EETs) (viz graf 29C, 29D), tedy téch, které jsou
povazovany za ptevazujici v ledvinové tkani (Roman R.J., 2002; Fleming 1., 2014;
Capdevila J.H. et al., 2015). Hladiny zbyvajicich EETs (5,6 EETs a 7,8 EETs) zustaly
nezménény (viz graf 29A, 29B). Relativni pomér vSech EETs vici jejich neaktivnim
metabolitim DHETEs byl statisticky sniZzen u obou hypertenznich skupin (normotenzni
7,58+ 0,47 vs. hypertenzni 3,85+0,48 a hypertenzni + fenofibrat 3,73 + 0,86
EETs/DHETE?S) (viz graf 29F).
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Graf 29 Hodnoty renalnich koncentraci epoxyeikosatrienovych kyselin: 5,6-EETs (A), 8,9-EETs (B), 11,12-
EETs (C), 14,15-EETs (D). Koncentrace biologicky neaktivnich DHETEs (E). Relativni pomér mezi
biologicky aktivnimi EETs a jejich neaktivnimi produkty DHETEs (F). VSechny hodnoty byly

stanoveny v pozdni fazi hypertenze (den 12.) (* p < 0,05 vs. normotenzni skupiny).

Zajimavou skutecnosti bylo ze, ackoliv jsme pii méfeni genové exprese ani
proteinové koncentrace enzymu CYP2C23 (hlavniho genu zodpovédného za produkci

EETs u potkanil) neziskali zadné statisticky vyznamné rozdily, byla jasné patrna stimulace
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této metabolické drahy u zvifat 1écenych fenofibratem (neindukovanych i indukovanych

potkanil) (viz graf 30A, 30B).
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Graf 30 Genova (A) a proteinova (B) exprese enzymu CYP2C23 u vSech sledovanych skupin. VSechny
hodnoty byly stanoveny v pozdni fazi hypertenze (den 12.).

Podavani I3C v potravé zpusobilo velmi silnou stimulaci RAAS, projevujici se jak
statisticky vyznamné zvySenou koncentraci ANG II v plasmé (normotenzni 22+ 5 vs.
hypertenzni 87 +4 fmol.ml™) i ledvinach (normotenzni 59 + 6 vs. hypertenzni 231 + 11
fmol.g™), tak zvysenou plasmatickou reninovou aktivitou (normotenzni 6,3 +0,76 vs.
hypertenzni 27,1 + 1,64 ng ANG I ml'h"'). Létba fenofibratem vyznamné snizila
plasmatickou (hypertenzni 87 + 4 vs. hypertenzni + fenofibrat 59 + 3 fmol.ml™) i renalni
(hypertenzni 231 + 11 vs. hypertenzni + fenofibrat 104 + 8 fmol.g") koncentraci ANG II
u indukovanych potkanid. Stejné tak stimulace maligni hypertenze vedla ke zvySené
plasmatické reninové aktivité u indukovanych neléenych potkanti a 1écba fenofibratem
toto zvySeni vyznamné tlumila (hypertenzni 27,1 £1,64 vs. hypertenzni + fenofibrat
11,9+ 1,02 ng ANG I ml™".h") (viz graf 31A, 31B, 31C). Abychom prozkoumali samotny
ucinek fenofibratu na tento modelovy organismus, zméfili jsme miru genové exprese
transgenu Ren2 u jednotlivych experimentalnich skupin. Zjistili jsme, Ze lécba

fenofibratem statisticky vyznamné ztlumila expresi samotného transgenu (viz graf 31D).
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Graf 31 Stanoveni plasmatické (A) a rendlni (B) koncentrace ANG II. Stanoveni plasmatické reninové
aktivity (C) a genové exprese mysiho transgenu Ren2 v jaterni tkani (D). VSechny hodnoty byly
stanoveny v pozdni fizi hypertenze (den 12.) (* p <0,05 vs. neindukované skupiny, *p < 0,05
vSechny skupiny).

7.4 Utinek 1é¢by fenofibratem na renalni funkéni parametry

7.4.1 Experimentalni protokol

Tato série pokusu byla ve shodé s predeslymi ¢astmi projektu opét provedena na
330-350 g vazicich samcich kmene TGR(CYPlal-Ren2). Potkani byli pifed zacatkem
samotného akutniho pokusu 12 dni krmeni riznymi dietami v zavislosti na rozdéleni do
experimentalnich skupin:
1) normotenzni neléceni (n = 7) 3) hypertenzni neléceni (n = 7)

2) normotenzni + fenofibrat (n = 7) 4) hypertenzni + fenofibrat (n = 7)

84



Zvitata jsme po 12 dnech od zacatku pokusu uvedli do celkové anestézie
Thiopentalem (50mg/kg, VUAB pharma, Roztoky, CR) a provedli stejnou chirurgickou
pfipravu na akutni autoregulacni pokus (postup viz kap. 6.2.1). M¢fili jsme 3 clearencové
periody po 30 min, béhem nichz byl potkanovi postupné snizovan renalni perfuzni tlak
(RPT) pomoci aortalni svorky na 100 mmHg a 90 mmHg. Bé¢hem pokusu jsme méfili
potkaniim stfedni arterialni tlak, pratok krve ledvinou a odebirali vzorky moci a krve na
stanoveni hodnot glomerularni filtrace, vylu¢ovani sodiku a mnozstvi vyloucené moci. Po
skonCeni téchto period jsme ukoncili pokus predavkovanim zvifete vysokou davkou

Thiopentalu, ktery zptsobil bezbolestné a nestresujici utraceni.

7.4.2 Kontrolni protokol

Pro stanoveni vlivu chirurgie a samotného experimentu (pfedevsim jeho délky) na
hemodynamiku ledvin jsme provedli nejprve u ¢tyf skupin zvifat kontrolni protokol, ktery
zahrnoval cely chirurgicky postup (viz kap. 6.2.1) s vyjimkou nasazeni aortalni svorky na
aortu, pfi¢emz po ekvilibraci byly méfeny také tfi clearencové periody, ale bez redukce
RPT.
Zvirata jsme rozdélili do téchto experimentalnich skupin:
1) normotenzni neléceni (n = 9) 3) hypertenzni neléceni (n = 9)

2) normotenzni + fenofibrat (n = 9) 4) hypertenzni + fenofibrat (n = 10)

7.4.3 Vysledky

Vsechny bazalni hodnoty (1. perioda) stfedniho arterialniho tlaku, pratoku krve
ledvinou, glomerularni filtrace, natriurézy i1 frakéniho vylu¢ovani sodiku pied zacatkem
cileného snizovani RPT jsme zaznamenali v tabulce 7. Dle predpokladu méli hypertenzni
neléCeni potkani vysoky stfedni arteridlni tlak a imérné tomu i vyznamné zvySenou
diurézu. Naproti tomu hypertenzni zvitata, ktera byla pfed samotnym pokusem zaléCena
fenofibratem, vykazovala hypertenzi mnohem mirngjsi (hypertenzni 177 +£5 vs.
hypertenzni + fenofibrat 147 + 4 mmHg). Samotné 1écba fenofibratem neméla Zadny vliv

na hodnoty méfené u kontrolnich normotenznich zvifat.
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Swdnitonoy TSl ool byl ey
MAP (mmHg) 1143 11543 177 + 5+@ 147 + 4%
GFR (ml/min.g) 0,87 + 0,08 0,73 +0,11 0,82 = 0,09 0,75+ 0,10
RBF (ml/min.g) 5,81+0,53 5,62+0,54 421+ 0,16* 4,19+ 0,18*
UnaV (umol/min.g) 0,42 + 0,08 0,36 + 0,09 2,19+ 0,41* 1,99 + 0,28*
FEx (%) 0,37 £ 0,06 0,39 + 0,08 1,37 + 0,29% 1,14+ 0,18*
diuréza (ul/min.g) 4,01 0,29 4,19+0,34 20,12+ 2,91% 16,89 + 2,19%

Tab. 7 Bazalni hodnoty sledovanych funkénich parametri pravé ledviny (* p <0,05 vs. neoznacené

skupiny, @ p < 0,05 viechny skupiny).

Postupna redukce RPT u normotenznich nelééenych zvitat nijak nezménila hodnoty
glomeruldrni filtrace (GFR) ani pratoku krve ledvinou (RBF), coz prokazalo, ze
autoregulacni funkce u téchto zvifat byly velmi dobfe zachovany a nijak neovlivnény
samotnym operaénim protokolem (viz graf 32A, 32B). Jak je z grafu patrné, bazalni
hodnota RBF u hypertenznich zvitat byla znateln¢ snizena a pfi postupném snizovani RPT
svorkou doslo k jejimu prudkému poklesu (z 4,25 + 0,19 na 3,35 £ 0,28 pii redukci na 100
mmHg a na 3,01 +0,27 mI".min".g" pfi redukci na 90 mmHg). Létba fenofibratem
autoregulaci RBF nijak nezlepsila (z hodnoty 4,21 + 0,22 pokles na 3,82 + 0,21 pfi redukci
na 100 mmHg a na 3,26 + 0,19 ml".min".g" pii redukci na 90 mmHg). Bazalni hodnoty
GFR byly uvSech skupin v podstat¢ rovnocenné, nicméné, na rozdil od =zvifat
normotenznich, redukce RPT u obou hypertenznich skupin potkand zplsobila prudky
pokles GFR. Hypertenzni potkani tedy meéli vyznamn€ zhorSenou autoregulaci
glomerularni filtrace (z hodnoty 0,82 £+ 0,07 na 0,28 £ 0,05 pfi redukci na 100 mmHg a na
0,15+ 0,05 ml™.min™".g" pfi redukci na 90 mmHg).
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Graf 32 Vyjadfeni vztahu mezi renalnim arterialnim tlakem, pritokem krve ledvinou (A) a glomerularni
filtraci (B) (* p < 0,05 vs. bazalni hodnoty, # p < 0,05 vs. odpovidajici hodnoty na stejné hodnoté

tlaku u neindukovanych skupin).

Hypertenzni neléceni potkani vykazovali v disledku maligni hypertenze statisticky
vyznamné v&tsi diurézu (normotenzni 3,96 + 0,29 vs. hypertenzni 20,49 + 2,89 pl™'.min™".
g") i natriurézu (normotenzni 0,36 + 0,06 vs. hypertenzni 2,27 + 0,39 pumol’.min".g"),
nicmén¢ redukce RPT zpisobila u této skupiny ve srovndni s normotenznimi skupinami
dramaticky pokles obojiho. U hypertenznich zvifat mnozstvi vylou¢ené moce statisticky
vyznamné pokleslo z hodnot 20,49 + 2,89 na 0,91 £ 0,17 pti redukci na 100 mmHg a na
0,46+ 0,12 ul'.min".g" pfi redukci na 90 mmHg. Absolutni vyludovani sodiku se
zmenSilo (z hodnot 2,27 £ 0,39 na 0,04 = 0,02 pfi redukci na 100 mmHg a na 0,01 + 0,01
umol'l.min'l.g'1 pfi redukci na 90 mmHg). Lécba fenofibratem tento pokles statisticky
vyznamné zmirnila (viz graf 33A, 33B). Mnozstvi vylou¢ené moce u hypertenznich
1écenych zvitat pokleslo z hodnot 16,64 + 2,14 na 11,02 + 0,87 pfi redukci na 100 mmHg a
na 9,66+ 0,86 pl'.min"'.g" pii redukci na 90 mmHg. Absolutni vylutovani sodiku se
u lécené hypertenzni skupiny zmensilo z hodnot 1,96 + 0,26 na 1,18 + 0,09 pii redukci na

100 mmHg a na 1,02 = 0,09 pmol'l .min” .g'l pii redukci na 90 mmHg.
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Graf 33 Vyjadieni vztahu mezi renalnim arteridlnim tlakem, diurézou (A) a absolutnim vyluc¢ovanim sodiku
(B) (* p<0,05 vs. bazalni hodnoty, # p <0,05 vs. odpovidajici hodnoty na stejné hodnoté tlaku

u neindukovanych skupin).

Skupiny, na kterych byl proveden pouze kontrolni protokol za ucelem kontroly
samotného operacniho postupu a délky postupu na sledované hemodynamické a exkrecni

parametry, nevykazovaly zddné zmény hodnot ve vSech sledovanych parametrech.

7.5 Diskuze

V souladu s naSimi pfedchozimi studiemi jsme pozorovali, Ze jiz vrané fazi
indukce hypertenze TGR(CYP1lal-Ren2) potkani vykazovali znatelné zvySeni rendlnich a
plasmatickych koncentraci ANG II. Je to dusledkem vyrazného nardstu genové exprese
Ren2 doprovéazené vyznamné zvysenou plasmatickou reninovou aktivitou (Kantachuvesiri
S. et al., 2001; Mitchell K.D. et al., 2006; Huskova Z. et al., 2010; Sporkova A. et al.,
2014). Novym poznatkem pro nas bylo, ze tato aktivace prohypertenzni vétve RAAS byla
zaroven doprovazena statisticky vyznamnym intrarendlnim poklesem 20-HETE. Toto
pozorovani posililo odivodnéni nasi hypotézy, Ze intrarendlni nedostatek 20-HETE a
nasledné jejiho tubulo-transportniho inhibi¢niho G€inku na zpétnou resorpci sodiku miize
pfispivat k rozvoji maligni hypertenze unaseho potkaniho modelu. Tento poznatek
poskytoval pozadi pro nas piedpoklad, ze indukci rendlni CYP4A enzymové aktivity
fenofibratem miiZze vzrist rendlni koncentrace 20-HETE a svym natriuretickym uc¢inkem
zmirnit rozvoj maligni hypertenze u TGR(CYP1lal-Ren2) potkant.

Druhym dtlezitym poznatkem bylo, Ze chronickd 1écba fenofibratem

TGR(CYPlal-Ren2) potkanli zasadné¢ zmirnila narast systémového krevniho tlaku
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u indukovanych hypertenznich zvitat a ani na konci pokusu hodnota TK nedosahovala tak
dramatickych hodnot jako u potkani nelécenych. Navic 1é¢ena zvifata nevykazovala
typicky fenotyp maligni hypertenze. Ve shod¢ s piedeslymi studiemi jsme zjistili, ze 1écba
fenofibratem zptlisobuje znatelnou rendlni genovou a proteinovou expresi genu CYP4A
u obou lécenych skupin, ale nartst je vyznamné vyssi u skupiny s indukovanou hypertenzi
(Wilson T.W. et al., 1998; Shatara R.K. et al., 2000). Nicmén¢, neCekané jsme zjistili, Ze
ackoliv 1écba fenofibratem skutecné zvySovala renalni CYP4A genovou a proteinovou
expresi, tato zména se neprojevila zvySenim 20-HETE koncentrace, a tim nejspiS ani
potencovanim jejiho natriuretického ucinku v proximalnim tubulu. Koncentrace 20-HETE
u fenofibratem léCenych potkani byla stejn¢ sniZzena jako u potkanti neléCenych. Otazkou
je, jakym mechanismem vlastné 1écba fenofibratem zmirfiuje rozvoj a vaznost maligni
hypertenze u TGR(CYP1al-Ren2) potkanii.

Analyza jednotlivych komponent RAAS odhalila, Ze chronicka 1écba fenofibratem
potlacuje plasmatickou a renalni hladinu ANG II u I3C — indukovanych potkand. Nase data
ukazuji, Ze mechanismem zodpovidajicim za potlaceni ANG II formace byla inhibice
samotné¢ho Ren2 transgenu tohoto kmene. Nasledkem této inhibice bylo celkové utlumeni
systémového RAAS. Mechanismus, jakym fenofibratova 1écba zptisobila utlumeni exprese
Ren2 genu neni jasny a vyzaduje dikladnéjsi geneticko-molekuldrni analyzu, kterd je
mimo rozsah této studie. Ve svétle téchto poznatkl neptiméfend aktivace RAAS spole¢né
s prudkym naristem koncentrace ANG II v plasmé i ledvinach byla hlavnim piivodcem

rozvoje maligni hypertenze u TGR(CYP1lal-Ren2) transgennich potkand.

7.6 Zavér

Souhrnné, vysledky nasi studie ukazuji, Ze léCba fenofibratem zmirnila prabéh
maligni hypertenze u I3C — indukovanych TGR(CYPlal-Ren2) transgennich potkand.
Hlavnim mechanismem zodpovédnym za fenofibratem zpisobené sniZeni hypertenze bylo
potlaceni systémové a predev§im intrarendlni formace ANG II. Fenofibritem
zprostiedkované potlateni RAAS snaslednym snizenim krevniho tlaku spolecné
s uCinkem snizujicim volné lipidy by mohlo byt pfinosné pii 1écbé kardiovaskularnich

onemocnéni.
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8 Souhrnna diskuze

Nasi prvni hypotézou bylo, ze blokddou solubilni epoxidové hydroldzy zvySime
biologicky dostupné aktivni formy EETs, které nasledn€¢ svymi potencovanymi
vazoaktivnimi Uc¢inky zlepsi hemodynamiku ledvin a tlakové natriuretickou kiivku. Nami
ziskana data vSak hypotéze odporovala. U zvifat pozorovali antihypertenzni Gc¢inek 1éCby
inhibitorem sEH, ale pokles TK zifejmé nebyl zprostiedkovan diky zlepSenym rendlnim
autoregulacnim a natriuretickym schopnostem. V nasi praci byla 1é¢ba cAUCB skutecné
spojena s vyznamnym nartstem biologicky aktivnich EETs (viz graf 7A), avSak
nezaznamenali jsme ani zlepSeni autoregulace pratoku ledvinou (viz graf 3A) ani
glomerularni filtrace (viz graf 3B). Vzhledem k tomu, Ze jsme u TGR(Ren2)27 1é¢enych
potkant pozorovali pokles plasmatickych i renalnich hladin ANG II, ptedpokladame, ze
hlavnim mechanismem zodpovédnym za antihypertenzni Uc¢inek lécby cAUCB bylo
utlumeni produkce a distribuce ANG II. Toto zjiSténi podpofilo jiz diive postulovany
poznatek, ze jednim z hlavnich mechanismii pfispivajicim k vysokému krevnimu tlaku je
nepiiméfend aktivace RAAS (Kobori H. et al., 2007).

Vzhledem k tomu, Ze jsme nemohli vyloucit pfimy vliv inhibitoru cAUCB na
transkripci vloZeného transgenu Ren2, rozhodli jsme se pro dal$i studium ucinku EETs
v naSich experimentech pouzit jiny postup. Misto blokady odbouravani EETs jsme pouzili
nove vytvoreny analog EET-A, jehoz ucinnost byla potvrzena jiz nékolika studiemi (Hye
Khan M.A. et al., 2014; Skibba M. et al., 2017; Hye Khan M.A. et al., 2019). Stejné jako
v pfedchozim experimentu 1é¢ba EET-A vyznamné zmirnila a zpomalila rozvoj maligni
hypertenze (viz graf 9A). Kromé pozitivniho antihypertenzniho G¢inku méla 1écba také
ptiznivy ucinek na albuminurii a koncové organové poskozeni (ledvin i srdce) ve srovnani
s hypertenznimi neléenymi zvifaty (viz graf 10A, 10B, 11A, 11B). Lécba EET-A take
zlepsila autoregulaci pritoku krve ledvinou (viz graf 19B) a déle biologickou dostupnost
NO (vyjadfenou UnoxV), tim Ze zabranila jejimu poklesu na zacatku rozvijejici se
hypertenze u hypertenznich neléCenych potkan (viz graf 13A). Navic lécba EET-A
efektivné zabranovala narlstani oxidativniho stresu u léfenych zvifat ve srovnani
s nelécenymi zvifaty trpicimi hypertenzi. Zjisténi, Ze 1é€ba EET-A vrané fazi rozvoje
hypertenze zvysovala UnoxV, podporuje koncept myslenky, Ze pravé mobilizace NO je
hlavnim renoprotektivnim a kompenzaénim uU¢inkem u ANG II dependentni formy
hypertenze (Sigmon D.H. a Beierwaltes W.H., 1993; Navar L.G. et al., 2000). Stejné jako

v pfedeslém experimentu s inhibitorem sEH jsme 1 v tomto experimentu pozorovali spojeni
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mezi antihypertenznim G¢inkem a utlumenim vazokonstrikéni osy RAAS, a to pfedevS§im
na urovni ACE a plasmatické a rendlni koncentrace ANG II. Pro nas zvlasté zajimavy byl
ucinek EET-A na vazodilatatni osu RAAS piedstavovanou ACE2 — ANGI1-7 — Mas
receptorem. LéCba analogem statisticky vyznamné tuto osu aktivovala, nebot’ jsme
pozorovali zvySenou koncentraci ANG 1-7 v plasmé i ledvinach (viz graf 15A, 17A) a
zvysenou aktivitou ACE2 (viz graf 15B, 17B). Pro nés dulezitym zjiSténim byl i1 fakt, ktery
jsme overili metodou relativni genové exprese, ze 1é¢ba EET-A nijak nezasahovala do
samotné genové exprese vlozeného transgenu Ren2 (viz graf 18A). DalSim pro nas
zajimavym poznatkem bylo, ze pokud jsme zacali s 1écbou analogem az v dobé plné
rozvinuté maligni hypertenze, neméla 1écba zadny piiznivy Gcinek, a to ani na vysi TK (viz
graf 20A) ani na koncové poskozeni organt (viz graf 20C, 20D). Pozdni 1écba také nijak
neaktivovala vazodilataéni osu RAAS (viz graf 23B), nezlepSovala biologickou dostupnost
NO (viz graf 21B) ani nijak nechrénila pfed nartstajici koncentraci volnych radikald (viz
graf 22A). Je mozné predpokladat, ze aplikace 1é¢by v dobé pln¢ rozvinuté hypertenze jiz
byla bez Uc¢inku, protoze morfologické zmény dilezitych tkani uz byly nevratné. Nelze ale
vyloucit, Ze by dlouhodobéjsi 1écba analogem, kterd na nasem pracovisti nebyla technicky
mozna, nevedla k pfiznivéjsimu 1éCebnému vlivu.

V tfeti Casti naSi prace jsme se zaméfili na jeSt€¢ jeden zajimavy vysledek.
V priibéhu nasich predbéznych pokusi jsme kromé ndmi zkoumanych alteraci hladin EETs
urtiznych modelt hypertenze (2-kidney 1-clip model, TGR(Ren2)27, TGR(CYPlal-
Ren2)) neustale zjiStovali sniZzené koncentrace 20-HETE u hypertenznich nelécenych
potkani ve srovnani s normotenznimi kontrolami. Stanovili jsme tudiz hypotézu, ze
kdybychom u téchto nasich modelli dosahli zvySeni koncentrace 20-HETE stimulaci jejich
produkce fenofibratem, mohlo by to mit taktéz pfiznivy efekt na vysi krevniho tlaku
hypertenznich zvirat. V souladu s hypotézou jsme skute¢né dosahli podavanim fenofibratu
v potravé zmirnéni rozvoje hypertenze u TGR(CYPlal-Ren2) potkant (viz graf 26) a
pozorovali jsme vyznamny deficit 20-HETE u potkanll s rozvinutou hypertenzi (viz graf
28A). Lécba fenofibratem, ve shod€ s jinymi autory (Wilson T.W. et al., 1998; Shatara
R.K. et al., 2000), stimulovala transkripci CYP4A enzymu, ktery je zodpovédny za
produkci 20-HETE z kyseliny arachidonové u potkant (viz graf 28B, 28C). Necekan¢ jsme
zjistili, ze aCkoliv 1écba fenofibratem stimulovala genovou expresi CYP4A, nezaznamenali
jsme zvySenou koncentraci 20-HETE u hypertenznich 1é¢enych zvifat. Po analyze
jednotlivych komponent RAAS jsme zjistili, ze zfejme hlavnim diivodem, pro¢ k utlumeni

hypertenze u TGR(CYPlal-Ren2) doslo, byla samotnd interakce fenofibratu s expresi
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genu pro transgen Ren2, ktery byl u hypertenznich lé¢enych zvirat masivné potlacen (viz
graf 31D). Mechanismus, jakym fenofibratova 1écba zpiisobila utlumeni Ren2 neni jasny a

bude potieba ditkladnéjsSich geneticko-molekularnich analyz.

9 Zavér

Nase vysledky ukazuji, Ze chronicka inhibice SEH u TGR(Ren2)27 potkani méla
skutecn¢ antihypertenzni i reno- a kardioprotektivni ucinky. Stejné tak podévani
syntetického analogu EETs snizovalo u TGR(CYPlal-Ren2) potkanti hypertenzi a
chranilo organy pied poskozenim. V obou piipadech byl mechanismus tc¢inku tésn¢ svazan
s utlumenim vazokonstrikéni osy RAAS a stimulaci té vazodilatacni.

Stimulace zvySené tvorby 20-HETE pomoci fenofibratu méla také antihypertenzni
a organoprotektivni ucinek u TGR(CYPlal-Ren2), nicméné hlavni mechanismus G¢inku
ziejm¢& nesouvisel piimo s navySenim 20-HETE v organismu, ale spiSe s potlacenim
transkripce vlozeného reninového genu (tudiz samotné podstaty tohoto hypertenzniho
kmene).

Potvrdili jsme naS$i hypotézu, Ze intrarendlni nedostatek EETs vyznamné piispiva

k patofyziologii angiotenzin II-dependentni formy hypertenze u naSich potkanich modela.

10 Summary

Our results show that chronic inhibition of sEH in TGR(Ren2) 27 rats resulted in
antihypertensive as well as reno- and cardioprotective effects. Additionally the
administration of the synthetic EETs analogue reduced blood pressure in TGR(CYPlal-
Ren2) rats and protected organs from damage. In both cases, the mechanism of action was
closely associated with the suppression of the vasoconstrictive axis of RAAS and
stimulation of the vasodilator axis.

Stimulation of 20-HETE production by fenofibrate also proved to be
antihypertensive and organoprotective in TGR(CYPlal-Ren2), however the main
mechanism of action was not directly related to the increase in 20-HETE in the renal tissue
but rather due to the suppression of transcription of the inserted renin gene.

We also confirmed our hypothesis that intrarenal deficit of EETs contribute
significantly to the pathophysiology of angiotensin II — dependent form of hypertension of

our rat models.
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