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SOUHRN

Chemokiny jsou rozsahlou rodinou malych chemotaktickych cytokinu, které
se Uucastni regulace migrace leukocytl a modulace fady jejich funkci. Studie na
zvifatech zabyvajici se progresivni intersticialni fibrozou ledviny ukazaly, ze
chemokinové receptory CCR1 a CCR5 jsou exprimovany na makrofazich a T
lymfocytech infiltrujicich do mista poSkozeni tubull a intersticialni fibrézy.

Nasim cilem bylo dokazat, Ze CCR1 a CCRS5 hraji roli v infiltraci leukocytl a
podili se na rozvoji fibrézy tubulointersticialniho kompartmentu ledviny. K tomu
jsme pouzili model jednostranné obstrukce ureteru u CCR1 a CCRS5 deficientnich
kmend mySi. NaSe prace ukazala, Zze chybéni nebo blokada CCR1 receptoru
vtomto modelu vyznamné snizuje pocCet infiltrujicich leukocytt do poskozené
ledviny a redukuje rozsah fibrézy intersticia, zatimco chybéni CCR5 nema tento
ucinek. Dale jsme prokazali, Zze blokada CCR1 v modelu systémového lupus
erythematodes a tedy lupusové nefritidy (mysi kmen MRLP™") omezi mnozstvi
leukocytll v intersticiu ledviny, redukuje fibrozu, ale nema vliv na prabéh
imunokomplexové glomerulonefritidy. Na modelu adriamycinem indukované fokalné
segmentalni glomerulosklerézy s nefrotickym syndromem jsme ukazali, Ze blokada
CCR1 antagonistou BX471 napadné snizi pocet leukocytl infiltrujicich do
intersticialniho kompartmentu a omezi rozsah jeho fibrotizace, aniz by méla vliv na
tizi glomerulosklerozy a proteinurie. Blokada chemokinového receptoru CCR1 by
mohla mit terapeutické pouziti u pacientt s chronickym onemocnénim ledvin.

Endotelin 1 (ET-1) je nejucinngjSim sav&im pfirozenym vazokonstriktorem
s prozanétlivymi, proliferaCnimi a profibrotickymi Gcinky. PuUsobi prostfednictvim
vazby na dva typy receptor, ET, a ETg. Endotelinovy systém hraje dulezitou roli
v fizeni ledvinnych funkci, jak za normalnich podminek, tak i za patologickych
stavll. U sul-senzitivnich potkanich modell hypertenze hraje endotelinovy systém
vyznamnou roli v rozvoji vysokého krevniho tlaku a poskozeni organu.

Pfi pokusech  jsme pouzivali TGR(mRen-2)27, potkani kmen
s inkorporovanym mySim genem pro renin. Nejprve jsme zkoumali efekt
neselektivni blokady ETg a selektivni blokady receptoru ET, u homozygotnich
potkanl s rozvinutou maligni hypertenzi. Ukazali jsme, Ze selektivni blokada ETx
redukuje rozsah poskozeni podocytu i organové poskozeni a zlepSuje prezivani
nezavisle na vysi krevniho tlaku. V dalSich projektech jsme pouzili heterozygotni
TGR potkany, u kterych je pribéh hypertenze mirngjSi, a dovoluje tedy
dlouhodobéjsi studie. Cilem pokust bylo objasnit roli endotelinu vtomto modelu
v ¢asném rozvoji hypertenze u mladych jedincu (preventivni protokol) a v prabéhu
hypertenze jiz rozvinuté u dospélych potkanu (regresni protokol). Nase vysledky
ukazaly, Ze selektivni blokada receptoru ET, ma v porovnani s neselektivni ETag
blokadou vyraznéjSi vliv na snizeni krevniho tlaku, redukci organového poskozeni a
vice zlepSuje preziti jak u dospélych heterozygotnich potkana s jiz rozvinutou
hypertenzi, tak u mladych potkanut v €asnych stadiich rozvoje hypertenze.



SUMMARY

Chemokines, a family of small chemotactic cytokines, play a major role in
attracting circulating leukocytes into inflamed renal tissue in a variety of kidney
diseases. Studies on progressive renal fibrosis in the mouse have demonstrated
that chemokine receptors CCR1 and CCR5 were expressed on infiltrating
macrophages and T lymphocytes at sites of tubular damage and interstitial fibrosis.

We hypothesized that both CCR1 and CCR5 might be involved in leukocyte
infiltration and the development of renal fibrosis in mice. Using model of unilateral
ureteral obstruction (UUO) in genetically generated CCR1-deficient and CCR5-
deficient mice we have demonstrated that lack or blockade of CCR1 effectively
reduced the infiltration of leukocytes into the UUO kidney and renal fibrosis,
whereas lack of CCR5 had no effect. The model of immune complex
glomerulonephritis in autoimmune MRL"™"" mice was used to demonstrate that late
onset of chemokine receptor CCR1 blockade reduced the amount of leukocytes,
apoptotic and proliferating cells in the renal interstitium but not in glomeruli. Using
murine model of adriamycin-induced focal segmental glomerulosclerosis with
nephrotic syndrome we showed that CCR1 blockade by small antagonistic
molecule BX471 significantly reduced the amount of leukocytes in interstitial lesions
and also reduced renal fibrosis. In contrast, the extent of proteinuria and glomerular
sclerosis was not affected by BX471 treatment. We conclude that CCR1 may be a
valuable target for therapeutic intervention for chronic nephropathies accompanied
by leukocyte-mediated progressive interstitial fibrosis.

Endothelin-1 (ET-1) is a potent vasoconstrictor with proinflammatory,
mitogenic and profibrotic effects involved in both normal renal physiology and
pathology. The action of ET is mediated by the activation of two receptor subtypes
ET, and ETg. ET system plays an important role in the pathogenesis of high blood
pressure and associated end-organ damage in salt-sensitive rat models of
hypertension.

The hypertensive rat strain transgenic for the mouse renin gene [TGR] is
valuable monogenetic model of hypertension. Our first study was performed to
determine effects of nonselective ET,g and selective ET, receptor blockade in
homozygous animals with established hypertension. We have shown that selective
ET, receptor blockade reduces podocyte injury and end-organ damage and also
improves survival rates independently of hypertension. Heterozygous TGR provide
a suitable model of hypertension for long-term studies, since their hypertension is
milder. The aim of our subsequent projects was to evaluate the role of ET-1 in the
onset and maintenance of hypertension in heterozygous TGR (early onset
treatment) and to evaluate the role of the ET system in heterozygous TGR with
established hypertension (late-onset treatment). Our results demonstrate that
selective ET, receptor blockade has more favourable effects on blood pressure,
end-organ damage and survival than nonselective ET 5 receptor blockade and that
ET, receptor blockade has similar effects in heterozygous rats with established
hypertension as in young animals with developing hypertension.



1 UvoD
1.1 Chemokiny a nenadorova onemocnéni ledvin

1.1.1 Chemokiny

Chemokiny jsou skupinou malych (8-15 kDa) chemotaktickych cytokinu, které
maji podobnou sekundarni strukturu a jsou syntetizovany vétSinou bunék v lidském
téle. UBastni se regulace migrace leukocytd a modulace funkci fady imunitnich i
neimunitnich bunék, napf. mobilizace CD34+ kmenovych bunék, vaskularizace
organi b&hem embryonalniho vyvoje a na vyvoji T a B bun&k. U&astni se i fady
patologickych procesU, napf. vstupu viru HIV-1 do bufky pomoci receptord, hraji
vyznamnou roli pfi metastazovani nadordu.

Chemokiny imobilizované na Iuminalnim endotelidalnim povrchu spolu
s adhezivnimi molekulami endotelu a leukocytl (selektiny, integriny a ICAM) jsou
odpovédné za specificitu adheze leukocytl k endotelu a jejich nasledného pruniku
do poSkozené tkané. Chemokiny prezentované na endotelialnim povrchu interaguiji
s prislusnymi receptory rolujicich leukocytl; to vede k rychlé aktivaci leukocytarnich
integrind a tim k zastaveni a pevné adhezi leukocytli na daném misté.

V souCasné dobé je u Clovéka znamo 42 chemokini a 18 chemokinovych
receptorl. Chemokiny vykazuji navzajem 20-95% homologii Vv sekvenci
aminokyselin. Sou€asna nomenklatura déli chemokiny do ¢tyf skupin CL, CCL,
CXCL, CX3CL na zakladé strukturalniho motivu &tyf cysteind v blizkosti N-
terminalniho konce. CCL chemokiny maji na N-terminalnim konci tésné vedle sebe
dva cysteiny. U CXCL chemokinl, dva cysteiny nejblize N-terminalnimu konci jsou
oddéleny jednou (variabilni) aminokyselinou. CX3CL chemokin (fraktalkin) je
integralni membranovy protein, ktery ma na N-konci typickou chemokinovou
strukturu se tfemi aminokyselinami mezi prvnimi dvéma cysteiny. CL chemokiny
nemaji ve své molekule prvni a tfeti cystein typické chemokinové struktury.

Uvnitf jedné skupiny (C, CC, CXC, CX3C) existuje nékolik chemokin(
vazicich se jen na jeden receptor, ktery je pro né specificky, u vétSiny vazebnych
interakci ligand — receptor se vazebné specificity mezi jednotlivymi ¢leny skupiny
rizné prekryvaji, vramci jedné chemokinové skupiny fada chemokinovych
receptorll vaze vice nez jeden ligand, a nékteré chemokiny se mohou vazat na vice
nez jeden chemokinovy receptor. Zadny z chemokinG neni pro danou populaci
leukocytu ve své funkci zcela jedine€ny a dana subpopulace leukocytll exprimuje
receptory pro rizné chemokiny — tato napadna komplexnost interakci chemokin —
receptor a zdanliva nadbytecnost jednotlivych chemokinu &i receptort je nezbytna
pro zachovani zivotné dalezitych funkci, na jejichz fizeni se chemokiny podileji.

Jeden chemokin mlze plsobit na rizné bunééné populace a naopak, dana
populace bunék je schopna odpovidat na stimulaci rGznymi chemokiny. BEhem
daného procesu dochazi vzdy k sekreci jen urditého specifického setu chemokind,
jejich produkce je Casové a mistné kontrolovanda, stejné jako je kontrolovana
exprese chemokinovych receptort u dané skupiny leukocytl. Navic existuje fada
dalSich mechanismu, které znacné omezuji a zjemnuji nadbyte¢nost a jistou
nespecificitu interakci v daném systému. Kazdy receptor vaze jen specifickou
malou skupinu chemokinu, navic, dva ligandy jednoho receptoru maiji ¢asto riiznou
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vazebnou afinitu. Dva rizné chemokiny se vyrazné lidi v tom, jakou funkci Fidi
(napf. adheze, migrace, desenzitizace receptoru), s jakou efektivitou a jakym
zpusobem (agonista/antagonista). Mnozstvi chemokinl produkovanych raznymi
bunénymi populacemi na podkladé stejného stimulu se muze znacné lisSit.
Chemokiny produkované simultanné v jednom misté (mikroprostfedi) mohou
interagovat a modifikovat navzajem vysledny efekt pusobeni.

Chemokiny se vazi na solubilni glykosaminoglykany a glykosaminoglykany
vazané na povrchu bunék a v extracelularni matrix. Touto vazbou dochazi k jejich
imobilizaci, usnadni se vytvarfeni haptotaktického chemokinového gradientu
dulezitého pro smérovani migrace leukocytd a zvySi se koncentrace chemokinu
v misté produkce. Oligomerizace chemokind indukovana vazbou na
glykosaminoglykany je zcela nezbytna pro aktivaci nékterych chemokinovych
receptorll. Chemokiny jsou transportovany endotelem z extracelularni matrix
mechanismem transcytézy na Iluminalni povrch, zde se navazi na
glykosaminoglykany a jsou prezentovany chemokinovym receptoriim na povrchu
leukocyta.

1.1.2 Chemokinové receptory

Chemokinové receptory maiji strukturu receptort spfazenych s G-proteinem
tvofenou sedmi transmembranovymi a-helixy. Receptory se podobné jako jejich
ligandy déli do &ty tfid (CR, CCR, CXCR, CX3CR). Lidské chemokiny pusobi na
chemokinovych receptorech pfevazné jako agonisté, nékteré z chemokini mohou
pusobit i jako antagonisté chemokinovych receptoru.

Po navazani ligandu dochazi u chemokinovych receptordt ke zméné
konformace, umoZznujici navazani heterotrimeru Gi proteinu, vedouci k spusténi
intracelularni signalni kaskady vedouci ke zménam v chovani buriky. Signalizace
zprostfedkovana G proteinem zahrnuje aktivaci fosfolipazy C, vedouci k formaci
inositoltrifosfatu a diacylglycerolu, zodpovédnych za influx vapnikovych iontl a
aktivaci proteinkinazy C. Dale dochazi k indukci aktivace fosfolipazy A2 a uvolnéni
arachidonové kyseliny, ucCastnici se chemotaktické odpovédi, a ke spusténi
fosfolipazy D, uc€astnici se transformace bunky a vezikularniho transportu.
Chemotaxe fizena chemokiny je podminéna vysoce komplexnimi bunécnymi
procesy, které zahrnuji zménu tvaru burky, polymerizaci/depolymerizaci aktinu a
bunécnou adhezi.

1.1.3 Chemokiny a ledviny

Vyvoj a prubéh renalniho onemocnéni uzce koreluje svou intenzitou, ale i
Casové a mistné s expresi chemokini a chemokinovych receptoru. VSechny typy
renalnich bunék dokazou za urcitych podminek produkovat chemokiny. Syntézu a
sekreci chemokinui stimuluje Fada prozanétlivych latek, oxidacni stres, vazoaktivni
latky a rustové faktory. Experimentalné byla napf. prokazana produkce chemokin(
bufikami proximalnich tubull indukovana lipopolysacharidem a vysokymi hladinami
albuminu. Mezangialni bunky v bunécné kulture vytvareji chemokiny po stimulaci
IgA a IgG imunokomplexy. Glomerularni endotel mizZe produkovat chemokin CCL5
na podkladé stimulace angiotenzinem II.



Chemokiny produkované renalnimi burikami pasobi prozanétlivé na nékolika
urovnich. Jednak atrahuji cirkulujici leukocyty do mista poskozeni, jednak zfejmé
pusobi mistné na samotné renalni buriky exprimujici chemokinové receptory.
Kromé samotnych bunék ledvin jsou hlavnim zdrojem chemokini v misté
poskozeni infiltrujici leukocyty, coz ma za nasledek dalSi cilenou infiltraci tkané
zanétlivymi burikami.

Experimentalni studie na zvirecich modelech

Z vysledkl experimentalnich praci zabyvajicich se expresi chemokinu a
jejich receptoru v ledvinach u zvifecich modell renalnich onemocnéni je ziejmé, ze
k produkci chemokin dochazi na podkladé posSkozeni jak glomerull, tak
tubulointersticia ledviny. Ve zdravé tkani ledviny nebyla produkce chemokinu
prokazana.

Modelem systémového Ilupus erythematodes a zaroven i lupusové
nefritidy je mysi kmen MRL™" Ten ma mutovany Fas gen (Ipr-gen), coz vede
k poruSe Fas-zprostfedkované apoptoézy. Tento defekt se projevi zejmeéna
zvySenou kontinualni proliferaci lymfocytl, produkci autoprotilatek proti Fadé
antigenu, v€etné jadernych proteini a DNA, vede k imunokomplexové vaskulitidé a
k rozvoji glomerulonefritidy. Z vysledk( praci na tomto modelu vyplyva, Ze
chemokiny - zejména CCL2, CCL5 a CCL4 - jsou v ledvinach produkovany pfed
rozvojem proteinurie, morfologicky patrného poskozeni parenchymu a pred
nastupem leukocytarniho infiltratu. K produkci chemokint dochazi v mistech, do
kterych pozdéji mifi mononuklearni infiltrace. Chemokinové receptory (CCR1,
CCR2 a CCR5) jsou v ledvinné tkani prokazatelné az v dobé&, kdy dochazi k
infiltraci tkané leukocyty, a paralelné s infiltrujicimi leukocyty je detekovana i
zvySena produkce prozanétlivych cytokinu; v tuto dobu dochazi také k rozvoiji
proteinurie.

Modelem tubulointersticialniho poskozeni a nasledné progresivni fibrotizace
ledvinného parenchymu provazené intersticialnim zanétlivym infiltratem je
jednostranna obstrukce ureteru. Na tomto modelu Ize studovat zmény, ke kterym
dochazi v tubulointersticialnim kompartmentu pfi progresi renalniho poskozeni a
rozvoji end-stage kidney. V podvazané ledviné se vyviji hydronefréza, dochazi k
posSkozeni tubularnich bunék, k rozvoji zanétu v intersticiu a nasledné k jeho
fibréze. Exprese mRNA CC chemokinl, zejména CCL2 a CCL5, a jejich receptoru
CCR1, CCR2 a CCRS5 stoupa rychle mezi 2. - 10. dnem. Béhem této doby nastava i
masivni pfiliv makrofagl a lymfocytd do ledviny. Morfologicky je patrné podkozeni
tubuld s jejich dilataci, s atrofii a nekréozou epitelu tubull. Dochazi
k rozSifeni intersticia zpisobenému zvySenou tvorbou extracelularni matrix, tj. k
rozvoji fibrézy, se zvySenou akumulaci aktivovanych fibroblastl v intersticiu. Data
ziskana Vielhauerovou studii ukazuji korelaci poskozeni tubulointersticialni tkané a
rozvoje fibrozy spojené se zvySenou expresi mRNA nékterych CC chemokinu s
intersticialni akumulaci lymfocytd a makrofagl exprimujicich na svém povrchu
prislusné chemokinové receptory.



Chemokiny u lidskych onemocnéni ledvin

Expresi chemokinO a chemokinovych receptord u ruznych typu
glomerularnich onemocnéni u ¢lovéka prokazala fada praci. U IgA nefropatie byla u
pacientl s akutni formou onemocnéni zjisténa zvySena hladina CXCL8 v modi,
ktera korelovala se stupném hematurie. V ledvinach byla exprese CXCLS8
lokalizovana v glomerulech se znamkami endokapilarni proliferace. U chronického
onemocnéni byly v moci signifikantné vySSi hladiny CCL2, korelovaly
s morfologickymi znamkami progrese IgA nefropatie, jako jsou mezangialni
proliferace a infiltrace intersticia makrofagy. Imunohistochemicky byl CCL2
detekovan v endotelu cév, v tubularnim epitelu a v infiltrujicich mononuklearnich
burikach v intersticiu ledviny. U lupusové nefritidy, anti-GBM rychle progredujici
glomerulonefritidy a Wegenerovy granulomatézy byla exprese CCL2
imunohistochemicky prokazana v mezangiu glomerull. In situ hybridizaci byla
prokdazana mRNA pro CCL2 u pacientd s lupusovou nefritidou v infiltrujicich
mononuklearech v intersticiu, v kortikalnich tubulech a v endotelu, u rychle
progredujici glomerulonefritidy navic i v glomerularnim trsu a v srpcich. U
neproliferativnich glomerulopatii, jako jsou membranézni nefropatie, nemoc
minimalnich zmén a diabeticka nefropatie, se nepodafilo prokazat CCL2 v
glomerulech. Naproti tomu v tubulech pacientd s membrandzni nefropatii byla v
biopsiich patrna exprese CCL2 a CCL5 spojena s intersticialnim zanétlivym
infiltratem a fibrézou.

Furuichi et al. se zabyvali expresi CCR1 a CCR5 u rdznych chorob ledvin v
korelaci s hladinami jejich ligandu, CCL3, CCL4 a CCL5 v moci. Bunky exprimuijici
CCR1 a CCR5 a zaroven CD3 nebo CD68 (T lymfocyty a makrofagy) nalezli v
glomerulech a v intersticiu. Po¢et CCR1-pozitivhich bunék v glomerulech koreloval
s hladinami CCL3 v moci, poCet CCR1-pozitivhich bunék v intersticiu koreloval s
mocovymi hladinami jak CCL3, tak CCL5. Vétsina CCR1-pozitivhich bunék v
intersticiu byly makrofagy, jejich mnozZstvi korelovalo s intenzitou intersticialni
fibrézy a tubularni atrofie. PoCet CCR5-pozitivnich bunék v glomerulech koreloval
s extrakapilarnimi 1ézemi a CCL3 hladinami v mod¢i, zatimco pocet CCRS-
pozitivnich bunék v intersticiu, vétSinou T lymfocytl, koreloval s intersticialnim
poSkozenim a hladinami CCL5 v modi. Segerer et al. sledovali imunohistochemicky
pritomnost receptoru CCR5 v renalnich biopsiich. Nezavisle na typu onemocnéni
nalezli tento receptor pouze na infiltrujicich mononuklearech.

1.2 Endoteliny a nenadorova onemocnéni ledvin

1.2.1 Endoteliny, endotelinové receptory

Endoteliny jsou skupinou vazokonstrikCnich peptidd produkovanych
endotelem cév, pusobici jako autokrinni/parakrinni regulatory. Jsou znamy ftfi
isoformy endotelind, vS8echny maji délku 21 aminokyselin. Endotelin 1 (ET-1),
nejdllezitéjSi z této skupiny peptidd, je nejucinnéj§im sav€im pfFirozenym
vazokonstriktorem. Pusobi prostfednictvim vazby na dva typy receptorll, ETpa ETg.
ET, vaze prevazné ET-1, ETg ma stejnou afinitu ke vSem ET. ETg je exprimovan
zejména endotelialnimi burfikami, ET, byl prokazan ve velkém mnoZstvi v aorté,
srdci a v ledvinach. Aktivace ET, receptortd hladkosvalovych bunék cév a vede
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k zvySeni intracelularni koncentrace kalcia a prolongované vazokonstrikci a
proliferaci téchto bunék, aktivace ETg receptord endotelialnich bunék vede
k uvolnéni NO a prostaglandini a tim k vazodilataci. Aktivace ETg exprimovanych
na hladkosvalovych burikach cév mize navodit také vazokonstrikci. Vysledny efekt
pusobeni endotelinu je tedy tkanové specificky, dany rozdilnou expresi a denzitou
receptor a tkanovou koncentraci endotelind. ETg ma kromé& prevazujici
vazodilata¢ni funkce jesté funkci clearance receptoru pro cirkulujici ET-1. Po vazbé
ET-1 na ETg receptor dojde kinternalizaci komplexu a nasledné intracelularni
degradaci, zejména v plicni cirkulaci. Redukce nebo blokada ETg mize redukovat
clearance ET-1, ¢imz dojde ke zvySeni jeho koncentrace v plazmé.

ET-1 je produkovan pfevazné endotelem, nicméné nezanedbatelné mnozstvi
peptidu je syntetizovano i v ledvinach, srdci, mozku a burikach hladké svaloviny
cév.

1.2.2 Endoteliny a ledviny

V ledvinach je ET-1 produkovan glomerularnimi epitelialnimi a mesangialnimi
burikami, tubularnim epitelem a epitelem sbéracich kanalkd. Dren ledviny je
dalezitym mistem produkce ET-1, obsahuje nejvy$Si koncentrace imunoreaktivniho
ET-1 ze vSech organd. ET-1 ovliviiuje jednak hemodynamiku ledviny, dale vyménu
elektrolytd a vody tubularnimi bufkami, proliferaci a mitotickou aktivitu zejména
bunék hladké svaloviny cév a mesangialnich bunék. ET, je v ledvinach pfitomen na
bunkach hladké svaloviny cév, ETg receptory jsou dvakrat CastéjSi, vyskytuji se
zejména na bunkach sbéracich kanalku.

ET-1 je mnohonasobné (30-50x) ucinnéjSim vazokonstriktorem renalnich
cév, nez jsou noradrenalin a angiotensin Il, pasobi na interlobularnich arteriich, aa.
arcuatae a na aferentnich a eferentnich arteriolach. Kratkodoba infuze ET-1 do
renalni arterie vede v pokusu ke snizeni prutoku krve ledvinou, ke snizeni
glomerularni filtrace a diurézy. Systémova infuze vysokych davek ET-1 ma
antidiureticky a antinatriureticky efekt, zpisobeny poklesem prutoku krve ledvinou a
poklesem glomerularni filtrace. Nizké davky ET-1 maji naopak diureticky a
natriureticky efekt. Pfedpoklada se, Ze za tento efekt nizkych davek ET-1 na
exkrecni funkce ledviny je zodpovédny tubularnim epitelem lokalné produkovany
ET-1, ktery pusobi autokrinn&/parakrinng, a ktery zejména inhibuje Na'/K'-
ATPazovou aktivitu a blokuje vliv vazopresinu na reabsorpci vody ve sbéracich
kanalcich. Efekt je zprostfedkovan pfes ETg receptory, jejich selektivni blokada
v experimentu vede k jeho odstranéni. Nezavisle na pfimém plsobeni na cévy, kde
reguluje vaskularni tonus a krevni tlak, muze tedy endotelinovy systém ovliviiovat
krevni tlak nepfimo, modulaci renalni hemodynamiky a exkrecCnich funkci ledviny.
Stejné jako na periferni cévy, plsobi ET-1 vazokonstrikéné prostfednictvim ET,
receptort i na cévy v ledvinach, ¢imz snizuje prutok krve ledvinami. Efekt ETg na
regulaci cévniho tonu je dan pusobenim lokalné produkovaného ET-1 na
vyluCovani sodiku a vody cestou stimulace receptoru (natriuretické a diuretické
pusobeni ET-1 snizuje krevni tlak). Toto plsobeni nicméné nebylo dodnes
demonstrovano u Clovéka.

10



1.2.3 Endoteliny a progrese renalnich onemocnéni

Vyznam role endothelinového systému v patofyziologii chronického
onemocnéni ledvin byl demonstrovan v fadé studii. S poklesem renalnich funkci
stoupa hladina ET-1 v plazmé, dochazi k up-regulaci renalniho ET-1, a navic jsou
ledvinné cévy vice senzitivni vuéi vazokonstrikénimu efektu ET-1, jak I1ze usuzovat
ze zviteciho modelu; také exkrece ET-1 moci je u pacientl s chronickym
onemocnénim ledvin nékolikanasobné vyssi v porovnani se zdravymi kontrolami.
ZvySena produkce ET-1 vledvinach je u chronického onemocnéni ledvin
stimulovana cytokiny, chemokiny, vazoaktivnimi faktory, fadou rastovych faktord,
hormony, reaktivnimi Kkyslikovymi radikaly a dalSimi latkami. U chronickych
nefropatii s proteinurii je produkce ET-1 v ledvinach vyrazné zvySena zejména
v glomerulech, a koreluje s tizi proteinurie; sekrece ET-1 endotelem se naopak
vyznamné neméni. Hlavnim zdrojem ET-1 za téchto patologickych stavi jsou
mesangialni bunky. Produkovany ET-1 autokrinné&/parakrinné prostfednictvim ET4
receptoru stimuluje proliferaci mesangialnich bunék a produkci extracelularni
(mesangialni) matrix témito burikami. Tento mechanismus je povazovan za
vyznamny v rozvoji glomerularniho poskozeni u diabetu, hypertenze i chronickych
glomerulonefritid. Nespecifickd blokada ET,g bosentanem zabrani deposici
mesangialni matrix a ztlusténi glomerularni bazalni membrany u diabetickych
potkanu. Pfi chronické selektivni ET, blokadé dochazi k redukci makroalbuminurie
u diabetickych pacientd. Tento antiproteinuricky efekt byl v dané studii
pravdépodobné nezavisly na u€inku blokatoru na krevni tlak.

Rozvoj proteinurie u chronickych glomerulopatii je spojen se splyvanim
vybéZkl podocytld. Expozice vysokym hladindm proteinu v primarni moci vede ke
strukturalnim zménam podocytl se zvySenim produkce ET-1, ktery zfejmé
autokrinné/parakrinné nadale potencuje strukturalni podocytarni zmény (alterace
cytoskeletu), coz vede k poskozeni glomerularni filtracni bariéry. ET-1 se podili na
poskozeni filtracni membrany pfimo odstranénim nefrinu, proteinu exprimovaného
mezi vybézky podocytu a zodpovédného za udrzovani jeji integrity a glomerularni
filtraCni bariéry. Intraglomerularné produkovany ET-1 pfispiva k zvySené filtraci
proteint do primarni moce jesté dalSim mechanismem — zpUsobuje vazokonstrikci
eferentnich arteriol, ¢imz zvySuje intraglomerularni hydrostaticky tlak a tim i
glomerularni permeabilitu.

Reabsorpce filtrovanych proteint epitelem proximalnich kanalkd stimuluje
sekreci ET-1. ET-1 je secernovan abluminalné, vede Kk proliferaci intersticialnich
fibroblastl a stimuluje produkci extracelularni matrix, ¢imz pfimo pfispiva k rozvoji
fibrotizace intersticia. Navic ma ET-1 chemotaktické u€inky na monocyty.
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2 HYPOTEZY A CILE PRACE

V prvni skupiné praci jsme zkoumali uCast vybranych chemokinovych
receptorl v prabé&hu chronického renalniho onemocnéni.

Snazili jsme se zjistit, zda chemokinové receptory CCR1 a CCRS5 hraji roli pfi
infiltraci makrofagu a T lymfocytd do intersticia ledviny a pfi nasledném rozvoji
intersticialni fibrézy v experimentalnim modelu jednostranné obstrukce ureteru u
mysSi, reprezentujicim protrahované poskozeni tubulointersticialniho kompartmentu,
ke kterému dochazi v pribéhu chronického renalniho onemocnéni.

V dalsi praci byl studovan efekt terapeutické blokady chemokinového
receptoru CCR1 na pribéh progresivniho renalniho poskozeni na modelu lupus-
like nefritidy, autoimunitniho onemocnéni, které vede k imunokomplexové
vaskulitidé a glomerulonefritidé s naslednym tubulointersticialnim poskozenim a
rozvojem chronického renalniho selhani, u mysiho kmene MRL™"P"

Na mySim modelu adriamycinem indukované fokalni segmentalni
glomerulosklerézy s nefrotickym syndromem a fibré6zou renalniho parenchymu jsme
v dal8i praci sledovali efekt farmakologické blokady na pribéh progresivniho
renalniho poskozeni spojeného s téZkou proteinurii.

Druha skupina praci byla zaméfena na roli ET-1 pfi rozvoji hypertenze a
organového poskozeni u homozygotnich a heterozygotnich TGR(mRen-2)27
transgennich potkanu, modelu monogeneticky definované hypertenze.

Nejprve jsme se snazili charakterizovat rozdil vlivu selektivni ET, a
neselektivni a ETpag blokddy u mladych heterozygotnich jedincd ihned po
odstaveni, s cilem zjistit, zda €asné zahajena antihypertenzivni terapie dokaze
zabranit rozvoji hypertenze ¢i alespon zmirnit jeji prubéh a tim i organové
poskozeni. Pokusy byly provadény v normoslaném i vysokoslaném dietnim rezimu.

V dalSich projektech byla feSena otazka, zda blokada ET systému (selektivni
Ci neselektivni) maze mit protektivni U€inky na organové poskozeni a vliv na krevni
tlak a preziti, pokud je zahdjena u dospélych jedincu s jiz stabilizovanou hypertenzi,
a to jednak na homozygotnich potkanech, kde pribéh onemocnéni odpovida tézké
maligni hypertenzi, tak na potkanech heterozygotnich, kde postupny rozvoj
hypertenze s pozvolnéjSim rozvojem organovych zmén dovoluje dlouhodobégjsi
studie morfologie renalniho poskozeni |épe modelujici postupny rozvoj sekundarni
FSGS jako u lidi.
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3 MATERIAL A METODIKA

Zvirata

V experimentu s jednostrannou obstrukci ureteru (UUO) jsme pouzili mysi
kmene C57BL/6 (Charles River, Sulzfeld, SRN) a CCR1 a CCR5 deficientni mysi
generované na genetickém pozadi C57BL/6. V celkové anestezii jsme z dolni
stfedni laparotomie provedli podvaz levostranného mocovodu 2/0 Mersilenem.
Tkan ledvin pro dalSi analyzy jsme odebirali 10. den po UUO.

V pokusech k objasnéni role endotelinovych receptori jsme pouzili
transgenni potkany TGR(mRen2)27 a jako normotenzni kontrolu potkany kmene
Hannover Sprague-Dawley (HanSD).

Morfometricka analyza

Tkanové fezy z UUO ledviny a druhostranné ledviny jsme fixovali v 10 %
formalinu v PBS a zalili do parafinu. 4um silné fezy jsme barvili v PAS a stfibfili
komerénim kitem dle navodu (Bio-Optica, Milan, Italie). Ze stfibfenych fezl jsme
zhotovili 12 fotografickych snimkd nepfFekryvajicich se poli ledvinné Kkary pfi
400nasobném zvétseni, na tyto snimky byla promitnuta sit 100 (10x10) bodu. Index
objemu intersticia (lyo) byl dan po¢tem bodu, které pfekryvaly intersticialni prostor.
Obdobné byly ziskany hodnoty indexu intersticialnich depozit kolagenu (lc,), indexu
tubularniho poskozeni (ltcp), indexu dilatace tubull (lrg;). Pocet intersticialnich
bunék jsme stanovili analyzou 15 poli hpf (400x) imunohistochemicky barvenych
feza.

PoSkozeni glomerull jsme hodnotili na 100 nahodné zvolenych glomerulech
semikvantitativnim skérovacim systémem: stupen 0: normalni glomeruly, stupen 1:
adheze mezi kapilarni klickou a Bowmanovym pouzdrem nebo segmentalni
skler6za postihujici do 25% plochy glomerulu, stupen 2: skleréza postihujici 25-
50% glomerulu, stupen 3: sklerotizace postihujici 50-75% plochy glomerulu, stuper
4: skleroza 75-100% glomerularni plochy. Index glomerulosklerézy jsme pocitali
pomoci vzorce: GSI=(1 x ny)+(2 X n,y)+(3 X N3)+(4 X ny)/ni+n,+nz+n,, kde n, je pocet
glomerulll v kazdém stupni skérovaciho systému.

Imunohistochemické vysetreni

Pro imunohistochemicka barveni jsme 2um silné fezy odparafinovali,
rehydratovali, k odhalovani antigenu jsme pouzili autoklavovani nebo vareni
v mikrovinné troubé v citratovém pufru. Rezy jsme blokovali 3%H,0,, avidin a biotin
jsme blokovali komerénim kitem Vector Blocking Kit (Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Pouzili jsme nasledujici primarni protilatky: potkani anti-F4/80
(1:50, Serotec, Oxford, UK), potkani anti-CD3 (1:50, Serotec), potkani anti-CD45
(1:200, BD Pharmingen, San Diego, CA, USA), potkani anti-ER-HR3 (1:100, BMA
Biomedicals, Augst, Svycarsko), krali¢i anti-TGF-B1 (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), krali¢i anti-FSP1 (1:500, dar dr. E. G. Neilsona, Vanderbilt
University, Nashville, TE), mySi anti-aSMA (1:100, DAKO, Carpinteria, CA), potkani
anti-kolagen | (1:50, dar dr. L. W. Fischera, National Institutes of Health, Bethesda,
MD), potkani anti-CCL5 (1:50, Peprotech, Rocky Hill, NJ), krali¢i anti-CCL2 (1:20),
krali¢i anti-Ki-67 (1:25, Dianova, Hamburg, SRN), anti-ssDNA (1:50, Chemicon,
Hofheim, SRN). K vizualizaci jsme pouZzili pfislusné komercni kity SuperSensitive
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Link a SuperSensitive HRP Label (BioGenex, San Ramon, CA, USA). Jako
chromogen jsme pouzili 3-amino-9-ethylkarbazol (BioGenex), fezy jsme dobarvili
Mayerovym hematoxylinem.

Elektronova mikroskopie

Tkan ledviny dvou potkant z kazdé skupiny jsme zalili do Eponu 812.
Ultratenké fezy jsme barvili octanem uranylu a citratem olova. Rezy jsme hodnotili
v transmisnim elektronovém mikroskopu Philips EM286/Morgagni (FEI). Tloustku
GBM jsme méfili v 5 glomerulech u kazdého potkana na 50 mistech a vypocital
pramérnou hodnotu.

In situ hybridizace
In situ hybridizace mRNA pro TGF-B1 byla provadéna, jak je popsano ve
Vielhauer et al. 2001.

Izolace renalnich bunék pro vysSetreni pratokovou cytometrii

Tkan ledviny jsme rozfezali na malé kousky, které jsme inkubovali 20 min. pfi
37°C v5 ml Hanksova roztoku (HBSS), do kterého byl pfidan 1 mg/ml
kolagenazy | a 0,1 mg/ml deoxyribonukleazy Il (Sigma, Deisenhofen, SRN. Dale
jsme tkan inkubovali 20 min. v5 ml 2mM EDTA a HBSS, ziskany supernatant
obsahuijici izolované burnky jsme posléze skladovali na ledu. Pelet jsme znovu
inkubovali 20 min. pfi 37°C v5 ml HBSS s 1mg/ml kolagendzy |. Ziskany dalSi
supernatant jsme smichali s pfedchozim a po promyti resuspendovali v HBSS.

Prutokova cytometrie

Suspenzi bunék izolovanych z ledviny jsme inkubovali 1 hod s 5u/ml potkani
monoklonalni protilatky MC-21 (proti CCR2) nebo MC-68 (proti CCR5). Jako
izotypovou kontrolu jsme pouzili potkani IgG2b (Pharmingen). Po promyti jsme
suspenzi inkubovali 1 hod s polyklonalni protilatkou proti potkani IgG znacenou
biotinem, po promyti jsme suspenzi inkubovali se streptavidinem konjugovanym
s fykoeritrinem (obé DAKO, Hamburg, SRN). K identifikaci leukocytl jsme nasledné
suspenzi inkubovali s témito protilatkami: anti-CD11b-fluorescein isothiokyanat,
anti-CD4-alofykocyanin, CD8-CyChrom (vSe Pharmingen). Bunky byly analyzovany
na prutokovém cytometru FACSCalibur (Becton-Dickinson).

In vivo assay leukocytarni infiltrace do ledvinné tkané

F4/80 pozitivni makrofagy a CD8+ T lymfocyty jsme izolovali ze sleziny
C57BL/6, CCR1 a CCRS5 deficientnich mySi pomoci imunomagnetické separace
bunék (MACS — magnetic-activated cell sorting). PouZili jsme nasledujici protilatky
CD8a Microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, SRN), potkani anti-F4/80
konjugovana s FITC (Serotec), Anti-FITC Microbeads (Miltenyi). Cistotu separace
jsme ovéfili pomoci pritokové cytometrie. Bunky jsme obarvili fluorescenénim
barvivem PKH26 (Sigma-Aldrich Chemicals, Steinheim, SRN). MySim divokého
kmene C57BL/6 byla 10. den po UUO injikovana i.v. suspenze 7,5x10° F4/80+
nebo CD8+ bunék v izotonickém roztoku. Tkan ledvin jsme odebrali 3 hodiny pote,
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zamrazili a krajeli na kryostatu. Pocet infiltrujicich buné&k jsme analyzovali ve
fluorescencnim mikroskopu.

Izolace bunék ledviny pro real-time RT-PCR

Buriky jsme izolovali z ledviny 10. den po operaci UUO. Tubularni segmenty
byly vypreparovany mikrodisekci. Pro izolaci fibroblastl jsme kousky tkané ledviny
inkubovali 21 dni v buné&cné kultufe v DMEM obohaceném 10% fetalnim telecim
sérem (obé Invitrogen Corporation, Karlsruhe, SRN). Adherujici buiky jsme uvolnili
1,5 mM EDTA, suspenzi jsme zbavili pfimési leukocytl pomoci MACS za pouZiti
anti-CD45 protilatky konjugované s FITC a anti-FITC MicroBeads (Miltenyi).
Makrofagy a T lymfocyty byly ziskany zpisobem popsanym vysSe.

Izolace RNA, reverzni transkripce

Tkan ledviny byla zamrazena v tekutém dusiku a skladovana pfi -80°C.
Celkovou RNA jsme izolovali fenol-chloroformovou extrakci. Vysledny produkt jsme
vysusili, rozpustili v ddH,O a skladovali pfi -80°C.

Reverzni transkripce byla provadéna 1 hod pfi 42°C za pouziti nahodnych
hexanukleotidovych primert (Boehringer Mannheim, Mannheim, SRN) a reverzni
transkriptazy SuperScriptRT™ (Life Technologies, Eggenstein, SRN).

Kvantitativni RT-PCR v readlném ¢€ase

Kvantitativni RT-PCR v realném Case byla provadéna na pristroji TagMan
ABI 7700 Sequence Detection Systém (PE Applied Biosystems, Weiterstadt, SRN)
za pouziti TagDNA polymerazy (Amplitaqg Gold, PE Biosystems). Jako referenéni
gen byl pouzit GAPDH, jako kontrola ddH,O. Primery a vnitini fluorescencné
znacené sondy pro mySi CCR1, CCR5, TGF-1 a GADPH mRNA jsme ziskali od
PE Biosystems.

Méreni krevniho tlaku a stanoveni proteinurie

Systolicky krevni tlak zvifat jsme méfili v tydennich intervalech
pletysmograficky (Hatteras Instruments, Cary, North Carolina, USA). Koncentrace
proteinu v moé&i za 24 hodin jsme stanovovali biuretovou metodou (Lachema, CR).

Stanoveni tkanové koncentrace endotelinu 1
Tkanové koncentrace ET-1 v kirfe ledviny a v levé komore srde¢ni jsme
stanovili metodou ELISA (Amersham, Brawnschweig, SRN).

Statisticka analyza

Vysledky studii jsou ve formatu aritmeticky primér + SD, pfipadné aritmeticky
primér * SEM. Porovnani skupin UUO mysi bylo provedeno pomoci
jednofaktorové analyzy rozptylu, v pfipadé vicenasobného porovnani byla pouzita
Bonferroniho post hoc korekce. Porovnani skupin hypertenznich potkant bylo
vypocCteno pfevazné pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu pomoci softwaru
Graph-Pad Prism (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).
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4 VYSLEDKY

4.1 Uéast chemokinového receptoru CCR1 a CCR5 na leukocytarni infiltraci
a nasledné fibréze intersticia ledviny u mysiho modelu jednostranné
obstrukce ureteru

Tato prace byla zamérena na zji§téni role chemokinovych receptorit CCR1 a
CCR5 exprimovanych makrofagy a T lymfocyty v infiltraci intersticialniho
kompartmentu ledviny a v rozvoji jeho fibrozy. V praci jsme pouzili model
jednostranné obstrukce ureteru, kde postupné se rozvijejici hydronefréza vede
k poSkozeni tubult a k fibrotizaci intersticia ledviny, s rozvojem zanétlivé infiltrace
intersticia leukocyty. V tubulointersticiu se tedy odehravaiji procesy simulujici vyvoj
progredujiciho chronického onemocnéni ledvin. Ke studiu efektu receptorii jsme
pouzili CCR1 a CCR5 knock-out mySi kmeny a dale blokadu CCR1
nizkomolekularnim antagonistou BX471.

Prace ukazala, Ze chybéni nebo blokada receptoru CCR1 vede ke snizeni
poCtu makrofagl a T lymfocytd infiltrujicich do intersticia UUO ledviny u knock-out
nebo BX471 |éCenych mySi v porovnani s divokym kmenem mysi C57BL/6. Naproti
tomu chybéni CCR5 nevedlo ke snizeni poctu infiltrujicich leukocytd.

Pouziti fluorescenéné znacenych leukocytl, izolovanych ze sleziny divokého
kmene a CCR1 a CCRS5 deficientnich kmenu mysi, injikovanych do mysi divokého
kmene s jednostrannou hydronefrézou, a nasledné hodnoceni intenzity infiltrace
leukocytl do intersticia UUO ledviny téchto zvifat jasné potvrdilo u¢ast CCR1 (ale
ne CCR5) na cilené infiltraci makrofagli a T lymfocytd do intersticia poSkozené
ledviny.

Sledované parametry fibrézy renalniho intersticia — pocet fibroblastt, objem
intersticia, depozice kolagenu a hladina mRNA pro TGF-1 — byly u CCR1
deficientnich mysi v poSkozené ledviné snizeny. Chybéni CCRS5 nevedlo
k zabranéni rozvoje fibrozy UUO ledviny.

4.2 Pozdni zacatek lécby blokatorem CCR1 receptoru vede k zabranéni
progrese lupusové nefritidy u MRL (Fas)-lIpr mysi

V této praci byl zkouman vliv blokady chemokinového receptoru CCR1
nizkomolekularnim  antagonistou BX471 na progresi imunokomplexové
glomerulonefritidy do chronického renalniho selhani.

Porovnani vysledkl histologického vysSetfeni tkané ledvin kontrolnich a
lé€enych mysi ukazalo, Ze blokada CCR1 snizila vyrazné mnozstvi makrofagt a T
lymfocytll infiltrujicich do tubulointersticidlniho kompartmentu MRLP™" mysi
|éCenych BX471, ale neméla vliv na infiltraci makrofagd do glomerulu ani na rozvoj
glomerulonefritidy a tiZi proteinurie.

Ugast CCR1 na infiltraci leukocytl do intersticia ledviny potvrdil i experiment
s pouzitim fluorescentné znacenych makrofagl a T Ilymfocytld inkubovanych
s BX471 a nosiem cyklodextrinem nebo samotnym nosi€em, injikovanych do
MRLP™ " mysi, kdy leukocyty inkubované s blokatorem CCR1 infiltrovaly
intersticium v daleko nizSim poctu nez leukocyty inkubované s cyklodextrinem.
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Blokada CCR1 vedla kredukci intersticialni fibrozy - jak ukazalo
vyhodnoceni poc¢tu a-SMA pozitivnich myofibroblastd v intersticiu, depozice
kolagenu | a vyhodnoceni hladin mRNA pro kolagen | a TGF-B1 v ledvinné tkani.

4.3 Blokada CCR1 redukuje intersticialni zanét a fibr6zu u mysiho modelu
adriamycinem indukované nefropatie

Prace zkoumala moznost ovlivnéni progrese renalniho onemocneéni
spojeného s téZkou proteinurii blokadou chemokinového receptoru CCR1. Jako
modelové onemocnéni byla pouzita adriamycinem indukovana fokalné segmentalni
glomeruloskleréza u mysiho kmene BALB/c, kde poSkozeni glomerull spojené
s proteinurii a rozvojem nefrotického syndromu s naslednym poSkozenim a
fibrotizaci  tubulointersticia  modeluji  pribéh  chronickych  glomerulopatii
provazenych tézkou proteinurii u ¢lovéka.

V praci jsme nejprve ukazali, ze exprese mRNA pro chemokinovy receptor
CCR1 a chemokiny CCL3 a CCL5 - ligandy CCRL1 - je v ledvinach u toho modelu
nékolikanasobné zvysena ve srovnani s kontrolni skupinou zvifat. V pokusech in
vitro jsme prokazali, Ze mRNA pro CCR1 je exprimovana makrofagy a T lymfocyty
izolovanymi ze sleziny, ale neni exprimovana v buné&né kulture TGF-B1
stimulovanymi renalnimi fibroblasty ani LPS stimulovanou bunécnou linii
epiteliadlnich bunék kortikalnich tubull ledviny.

Vysledky morfometrické analyzy a imunohistochemického vySetfeni tkané
ledvin kontrolni skupiny mysSi a zvifat 1éCenych nizkomolekularnim antagonistou
receptoru CCR1 (BX471) ukazaly, Ze blokada receptoru CCR1 vyrazné sniZila
pocet makrofagu (o 50%) a T lymfocytd (o 20%) infiltrujicich do intersticia ledviny.

Lécba BX471 neméla Zzadny efekt na tizi glomerularniho poskozeni
indukovaného adriamycinem ani na hodnoty proteinurie.

Lécba BX471 sniZila rozsah intersticialni fibrozy ledvin (hodnoceno objemem
intersticia a po&tem intersticialnich fibroblast().

4.4 Pozdni zacatek blokady endotelinového receptoru u homozygotnich
Ren-2 potkanl snizuje podocytarni poskozeni podocytl i pres tézkou
hypertenzi

V této praci jsme pouzili transgenni potkany s inkorporovanym mysim genem
pro renin TGR(mRen2)27. Jde o model monogeneticky definované hypertenze.
Transgenni homozygotni potkani na vysokoslané dieté byli IéCeni neselektivnim
blokatorem ET,g bosentanem a selektivnim blokatorem ET, atrasentanem. Lécba
byla zahajena 51. den Zivota, aby bylo mozZné sledovat ucinky blokady
endotelinovych receptor na dospélé jedince s jiz rozvinutou maligni hypertenzi.

U kontrolniho kmene potkant zlstavaly hodnoty krevniho tlaku béhem
celého experimentu na vysokoslané dieté vramci normotenze. U ostatnich tfi
skupin transgennich potkant krevni tlak stoupal az do 46. dne. Po zahajeni
podavani vysokoslané diety a sou€asném zahajeni lécby (51. den) doslo u potkana
léCenych atrasentanem k redukci hypertenze (méfeno 60. den). 81. den byly
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hodnoty tlaku v8ech tfi skupin transgennich potkant zvySené, bez statisticky
signifikantnich rozdild.

Mira pfrezivani na konci pokusu (90. den) byla u nelé€eného divokého kmene
HanSD 93% a neliSila se od prezivani atrasentanem léCenych transgennich
potkanl. U neléCenych transgennich potkanu a u transgennich potkanu Ié€enych
bosentanem bylo pfezivani signifikantné nizsi (50 a 64%). Hodnoty proteinurie se u
dosud neléCenych transgennich potkant 50. den zZivota signifikantné neliSily. 80.
den Zivota méli neléCeni TGR potkani na vysokoslané dieté vyrazné vySsi
proteinurii nez HanSD potkani. Potkani 1éCeni obéma typy endotelinovych
antagonistd méli hodnoty proteinurie obdobné jako kontrolni potkani.

Glomeruloskleroticky index se na konci |1éEby u pfezivajicich potkant vSech
Ctyf skupin signifikantné neliil. V ultrastrukturalnim vysSetfeni u transgennich
potkani na vysokoslané dieté byly patrny zmény GBM. Fokalné bylo patrné
splyvani pedicel a regresivni zmény podocytu. LéCba bosentanem vyrazné zlepSuje
morfologii podocytd a podavani atrasentanu ji zcela normalizuje. Tloustka GBM u
neléCenych a bosentanem léCenych potkanu byla vyrazné vétsi nez u kontrolnich
HanSD potkanl a potkanul IéEenych atrasentanem. Mira poSkozeni podocytl silné
korelovala s mirou pfezivani.

Ze ziskanych vysledku je ziejmé, Ze blokada ET receptorl snizuje organové
poSkozeni u homozygotnich transgennich TGR (mRen2)27 potkanl na
vysokoslané dieté. Selektivni blokada ET, navic vyrazné zlepSuje preziti a vede
k pfechodnému sniZeni krevniho tlaku.

4.5 Casny zadéatek blokady endotelinového receptoru u hypertenznich
heterozygotnich Ren-2 potkan

Prace zkoumala roli ET-1 v rozvoji hypertenze u heterozygotnich
TGR(MRen2)27 potkanu v preventivnim protokolu, s dirazem na zjisténi mozného
rozdilu mezi neselektivni ET g a selektivni ET blokadou endotelinovych receptoru.
Experimenty byly provadény u mladych potkani na normoslané a vysokoslané
dieté.

U potkanl na normoslané dieté prezili do zavéru experimentu vSichni
potkani. U nelé€enych transgennich potkand doSlo krozvoji hypertenze,
vzniku hypertrofie srde€¢ni komory a vledvinach krozvoji glomerulosklerozy
s proteinurii. U transgennich potkand |éCenych atrasentanem, selektivnim
blokatorem ET, receptoru, doslo v porovnani s kontrolni skupinou nelé€enych
transgennich potkant k vyraznému zpomaleni vzestupu systolického i stfedniho
krevniho tlaku, s méné vyraznou hypertrofii srde¢ni komory, s normalnimi
hodnotami glomerulosklerotického indexu, s nizkymi hodnotami proteinurie a
s niz8imi tkanovymi koncentracemi ET-1. U potkand Ié€enych neselektivnim
blokatorem ET,pg bosentanem nedosSlo naproti tomu k redukci hypertenze, ostatni
méfené hodnoty byly taktéz snizeny, av8ak signifikantné méné.

Na vysokoslané dieté bylo prfeziti na konci experimentu u neléCenych
potkant 70%, u lé€enych neselektivnim blokatorem bosentanem 83%. Transgenni
potkani na vysokoslané dieté |éCeni atrasentanem preZili vSichni. Systolicky a
stfedni krevni tlak rostl u potkan na vysokoslané dieté vyznamné u vSech skupin,
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vCetné kontrolni skupiny netransgennich zvifat, nicméné u této skupiny stale
zustaval na hodnotach povazovanych za normalni. Na konci experimentu byly
systolicky a stfedni krevni tlak u neléCenych zvifat a u zvifat léCenych bosentanem
signifikantné vyssSi v porovnani s hodnotami tlaku zvifat IéCenych atrasentanem. U
neléCenych zvifat a zvifat |é€enych bosentanem dosSlo také k vyraznému zvySeni
glomerulosklerotického indexu, posSkozeni glomerull u zvifat Ié€enych bosentanem
bylo mirnéjsi. LéCba atrasentanem vedla k zabranéni rozvoje glomerulosklerdzy.
Proteinurie byla vyrazné zvySena u neléCenych zvifat, pfi I6Cbé bosentanem byla
jen nevyznamné niZ3i, naopak atrasentan zpUsobil podstatné snizeni proteinurie az
k normalnim hodnotam. U vSech skupin zvifat doSlo k srde¢ni hypertrofii a ke
zvyseni tkanovych koncentraci endotelinu ET-1.

4.6 Pozdni zacatek blokady endotelinového receptoru u hypertenznich
heterozygotnich Ren-2 transgennich potkanu

Cilem této prace bylo zjistit ulohu endotelinového systému u samdich
heterozygotnich transgennich TGR(mRen2)27 potkanu s jiz rozvinutou hypertenzi.
Transgenni a kontrolni HanSD potkani byli od 52. dne Zivota krmeni vysokoslanou
dietou. Od stejného dne jim byly podavany bud neselektivni ET g (bosentan) nebo
selektivni ET, (atrasentan) blokatory.

NeléCeni transgenni potkani vykazovali na konci experimentu (90. den) miru
prezivani 71%, pfi podavani bosentanu byla mira pfezivani na konci experimentu
83%, atrasentan vyrazné zlep3oval pfezivani na 92%. Na konci experimentu se
systolicky krevni tlak potkanu lé€enych bosentanem neliSil od tlaku nelé€enych
potkanu, systolicky krevni tlak potkanl Ié€enych atrasentanem byl vyrazné nizsi. U
neléCenych transgennich potkand se vyvinula hypertrofie levé srdeéni komory,
podavani bosentanu a zejména atrasentanu vedlo k jeji redukci. Proteinurie byla
50. den experimentu u vSech transgennich potkanl signifikantné vySsi v porovnani
s HanSD potkany. Osmdesaty den byla proteinurie u neléCenych potkand a u
potkanu lIé€enych bosentanem signifikantné vy$Si nez v kontrolni skupiné potkanda.
Lécba atrasentanem vyrazné redukovala proteinurii.

Hypertenzni poSkozeni glomeruld pfi morfologickém vySetfeni ledvin
zahrnovalo mirné rozSifeni mezangia a segmentalni sklerézu kapilarniho trsu.
V elektronovém mikroskopu byla patrna dasteCna fuze pedicel. Nejvyraznéjsi
zmeény byly patrné u nelé€enych TGR potkanu, méné vyrazné u potkanud lé€enych
bosentanem, a potkani IéCeni atrasentanem nevykazovali Zadné zmény glomerull
na urovni svételné mikroskopie ani na urovni ultrastrukturalni. Imunohistochemicky
byla v €etnych glomerulech u neléenych potkanu patrna pozitivita desminu,
markeru podocytarniho poskozeni. U potkand IéCenych bosentanem i
atrasentanem byla indukce pozitivity desminu v podocytech vyrazné nizsi.
Podocytarni exprese CD10 (neprilysin) byla u neléCenych potkanu vyrazné
redukovana, IéEba bosentanem vedla jen k ¢asteCnému zvySeni exprese, léCba
atrasentanem prakticky uplIné restituovala expresi CD10 u podocytu.
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5 DISKUSE

Ukazali jsme, Ze CCR1 (ale ne CCR5) hraje vyznamnou roli v procesu
infiltrace leukocytd do tubulointersticialniho kompartmentu v mySim modelu UUO.
Ziskana data jsou v souladu s pfedchozimi pozorovanimi, kde blokada CCR1 méla
pfiznivy vliv na snizeni zanétlivého infiltratu v experimentalnich modelech napf.
transplantace ledviny, srdce, plicni fibrozy i experimentalni encefalitidy. Data
potvrzuji vysledky pfedchozi prace, ktera ukazala, Ze antagonista CCR1, BX471,
snizuje u modelu UUO pocet leukocytu infiltrujicich do intersticia ledviny.

Oba receptory, CCR1 i CCRS5, jsou exprimovany na povrchu leukocytu
infiltrujicich intersticium ledviny. Pfesto chybéni CCRS nevede v modelu UUO
ke snizeni poctu infiltrujicich leukocytl. U jinych modelovych onemocnéni, jako
napfiklad u dextransulfatem indukované kolitidy, nebo u transplantace srdce,
chybéni CCR5 snizi pocet infiltrujicich leukocytd. Naopak infiltrace makrofagu
v modelu experimentalni encefalomyelitidy nezavisi na CCR5. NaSe pozorovani, ze
chybéni CCR5 nezabrani migraci leukocytt do ledviny po UUO, nelze vysvétlit tim,
Ze chybi ligand, tedy pfislusny atrahujici chemokin, protoze v prfedchozich pracich
bylo prokazano, ze CCL5 je v poskozené ledviné u tohoto modelu vyrazné
exprimovan. Interakce CCL5/CCR5 v ledviné v tomto modelu v§ak mlze mit jinou
roli. Z vysledku Ize odvodit, Ze role CCR5 receptoru pfi zprostiedkovani
leukocytarni infiltrace je u rGznych modelovych onemocnéni odlisna, coz muze byt
dano i rznou kombinaci exprimovanych receptoru.

Podstatnym pfinosem této prace je zjisténi, Zze chybéni receptoru CCR1 vede
k redukci intersticialni fibrozy ledviny po UUO. Obdobny efekt blokady CCR1
ve zpomaleni rozvoje intersticialni fibrozy ledviny jsme pozorovali i v modelu
lupusové nefritidy a FSGS. Vzhledem k tomu, Ze renalni fibroblasty ani tubularni
epitel neexprimuji CCR1, nejde ziejmé& o pfimy efekt blokady CCR1 receptoru na
tyto bunky, ale o dulsledek snizeného poctu infiltrujicich leukocytd. Infiltrujici
leukocyty pfispivaji produkci prozanétlivych a profibrotickych cytokinu k proliferaci
fibroblastl, produkci kolagenu a procesu epitelialni - mezenchymalni pfemény.
CCR1 knock-out mysi mély snizenou hladinu mRNA pro TGF-1 v UUO ledviné.
Pomoci in situ hybridizace a imunohistochemicky jsme lokalizovali produkci TGF-31
do intersticia ledviny v misté zanétliveho infiltratu. Snizena sekrece TGF-1 v UUO
ledviné je dana spiSe snizenim poctu infiltrujicich leukocytd nez diky jeho snizené
produkci leukocyty neexprimujicimi CCR1. Vliv blokady CCR1 na snizeni poctu
infiltrujicich leukocytd do UUO ledviny a tim i zabranéni procesu epitelialni —
mezenchymalni pfemény a redukci intersticialni fibrozy ledviny potvrdila i novéjsi
studie na novorozenych mysich.

V modelu lupusové nefritidy blokdda CCR1 nezabranila infiltraci makrofagu
do glomerulu. To je v souladu s pfedchozimi pozorovanimi na modelech
glomerularniho poskozeni. Chemokinovy receptor CCR1 se zfejmé podili na
infiltraci tubulointersticialniho a ne glomerularniho kompartmentu ledviny, coz mize
byt dano odliSnymi adheznimi molekulami pfitomnymi v cévach, které ruzné
moduluji chemokiny zprostfedkovanou adhezi a transmigraci do tkané.

Lécba BX471 neméla zadny efekt na tizi glomerularniho poskozeni v modelu
adriamycinem indukované nefropatie. U tohoto modelu se predpoklada, Ze inicialni
poSkozeni glomerull je zpusobeno pfimym cytotoxickym efektem adriamycinu na
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podocyty a progresivni glomeruloskler6za je vysledkem pokracujicich zmén
vyvolanych primarnim inzultem. Tyto zmény jsou nezavislé na CCR1.

Vyznamny pozitivni efekt blokady receptoru CCR1 na zpomaleni rozvoje
intersticialni fibrézy ledviny v modelu adriamycinem indukované nefropatie je velmi
zajimavy vzhledem k tomu, Ze IéCbou nedoslo u mysSi k redukci tézké proteinurie.
Tézka proteinurie je vyznamnym stimulem pro tubularni epitelové bunky, které na
jejim podkladé produkuji mnozstvi chemokind a profibrotickych cytokinu. Nase
nalezy ve skupiné mysSi léCenych blokatorem BX471 nicméné ukazuji, Zze tézka
proteinurie sama o sobé& nedokaze vyvolat vyraznou intersticialni fiorézu, pokud je
zabranéno infiltraci leukocytl do intersticia ledviny.

Vysledky studie blokady endotelinovych receptorli u heterozygotnich TGR
potkanl v preventivnim protokolu ukazaly, Ze vysokoslana dieta vyrazné akceleruje
rozvoj hypertenze a zvySuje mortalitu a organové poskozeni u tohoto kmene. Prace
potvrdila pfedchozi vysledky, kde nefroprotektivni efekt neselektivni blokady
bosentanem byl nezavisly na zménach krevniho tlaku. Ukazali jsme, Zze pusobeni
ET-1 na rozvoj hypertenze a organové poSkozeni je zprostiedkovano ET,
receptorem, zejména u sul-senzitivnich modell hypertenze. Selektivni blokada ET 4
ma vyrazny vliv na snizeni krevniho tlaku a organového poskozeni a na miru
preziti. Bosentan nema vliv na sniZzovani krevniho tlaku, neselektivni blokada ET
zfejmé potlac¢i nejen vazokonstrik&ni a proliferacni uc€inky zprostfedkované ET,, ale
zaroven i vazodilataéni a natriureticky efekt zprostfedkovany ETg.

Vysledky studie blokady endotelinovych receptord u heterozygotnich TGR
potkanu v regresnim protokolu ukazaly, Ze selektivni blokada ET, ma vyrazné;si
efekt na snizeni krevniho tlaku a organového poskozeni nez neselektivni ET g
blokada. Ve srovnani se studiemi provedenymi na homozygotnich TGR potkanech
se ukazuje, ze blokada ET receptord ma u heterozygotnich TGR potkant podobny
efekt, kdyz je zahdjena u potkanu s jiz rozvinutou hypertenzi (regresni protokol),
jako u mladych jedinct (preventivni protokol). Na rozdil od studii provedenych na
homozygotnich transgennich potkanech, u heterozygotnich potkanu je neselektivni
blokdda ET,g bosentanem daleko méné uc€inna ve snizovani mortality nez
selektivni ET,. Rozdil je pravdépodobné dan vysSi aktivaci ET systému u
homozygotnich potkanu.

6 ZAVERY

Predlozena prace pfispéla ke zjiSténi role nékterych chemokinovych
receptord u vybranych modell zanétlivych onemocnéni ledvin. Prace zejména
ukazala pozitivni efekt blokady chemokinového receptoru CCR1 exprimovaného
lymfocyty a makrofagy infiltrujicimi tubulointersticialni kompartment ledviny na
redukci rozvoje intersticialni fibrézy. Tento poznatek by mohl mit i praktické
uplatnéni v |é€bé pacientu s chronickym onemocnénim ledvin.

DalSim pfinosem prace je zpfesnéni ulohy endotelinu 1 a jeho receptort ET,
a ETg v rozvoji hypertenze a organového poskozeni. Ukazuje se, ze na snizeni
krevniho tlaku, zmenSeni rozsahu organového poskozeni a nasledné mortality ma
vyrazny vliv zejména selektivni blokada ET,. KliCovou roli v poSkozeni ledvin u
studovanych modell hypertenze hraje poSkozeni podocytll, blokada ET, vede
k vyraznému potlaceni rozvoje tohoto poskozeni.
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