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Abstrakt

Séarka Zajicova

Imunohistochemické detekce endotelidlni dysfunkce u hypertenznich potkant
Bakalafska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci kralové

Zdravotni laborant

Cil prace: Sledovali jsme expresi endotelialni NO syntazy v pravé femoralni artérii u
spontann¢ hypertenznich potkanti a normotenznich WKY potkanti po podavani 1é¢iva

sunitinibu.

Metody: Pouzili jsme samce SHR a WKY potkant. Kazdy tento kmen potkant byl
rozdélen na dvé skupiny, z nichz jedné se podavalo 1é¢ivo sunitinib a druhé voda
(kontrola). U SHR potkant bylo 1é¢ivo podavano ve schématu 8 tydnli/5 dnli pauza/8
tydni. U WKY potkanil bylo schéma podéavani sunitinibu 8 tydnii/5 dnti pauza/2 tydny.
Byla provedena imunohistochemicka analyza odebranych pravych femoralnich artérii

pomoci metody En Vision s detekci pomoci DAB.

Vysledky: Imunohistochemicka analyza ukazala expresi eNOS pouze v lumen
endotelovych bunék. Lécba sunitinibem neméla vliv na expresi eNOS v pravé femoralni
tepn¢ u SHR potkanti. Naopak 1écba sunitinibem snizila expresi eNOS u normotenznich

WKY potkand.

Zavér: Lécba sunitinibem nevyvolala imunohistochemicky zjistitelnou endotelidlni
dysfunkci zastoupenou zménami exprese eNOS vpravé femoralni tepné u
hypertenznich a normotenznich potkant. Jedna se o pilotni studii, ve které je v planu do
budoucna vyzkouset i jiné markery, které by mély popisovat Gc¢inky sunitinibu v cévni

sténé.



Abstract

Séarka Zajicova

Immunohistochemical detection of endothelial dysfunction in hypertensive rats
Bachelor thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Medical Laboratory Technician

Background: We observed the expression of endothelial eNOS synthase in right femoral
artery in the spontaneously hypertensive rats and normotensive WKY rats after

Sunitinib treatment.

Methods: We used the male SHR and WKY rats. Each strain of the rats were divided
into two groups, one of which received sunitinib and second just water (control). Both
SHR and WKY rats were treated in with following design 8 weeks/5 days pause/8
weeks. . Immunohistochemical analysis was performed in right femoral artery by means
of En Vision method with DAB detection.

Results: Immunohistochemical analysis showed the expression eNOS only in luminal
endothelial cells. Sunitinib treatment did not affect the expression of eNOS in right
femoral artery in SHR rats. On the contrary sunitinib treatment decreased the expression

of eNOS in normotensive WKY rats.

Conclusions: Sunitinib treatment did not induce immunohistochemically detectable
endothelial dysfunction represented by changes of eNOS expression in right femoral
artery in hypertensive and normotensive rats. It is an experimental study in which it is
plan to test other markers in the future which should describe effects of sunitinib in the

vessel wall.
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1 UVOD

Hypertenze neboli vysoky krevni tlak je multifaktoridlni onemocnéni aje znamo
mnoho faktort, které mohou zpusobit zvySeni krevniho tlaku (1). Jedna se o vysledek
vzajemné interakce genetickych mechanismi, faktord wvné&jSiho prostiedi a poruch
endogennich regulac¢nich procest (2) (3). Vysoky krevni tlak patii v dneSni dobé
Kk nejcastéjsim porucham zdravotniho stavu populace po celém svéte. V Casnych stadiich se
nemusi projevovat zadnymi varovnymi ptiznaky, a tudiz velmi Casto zlistane nerozpoznan.
Jeji komplikace ale poté patii mezi vyznamné pfi¢iny umrti a invalidity (1).

Hypertenze patii vedle ischemické choroby srdecni k nejcastéji se vyskytujicim
kardiovaskularnim onemocnénim. Spolu s hyperlipoproteinémii, obezitou a koufenim je
i jednim z nejzavaznéjSich rizikovych faktorti ischemické choroby srdeéni (4). Hypertenze
je i rizikovym faktorem aterosklerozy, zvysuje riziko vzniku cévnich onemocnéni mozku,
srdeéniho selhani a komplikace onemocnéni ledvin (1). Riziko cévnich mozkovych
I koronarnich piihod roste s vysi krevniho tlaku (5).

Pro sviij vysoky vyskyt Vv dospélé populaci v primyslové vyspélych zemich
(20 - 30 %) piedstavuje zavazny zdravotni problém (2). Odhaduje se, Ze v Ceské republice
trpi hypertenzi 1 milion osob. Vyskyt hypertenze stoupa s vékem a zavisi také na pohlavi.
Do 50 let je vysoky krevni tlak ¢astéj$i u muzd, po klimakteriu u zen vyskyt hypertenze
prudce stoupa (4).

Vyska krevniho tlaku je v asociaci s mnoha faktory: ve€k, pohlavi, narod a rasa,
faktory vné¢jSiho prostiedi, intrauterinni prostifedi a prenatilni obdobi. ZvySeni krevniho
tlaku souvisi se zpisobem Zivota, zménou télesné hmotnosti, nadmérnou spotiebou
alkoholu, malou télesnou aktivitou a vysokou spotiebou NaCl. Vsechny tyto faktory jsou
ovlivnitelné v ramci primarni prevence hypertenze u kazdého jedince v celé populaci (6)

V poslednich 35 letech nastal velky pokrok v 1écbé hypertenze. Objev uUcinnych
antihypertenziv je velkym posunem vpted a vede ke zméné prognodzy hypertenze, protoze
neléena hypertenze snizovala délku zivota (1) (2). V dnesni dobé existuje cela tfada

moznosti, jak neptiznivé dopady hypertenze odstranit nebo alespon snizit (7).



2 MIKROSKOPICKA ANATOMIE CEV

Krevni cévy se déli podle funkce na arterie, vény akapilary av lidském téle
obstaravaji cirkulaci krve vzajemnym propojenim tepen a zil pomoci krevnich kapilar (8)

9).

2.1 Obecna struktura cév

Krevni cévy délime podle typu a velikosti. Sténu cévy tvoii tfi vrstvy neboli tuniky
(10).
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Obrazek 1: Sténa cévy Tunica intima je nejvnitingjsi vrstva, ktera

Tunica
adventitia
connective tissue

je tvofend vrstvou endotelovych bunék (endotel)

a subendotelovou vazivovou tkani. Endotel

ohraniuje vnitini povrch cévy aje tvofeny

N,

’, Tunica  STazeni  krve na  jeho  povrchu  (9).
intima
\O"/ ractneiun— Ghendotelovou  vrstvu  tvoii fidké kolagenni

"‘-'-}’1 internal elastic lamina
2

jednovrstevnym dlazdicovitym epitelem (10) (11).

,Jednou z hlavnich funkci endotelu je zabrana

vazivo a muze obsahovat i hladké svalové bunky.

external elastic lamina
smooth muscle cells

Tunica media Kapilary jsou slozené pouze z endotelové vrstvy.
http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/Core  V artériich je tunica intima od tunica media
Pages/Vascular/Vascular.htm (26. 3. 2011) )

oddélend  fenestrovanou  vrstvou  elastinu
(membrana elastica interna) (10) (11).

Tunica media je stiedni vrstva, ktera je tvofena hladkymi svalovymi burikami
apojivovou slozkou. Pojivovou tkéan vytvaii kolagenni a elasticka vlakna. ,,Vzijemny
pomér jednotlivych slozek zavisi na typu cévy (12).“ Elasticka vlakna vytvateji jemné sité,
ve kterych jsou vytvoiené otvory (fenestrae), které umozni, Ze ziviny mohou pronikat do
hlubsich partii stény cév. Elastické struktury se mohou koncentrovat na hranicich tunica
media a vytvaieji membrana elastica interna a membrana elastica externa, které oddéluji
tunica media od tunica intima i od tunica adventitia (8) (10) (11).

Tunica adventitia pfedstavuje vnéjsi vrstvu, ktera ptipojuje cévu k okolnim tkanim.

Je tvorena kolagenovymi vldkny typu | a elastickymi vlakny. Ve velkych véndch muze
obsahovat hladké svalové buriky. Ve vSech velkych cévach obsahuje tunica adventitia malé

krevni cévy (vasa vasorum), které privadi bunkam cévni stény kyslik a ziviny (10).



2.2 Kapilary

Kapilary jsou nejmens$i cévy tvofené jednou vrstvou plochého epitelu (endotelu).

Primér krevni kapilary je 7—9 um. Jeji sténa je tvofend jednou nebo vice endotelovymi

bunikami. Buiiky jsou navzijem spojeny mezibunéénymi spoji, které zahrnuji zonulae

occludentes a nexy. Ve vybézcich endotelovych bungk se objevuji pinocytotické vezikuly,

které zajistuji transcelularni transport rtznych latek. Pocet téchto vezikul je odrazem

intenzity transportu makromolekul endotelovou bunikou. Dal$i bufikou kapilar kromé

endotelovych buné€k jsou pericyty, coz jsou buiiky s dlouhymi cytoplazmatickymi vybézky,

kterymi ¢astecné obklopuji endotelové bunky a tim pfiléhaji k povrchu kapilary. Kazdy

pericyt je obklopen svou vlastni bazalni laminou. Tyto bunky piedstavuji prvni znamku

vyvoje tunica media, protoze ve své cytoplazmé obsahuji aktin, myozin a tropomyozin,

které zpusobuji schopnost kontrakce pericytu (10) (11).

Klasifikace kapilar podle struktury stény a charakteru bazalni laminy:

Obrazek 2: Kapilara se souvislou
vystelkou.

Continuous Capillary et
complete

basal lamina

continuous endothelial
lining

Obrazek 3: Fenestrovana kapilara

Fenestrated Capillary
complete
basal lamina

Tenestrated endothelial
lining

Kapilary se souvislou vystelkou jsou

lemovany vrstvou endotelovych bunéck, které
se navzdjem tésné spojuji a lezi na kontinudlni
bazalni lamin€é. Tento typ se nachdzi ve

svalech, v mozku a v perifernich nervech.

Fenestrované _ kapilary maji  vrstvu

endotelovych bunck s Vytvorenymi
fenestracemi (otvory o praméru 60 - 80 nm),
které¢ jsou piepazené diafragmou. Diafragma
omezuje velikost makromolekul, které tudy
prochazeji. Endotelové bunky lezi na
kontinuadlni bazéalni laminé. Vyskyt téchto
kapilar je v organech, kde dochdzi k rychlé

vymeéné latek mezi tkanémi a krvi. K témto

organiim patfi sttevo, ledviny a zlazy s vnitini sekreci (10) (11).
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Kapilary _ spory  jsou  vystlany

Obrazek 4: Kapilara s pory.

Discontinuous Capillary ncomplete endotelovymi buiikkami, které maji vytvorené
bhasal lamina

otvory (pory), které nejsou piepazené
diafragmou. Endotelové bunky lezi na
kontinudlni bazalni lamin¢. Tento typ kapilar

se nachazi v glomerulech ledvin (11).

fenestrated endothelial

lining

Obr. 2-4: Sinusoidni _kapilary maji nepravidelné

http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/CorePage
s/Vascular/Vascular.htm (26. 3. 2011)

Siroké lumen a ve vrstvé endotelovych bunék
se nachézeji pory i fenestrace. Bazalni lamina
sinusoidnich kapildr neni kontinualni. Mezi endotelovymi buiikami se mohou vyskytovat

fagocytujici bunky. Tento typ kapilar se nachazi v jatrech a v kostni dieni (10) (11).

2.3 Vény

Vény (Zily) jsou trubicovité Utvary rozliéného priméru s variabilnim sloZenim stény
podle polohy zily v téle (8). Podle jejich priméru je délime na venuly, malé, stfedni
a velké vény. Nejtlustsi vrstvou stény u vén je tunica adventitia (11).

Venuly jsou nejmensimi zastupci cév o pruméru 0,2 —1 mm a ptedstavuji sbérny
systém krve z kapilar. Tunica intima je tvofena endotelovymi bunikami. Tunica media je
velmi tenka askladd se z malého mnozstvi vrstev hladkych svalovych bunék. Tunica
adventitia je nejtlustsi vrstva stény venul a tvofi ji kolagenni vazivo (8) (11).

Malé a stiedni vény maji pramér 1 — 9 mm. Endotel vytvari chlopné, coz jsou parové

kapsovité vychlipky tvofené elastickou vazivovou tkani. Chlopné usmériuji tok krve
smérem k srdci. Tunica media je slabSi vrstvou oproti artériim a obsahuje pouze ploché
svazecky hladkych svalovych bunc¢k. Mezi hladkymi svalovymi buiikami se nachazi ¢etna
kolagenni vlakna a malo elastickych vlaken. Tunica advetitia je dobfe vyvinuta s ¢etnym
obsahem kolagennich vlaken. Mohou se tu vyskytovat i hladké svalové bunky (11).

Velké vény maji dobfe vyvinutou endotelovou a subendotelovou vrstvu. Tunica
media je tenkd a obsahuje jen né€kolik vrstvi€ek hladkych svalovych bunck a cetnou
vazivovou tkan. Tunica adventitia pfedstavuje nejsiln€j$i vrstvu stény velkych vén

a obsahuje hladké svalové bunky (11).
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2.4 Artérie

Artérie (tepny) maji tlustSi tunica media nez zily a délime je podle priméru
a histologického uspofadani jejich stén na arterioly, artérie svalového typu (a. malého
a stfedniho priméru) a artérie elastického typu (a. velkého priméru) (8) (10) (11).

Arterioly jsou cévy s primérem mensim nez 0,5 mm a s velmi tlustou sténou. Tunica
intima je tvofena vrstvou endotelovych bunék, velmi tenkou vrstvou subendotelovych
bunék a membrana elastica interna v menSich arteriolach chybi. Tunica media se sklada
zjedné az péti vrstev hladkych svalovych bun¢k, které obkruzuji lumen cévy. Tunica
adventitia je velmi tenka a je slozena z kolagennich vlaken (10) (11).

Artérie svalového typu maji vzhledem ke svému prisvitu pomérné tlustou sténu

a zajistuji distribuci krve Kk jednotlivym organim. Tunica intima se sklada z endotelu,
subendotelové vrstvy a dobfe vyvinuté membrana elastica interna. Tunica media je silna
a Vv zavislosti na priméru cévy obsahuje az 40 vrstev hladkych svalovych bunék. Mezi
hladkymi svalovymi bunikami se nachazi rizné mnozstvi elastickych a kolagennich vldken
a proteoglykany. Membrana elastica externa je vyvinutd pouze ve vétSich artériich
svalového typu. Tunica adventitia je tvofena kolagennimi a elastickymi vlakny (11).

Artérie elastickeho typu maji v poméru k velikosti prisvitu pomérné tenkou sténu

a zajistuji kontinualni tok krve v prib&hu diastoly srdce (napt. aorta). Tunica intima je
tlust$i oproti artériim svalového typu a skldda se z vrstvy endotelovych bunék a tlusté
subendotelové vrstvy. Membrana elastica interna se nedd odliSit od ostatnich elastickych
blanek, které se vyskytuji v tunica media. Tunica media je nejsilngjsi vrstvou stény
a vyskytuji se vni, kromé elastickych vldken, také hladké svalové bunky, retikularni
vlakna a proteoglykany. Membrana elastica externa u artérii elastického typu neni

vyvinuta. Tunica adventitia je tenka a obsahuje elasticka a kolagenni vlakna (11) (12).
Obrazek 5: Porovnani struktury arterie a veny.

ARTERIE | VENA

[ tunica intima
[l tunica media
[l tunica adventitia

http://www.wikiskripta.eu/index.php/C%C3%A9vy
(4. 4.2011)
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3 HYPERTENZE

Vysoky krevni tlak je podle kritérii WHO/ISH' (World Health Organisation/
International Society of Hypertension) definovan hodnotami krevniho tlaku rovnymi nebo
vysSimi nez 140/90 mm Hg, které jsou zjiStény opakovang, tj. alespon 2 zZ 3 na sob¢ Casove
nezavislych méfenich (1). Podle Evropské spolecnosti pro hypertenzi a Evropské

kardiologické spolec¢nosti muizeme hypertenzi klasifikovat do n¢kolika kategorii:

Tabulka 1: Klasifikace hypertenze podle Evropské spoleénosti pro hypertenzi
a Evropské kardiologické spolecnosti (2).

Kategorie Systolicky TK (mm Diastolicky TK
Hg) (mm Hg)
Optimum <120 <80
Normalni TK 120 - 129 80— 84
Vysoky normalni TK 130 -139 85-89
Mirné hypertenze 140 — 159 90-99
Stfedn¢ tézka hypertenze 160 - 179 100 — 109
Tézka hypertenze > 180 > 110
Izolovana systolicka hypertenze > 140 a vice <90

3.1 Etiopatogeneze

Hypertenzi délime podle etiopatogeneze na primarni (esencialni), kde nezname
vlastni vyvolavajici pfi¢inu (90 — 95 % nemocnych) a sekundarni (symptomatickou), kde
zvySeni krevniho tlaku vznika v disledku zndmé pficiny (patologického stavu). Mezi tyto
pficiny se fadi rendlni hypertenze, endokrinni hypertenze, hypertenze v téhotenstvi,
renovaskularni hypertenze, ziZeni prasvitu aorty, hypertenze vyvoland podanim léku, atd.
(2) (13).

Krevni tlak je udrZovéan interakci dvou zékladnich mechanismii — minutového

srde¢niho vydeje a periferni cévni rezistence (13). Pokud dojde ke zvyseni obou d&ju, tak

L WHO - Svétova zdravotnicka organizace
ISH — Mezinarodni spolecnost pro hypertenzi
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byl prokazan narust krevniho tlaku (14). Oba mechanismy jsou ovliviiovany fadou

endogennich i exogennich vlivi (13).

3.1.1 Exogenni faktory

Genetické faktory

Hypertenze je onemocnéni, u které¢ho je dilezita interakce nékolika genti a zivotniho
prostiedi (1). Celkovy podil genetickych faktori na vzniku esencialni hypertenze se
odhaduje asi na 30 % (4). Mezi geny ovliviwjici vznik vysokého krevniho tlaku se zahrnuji
geny pro rizné slozky systému renin —angiotensin - aldosteron, geny sytému
kalikrein - kinin a geny sympatického nervového systému. Bylo zjisténo, Ze tato choroba

ma Casto familiarni charakter (1).

Kouieni
Nebyla prokazana pfima souvislost mezi koufenim a vysokym krevnim tlakem, ale
neni pochyb o negativnim vlivu koufeni na ischemickou chorobu srde¢ni. Byl prokazan

I bezprostiedni vzestup krevniho tlaku po vykoufeni cigarety (1).

Zvysend télesna hmotnost

Veskeré studie zabyvajici se vztahem télesné hmotnosti a krevniho tlaku prokézaly
pozitivitu vzniku hypertenze (4). Zvyseni télesné hmotnosti je jeden z nejvice rizikovych
faktor arterialni hypertenze. Nemusi to byt pravidlem, protoze existuje mnoho obéznich

osob, které maji hodnoty krevniho tlaku normalni (1).

Kuchyriska sul

Pokud spotieba kuchyniské soli (ptivod sodiku) piesahuje potiebu organizmu, tak se
stava jednim z faktord, které piisobi na zvySeni krevniho tlaku. Kazdy jedinec muize byt
jinak rezistentni na ptisun sodiku. Vedle zvySeného piivodu sodiku se uplatiuje i snizena

schopnost eliminace sodiku ledvinami (1) (2).

Alkohol
Nadmeérna spotieba alkoholu je u nékterych jedincti davana do souvislosti s vysokym
krevnim tlakem. Uginek alkoholu na systémovy krevni tlak je spojovan s objemovym

efektem a s piisobenim na sympaticky nervovy systém a jeho aktivaci (1).
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Stres
Stres se ucastni na vzniku hypertenze, ale jeho prikaz v pozdé€jSich stadiich
frekvence i u zdravych lidi. U osob s genetickou predispozici je vyraznéjsi a trva déle.

Stresova reakce se ucastni geneze hypertenze, ale jeji prikaz v pozdéjSich stadiich je

vvvvvv

3.1.2 Endogenni faktory
Hypertenze je stav, ktery je charakterizovan poruchou rovnovahy presorickych
a depresorickych mechanizmt (4). Presorické plsobky stimulacné puisobi na hypertrofii

cévni stény a levé komory srde¢ni. U depresorickych latek je tomu naopak (13).

Presorické vilivy

Mezi presorické vlivy se fadi katecholaminy (adrenalin a noradrenalin),
renin-angiotensin-aldosteron systém, aldosteron a nékteré ptisobky, které jsou uvoliiovany
endotelem cévni stény (endotelin, tromboxan TXAZ2, a dalsi). Presorické puisobky maji
stimulujici ac¢inek na rast svalstva cévni stény a na myokard a zaroven vedou k zadrzovani

sodiku a vody (1) (4).

Depresorické vilivy

Mezi depresorické vlivy patti kalikrein - kininovy systém, dopamin, prostaglandin
PGE 2, prostacyklin, atrialni natriureticky peptid a endotelialni relaxaéni faktor (EDRF),
ktery je uvoliiovan endotelem. Funkci depresorickych systémi je jejich dilata¢ni ptisobeni

(1). ,,Depresorické pisobky maji tltumivy vliv na rust svalstva cévni st€ény a myokardu (4).*

Zmény transportnich mechanizmii elektrolytii
Poruchy transportnich mechanisméi mohou vést ke zvyseni intracelularniho Na*
a Ca®*, coz vede ke zvysené citlivosti hladkého svalstva cév vii&i presorickym vliviim a tim

I k vétsi pohotovosti k vazokonstrikci a ke zvyseni krevniho tlaku (1) (2).

Autokrinni a parakrinni vlivy
Systémovy endokrinni u¢inek maji hormony, které cirkuluji v krvi. Cévni endotel

muze ménit ucinek cirkulujicich pisobkl na cévni sténu a také uvoliovat fadu latek. Mezi

15



tyto latky se fadi endotelin S vazokonstrikénim piisobenim a EDRF s vyraznym dilata¢nim

ucinkem (4).

Porucha funkce autonomniho nervového systému

V dutsledku dysfunkce autonomniho nervového systému dochézi ke zvysené aktivité
sympatického nervového systému, coz vede k hyperdynamické cirkulaci. Tato cirkulace
ma za nasledek zvysenou srdecni frekvenci s hypertenzi (1). Sympaticky nervovy systém

je hlavnim mediatorem akutnich zmén krevniho tlaku a srde¢ni frekvence (2).
Ledviny

Ledviny se na regulaci tlaku krve podili dvéma mechanismy. Jeden z nich souvisi
s vylucovaci funkci ledvin, ktera ovlivituje sodikovou a objemovou homeostazu. Druhym
mechanismem jsou vazoaktivni pasobky.

,»Vztah mezi hypertenzi a rendlnim postizenim je oboustranny.” Rendlni postizeni

vede k hypertenzi a nelécena hypertenze zhor$uje vyvoj renalniho selhani (2).

Diabetes mellitus

Vyskyt arterialni hypertenze ma pozitivni vztah k diabetu (az 50 % nemocnych) a je
dvakrat vyssi nez u osob, které netrpi cukrovkou. Soucasné ptisobeni vysokého krevniho
tlaku acukrovky ma za nasledek zvySeny vyskyt aterosklerozy atim ivyssi riziko
ischemické choroby srde¢ni, ischemické choroby dolnich koncetin a cerebrovaskularnich
komplikaci. Po¢et nemocnych s hypertenzi stoupa s trvanim diabetu a vyskytuje se jak
esencialni hypertenze, izolovand systolickd hypertenze, tak i sekundarni hypertenze
(pti diabetické nefropatii). Vhodnou lé€bou cukrovky se snizi riziko obezity, hypertenze

a dyslipidemie (1).

3.2 Patofyziologie

Normalni hodnoty tlaku krve jsou udrZzovany fadou fyziologickych mechanismu.
Ktémto mechanismim patii srdeéni vydej, periferni cévni rezistence, systém
renin-angiotensin-aldosteron (RAAS), sympaticky nervovy systém, atrialni natriureticky
peptid a dalsi faktory produkované endotelialnimi bunikami. Pokud dojde pouze k malé

odchylce od jednoho z téchto faktord, mtize to vyvolat zvyseni tlaku krve (6).
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3.2.1 Srdecni vydej a periferni cévni rezistence

Zakladnimi faktory, které ovliviiuji krevni tlak, jsou srde¢ni vydej a periferni cévni
rezistence, ktera souvisi s napétim hladkych svali ve sténé malych arteriol (6) (15). Pokud
dojde ke konstrikci tohoto hladkého svalstva, tak jsou zaznamenany strukturalni zmény
ve sténé cév a tim se zvysi periferni cévni rezistence. Zmény kontrakce hladkého svalstva
arteriol jsou vyvolany prostfednictvim vapenatych kanalii, které zajiStuji vstup nebo
vystup vapniku ze svalovych bunék (6). Zméfeny krevni tlak je potom sou¢inem srde¢niho
vydeje pii systémové cévni rezistenci (SVR). K mechanismim vyvolavajicim SVR patii
neuro-hormonalni faktory, cévni fedéni a endotelialni dysfunkce spojena s poklesem

tvorby oxidu dusnatého (NO) a zvySenim oxida¢niho stresu (15).

3.2.2 Sympaticky nervovy systém

Sympaticky nervovy systém (SNS) jako soucast vegetativniho nervového systému
muze pusobit jako kratkodoby i dlouhodoby regulator tlaku krve (6) (16). SNS puisobi jak
na vazokonstrikci, tak na vazodilataci. Pokud jsou oba dé&je v rovnovaze, tak je udrzovan
normalni tlak krve. Pfi stresu, vyvolaném jak télesnou, tak i psychickou zatézi, sympaticky
nervovy systém zpusobi jeho kratkodobé zvySeni (6). Prostfednictvim aktivace
sympatickych nervi v ledvinach dochédzi k dlouhodobé regulaci tlaku krve. Je to

wrwe

vylu€ovani reninu a poskozeni tlakové natriurézy v ledvinach (16).

3.2.3 Systém renin-angiotensin-aldosteron

Systém renin-angiotensin-aldosteron (RAAS) se fadi k nejsilnéj§im hormonalnim
systémim v regulaci objemu télesnych tekutin a tlaku krve. Jeho nejdilezitéjsi ucinky pfi
regulaci tlaku krve se uplatfiuji prostfednictvim angiotensinu Il (ANG 1) (16). ANG Il je
latka s vazokonstrik¢éni aktivitou, kterd prostfednictvim svych 2 receptori je schopna
vyvolat fadu strukturalnich zmén ve sténé cév. Dochazi k vazokonstrikci, vazodilataci,
apoptoze, hyperplazii a hypertrofii endotelové bunky (6) (15). ANG II pfes jeho receptor
AT2 mize vyvolat i aktivaci NO syntazy a tim tvorbu oxidu dusnatého (15). ANG II také
stimuluje uvoliovani aldosteronu z nadledvin, coZ ma za nasledek dalsi zvySeni tlaku krve,

protoze dochazi k zadrzovani Na a H,O (6).
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3.2.4 Faktory produkované endotelialnimi burikami

V cévnim endotelu vznika fada vazoaktivnich latek a jejich nerovnovéazny stav vede
k endotelialni dysfunkci (6). Tato dysfunkce se projevuje ztratou schopnosti vazodilatace.
Smétuje tedy k tomu, ze cévy na podnéty, na které zdravé cévy reaguji vazodilataci,
reaguji vazokonstrikci, protoZze je porusena rovnovdaha mezi vazodilatatnimi (NO)

a vazokonstrik¢nimi latkami (endotelin, angiotensin 1) (2) (4).

Endotelin
Endotelin-1 (ET-1) je silna vazokonstrik¢ni latka, ktera zpusobuje vazokonstrikci

a hypertenzi aktivaci receptoru typu A (ETA) (16).

Oxid dusnaty

Oxid dusnaty je jednim z faktori produkovanych endotelem a ptsobi jako
vazodilatator. Vznika pii oxidaci aminokyseliny L-argininu na L-citrulin. Tato reakce je
katalyzovana pomoci enzymu NO syntdzy (NOS). Vznikly NO difunduje do sousedni
hladké svaloviny cév, kde zpiisobuje vazodilataci. Ukol NO je tedy snizovat periferni
vasomotorické napéti a krevni tlak tim, ze zpiisobi aktivni vazodilataci a zvysi centralni
sympatickou vazokonstrikci (15).

Receptor pro endotelidlni ristovy faktor (VEGF) zvySuje syntézu NO
prostiednictvim stimulace endotelidlni NO syntazy. Pokud dojde k inhibici VEGF, tak
dojde ke snizené syntéze NO, zvySené SVR a cévnimu fedéni, které vede k hypertenzi
(15).

3.3 Nasledky hypertenze

Dalsi déleni hypertenzi souvisi s organovymi komplikacemi a vychazi
z ptedpokladu, Ze orgdnové postizeni je pfirozenym duasledkem neléCeného nebo
nedostate¢né léCeného vysokého krevniho tlaku:
Stadium I, u kterého jde o prosté zvyseni krevniho tlaku bez organovych zmén.
Stadium 1I, u kterého se nachazi vyssi krevni tlak spolu s organovymi zménami bez
vyrazn€j§i poruchy funkce postizenych organti: hypertrofie levé komory srdecni,

mikroalbuminurie, proteinurie, kalcifikace aorty nebo jinych tepen.
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Stadium Ill, které piedstavuje hypertenzi s téz8imi organovymi zménami s poruchou
funkce téchto orgdni: levostranné srdec¢ni selhani, cévni mozkové piihody, hypertenzni

encefalopatie, renalni insuficience, retinopatie az neuroretinopatie, atd. (1) (2) (13).

3.3.1 Hypertrofie levé komory srdecni

Trvalé zvyseni krevniho tlaku vede k hypertrofii levé komory srde¢ni (zvétSeni masy
myokardu) (4). Jedna se 0 kompenza¢ni mechanismus, pii kterém dochazi ke strukturalni
adaptaci srdce na vétSi dotizeni pii zvySené systémové cévni rezistenci. ZvySené napéti
stény myokardu se podili na snizené systolické vykonnosti srdce, protoze je vétsi spotieba
energie na rozvoj napéti, nez na kontrakci, a proto se svalova vlakna méné zkracuji. Na
hypertrofii se mize pohliZet jako na kompenzacni proces, ktery pomaha udrzet systolickou
funkci myokardu. Pti vzniku hypertrofie levé komory srde¢ni se uplatiiuje mnoho
mechanismi. Patii mezi né tlakova z4téz srdce, hemodynamicka objemové zatéz, obezita,
aktivita sympatiku a systému renin - angiotensin, viskozita krve (1).

Hypertrofie levé komory srde¢ni souvisi s vysokym rizikem vzniku nahlé smrti,

infarktem myokardu, srde¢nim selhanim, arytmii a ischemickymi komplikacemi (1) (4).

3.3.2 Chronické srdecni selhani

»drdecni selhani je stav, kdy srdecni funkce nezajisti pii dostateném zilnim navratu
a plnicim tlaku potifebnou dodavku kysliku perifernim tkanim podle metabolickych potieb
(1).“ Selhani srdce u hypertenze vznika dvojim zpisobem. Jednim znich je vznik
hypertrofie levé srdecni komory s naslednou diastolickou dysfunkci, ktera vede
k diastolickému srde¢nimu selhani. Druhy zptsob vzniku srde¢niho selhani je systolicka

dysfunkce, ktera vede k systolickému srde¢nimu selhani (2).

3.3.3 Ischemicka choroba srdecni

Vysoky krevni tlak vede k vétSimu napéti cévni stény, které zplsobuje strukturalni
zmény cév (remodelace). Remodelace je charakterizovana hypertrofii tunica media a jinym
uspotadanim svalovych vldken medie. Tento proces podnécuje zvétSovani tloustky cévni
stény a zmenSovani cévniho lumen. Cévy ztraceji schopnost vazodilatace a nésledné

dochdzi ke zvySovéani periferniho cévniho odporu. Proudéni krve miize zvySovat stres
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vyvolany strukturalni zménou cévni stény a tim vyvolat poskozeni endotelu. V dusledku
toho vznika ptredpoklad ke ztlusténi intimy a vzniku aterosklerotickych platt, které mohou

postupné vést ke koronarni nedostate¢nosti (1) (4).

3.3.4 Cévni mozkova prihoda

Hypertenze je hlavni rizikovy faktor cévni mozkové piihody (CMP). CMP vznika
v disledku poruchy prokrveni urcité oblasti nebo celého mozku, ktera vede K hypoxii.
Krvaceni v mozku je zplisobeno porusenim cévni stény chronickou arteriadlni hypertenzi az

u 80 % pripadu (1).
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4 SHR POTKANI

Spontanné hypertenzni potkan (SHR) spolu s Wistar Kyoto potkanem (WKY) jako
normotenzni kontrolou patii k nejcastéji pouzivanym modelim kardiovaskularniho
onemocnéni. SHR potkani jsou potomci muzského Wistar potkana se spontanni hypertenzi
(145 - 175 mm HG) asamice se zvySenym krevnim tlakem (130 - 140 mm Hg). Jejich
SHRs potomci se posléze nechavaji parit bratr X sestra a vysledkem je inbredni kmen SHR
potkant (>180 mm Hg). Hypertenze je u nich udrzovana zvySenou periferni rezistenci (3)
(17) (18).

Hlavni vyhoda experimentalnich modelt je jejich dostupnost, moznost standardizace
podminek, ve kterych probihaji pokusy a genetickych vlastnosti pouzitych zvitat a také
rychlost a reprodukovatelnost rozvoje hypertenze a jejich komplikaci (3).

Stejné jako u lidi se hypertenze u SHR potkant vyviji rychleji u muzii nez u zen (17)
(19). Samec SHR potkana se proto bézné pouziva jako model lidské hypertenze, ale mize
byt pouzit pouze jako jedna z moznych pficin lidské hypertenze. Lidskou hypertenzi je
obtizné studovat, protoze existuji zna¢né individudlni rozdily ve dvou spoustécich prvcich
hypertenze, kterymi jsou polygenetickd predispozice a vnéjsi faktory Zivotniho prostiedi
(17) (20). I ptesto jsou principy uplatiujici se v patogenezi hypertenze u lidi a potkand

velmi podobné (3).
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5 ENDOTELIALNI NO SYNTAZA

Endotelialni NO syntaza (eNOS) je enzym, jehoz exprese je modifikovana v mnoha
typech kardiovaskularnich chorob, ke kterym patii aterosklerdza, cukrovka a hypertenze.
NOS spolupracuje s chaperonem proti proteinu tepelného Soku 90 (hsp90). Chaperon je
dilezity pro spravné slozeni a funkci enzymu (21).

Endotelidlni NOS pfispiva k normalni regulaci vazomotorického napéti krevniho
tlaku (regulaci napéti cévni stény) (15) (22). V cévnim endotelu katalyzuje pifeménu
L-argininu na NO, ktery posléze difunduje do hladké svaloviny cév, kde aktivuje enzym
rozpustnou guanylatcyklazu (sGC), ktera katalyzuje pfeménu guanozintrifosfatu (GTP) na
cyklicky guanozinmonofosfat (CGMP). cGMP jako druhy posel posléze spousti fadu
buné&énych odpovédi, které vedou k uvolnéni svalti (vazodilataci) (15). Jedna bunécna
odpovéd’ mize byt napf. snizeni intracelularni hladiny kalcia (22). sGC, eNOS a hsp90
existuji jako trimerni komplexy v aortalnich endotelidlnich buiikéch skotu.

Obrazek 6: Vznik NO a jeho tucinek v hladké Regulace endotelidlni  NOS  je
svaloviné. dosazeno prostfednictvim protein-protein
interakci eNOS s proteinem tepelného
Soku (hsp90) a caveolin-1 a mnoho
L Arginine m’l.-cn:unine dalsich  (21).NO adalsi endogenni

0, E;  vazodilatatoti, ktefi jsou v endotelu

S

Z N
N
7,

syntetizovani NO syntazou, inhibuji rist
souvisejici s odpovédi na poskozeni
endotelovych bunc¢k hypertenzi. Aktivita
NOS je dusledkem ane pfi¢inou

hypertenze (15).

Relaxatione———cGMP  GTF .. ; - ,
Vascular smooth Muscle Cell Hypertenze je jednim z rizikovych

%,
Lot

faktort, ktera tlumi syntézu NO (22).
http://www.editorialmanager.com/acd/download.aspx?i
d=44257&guid=0f13f7be-9059-43f7-9115-
b6facd7a0849&scheme=1 (4. 4. 2011)
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6 SUNITINIB

Sunitinib je nizkomolekularni inhibitor receptort tyrozinkinaz, ktery se vyskytuje
ve form¢ soli jako sunitinib malat. Jedna se o protinadorové lécivo, které se fadi mezi
tzv. malé molekuly. Jeho ucinek byl prokazan v Ié€bé renalniho buné¢ného karcinomu

(RCC) a gastrointestinalniho stromalniho tumoru (GIST) (23) (24).

Obrazek 7: Chemicky vzorec sunitinibu.

CyHaFN,O, - CH,O, m. h. 5328

http://www.remedia.cz/Archiv-rocniku/Rocnik-2008/3-2008/Sunitinib/e-9q-a3-jp.magarticle.aspx
(28. 3. 2011)

Tyrozinkindzy jsou bunétné enzymy, které zprostfedkovavaji vazbu fosfatovych
skupin na aminokyselinu tyrozin. Proces fosforylace umozZiuje vzajemnou vazbu
rustovych faktord, ¢imZ dochazi ke spusténi kaskady prenosu signali z vn¢jSiho prostredi
buniky k jejimu jadru. Zdrojem fosfatu pro kinazy je adenozintrifosfat (ATP). Pokud
se navaze na tyto enzymy inhibitor misto ATP, tak nedochazi k fosforylaci proteind a je
pferusen pienos signalu.

Inhibitory tyrozinkinaz pisobi cilené na specifické receptory nadorové bunky (24).
Maji antiangiogenni G¢inek, ¢imZ snizuji krevni zasobeni nddorovych bunék,

antiproliferacni ucinek a zvySuji apoptozu (23) (24).
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Obrazek 8: Schéma mechanismu ucinku sunitinibu

NONININININDNINDN

http://www.remedia.cz/Archiv-rocniku/Rocnik-2008/3-2008/Sunitinib/e-9g-a3-jp.magarticle.aspx
(28. 3. 2011)

Sunitinib inhibuje aktivaci intracelularni domény nékolika receptorti rastovych
faktort: receptory pro rustovy destickovy faktor (PDGFR - alfa, PDGFR - beta), receptory
pro vaskularni endotelialni rastovy faktor (VEGFR -1, VEGFR -2, VEGFR - 3),
receptory faktoru kmenovych bunék (Kit), Fms podobné tyrozinkinazy 3 (FIt3, Fms-like
tyrosine kinase-3), receptory kolonie stimulujiciho faktoru (CSF - 1R) a receptory pro
neurotroficky faktor odvozeny od glidlnich bunék (RET, glial cell - line derived
neurotrophic factor receptor) (23) (24). VEGF a PDGF se vazi na receptory tyrozinkinazy
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na endotelialnich bunkach a cévnich pericytech a podporuji nadorovou angiogenezi. Proti
ni pisobi sunitinib se svoji protinddorovou aktivitou, ktery vyvolava utlumeni nadoru
a inhibici jeho rustu (25).

,,Sunitinib je metabolizovan cytochromem P450 (23).” Primarni aktivni metabolit
sunitinibu, desethyl-sunitinib, je vytvofeny izoenzymem CYP3A4, ktery primarni aktivni
metabolit dale odbourava (23) (24). Inhibitory CYP3A4 zvySuji koncentraci sunitinibu
v plazm¢ a induktory jeho koncentraci v plazmé snizuji (23). Sunitinib a jeho primarni
aktivni metabolit se vazou na lidské plazmatické proteiny (24).

Pfi podavani sunitinibu pacientim byly zaznamenany nékteré zdvazné nezadouci
ucinky. Mezi nezaddouci u¢inky patii plicni embolie, trombocytopenie, krvaceni do tumoru,
neutropenie, hepatitida ajaterni selhani. Mezi nejcastéj$imi nezadoucimi ucinky
provazejici 1écbu jsou unava, prijem, nevolnost, zvraceni, stomatitida, dyspepsie, zména
barvy klize (souvisi se zlutym zabarvenim uc¢inné latky), depigmentace kize nebo vlasi,

dysgeuzie, hypertenze a dalsi (24).

6.1 Sunitinib a hypertenze

Mezi hlavni nezadouci ucinky 1éCby sunitinibem (inhibitor angiogeneze) patii
hypertenze. U pacientd uzivajicich tento 1ék byl prokdzan vyskyt vSech kategorii
zvySeného krevniho tlaku. Pfiznaky hypertenze zacinaji zvySenim systolického krevniho
tlaku 0 20 % a diastolického krevniho tlaku o 10 %. K tomuto nezadoucimu ucinku, ktery
se musi 1€cit ptisluSnymi antihypertenzivy, mize dojit po zahajeni 1écby a béhem prvniho
roku 1écby. Vyskyt azavaznost hypertenze u pacientli s nddorovym onemocnénim je
zavisla na typu léciva, planu jeho uzivani, na v€ku pacienta a na pfitomnosti souc¢asného
srdecniho onemocnéni. Nedostate¢né kontrolovand hypertenze pii uzivani 1é¢iva mize vést
k vaznym kardiovaskularnim ptihodam.

Hypertenze vyvoland antiangiogennimi léky pravdépodobné souvisi s narGstem
systémové cévni rezistence. Dikaz spojitosti mezi hypertenzi a poruchou angiogeneze byl
prokazan sniZzenim poctu arteriol a kapildr, zménami v mikrovaskularni siti, poklesem
poddajnosti a pruznosti cévni stény, snizenim aktivity NO a zvySenim VEGF v plazmé

(15). Inhibice drahy VEGF muzZe snizit biologickou dostupnost NO atak podporovat
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rozvoj hypertenze (26). Vysledné snizeni cévni plochy vede ke zvyseni periferniho cévniho
odporu.

Inhibitory angiogeneze pusobi dvéma mechanismy. Jednim z nich je blokovani
extracelularni vazby vaskularniho endotelialniho rustového faktoru (VEGF) k jeho
receptoru (VEGFR) pies anti-VEGF protilatky. Druhym mechanismem inhibice
angiogeneze je blokovani intracelularni signalni drahy receptoru pro VEGF potlac¢enim
pfenosu signalu pies receptor tyrozinkinaz. Sunitinib je timto procesem schopen
zablokovat odesilani signalt z VEGFR kcévni stén¢ uvnitf bunky atim brani
odpovidajicim specifickym odpovédim (proliferace, angiogeneze a vaskulogeneze).
Predpoklada se, ze sunitinib plisobi inhibici G¢inku VEGFR a PDGFR, které¢ vedou
k poskozeni endotelu kapilary (15).
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7 CIL A ZADANI PRACE

Cilem této prace bylo zjistit a popsat expresi endotelidlni NO syntdzy v pravé
femoralni artérii U Spontanné hypertenznich potkani a WKY potkani s ohledem

na podavani lé¢iva sunitinibu za pouziti imunohistochemickych metod.
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8 EXPERIMENTALNI CAST

8.1 Pouzita zvirata

K experimentu byli pouzité dva kmeny potkanti. Jednim z nich byl inbredni kmen
spontanné hypertenznich potkanti a druhym inbredni kmen WKY potkani, ktefi jsou na
rozdil od SHR normotenzni. Kazdy kmen byl rozdélen na 2 skupiny. Prvni skupiné byl
podavan sunitinib a druhé voda, jakozto kontrola. Voda ilé¢ivo u SHR byly podavany
denné 8 tydnl, pak byla 5 dnli pauza na zotaveni z celkové toxicity. Poté nésledovalo
opétovné podavani 8 tydni (schéma aplikace: 8 tydnid/5 dnti pauza/8 tydnd). U kmene
SHR v priibéhu podavani sunitinibu doslo u potkant k nartstu jejich vahy. Podavani vody
a léciva u WKY potkanti bylo obdobné a probihalo denn¢ 8 tydnd, pak byla 5 dnti pauza na
zotaveni z celkové toxicity. Poté nasledovalo opétovné podavani 2 tydny (schéma aplikace:
8 tydni/5 dnli pauza/2 tydny). V tomto piipadé neSlo pokracovat v aplikaci sunitinibu,

protoze se zde objevila vyrazna celkova toxicita a ubytek na télesné hmotnosti potkand.

8.2 Imunohistochemie

Veskera imunohistochemickd barveni byla provedena na pravych femoralnich
artériich potkanti. Tyto preparaty byly ponofeny do zmrazovaciho média (tissue freezing
medium) (Leica, Praha, Ceskd Republika), poté byly zmraZeny v tekutém dusiku
a uskladnény pti minus 80°C.

Pro detekci exprese endotelidlni NO syntazy byla pouzita metodika En Vision
s detekci pomoci DAB, ktery poskytuje v misté detekce antigenu ve tkani hnédou barevnou

reakci.

Pracovni postup — En Vision

Zmrazené tkanové tezy na sklicku byly nejprve 30 minut suSeny na vzduchu.
Po rozmrazeni se na 30 minut vlozily do roztoku acetonu uchovavané¢ho v minus 20°C.
Poté se fezy nechaly 30 minut ususit. Timto procesem jsme docilili fixace fezl a jejich
lepsi adhezi na podlozni sklicko. Po ususeni se skli¢ka s fezy vlozily do fosfatového pufru

(roztok PBS) na 5 minut.

28



Pfed nanesenim primdrni protilatky bylo nutné nejprve zablokovat nespecificka
vazebna mista inkubaci s 10% roztokem goat séra (kozi sérum) (Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim, Némecko) v PBS (30 minut).

Teprve poté se mohla pro detekci exprese eNOS pouzit primarni protilatka NOS3
(eNOS) - rabbit anti rat (Santa Cruz Biotechnology), ktera se fedi v BSA v poméru 1/100.
Inkubace s primarni protilatkou probihala 60 minut. Poté se fezy vlozili do roztoku PBS
(2x5 minut) a nasledné na 15 minut do 3% H,0..

Po oplachu vroztoku PBS (2x5 minut) se aplikovala sekundarni protilatka
Anti rabbit - HRP (Dako). Inkubace s touto protilatkou trvala 30 minut. Poté se sklicka
s fezy opé&t oplachly roztokem PBS (2x5 minut).

Pro vizualizaci navazanych protilatek ve svételném mikroskopu jsme pouzili
chromogen diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, Dako, Carpinteria, USA).
Tato vizualizace probihala po dobu 45 sekund. Nakonec byly fezy oplachnuty v roztoku
PBS.

Poté se provedlo dobarveni jader v hematoxylinu po dobu 10 sekund s naslednym
modranim pod tekouci vodou z kohoutku (1 minuta).

Na zavér byly sklicka s fezy oplachnuty v acetonu a odvodnény v aceton-xylenu
(10:1) aaceton-xylenu (1:10). Oba trvaly 3 minuty. Ukonéeno to bylo xylenem

(3 X 2 minuty). Poté byla sklicka zamontovana do Eukitu.

8.3 Statisticka analyza

Vsechny hodnoty v grafech jsou vyjadfeny jako primér + SEM (stfedni chyba
praméru) pro 6 zvitat v kazdé skupiné. Ke vzijemnému porovnani parametrt u SHR
a WKY potkanli byl pouzit neparovy T test. Rozdily mezi skupinami byly statisticky
vyznamné v piipadé, ze p<a, kde o =0,05. Kvypoctu byl pouzit GraphPad Prism

software (verze 4.0).
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9 VYSLEDKY

9.1 Imunohistochemické barveni eNOS v pravé femoralni tepné

Imunohistochemické barveni bylo provedeno u 120 preparati. 120 preparati
zahrnovalo 5 preparatii systematicky nahodné vybranych fezti ze 6 zvifat pro kazdou
skupinu. Imunohistochemicka analyza ukazala expresi eNOS pouze v lumen endotelovych
bunck.

Pozitivni reakce na barveni eNOS byla zjisténa v téméei kazdé testované céveé ve
vSech 4 skupinach zvirat. Lécba sunitinibem u SHR potkant neovlivnila expresi eNOS
(obr.9). Na druhou stranu, 1é¢ba sunitinibem u WKY potkani pravdépodobné snizila
expresi eNOS (obr. 11).
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Obr. 9 — 10: Reprezentativni obrazky preparati po imunohistochemickém barveni
exprese eNOS ve femoralni tepné u SHR potkant. Exprese eNOS byla detekovana v lumen
endotelovych bunék v obou skupinach (Sipky). Pokud se srovnalo barveni u obou skupin,
tak se nezdalo, Ze by lécba sunitinibem ovliviiovala expresi eNOS u SHR potkanti.

ZvétSeno 10x.

Obrizek 9: Reprezentativni obrazek imunohistochemického barveni eNOS u SHR potkani
po podani sunitinibu.
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Obriazek 10: Reprezentativni obrazek imunohistochemického barveni eNOS u SHR potkanu
po podani vody (kontrola).
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Obr 11 — 12: Reprezentativni obrazky preparati po imunohistochemickém barveni
exprese eNOS ve femoralni tepné¢ u WKY potkanti. Exprese eNOS byla detekovana
V lumen endotelovych bunék v obou skupinach (Sipky). Pokud se srovnalo barveni u obou

skupin, tak se zjistilo, ze 1é¢ba sunitinibem vedla ke sniZzeni exprese eNOS. Zvétseno 10x.

Obrazek 11: Reprezentativni obrazek imunohistochemického barveni eNOS u WKY potkani
po podani sunitinibu.
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Obrazek 12: Reprezentativni obrazek imunohistochemického barveni eNOS u WKY potkani
po podani vody (kontrola).
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9.2 Stereologicka analyza exprese eNOS v pravé femoralni tepné

Cilem této kvantifikace bylo zjistit i€inek 1€cby sunitinibem prostfednictvim exprese
eNOS u SHR a WKY potkani.

Stereologicka analyza exprese eNOS u SHR potkani neprokazala zadny ucinek
1é¢by sunitinibem, a proto nebyla ovlivnéna exprese eNOS v endotelu (graf 1).

Stereologickd analyza exprese eNOS u WKY potkanti ukéazala na silné, ale

nevyznamné snizeni exprese eNOS v endotelu po 1é¢bé sunitinibem (graf 2).

Graf 1: Stereologicka analyza exprese eNOS ve femoralni tepné u SHR potkani.
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Graf 2: Stereologicka analyza exprese eNOS ve femoralni tepné u WKY potkani.
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10 DISKUSE

Sunitinib ajeho aktivni metabolit (SU012662) jsou selektivnimi inhibitory vice
receptorti tyrozinkinadz (RTKs) a jejich ucinek souvisi s nddorovym riistem a angiogenezi.
Sunitinib se pouziva k 1€cb¢ gastrointestinalniho stromalniho tumoru (GIST) u pacienti
srozvojem tohoto onemocnéni nebo u pacientdl po neGéinné 1éEbé imatinibem (15).
Sunitinib také ukazuje protinddorovou aktivitu u pacientl srozvinutym renalnim
bunéénym karcinomem (RCC) po neuspésné cytokinové terapii. Sunitinib byl u¢innéjsi
nez interferon-a jako prvni linie 1é¢by u pacientl S metastazujicim RCC (27).

Sunitinib je G¢inny inhibitor vice receptorii tyrozinkinaz, jehoz prostiednictvim je
zprostiedkovana jeho protinddorova a antiangiogenni aktivita. Cilové RTKs zahrnuji
receptory pro rastovy destickovy faktor (PDGFR-a, PDGFR-B), receptory pro vaskularni
endotelialni rustovy faktor (VEGFR-1, VEGFR-2 (FIk-1/KDR) a VEGFR-3), receptory
faktoru kmenovych bunék (KIT), FMS protein tyrozinkinazy-3 (FLT3), receptory kolonie
stimulujiciho faktoru typu 1 (CSF-1R) areceptory pro neurotroficky faktor odvozeny od
glialnich bun¢k (RET). Obecné lze fici, ze je dilezity pro inhibici angiogeneze (28).
Inhibitory angiogeneze piisobi na jedné stran¢ blokovani extracelularni vazby vaskularniho
endotelialniho ristového faktoru (VEGF) k jeho receptoru pies anti-VEGF protilatky, a na
druhé strané blokuje intracelularni signalni drahu VEGFR potlaenim pienosu signélu pies
receptor tyrozinkinaz (29).

Tyto ucinky jsou alespon ¢astecné odpoveédné za jeden z nejvaznéjSich klinickych
nezadoucich ucinkil, kterym je indukce arteridlni hypertenze. Mezi pacienty uZivajicimi
sunitinib byl prokazan vyskyt vSech kategorii a vysoky stupen hypertenze u 21,6 %. Z toho
6,8 % bylo spojeno s vyznamné zvySenym rizikem vysokého stupné hypertenze (15).

Cilem této prace bylo zhodnotit vliv podani sunitinibu spontdnnim hypertenznim
potkaniim a normotenznim potkanim Wistar Kyoto. Zaméfili jsme se na expresi eNOS
Vv pravé femoralni tepné.

Nejcastéji pouzivany model kardiovaskuldrniho onemocnéni, s vice nez 4000
odkazi v Medline za poslednich 10 let, je spontanné hypertenzni potkan (SHR) s potkanem
Wistar Kyoto (WKY) jako normotenzni kontrola (30). SHR potkani jsou potomci
muzského outbredniho Wistar potkana se spontanni hypertenzi z kolonie v japonském
Kyotu asamice se zvySenym krevnim tlakem. Jejich potomci se pak nechéavaji pafit

bratr x sestra a pafeni pokracuje s vybérem potkanti se spontanni hypertenzi, kterd je
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definovana hodnotou systolického krevniho tlaku vice nez 150 mm Hg, ktera trva déle nez
jeden mésic (31). Samec SHR potkana se bézné pouziva jako model lidské hypertenze.
Naptiklad definuje hypertenzi indukované zmény v signalnich mechanismech a testovani
novych antihypertenziv a nezadoucich ucinka 1éku (30).

Endotel tvofi vnitini vystelku cév. Na rozdil od prvotniho nazoru, ze funkci
endotelidlni vystelky cév je slouzit jako mechanickd bariéra, dnes vime, Ze endotel vnima
a reaguje na fyziologické a patologické podnéty. Produkuje vazoaktivni latky, véetné oxidu
dusnatého (NO), prostacyklinu a endoteliny. NO muiZe byt syntetizovan riznymi syntdzami
oxidu dusnatého, véetné typu 3 NOS (eNOS), inducibilni NOS (iNOS) a neuronalni NOS
(nNOS) (32).

eNOS je hlavni syntdza oxidu dusnatého produkovana endotelem v krevnich cévéach.
eNOS odvozena od NO vykonava dllezité funkce vcetné regulace napéti cév a pritoku
krve, potlaceni proliferace cévnich hladkych svalovych bun¢k, formovani endotelovych
interakci leukocytli a formovani trombozy. Tyto funkce jsou dokdzany prostfednictvim
fenotypi mysi. Snizena exprese eNOS vede k hypertenzi, zvySené cévni proliferaci bunék
hladkého svalstva v reakci na zranéni cévy, zvySeni endotelidlnich interakci leukocyti,
hyperkoagulaci a zvySeni rizika aterosklerozy (33).

Oxid dusnaty je zdsadni pro udrzeni normalniho krevniho tlaku, a proto uloha NO
Vv esencialni hypertenzi byla oblastni intenzivniho vyzkumu. NO zprostiedkovava
vazodilataci cév a jeji porucha byla prokazana u zvifecich modeld hypertenze (34).

V této bakalaiské praci jsme ukézali expresi eNOS U obou sledovanych kment
potkanti. Lécba sunitinibem neméla vliv na expresi eNOS v pravé femoralni tepné. Naopak
1écba sunitinibem sniZzuje expresi eNOS u normotenznich potkani WKY. Tento pokles
vSak nebyl statisticky vyznamny.

Navzdory skute€nosti, Ze exprese eNOS je snizena u hypertenze, se nam v této studii
nepodafilo prokézat naznaCenou skutecnost, Ze jakmile je hypertenze vyvolana
sunitinibem, neni navozena endotelidlni dysfunkce v téchto cévach ve srovnani se zvifaty,
kterym se nepodéval sunitinib.

Vsechna ziskand data prezentovand zde v této bakalafské praci ukazuji, ze
navrhované zvySeni krevniho tlaku po 1é¢bé sunitinibem nevedlo k zavéru
imunohistochemicky zjistitelné zmény v endotelu. Na druhou stranu je to pilotni studie, ve

které je v planu do budoucna vyzkouset ijiné markery, které by mély popisovat G€inky
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sunitinibu v cévni sténé u téchto potkanti. Navic potencialni studie bude zamétfena na

endotel aorty, kde budou studovany i dalsi markery, véetn¢ zastupct kaskady VEGF.
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11 ZAVER

Imunohistochemicka analyza ukazala expresi eNOS pouze v lumen endotelovych
bunck.

Lécba sunitinibem neméa vliv na expresi eNOS u SHR potkanti. Na druhou stranu,
1é¢ba sunitinibem pravdépodobné snizila expresi eNOS u WKY potkand.

Stereologicka analyza exprese eNOS u SHR potkani neprokazala zadny ucinek
1é¢by sunitinibem. Stereologicka analyza exprese eNOS u WKY potkanii ukazala silné, ale
nevyznamné snizeni exprese endotelidlni eNOS po 1é¢bé sunitinibem.

Lécba sunitinibem nevyvolala imunohistochemicky zjistitelnou endotelidlni
dysfunkci zastoupenou zménami exprese eNOS v pravé femoralni tepné u hypertenznich

a normotenznich potkanii.
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12 SEZNAM ZKRATEK

ANG Il — angiotensin Il

ATP — adenozintrifosfat

CGMP — cyklicky guanozinmonofosfat

CMP — cévni mozkové ptihoda

EDREF - endotelialni relaxaéni faktor

eNOS — endotelialni NO syntdza

GIST — gastrointestinalni stromalni tumor
GMP - guanozinmonofosfat

NOS — NO syntaza

PDGF — rlstovy faktor desticek

PDGFR - receptor pro ristovy faktor desticek
RAAS — systém renin-angiotensin-aldosteron
RCC — rendlni bunéény karcinom

RTK — receptor tyrozinkinazy

SGC — rozpustné guanylatcyklaza

SEM - stiedni chyba priméru

SHR — spontanné hypertenzni potkan

SNS — sympaticky nervovy systém

SVR — systémova cévni rezistence

TK —tlak krve

VEGF — vaskuléarni endotelidlni ristovy faktor
VEGFR — receptor pro endotelialni riistovy faktor
WKY — Wistar Kyoto potkan
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