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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmakologie a toxikologie

Kandidat: Mgr. Erika Hockova

Konzultant: Doc. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Nazev rigordzni prace: Imunohistochemickd detekce PECAM-1 exprese u hypertenznich

potkanti

Hypertenze - vysoky krevni tlak je civilizaéni nemoc, ktera patii k nejcastéj$im
kardiovaskularnim onemocnénim. Svou prevalenci 25 — 30% v dospélé populaci predstavuje
neinfekéni epidemii a tim zavazny zdravotnicky problém.

PECAM - 1 je adhezni a signalni molekula, exprimovand na hematopoetickych a
endotelialnich bunkach, kde tvoii hlavni slozku cévni stény. Strukturné je clenem
imunoglobulinové ,,superrodiny* adheznich molekul.

Sunitinib je biologicka latka ze skupiny tyrozinkindzovych inhibitorti pouZivany v 1écbé
generalizovaného karcinomu ledviny a gastrointestindlnich stromalnich tumort. Patii do
farmakologické skupiny antineoplastika — inhibitory proteinkindzy. Mezi jeho hlavni
nezadouci U¢inky patii hypertenze.

Tato rigordzni prace se zabyvala popisem endotelidlni exprese PECAM-1 v aorté u spontanné
hypertenznich potkanti (SHR) a jejich normotenznich kontrol (WKY potkanil) s ohledem na
podavani 1éciva sunitinibu za pouziti imunohistochemickych metod a vyhodnoceni pomoci
stereologickych metod.

V experimentu byly pouzity dva kmeny potkanti. Prvnim z nich byl inbredni kmen spontdnné
hypertenznich potkanti - SHR a druhym inbredni kmen WKY potkanti s normotenzi . Oba
kmeny byly rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupiné byl podavéan sunitinib a druhé voda,
ktera byla pouzita jako kontrola.

Imunohistochemické barveni bylo provedeno u 120 preparati. 120 preparétii zahrnovalo 5
preparatli systematicky nahodné vybranych fezii ze 6 zvifat pro kazdou skupinu.
Imunohistochemickd analyza ukéazala expresi PECAM-1 pouze u endotelidlnich bun¢k
cévniho lumina. Casteéna exprese byla jesté detekovéana také v cévach adventitia.

Pozitivni reakce na barveni PECAM -1 byla zjiSténa v témét kazdé testované cévé ve vsech 4
skupinach zvitat. Podavani sunitinibu vedlo k jistym zméndm intenzity a plochy exprese

PECAM-1. Podavani sunitinibu vedlo ke zvySeni exprese PECAM-1 (hodnoceno pouze
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vizualn€) jak u SHR potkant, tak i u WKY potkant. Tyto vysledky byly dale podrobeny
kvantifika¢ni stereologické analyze.

Stereologicka analyza exprese PECAM-1u SHR potkani prokazala statisticky vyznamny
nartst exprese PECAM-1 po podavani Sunitinibu. Podobné vysledky byly zjistény 1 pfi
kvantifikaci exprese PECAM-1 u WKY potkant, kde byla rovnéz nalezena signifikantné
zvysena exprese PECAM-1 po podéni Sunitibu.

Imunohistochemické a stereologicka analyza exprese PECAM-1 prokazala zvySeni exprese po
podavani Sunitinibu u SHR i WKY potkand, dale naznacila vyznamny trend ve zvySeni
exprese PECAM-1 u hypertenznich SHR potkant ve srovnani s WKY potkany.

Tyto vysledky naznacuji, ze exprese PECAM-1 v aort¢€ je indukovana hypertenzi.

Podavani Sunitinibu by tedy mohlo vést k rozvoji nebo zhorSeni endotelidlni dysfunkce, coz

by mohlo pfedstavovat jeden z mechanizmi jeho vaskularni toxicity.
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Title of Thesis: Immunochemical detection of PECAM-1 expression in hypertensive rats

Hypertension — abnormally high blood pressure - is a lifestyle disease, which belongs to the
most frequent cardiovascular diseases. Hypertension seems to be a non-infectious epidemy
with 25 to 30 % prevalence in adult population and presents a serious health problem.
PECAM-1 is an adhesive signal molecule expressed on hematopoetic and endothelial cells,
creating the main component of the vascular tissue. Regarding its structure, it belongs to the
immunoglobuline super-family of adhesive molecules.

Sunitinib is a biological treatment molecule of the group of tyrosine-kinase inhibitors used for
treatment of generalised renal carcinoma and gastrointestinal stromal tumours.
Farmacologically, sunitinib is antineoplastic substance — protein-kinase inhibitor. The main
adverse effect of sunitinib is hypertension.

The aim of this rigorous thesis was to define and to describe the expression of endothelial
PECAM-1 in the aorta of spontanecously hypertensive rats (SHR) and their normotensive
control group (Wistar - Kyoto rats - WKY) considering sunitinib treatment and using
immunohistochemical methods and stereological evaluation.

Two strains of rats were used for the experiment — first inbred strain of spontaneously
hypertensive rats (SHR) and second inbred strain of Wistar Kyoto normotensive rats. Both
strains were divided into two groups — one was administered sunitinib and the other one water
as a control.

Immunohistochemical staining was performed on 120 preparations, preparations were 5
random samples incisions from 6 animals of both groups. Immunohistochemical analysis
showed PECAM-1 expression only on endothelial cells of vascular lumina. In addition, partial
expression was detected on adventitia vessels. Positive reactions to PECAM-1 staining were
observed in almost all tested vessels in all four groups of animals. Sunitinib administration led
to increased expression of PECAM-1 (visual evaluation only) in SHR rats and WKY rats as

well. Afterwards, these results underwent quantifing stereological analysis.



Stereological analysis of PECAM-1 expression in SHR group demostrated statistically
significant increase of PECAM-1 expression after sunitinib administration. Similar results
were found in quantification of PECAM-1 expression in WHY group, which either showed
significantly increased PECAM-1 expression after sunitinib expression.

Both immunohistochemical and stereological analysis of PECAM-1 expression demonstrated
increased PECAM-1 expression after sunitib administration in group of SHR rats and WKY
rats and also suggested a significant trend in growing PECAM-1 expression in group of SHR
rats when compared to WKY rats.

The results suggest that PECAM-1 expression in the aorta may induce hypertension.
Administration of sunitinib may lead to development or worsening of endothelial dysfunction

which presents one of the mechanisms of sunitinib vascular toxicity.
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1. UVOD

Hypertenze - vysoky krevni tlak je civilizatni nemoc, kterd patfi k nejcastéjSim
kardiovaskularnim onemocnénim (1). Svou prevalenci 25 — 30% v dospélé populaci

pfedstavuje neinfekéni epidemii a tim zavazny zdravotnicky problém. Piiblizn€ 95% jedinct
s hypertenzi ma tzv. esencidlni etiologii, u zbyvajicich 5% se jedna o sekundarni hypertenzi
(2).

Zatimco v 1é¢be hypertenze bylo v poslednich desetiletich dosazeno velkého pokroku, zlistava
etiopatogeneze esencialni hypertenze nedostatecné objasnéna. Je to dano tim, ze esencialni
hypertenze je multifaktoridlni onemocnéni, na jehoz vzniku se podili fada mechanizmi
genetickych, faktorti zevniho prostfedi a poruch endogennich regula¢nich procestii (3).

faktorh urychleného rozvoje aterosklerozy, wvzniku ischemické choroby srde¢ni a
cerebrovaskularnich ptihod (4).

Krevni tlak souvisi s faktory, jako jsou vek, pohlavi, faktory vnéjSiho prostiedi, intrauterinnim
prostiedi a prenatalnim obdobim.

Zvyseni krevniho tlaku souvisi se zplisobem Zivota, zménou télesné hmotnosti, nadmérnou
spotfebou alkoholu, malou télesnou aktivitou a vysokou spotiebou NaCl. VSechny tyto
faktory lze ovlivnit v rdmci primarni prevence hypertenze u kazdého jedince (5).

V poslednich 35 letech doslo k velkému pokroku v 1€cb¢ hypertenze, diky objevu ucinnych
antihypertenziv. Kombinaci nefarmakologickych a farmakologickych postupt lze neptiznivé

dopady hypertenze odstranit nebo alespoii snizit (6).
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2. MIKROSKOPICKA ANATOMIE CEV

Cévni stény odpovidaji svou strukturou funkénim narokim jednotlivych usekli cévniho
feCisté, k témto Usekiim patii tepny — artérie, které se postupné vétvi v ten¢i arterioly —
arteriolae, ty pfechazeji ve vlaseCnice, kapilary — vassa capillaria a ty pokracuji do

nejtencich zil, nazyvané venuly — venulae, tyto se sbiraji v Zily — venae (7).

2.1 Obecna struktura cév
Vsechny cévy jsou stavény podle stejného zakladniho stavebniho planu (8). Sténa kazdé¢ tepny

ma 3 vrstvy, které se nazyvaji tunica intima, tunica media a tunica adventitia (7).

Tunica intima je vnitini vrstva, skladd se zjedné vrstvy plochych endotelovych bunck -
endotel, které lemuji vnitini povrch cévy a jsou podlozeny siti elastickych a kolagennich
vlaken — subendotelem (ten muiZze obsahovat i jednotlivé hladké svalové buiky) nebo
elastickymi blankami, elasticka vlakna a blanky se oznacuji jako membrana elastica interna

(7,9). Jednou z hlavnich funkci endotelu je zabrana srdzeni krve na jeho povrchu (10).

Tunica media je nejsilnéjsi z vrstev stény tepny, sklada se z hladké svaloviny, jejiz bunky
probihaji cirkularn€, mezi nimi a kolem nich jsou sité kolagennich a elastickych vladken (7).
Elasticka vldkna vytvafeji jemné sité, ve kterych jsou vytvofené otvory (fenestrae), tyto

umoziuji zivindm pronikat do hlubsich partii stény cév (9,11).

Tunica adventitia je povrch cévy z fibrilarniho vaziva s kolagennimi a elastickymi vlakny,
vaziva v nejbliz§im okoli cévy, tim ji pruzné fixuji k okoli. Proti svalové vrstvé je tunica
adventitia odd¢lena elastickou vrstvickou zvanou membrana elastica externa (7). Ve vSech
velkych cévach obsahuje tunica adventitia malé krevni cévy (vasa vasorum), které ptivadi

buitkdm cévni stény kyslik a Ziviny (9).
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Obrazek 1: Sténa cévy

The vascular wall

Tunica advantitia

L~ Extarnal slastic lamina

Tunica intima -

Tunica media

http://www.taramrusso.com/images/new/ ( 28.5.2011)

2.1.1 Artérie

Maji pevné a pruzné stény, které jsou adaptované na pulsové ndrazy krve rytmicky
vypuzované ze srdce (7). Podle priméru je délime na arterioly, artérie malého a stiedniho

praméru — svalového typu a velkého priméru — elastického typu (8).

Arterioly jsou vlastné nejtenci artérie, skladaji se zendotelu ( tunica intima) a ztenké
vrstvicky cirkuldrné probihajicich hladkych svalovych bunék ( tunica media), mezi endotelem
a svalovymi bunikami je membrana elastica interna slozend ze siti vladken, na povrchu

svalovych buné¢k je tenkd fibroelasticka vrstva. Arterioly maji pomérné silnou sténu a maly
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prasvit, jsou bohat¢ zasobeny nervovymi vldkny, svou svalovinou pohotové méni prisvit a

jsou proto hlavni oblasti regulace pritoku cévnim fecistém (7,8).

Artérie malého a stiedniho priméru jsou vétSinou artériemi svalového typu. Vzhledem ke
svému prasvitu maji pomérn¢ tlustou sténu, tunica intima je tvorena endotelovymi bunkami,
které maji stejnou strukturu jako v arterioldich a subendotelovou vrstvou, ktera je tlustsi,
membrana elastica interna je dobfe vyvinuta. Tunica media je silnd a v zavislosti na priméru
cévy obsahuje az 40 vrstev hladkych svalovych bunék. Membrana elastica externa je vyvinuta
pouze ve vétSich artériich svalového typu. Tunica adventitia je tvofend kolagennimi

a elastickymi vlakny (8).

Artérie velkého primeéru jsou artériemi elastického typu. V poméru k velikosti priisvitu maji
pomérné tenkou sténu a zajistuji kontinudlni tok krve v priabéhu diastoly srdce. Tunica intima
se sklada se z vrstvy endotelovych bun€k a tlusté subendotelové vrstvy. Membrana elastica
interna se neda odlisit od ostatnich elastickych blanek, které se vyskytuji v tunica media.
Tunica media je nejsilngj$i vrstvou stény a vyskytuji se v ni elasticka vlakna, hladké svalové
buiiky a retikularni vldkna. Membrana elastica externa u artérii elastického typu neni

vyvinuta. Tunica adventitia je tenka a obsahuje elasticka a kolagenni vldkna (8,12).

Obrazek 2: Stuktura artérie

stredni vrstva kolagenn( a elasticka vidkna

vnéjsl
. vrstva
vné&jsi elasticka vrstva

R R N

vnitfni
vrstva
vnitfn{ elasticky obal

http://www.giobio.ic.cz/obrazky/clovek/clovek/obehova_soustava/ (28.5.2011)
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2.1.2 Vény

Stény zil maji stejné tii vrstvy jako stény tepen,od tepen se 1iSi mensi relativni tloustkou
vrstev a pomérem zastoupeni jednotlivych tkanovych slozek v nich (7).
Nejtlustsi vrstvou stény artérie je tunica media, zatimco u vén je to tunica adventitia. Podobné

jako artérie, délime vény na na venuly a na malé, stfedni a velké vény.

Venuly jsou nejmensi cévy a piedstavuji sbérny systém krve z kapilar. Tunica intima je
tvofena endotelem, pod kterym se nachazi jen velmi malo subendotelového vaziva. Tunica
media je velmi tenkd a sestava se z nékolika malo vrstev hladkych svalovych bunék. Tunica

adventitia je nejtlustsi vrstvou stény venul a je sloZzena z kolagenniho vaziva (8,11).

Malé a stfedni vény méfi v priméru 1 — 9 mm. Tunica intima je tvofena endotelem,
subendotelova vrstvicka je velmi tenkd. Tunica media obsahuje ploché svazecky hladkych
svalovych bunék, mezi nimi nachdzime mnoho retikularnich vlaken a jemnou sit’ elastickych
vlaken. Tunica media je slab$i nez u artérii. Tunica adventitia je dobfe vyvinut4, obsahuje
mnoho kolagennich vlaken a mohou se zde vyskytovat i hladké svalové buiiky (8).V malych a
sttednich vénach jsou vyvinuty chlopné, jsou to parové kapsovité vychlipky tunica intima
tvotené elastickou vazivovou tkani, ktera je lemovana po obou stranach endotelem. Chlopné
se nejvice nachazi ve vénach dolnich koncetin, usmérniuji tok krve smérem k srdci. Diky
usporadani hladkych svalovych bunck v tunica adventitia a systému chlopni jsou vény

schopny dopravovat krev proti pisobeni gravitace zpét do srdce (8).
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Obrazek 3: Struktura vény
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http://www.giobio.ic.cz/obrazky/clovek/clovek/obehova soustava/ (28.5.2011)

Velké vény — struktura jejich stény se méni v zavislosti na lokalizaci cévy v organizmu.
Tunica intima je dobfe vyvinuta, tvoii ji endotel a subendotelova vrstva, ta je tlustsi nez u
malych vén. Tunica media je tenkd, obsahuje jen nckolik vrstvicek hladkych svalovych
bunék, svalovina byva vice redukovana, nachazi se zde vice tkdn¢ vazivové. Tunica adventitia
je nejtlustsi vrstvou sténou velkych vén. U téch, které lezi pod urovni srdce, obsahuje tunica
adventitia svazky longitudinalné uspofddanych hladkych svalovych bunék, tyto struktury

zpeviyji sténu vén a zabranuji jejimu roztazeni (8).
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Obrazek 4: Porovnani struktury artérie a vény

http://davidmullen.glogster.com/ (28.5.2011)

2.1.3 Kapilary

Kapilary jsou velmi uzké cévy, o priméru kolem 7 um, jejichz sténu tvoii jen jedind vrstva
endotelovych buné¢k, k nim zvenci piiléha sit’ retikularnich vlaken. Misty ptiléhaji na kapilaru
zvenci tzv. pericyty (proteiny s obsahem aktinu, myozinu a tropomyozinu), ty mohou byt
schopny urcité kontrakce, predstavuji prvni znamku vyvoje tunica media. Kazdy pericyt je
obklopen svou vlastni bazalni laminou a svymi vyb&zky obemykaji kapilaru. Siika kapilar je
proménliva, jejich nejbéznéjsi prusvit odpovida rozméru Cervenych krvinek. Prisvit se méni
jednak vlivem nervli (stejné jako priisvit arteriol), jednak pfimym pisobenim nékterych
pusobkl, napt. adrenalin kapilaru zuzi, histamin nebo oxid uhli¢ity ji rozsifi. Tenkymi
sténami kapilar probihd veskera latkova vymeéna v organizmu (véetné vymény CO; a O, mezi
krvi a tkdnémi). Pro tuto vyménu je adaptovana struktura endotelovych bungk, které tvofi
tenkou sténu kapilary (7,8,9).

Pred systémem kapilar se nachazi tzv. prekapilary, ty jsou vystlany endotelovymi buiikami a

v jejich sténé¢ mizeme najit nemnoho svalovych bunék. Tésné pied rozvétvenim prekapilér
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v jednotlivé kapilary se nachazi prstenec tvoieny hladkymi svalovymi bunkami, ktery se
nazyva prekapilarni sfinkter. Kontrakce hladkych svalovych bunc¢k ve sténé¢ prekapilary
reguluje pritok krve kapilarami, kontrakce prekapilarniho sfinkteru miize Gplné uzavtit urcity
usek kapilarniho teciste.

Na konci kapilarniho tecist¢ kapilary pokracuji jako tzv. postkapilary, ty jsou Sir$i, stejné
stavby jako kapilary a maji stejnou, misty i vysSi permeabilitu svych stén ve srovnani
s kapilarami. Postkapilary pak pokracuji do Zzil (7,8).

Podle struktury endotelovych bunék a charakteru bazalni laminy mtzeme kapilary rozdélit do
4 skupin. Rozeznadvame kapilary se souvislou endotelovou vystelkou, fenestrované kapilary,

s pory a kapilary sinusoidni (8).
Kapiliary se souvislou vystelkou — somatického typu jsou lemovany endotelovymi
buiikami, nejsou zde fenestrace ani pory. Buiiky lezi na kontinudlni bazalni lamin€. Najdeme

je v mozku ¢i perifernich nervech (8).

Obrazek 5: Kapilara somatického typu

Continuous Capillary complete
basal lamina

continuous endothelial
lining

http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/CorePages/Vascular/Vascular.htm (30.5.2011)

Kapilary fenestrované — visceralniho typu, jsou vystlany endotelovymi bunikami, které maji
ve svych vybézcich vytvorené fenestrace, jsou to otvory o pruméru 60 — 80 nm v prumeéru,
které jsou prepazeny diafragmou (membranou). Tyto kapilary se nachazi napt. ve stfevé a
ve zlazach s vnitini sekreci - v organech kde dochézi k rychlé vyméné latek mezi krvi a

tkanémi (8).
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Obrazek 6: Kapilara visceralniho typu

Fenestrated Capillary complete
basal lamina

% fenestrated endothelial
lining

http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/CorePages/Vascular/Vascular.htm (30.5.2011)

Kapilary s pory jsou vystlany endotelovymi bunkami, které maji ve svych vybézcich otvory,
ty ale nejsou prepazeny diafragmou. Najdeme je v glomerulech ledvin.
Obrazek 7: Kapilara s pory

Discontinuous Capillary incomplete
= basal lamina

lining

http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/CorePages/Vascular/Vascular.htm (30.5.2011)

Kapilary sinusoidni — sinusoidy maji nepravidelné lumen. Ve vybéZzcich endotelovych
bunék se nachazi mnoho pord a fenestraci. Bazalni lamina neni kontinudlni. V okoli

sinusoidnich kapilar se vyskytuji makrofagy. Najdeme je v jatrech nebo kostni dfeni (8,9).
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Kromé typického zapojeni — artérie — kapilarni sit’ — vény — existuji také pfimé komunikace
mezi artériemi a vénami. Tato spojeni se nazyvaji arteriovendzni anastomdzy. Nachazime je
vétSinou mezi malymi cévami. Arteriola, kterd pfimo ptechazi do venuly, ztrdci membrana
elastica interna a v jeji sténé pfibyvaji koncentricky uspotfddané hladké svalové buniky,
kontrakci této svalové vrstvy muze dojit k do¢asnému Uplnému uzavieni lumina cévy.
Arteriovenozni anastomdzy jsou bohat¢ zasobeny vegetativnimi nervovymi vlakny. Zda se, ze
jejich ¢innost je vyhradné nervova. Arteriovendzni anastomodzy hraji dilezitou roli pfi

regulaci krevni cirkulace v riznych organech, termoregulaci a regulaci krevniho tlaku (7,8).

Obrazek 8: Zapojeni cév

Capillary

Blood flow

http://www.springerimages.com/Images/Biomedicine/1-10.1007_s00210-008-0322-7-1
(30.5.2011)
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3. HYPERTENZE

3.1 Definice a klasifikace

Vysoky krevni tlak je dle Svétové zdravotnické organizace/mezindrodni spolecnosti pro
hypertenzi (World Health Organisation/ International Society of Hypertension ) definovan
jako opakované zvySeni krevniho tlaku nad 140/90 mmHg a to alesponi u dvou ze tifi méfeni
TK pii minimalné dvou navstévach Iékare (1,13). Evropska kardiologicka spoleCnost a

Evropska spolecnost pro hypertenzi klasifikuje vysoky krevni do nékolika kategorii (1).

Tabulka 1: Klasifikace hypertenze podle Evropské spolecnosti pro hypertenzi

a Evropské kardiologické spolecnosti (1).

Kategoric Systolicky TK (mm | Diastolicky TK
Hg) (mm Hg)

Optimum <120 <80

Normalni TK 120 - 129 80 — 84

Vysoky normalni TK 130 - 139 85 -89

Mirna hypertenze 140 - 159 90 -99

Stredn¢ teézka hypertenze 160 —-179 100 — 109

Tézka hypertenze > 180 > 110

Izolovana systolicka hypertenze > 140 a vice <90

Podle orgédnovych komplikaci hypertenzi klasifikujeme na:

Stadium I — prosté zvySeni TK bez organovych zmén, ¢asto bezpiiznakové

Stadium II — pfitomnost organovych zmén bez poruseni jejich funkce, napt. hypertrofie levé
komory, proteinurie

Stadium III — t&€z8i organové zmény se selhavanim jejich funkce, napt. srde¢ni selhani, cévni
mozkové piihody, retinopatie, neuroretinopatie

Stadium IV — maligni hypertenze, TK ¢asto nad 230/130 mmHg, dochazi k rychlé progresi

orgadnovych zmén (13).
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3.2 Etiopatogeneze

Etiopatogeneticky rozeznavdme primarni — esencidlni hypertenzi (95%), vzniklou
z neznamé pri¢iny a sekundarni hypertenzi (5 %), kdy je zvySeni TK disledkem jiného,
presn¢ definovaného patologického stavu, nejCastéji se jednd o rendlni a endokrinni
hypertenzi a hypertenzi vyvolanou Iéky (1,14,13).

Esencialni hypertenze je multifaktoridlni onemocnéni, pfesnou piicinu nezname, zname vsak

fadu faktori, které se v patogenezi EH uplatiiuji (1).

3.2.1 Exogenni faktory

Genetické faktory

Pti hypertenzi dochézi k interakci nékolika genii a Zivotniho prostfedi (15,17). Podil
genetickych faktori je odhadovan asi na30 % (16). Mezi geny, které ovliviuji vznik
esencialni hypertenze, jsou zahrnovany geny pro rizné slozky systému renin—
angiotensin - aldosteron, geny sytému kalikrein - kinin a geny sympatického nervového

systému. Bylo zji$téno, ze hypertenze ma velmi Casto familiarni charakter (17).

Sul

Stil obsahuje piiblizné 40 % sodiku (Na") a 60 % chloru (CI'). Sodik i chlor maji vliv na
normalni hladinu osmotického tlaku a spradvného mnozstvi vody v téle. V krevni plazmé pak
spolu s draslikem zajist'uji hydrataci bilkovin a tim ovliviiuji viskozitu krve. Pfima souvislost
mezi vysokym krevnim tlakem a zvySenym piijmem sodiku je dnes zcela jednoznacna, Kazdy
jedinec vSak muze byt jinak rezistentni na pfisun sodiku. Odvod sodiku z téla ven reguluji
hlavné ledviny. Jejich nedostatecna funkce muze byt skrytou pifi¢innou vzniku hypertenze

(18,19,20).

Obezita

Pokles hmotnosti je provazen poklesem krevniho tlaku. Tento tc¢inek byl pozorovan jak u
muzil, tak u Zen, u mladSich 1 u starSich nemocnych pii jakékoliv trovni krevniho tlaku, u
obéznich stfedniho stupné i tézce obéznich. Zvyseni télesné hmotnosti je jeden z nejvice
rizikovych faktorti arteridlni hypertenze. Nemusi to byt ale pravidlem, je totiz mnoho

obéznich osob, které maji hodnoty krevniho tlaku normalni (16,20).
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Alkohol
Pravidelné pozivani 40g alkoholu nebo vice za den zvySuje riziko hypertenze. Mechanismem

muze byt aktivace sympatického nervového systému a objemovy efekt (16,20).

Stres
Stres vede ke zvySeni krevniho tlaku a tepové frekvence i u zdravych osob. U osob
s genetickou predispozici je presorickd reakce na stres vyrazn&j$i a trva déle. Stres je

nepochybné dilezitym faktorem pii vzniku hypertenze, ale jeho prikaz je v pozdéjSich

Koureni
Pfima souvislost mezi koutfenim a vysokym krevnim tlakem nebyla prokazana. S urcitosti, ale

muzeme fici, ze koufeni mé negativni vliv na ischemickou chorobu srdec¢ni (20).

3.2.2 Endogenni faktory

V patogenezi esencialni hypertenze se kromé centralniho a periferniho sympatoadrenalniho
nervového sytému uplatiiuje cela fada piisobkii a metabolickych odchylek (1). Dochazi

k poruSe rovnovéhy presorickych a depresorickych mechanismii (16).

Presorické vlivy

Mezi presorické pisobky ftadime katecholaminy — adrenalin, noradrenalin, renin —
angiotenzinovy systém, aldosteron, vazopresin a dalsi latky uvoliilované endotelem stény cév,
napf. endotelin, tromboxan TXA; a jiné. Presorické plsobky stimuluji riist svalstva cévni

stény a myokardu, n¢které zaroven vedou k retenci sodiku a vody (16).

Depresorické vlivy

Mezi depresorické pilisobky patii kalikrein - kininovy systém, dopamin, vazodilatacni
prostaglandiny PGE », prostacyklin, atrialni natriureticky peptid a endotelidlni relaxacni faktor
(EDRF), uvolnovany cévnim endotelem. Dilatacni plisobky maji spiSe diureticky ucinek,

napft. natriureticky faktor uvolfiovany v sinich srdce i komoréch (1,16).
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Autokrinni a parakrinni vlivy
Cirkulujici hormony maji systémovy endokrinni uc¢inek. Cévni endotel mlize meénit jejich
endotelin s vazokontrikénim uc¢inkem a oxid dusnaty s dilatacnim u¢inkem. Tyto plsobky

ovliviiuji vazomotoriku cévy (1,16).

Zmény transportnich mechanismii elektrolyti

Na patogenezi hypertenze se podili i odchylky v elektrolytovych transportnich mechanismech
pres bunécnou membranu. Jako je sodikova pumpa nebo Na — K kotransport, poruchy téchto
mechanizmii vedou ke zvySeni sodnych iontii a druhotné vépnikovych iontl intracelularné,
nasledkem je zvySend citlivost hladkého svalstva cév vici presorickym podnétim,

vazokonstrikce a zvySeni krevniho tlaku (1,16).

Ledviny

Ledviny se na regulaci krevniho tlaku podili dvéma mechanismy, svou exretorickou funkci
ovliviiyji sodikovou a objemovou homeostazu a dale jako zdroj vazoaktivnich piisobkll a to
hlavné piisobkil renin — angiotenzin. PostiZzeni ledvin vede ke zvySeni krevniho tlaku a

nelécend hypertenze zvysuje riziko renalniho selhani (1).

Porucha funkce autonomniho nervového systému
Diky dysfunkci autonomniho nervového systému dochazi ke zvySené aktivité¢ sympatického
nervového systému, to zptisobi hyperdynamickou cirkulaci a ta ma za nasledek zvySenou

srde¢ni frekvenci s hypertenzi (20).
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3.3 Patofyziologie

Krevni tlak je udrzovan fadou fyziologickych mechanismt, pfi jeho zvySeni dochdzi
k odchylce od jednoho nebo vice téchto mechanismi. Esencialni hypertenzi ovliviiuji —
srdecni vydej, periferni rezistence, systém renin — angiotensin — aldosteron (RAAS),
sympaticky nervovy systém, a dalsi faktory jako bradykinin, endotelin, oxid dusnaty, atrialni

natriureticky peptid aj. (15).

Srdec¢ni vydej a periferni cévni rezistence

Krevni tlak je sou¢inem minutového srdecniho vydeje (mnozstvi krve, které jedna komora
pfecerpa za minutu) a periferni cévni rezistence. TK zavisi na rovnovaze mezi srdecnim
vydejem a periferni cévni rezistenci v arteriolarnim fecisti a to hlavné na napéti hladkych
svali ve stén¢ malych arteriol. Pfi prolongované konstrikci hladkého svalstva dojde
ke strukturdlnim zménam ve sténé cév a tim ke zvySeni periferni cévni rezistence. Zmény
kontrakce hladkého svalstva jsou vyvolany prostfednictvim vapnikovych kandl, tedy
vstupem a vystupem vapniku ze svalovych bunék. Srdec¢ni vydej zavisi na frekvenci, kterou
srdce tepe a na objemu krve v téle. K mechanismim, které vyvolavaji systémovou cévni
rezistenci patfi neuro-hormonalni faktory, cévni fedéni a endotelidlni dysfunkce, pti které

dochazi ke sniZeni tvorby oxidu dusnatého a zvySenim oxidacniho stresu (15,21).

Systém renin — angiotenzin

RAS ptedstavuje jeden z nejdilezitéjSich regulacnich mechanismii v organismu, jeho hlavni
funkci je zesileni u€inku sympatického nervového systému.

Primarnim podnétem pro jeho aktivaci je vyplaveni reninu z juxtaglomeruldrnich bunck
ledvin. Syntéza reninu je ovlivnéna ptfedevsim poklesem prutoku ve vas afferens, snizenim
privodu chloridu sodného do macula densa distdlniho tubulu, aktivaci B;-adrenoreceptort
v oblasti juxtaglomeruldrnich bunék ledvin a prostaglandiny PGI,, PGE, (14,22).

Renin po uvolnéni z ledvin ptisobi na angiotenzinogen, coz je alfa dva globulin, ktery vznika
v jatrech, tak ze ho rozSt€pi na angiotenzin I. Cirkulujici angiotenzin I se pomoci
angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACE) méni na aktivni angiotenzin II, tato pfem¢na
se uskutecni 1 alternativnimi cestami a to hlavné chymazovou cestou. ACE je identicky

s kinazou II, ktera $tépi bradykinin s vasodilatacnim t¢inkem na net¢inné fragmenty.
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Angiotenzin II vede k vazokonstrikci a stimulaci sekrece aldosteronu z kiry nadledvin,
uvolnéni aldosteronu vede kretenci sodiku a vody a ztratam drasliku. Ke klinicky
dominantnim G¢inkiim Angiotenzinu II dochazi stimulaci AT, receptord.

Angiotenzin II ma i rendlni Uc¢inek - zplsobuje retenci vody a sodiku, stimuluje tvorbu
prostaglandinti a podporuje uvoliiovani katecholamini z nervovych zakonéeni. V srdci pak

podporuje vznik srde¢ni hypertrofie a vede ke koronarni vazokonstrikci (14,23).

Obrazek 9: Systém renin — angiotenzin
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Sympaticky nervovy systém

Sympaticky nervovy systém je hlavnim medidtorem akutnich zmén krevniho tlaku a srdecni
frekvence. Podili se na vzniku a udrzovani arteridlni hypertenze. Zvyseni sympatické aktivity
se na hypertenzi podili vazokonstrikci, podporou retence sodiku ledvinami, trofickym
ucinkem na cévy a tim strukturdlnimi zménami vcetné hypertrofie levé srdecni komory a

narusenim iontového transportu (1).

Endotel a cévni sténa

V pocatecnich i pozdéjsich stadiich hypertenze hraje dtlezitou roli tloustka intimy a medie a
pomér stény cévy k $ifi lumina, funkce cévniho endotelu a hladkého svalstva cév. V tomto
procesu se uplatiiuji pfedevsim cirkulujici vasokonstrikéni katecholaminy, angiotenzin II,
endotelin aj., cévni sténa hypertonika produkuje méné vasorelaxa¢niho oxidu dusnatého a

dochazi k naruseni vasoaktivni rovnovahy (1).

Endotelin-1 je latka, ktera aktivuje receptory typu A (ETA) a tim zplisobi vazokonstrikci
a hypertenzi (24).

Oxid dusnaty je vytvafen cévnim endotelem enzymem NO - syntézou pii oxidaci
aminokyselin L — argininu a L — citrulinu (25). V cévnim endotelu NO — syntaza pfeméiuje
L — arginin na oxid dusnaty, ktery pomoci difuze ptechazi do hladké svaloviny, kde dojde
k vasodilataci (26). ZajisStuje tedy bazalni relaxaci artérii a arteriol (14), snizuje

vasomotorické napéti a krevni tlak (27).

Ostatni humoralni regulacni faktory

Natriureticky peptid je hormon, ktery hraje diilezitou roli v regulaci vylu¢ovani sodiku a

exkrece vody ledvinami. Déle vasorelaxa¢ni a antiproliferativni u¢inky (14).

Bradykinin patii mezi tkanové hormony, piisobici hlavné v misté svého vzniku. Je slozeny
z 9 aminokyselin a tvofeny kalikrenin - kininovym systémem (kalikrein pfeménuje
kininogen na kinin). Je degradovan enzymem, ktery je totozny s ACE kindzou II na neaktivni
fragmenty. Mezi jeho Uc¢inky patii vasodilatace, zvySeni cévni permeability a zvySeni diurézy

(28).
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3.4 Klinické symptomy

Vysoky krevni tlak v pocatku, a nékdy po mnoho let neplsobi zadné potize, subjektivni
piiznaky Casto chybi nebo jsou nevyrazné, jedna se napt. o bolest hlavy, zaujatost, palpitace
nebo tlak na hrudi. Asi 1/3 osob o své hypertenzi viibec nevi. Nelécend hypertenze vede

k organovym komplikacim a k orgdnovému postizeni (1).

Hypertrofie levé srde¢ni komory

Trvalej$i zvySeni tlaku mé za nasledek vznik hypertrofie levé komory srde¢ni, ta byva casto
provéazena znamkami diastolické dysfunkce. Pii hypertrofii dochazi ke strukturalnim zméndm
srdce na veétsi dotizeni pii zvySené systémové cévni rezistenci. Diky zvySenému napéti stény
myokardu dochézi ke snizené systolické vykonnosti srdce. Na rozvoj napéti je tieba vice
energie nez na kontrakci a svalova vldkna se zkrati méné. Hypertrofie je tedy vlastné
kompenzacni proces, ktery poméha udrzet systolickou funkci myokardu. Pti hypertrofii hraje
primarni roli presoricka zat¢z, dals$imi faktory podilejici se na zvétSeni levé komory jsou:
pohlavi, genetické faktory, uroven stimulace sympatoadrenergniho systému, stimulace renin —

angiotenzin systému, piivod soli, inzulinova rezistence, alkohol, obezita aj. (1).

Ischemicka choroba srdecni

Hypertenze obecné zdvojnasobuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni a vyznamné
akceleruje rozvoj ateroskler6zy. Vysoky krevni tlak zpiisobi vétsi napéti stény cévy, diky
tomu dojde ke zméné struktury cévy — remodelaci. Ta je charakterizovana zbytnénim tunica
media a jinym uspotfaddanim svalovych vldken medie. Tloustka cévni stény se zvétsi a cévni
lumen zmensi, cévy tak postupné ztrdci schopnost vazodilatace a dochazi ke zvySovani
periferni cévni rezistence. Pfi proudéni krve se zvySuje stres vyvolany strukturdlni zménou
cévni stény, diky tomuto mtze dojit k poskozeni endotelu. Vznika tak predpoklad ke ztlusténi
intimy avzniku aterosklerotickych plati, ty mohou postupné¢ vést ke koronarni
nedostate¢nosti (1,10,18). Casté&jsi vyskyt ischémie myokardu u hypertonikii mtize mit i jiny
divod — nepomér mezi ptivodem kysliku a pozadavky srde¢niho svalu pfi hypertrofii levé
komory. Protoze aterosklerdza je difuzni proces postihujici cely arteridlni systém, lze si
predstavit, Ze ateroskleréza muze zdsadnim zpiisobem pfispét k rozvoji nebo udrzeni

hypertenze nebo jinych syndromt zvySené vazoreaktivity (24).
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Cévni mozkova prihoda
Vysoky krevni tlak piisobi poskozeni drobnych cév v mozku, diky tomu dochazi ke Spatnému

prokrveni mozku a hypoxii (20).

Srdecni selhani

Pti srde¢nim selhani neni srdce schopno ptecerpat dostatecné mnozstvi krve, ktera je potiebné
pro metabolismus tkdni v organismu. U hypertenze vznikd dvojim zpiisobem. Pfi prvnim
dochdzi ke vzniku hypertrofie levé srdecni komory s naslednou diastolickou dysfunkei, ktera
vede k diastolickému srdecnimu selhdni. Druhy zptsob vede k systolickému srde¢nimu

selhani vznikem systolické dysfunkce pfi nasledné¢ ICHS, hlavn¢ infarktu myokardu (1).
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4. SUNITINIB

4.1 Struktura a mechanizmus ucinku

Sunitinib je biologickd latka ze skupiny tyrozinkinazovych inhibitortt pouzivany v 1écbé
generalizovaného karcinomu ledviny a gastrointestinalnich stromdlnich tumort. Patii do

farmakologické skupiny antineoplastika — inhibitory proteinkinazy (29,30).

Obrazek 10: Chemicky vzorec

CpHaFNOL - CLHO, m. h. 532 6

http://www.remedia.cz/Clanky/Lekove-profily/Sunitinib/6-I-jp.magarticle.aspx (5.6.2011)

Tyrozinkindzy jsou bunéné enzymy, které umoziuji vazbu fosfdtovym skupindm na
aminokyselinu tyrozin. Diky fosforylaci dojde k vazbé rastovych faktorti (napf. hormont,
rustovych proteinil) a tim ke spusténi kaskady pfenosu signadlu ze zevniho prostiedi buiiky
k jejimu jadru. Zdrojem fosfatu pro kinazy je adenozintrifosfat (ATP), pokud se ale na tyto
enzymy navaze misto ATP pfislusny inhibitor, k fosoforylaci proteinti nedojde a pienos
signalu se prerusi. Inhibitory tyrozinkinazy pusobi cilené na specifické receptory nadorové
bunky a uméji zasdhnout nékolik cilti najednou. Dale brzdi neoangiogenezi (novotvorbu cév)
a tim snizuji krevni zdsobeni nadorovych bun¢k, schopnost proliferace a rastu a zvySuji

apoptozu (29,30).
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Obrazek 11: Mechanismus a¢inku

http://www.remedia.cz/Clanky/L.ekove-profily/Sunitinib/6-I-jp.magarticle.aspx (5.6.2011)

Sunitinib inhibuje tyrozinkinazové receptory (RTKs) pro ristovy faktor z destiCek
(PDGFR - alfa, PDGFR - beta), receptory pro vaskularni endotelialni ristovy faktor
(VEGFR - 1, VEGFR -2, VEGEFR - 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 glialnich bunék (RET,

glial cell - line derived neurotrophic factor receptor) (31,32).
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VEGF je stimulator rastu endotelialnich cév, ktery na povrchu endotelidlnich bunék aktivuje
tyrozinkindzy a tim reguluje rast normalnich i patologickych cév (33). PDGFR najdeme
v trombocytech, pfi jejich aktivaci se uvolni. Kromé desticek je obsaZzen i v dalSich buiikach
(makrofagy, hladky sval, fibroblasty, nddorové buiiky). M4 vyrazny prolifera¢ni ucinek na
buiiky mezenchymového plvodu, ma rovnéz chemoatraktivni a angiogenetické ucinky.
Stimuluje k proliferaci builky (34). Sunitinib v nddorové buiice plisobi proti nim tak, ze

vyvolava utlumeni nadoru a inhibici jeho rastu (33).

Obrazek 12: Tyrozinkinazové receptory
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http://www.medscape.com/viewarticle/571655 (6.6.2011)

Sunitinib je metabolizovan enzymem cytochromu P450 na primdrni aktivni metabolit
desethyl-sunitinib, tento je dale metabolizovan rovnéz enzymem CYP3A4. Sunitinib a
desethyl-sunitinib se vazi na lidské plazmatické proteiny (24). Podani sunitinibu s induktory
(rifampin, dexamethason, fenobarbital aj) enzymu CYP3A4 miize snizovat jeho plazmatické
koncentrace a naopak soucasné podani s inhibitory (ketokonazol, klaritromycin, ritonavir aj.)
enzymu CYP3A4 muze jeho plazmatické koncentrace zvysit (29,30).

NejcastéjSimi pozorovanymi nezadoucimi ucinky spojenymi s podédvanim sunitinibu byly
celkové symptomy jako tUnavnost, gastrointestindlni symptomy - nevolnost, prijmy,

stomatitida, dyspepsie, dermatologické projevy - dermatitida, kozni diskolorace, vlasova
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depigmentace, myelosuprese, neutropenie, trombocytopenie a hypertenze. Dale hepatitida

a jaterni selhani, embolie, krvaceni do tumoru aj. (33,34).

4.2 Sunitinib a hypertenze

Hypertenze je jednim z hlavnich nezddoucich ucinki hlasenych ve treti fazi klinickych studii,
které srovnavaly sunitinib s jinymi léCivymi latkami pouzivanymi v lé€bé rendlniho
bunééného karcinomu. Mezi pacienty, ktefi uzivali sunitinib byla incidence hypertenze
ruznych stupna 21,6%, u 6,8 % znich bylo signifikantné zvysené riziko vysokého stupné
hypertenze. Hypertenze vyvolana sunitinibem se nejcastéji vyskytovala na zacatku 1éCby a
v prvnim roce lécby. Klinickymi projevy bylo zvySeni systolického tlaku o 20% a
dyastolického o 10%. Incidence a zdvaznost hypertenze je zavisld na pouzitém schématu
lécby, veéku pacienti a piitomnosti soubéznych srdecnich onemocnéni. Nedostatecné
kontrolovana hypertenze mize vézt k zavazné kardiovaskularni ptihode¢.

Hypertenze zptisobend sunitinibem mé pravdépodobné souvislost s nariistem systémové cévni
rezistence, kdy dochazi k poruse angiogeneze, snizeni poctu arteriol a kapilar, pruznosti cév,
aktivity oxidu dusnatého a zvySeni VEGF v plazmé (35). Snizenim aktivity VEGF drahy
muze dojit ke snizené biologické dostupnosti oxidu dusnatého. Zmensenim plochy cévy
dochazi ke zvySeni periferni cévni rezistence a podpote rozvoje hypertenze (36).

Sunitinib pisobi dvéma mechanismy. A to bud’ zablokovanim extracelularni vazby
vaskuldrniho endotelidlniho rastového faktoru (VEGF) k jeho receptoru (VEGFR) pomoci
anti-VEGF protilatek nebo zablokovanimi intracelularni signalni drahy receptoru pro VEGF
potlatenim pienosu signalu pies tyrozinkindzovy receptor. Sunitinib je timto procesem
schopen zablokovat odesilani signali z VEGFR k cévni stén€ uvnitf buniky atim brani
odpovidajicim  specifickym odpovédim (proliferace, angiogeneze a vaskulogeneze).
Predpoklada se, Ze sunitinib pisobi inhibici G¢inku VEGFR aPDGFR, které vedou
k poskozeni endotelu kapilary (37). Nejnovéjsi studie predpokladaji, ze down regulace nebo
neutralizace cirkulujiciho VEGF mize pfispivat k indukei hypertenze.

Pacienti, kteti uzivaji sunitinib by méli byt sledovani pro hypertenzi nejlépe v domacich
podminkach, zejména v prubéhu prvnich Sesti tydnd 1écby. Pfed zahdjenim 1écby je nutno
provést vhodnou kontrolu arteridlniho tlaku, u pacientii se zvySenym tlakem by méla byt

zahajena standardni antihypertenzivni terapie (38).

32



5. SPONTANNE HYPERTENZNI POTKANI (SHR POTKANI)

Nejvice pouzivanymi modely kardiovaskularniho onemocnéni jsou spontdnné hypertenzni
potkani (SHR) Siroce pouZivani po dobu témét 30let. SHR potkani jsou potomky samice se
zvySenym krevnim tlakem a muzského Wistar potkana z Kyotské kolonie se spontanni
hypertenzi. Jejich potomci se pafi bratr x sestra, vznika tak imbredni kmen potkand s krevnim
tlakem nad 150mmHg trvajicim déle nez jeden mésic - SHRs potomci.

In vivo studie ukazaly, Ze v raném stadiu hypertenze maji SHR potkani vyS$si srdecni vydej a
normdlni periferni resistenci, s progredujici nemoci se hypertenze méni na trvaly stav
s normalnim srde¢nim vydejem, ale zvySenym perifernim odporem v hypertrofovanych

cévach (39). Jako normotenzni kontrola se pouzivaji potkani kmene Wistar Kotyo (WKY).

Jako model lidské hypertenze se pouzivd samec SHR potkana, u lidi se hypertenze vyviji
rychleji u muzl nez u Zen a stejné tak je tomu u SHR potkanti. Spontanné hypertenzni potkan
(samec) muze byt pouzit i jako model pro zkoumani nékterych z moznych pfic¢in lidské
hypertenze, a také pro studium hypertenzi indukovanych zmén v signalnich procesech nebo
testovani novych antihypertenziv. Vyhoda SHR modelu spociva také v podobné progresi
onemocnéni jako u lidi — pre-hypertenzni faze je nasledovana fazi rozvoje hypertenze a fazi
trvalé hypertenze, pticemz kazda faze trvd minimalné nékolik tydnt (40,41).

Protoze jsou mezi lidmi rozdily ve dvou spoustécich prvcich a to polygenetické predispozici a
faktorech zevniho prostfedi, je obtizné lidskou hypertenzi studovat. Principy, které se

v patogenezi vysokého krevniho tlaku u lidi a potkanti uplatiuji, jsou ale velice podobné.
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6. PECAM -1

Platelet endothelial cell adhesion molecule — 1 (PECAM — 1, CD 31) je adhezni a signalni
molekula, exprimovand na hematopoetickych a endotelialnich butikach.

Strukturné je ¢lenem imunoglobulinové ,,superrodiny adheznich molekul. Exprimuje se na
vétsiné  bunék hematopoetického systému vcetné desti¢ek, monocytli, neutrofili a
lymfocytech (42,43). Vyrazné se exprimuje také na endotelidlnich bunkach, kde tvoii hlavni
slozku cévni stény (44.,45).

PECAM - 1 je transmembranovy glykoprotein, skladajici se z extracelularni ¢asti se Sesti
imuglobulinu podobnym doménam, transmembranové domény a cytoplazmatického ukonceni
(46).

Extracelularni doména 1 obsahuje ¢asti dilezité pro homofilni interakce PECAM — 1 /
PECAM - 1 (47). Vétsina heterofilnich vazebnych interakci je pravdépodobné
zprosttedkovana dusikatymi zbytky lokalizovanymi v Ig homologni doméné 5 a 6. Jediny
heterofilné se vazajici partner PECAM - 1 s fyziologicky relevantnim vyznamem je
neutrofilni specificky antigen CD 177 (48). Ostatni heterofilné se vazajici molekuly zistavaji
zatim nedostatecné prozkoumané (glykosaminoglykany CD 38 na lymfocytech a integriny)
(49,50). Cytoplazmatické ukonc¢eni PECAM -1 obsahuje zbytky umoziujici potencialni misto
fosforylace, palmitoylace a ukotveni cytosolickych signalnich molekul (46). Nejlépe
popsanou ¢asti PECAM — 1 cytosolické domény jsou dvé vazebnd mista pro inhibitory
tyrozinovych imunoreceptori Tyr 663 a Tyr 686. Dilezitou roli v regulaci bunécné
signalizace hraje dal$i zbytek cytoplazmatické domény (Cys 595), ktery slouzi jako subjekt
posttransla¢ni modifikace a pfi palmytoylaci miize nasmérovat PECAM — 1 k membranové
mikrodoméné (51).

Diky expresi PECAMU — 1 na vaskuldrnich a hematopoetickych buiikach a signaliza¢ni a
adhezivni schopnosti hraje PECAM — 1 hlavni roli v zadnétlivém procesu. Podle nedavnych

vyzkumi ma PECAM — 1 prozanétlivou i protizdnétlivou roli.
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Obrazek 13: Struktura PECAM -1 (54)
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6.1 Prozanétlivy ucinek

V literatufe je dobfe popsano, Ze PECAM — 1 je velmi dulezity pro proces leukocytarni
transeendotelidlni migrace. PECAM — 1 usnadiiuje leukocytarni migraci pomoci adhezivni
interakce, aktivace integrini a modulace LBRC kolobéhu. Piesné mechanismy tohoto
usnadnéni nejsou zatim presn¢ znamy. PECAM — 1 také prokézal ucinek jako ptenasec
usnadnujici odpovéd’ endotelidllni buniky na namahovy stres (52). PECAM — 1 aktivuje
prozanétlivou transkripci faktoru Nfkb, ¢imz mtze usnadnit ateroskleroticky proces v cévnim
endotelu vystavenému namahovému stresu. Dal§i oblasti pro vyzkum zlstava otazka jak

PECAM - 1, rozezna tento mechanicky stres a zapoji ho do signalizace (52).

35



Obrazek 14: Prozanétlivy ucinek (54)
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6.2 Protizanétlivy acinek

PECAM — 1 je schopen zmirnit aktivaci leukocytii pomoci posileni inhibitorové fosfatazy na
cytoplazmatickd vazebna mista pro tyrozinové imunoreceptory.
PECAM - 1 také zmirnuje prozanétlivou produkci cytokinli a obnovuje integritu vaskularni

bariéry pomoci zatim nezndmého mechanismu (53).

Na urovni celého organismu ma souhra pro - a protizanétlivych funkci PECAMu vyznam pro
tvorbu a rozvoj aterosklerotickych 1¢ézi, ale také pro ochranu pied progresi téchto 1ézi.
V budoucich studiich by bylo potieba stanovit, ktera z té&chto biologickych funkci PECAM - 1
pfevazuje a zda-li exprese specifické isoformy PECAMu — 1 anebo genetickd rozdilnost
pouzitych mysich kmend ovlivitluje tyto procesy. Blizsi pochopeni ucasti PECAMu
na zanétlivych odpovédich organismu mitize pfinést novy pohled do biologie zanétu a také
pomoci odhalit nové terapeutické moznosti 1écby akutnich a chronickych zanétlivych

onemocnéni (54).
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7. CiL PRACE

Cilem této prace bylo zjistit a popsat expresi endotelialni PECAM-1 v aort¢ u spontanné
hypertenznich potkani (SHR) a jejich normotenznich kontrol (WKY potkanti) s ohledem
na podavani 1é€iva sunitinibu za pouZiti imunohistochemickych metod a vyhodnoceni pomoci

stereologickych metod.

38



8. EXPERIMENTALNI CAST

8.1 Pouzita zvirata

V experimentu byly pouzity dva kmeny potkanti. Prvnim z nich byl inbredni kmen spontanné
hypertenznich potkanii - SHR a druhym inbredni kmen WKY potkand s normotenzi . Oba
kmeny byly rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupiné byl podévan sunitinib a druhé voda,
ktera byla pouzita jako kontrola.

SHR potkaniim byly sunitinib a voda podavany kazdy den po dobu 8 tydnti, nasledovala
pauza 5 dni k zotaveni potkanti z celkové toxicity. Po 5 denni pauze byly 1é¢ivo a voda znovu
podavany 8 tydnl (schéma: 8 tydnl / 5 dnti pauza / 8 tydnli). U tohoto kmene doslo po
podavani sunitinibu k narastu télesné hmotnosti.

WKY potkaniim byla voda a sunitinib poddvany obdobnym zptsobem, tedy 8 tydnl kazdy
den, 5 dnii pauza na zotaveni a 2 tydny podavani sunitinibu a vody (schéma: 8 tydnti / 5 dnti
pauza / 2 tydny). U tohoto kmene doslo k ubytku vdhy a silné celkové toxicité, proto bylo

podavani sunitinibu ukonceno.

8.2 Imunohistochemie

Imunohistochemicka barveni byla provedena na pravych femoralnich artériich potkanii. Tyto
preparaty byly ponofeny do zmrazovaciho média (tissue freezing medium) (Leica, Praha,
Ceska Republika), poté nasledovalo zmrazeni v tekutém dusiku a uskladnéni p¥i minus 80°C.
Pro detekci exprese PECAM - 1 byla pouzita metodika En Vision s detekci pomoci DAB,

tento vytvari v misté detekce antigenu hnédou barevnou reakci ve tkani.

Pracovni postup — En Vision

Zmrazené tkanové tezy na sklicku byly nejdfive 30 minut suSeny na vzduchu. Poté se na
30 minut vlozily do roztoku acetonu, ktery byl uchovavany v minus 20°C. Néasledné se fezy
nechaly 30 minut suSit. Timto doslo k fixaci fezl a jejich lepsi adhezi na podlozni sklic¢ko.
Nasledovalo suseni a vlozeni sklicka s fezy do fosfatového pufru (roztok PBS) na 5 minut.
Nez jsme nanesli primarni protilatku museli jsme 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 PECAM - 1 pouzit primarni protilaitka PECAM-1

rabbit anti-rat (Santa Cruz Biotechnology), nafedénd v BSA v poméru 1/100. Inkubace
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s primarni protilatkou probihala 60 minut. Poté se fezy vlozily do roztoku PBS (2x5 minut)
a nasledné na 15 minut do 3% H,0,.

Po oplachu v roztoku PBS (2x5 minut) jsme nanesli sekundarni protilatku Anti rabbit - HRP
(Dako). Inkubace trvala 30 minut. Sklicka s fezy se opét oplachly roztokem PBS (2x5 minut).
Pro vizualizaci navazanych protilatek ve svételném mikroskopu jsme pouzili chromogen
diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, Dako, Carpinteria, USA). Vizualizace
trvala 45 sekund. Nakonec jsme fezy oplachli v roztoku PBS.

Po dobarveni jader v hematoxylinu po dobu 10 sekund nasledovalo modrani pod tekouci
vodou z kohoutku (1 minuta).

Na zavér jsme sklicka s fezy oplachli v acetonu a odvodnili v aceton-xylenu (10:1) a aceton-
xylenu (1:10). Oba procesy trvaly 3 minuty. Posledni tkonem byl oplach v xylenu

(3 x 2 minuty). Nasledn¢ jsme sklicka zamontovali do Eukitu.

8.3 Kvantitativni analyza imunohistochemie

Plocha wvelikosti endotelidlni exprese PECAM-1 byla kvantifikovdna pomoci
stereologickych metod (55). Nejprve se nakrajela série 50 ezl o tloust’ce 7um. Byl proveden
systematicky ndhodny vybér fezil z referen¢niho objemu. Prvni fez pro kazdé barveni byl
vybran ndhodné a pak se vybral kazdy 5. fez, takze se hodnotilo pét fezii pro expresi PECAM-
1. Byla pouzita metoda bodové testovaci miizky, ktera se zvolila tak, abychom napocitali vice
nez 100 prisecikd mezi body sité a pozitivitou PECAM-1 barveni na jednu cévu. Odhadovana

plocha aterosklerotické 1éze se vypocetla podle vzorce:
estA= a *P,

kde parametr a charakterizuje plochu pfislusejici jednomu testovacimu bodu a P je

pocet priseCikli mezi body testovaci sit€ a pozitivitou barveni.

Fotodokumentace a digitalizace snimkii z fluorescen¢niho mikroskopu Olympus BX
byla provedena digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., USA) za pomoci softwaru
NIS elements verze 3.22 (Laboratory Imaging Prague, Ceska republika). Stereologicka
analyza byla hodnocena softwarem PointGrid ELLIPSE (ViDiTo, Slovensko).
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8.4 Statisticka analyza

Hodnoty v grafech jsou vyjadifeny jako primér £ SEM (stfedni chyba prtiméru) pro 6 zvitat
v kazdé skuping. K porovnani parametrii u SHR a WKY potkanti byl pouZit neparovy T test.
Rozdily mezi skupinami byly statisticky vyznamné v ptipadé, ze p<a, kde o =0,05.

K vypoctu byl pouzit GraphPad Prism software (verze 4.0).
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9. VYSLEDKY

9.1 Imunohistochemické barveni PECAM-1 v pravé femoralni tepné

Imunohistochemické barveni bylo provedeno u 120 preparati. 120 preparati zahrnovalo
5 preparati  systematicky néhodné¢ vybranych fezli ze 6 zvifat pro kazdou skupinu.
Imunohistochemickd analyza ukéazala expresi PECAM-1 pouze u endotelidlnich bun¢k
cévniho lumina. Casteéna exprese byla jesté detekovéana také v cévach adventitia.

Pozitivni reakce na barveni PECAM - 1 byla zji$téna v téméi kazdé testované cévé ve
vSech 4 skupinach zvifat. Poddvani sunitinibu vedlo k jistym zméndm intenzity a plochy
exprese PECAM-1. Podavani sunitinibu vedlo ke zvyseni exprese PECAM-1 (hodnoceno
pouze vizualn¢) jak u SHR potkant (obr. 15) tak 1 u WKY potkanti (obr. 17). Tyto vysledky
byly déle podrobeny kvantifikacni stereologické analyze.

42



Obr. 15 — 16: Reprezentativni obrazky preparatti po imunohistochemickém barveni exprese
PECAM-1 u SHR potkanii. Exprese PECAM-1 byla detekovéana pouze u endotelialnich bun¢k
cévniho lumina (Sipky). Vizudlni hodnoceni exprese PECAM-1 naznaluje vysSi expresi

tohoto markeru po podavéani Sunitnibu. ZvétSeno 40x.

Obrazek 15 : Reprezentativni obrazek imunohistochemického barveni PECAM-1 u SHR
potkanii bez Sunitinibu (kontrola).
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Obrazek 16: Reprezentativni obrazek imunohistochemického barveni PECAM-1 u SHR
potkanii po podani Sunitinibu.
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Obr 17 — 18: Reprezentativni obrazky preparati po imunohistochemickém barveni
exprese PECAM-1 v aort¢ u WKY potkant. Exprese PECAM-1 byla detekovana opét pouze
u endotelialnich bun€k obou skupinach (Sipky). I zde se zda, ze exprese PECAM-1 je

vyrazng&j$i po podavani Sunitinibu. ZvétSeno 40x.

Obrazek 17: Reprezentativni obrazek imunohistochemického barveni PECAM-1 u WKY
potkanii bez Sunitinibu (kontrola).
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Obrazek 18 : Reprezentativni obrazek imunohistochemického barveni PECAM-1 u WKY
potkanii po podani Sunitinibu.
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9.2 Stereologicka analyza exprese PECAM-1 v aorté

Stereologicka analyza PECAM-1 byla provedena za ucelem kvantifikace exprese

PECAM-1 na cévnim endotelu s cilem statisticky vyhodnotit imunohistochemické barveni

u SHR a WKY potkanti.
Stereologicka analyza exprese PECAM-1u SHR potkanli prokazala statisticky

vyznamny narust exprese PECAM-1 po podavani Sunitinibu (graf 1). Podobné vysledky byly
zjistény i pii kvantifikaci exprese PECAM-1 u WKY potkanti, kde byla rovnéz nalezena
signifikantné zvysena exprese PECAM-1 po podani Sunitibu (graf 2).

Srovnanim exprese mezi kmeny SHR a WKY bz podavani Sunitinibu jsme nalezli

vyznamny trend z hlediska nartistu exprese PECAM-1 u SHR potkani nicméné tento nartst

nebyl statisticky vyznamny (graf 3).

Graf 1: Stereologicka analyza exprese PECAM-1u SHR potkani. ***P < (0.001.
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Graf 2: Stereologicka analyza exprese PECAM-1u WKY potkanii. *P < 0.05.
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Graf 3: Stereologicka analyza exprese PECAM-1 u SHAR a WKY potkani.
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10. DISKUSE

Sunitinib a jeho aktivni metabolit (SU012662) jsou selektivnimi inhibitory skupiny
tyrozinkindzovych receptorti spojenych s rlistem tumoru a angiogenezi. Sunitinib je pouZzivan
v 1ébe¢ gastrointestindlnich stromalnich tumortt (GIST) u pacientii s progresi onemocnéni,
anebo u pacientll netolerujicich 1é€bu imatinibem (56). Sunitinib prokazal protinddorovou
aktivitu také u pacientl s pokrocilym bunénym karcinomem ledvin (RCC), u kterych nebyla
uspéSna cytokinova terapie. Sunitinib byl efektivnéj$i nez interferon-a jako prvni volba u
pacientd s metastazujicim RCC (57).

Sunitinib je silnym inhibitorem mnoha tyrozinkinazovych receptort (RTKs), které
ovlivityji jeho protinddorovou aktivitu a angiogenezi. Cilové molekuly jsou PDGFR-a a -f,
VEGF receptory (VEGFR-1, VEGFR-2 (Flk-1/KDR) a VEGFR-3), KIT, Fms protein
tyrozinkinaza-3 (FLT3), receptor kolonii stimulujiciho faktoru typu 1 (CSF-1R) a receptor
neutrofického faktoru odvozeny od gliovych bunék (RET). VSeobecn¢ je dilezity pro inhibici
angiogeneze (58). Inhibitory angiogeneze pusobi bud’ cestou blokady extracelularni vazby
VEGEF (cévni endotelialni riistovy faktor) k jeho receptoru pomoci VEGF-protilatek, anebo
cestou blokady intracelularni signalni cesty VEGF receptoru inhibici pfenosu signalu
tyrozinkinazovym receptorem (59).
ucinkdl sunitinibu, kterym je navozeni arteridlni hypertenze. Incidence vSech stupiii
hypertenze a tézké hypertenze u pacientli uzivajicich sunitinib byla 21,6%, resp. 6,8%,
pricemz bylo signifikantné zvysené riziko vzniku t€zké hypertenze (56).

Cilem této prace rigor6zni prace bylo zhodnotit vliv podani sunitinibu spontdnné
hypertenznim potkaniim a normotenznim potkanim Wistar Kyoto. Zaméfili jsme se na
expresi PECAM-1 v aorté.

Nejpouzivanéjsi model pro kardiovaskularni onemocnéni, s vice nez 4000 referencemi
v databazi Medline za poslednich 10 let, je model spontanné hypertenzich potkanii (SHR) s
Wistar Kyoto normotenznimi potkany (WKY) jako kontrolou (38,60). SHR potkani jsou
potomci outbrednich Wistar samcti se spontanni hypertenzi z Kyétské kolonie a samic se
zvySenym krevnim tlakem. Déle pokracuje parovani bratr x sestra a jsou vybirani jedinci se
spontanni hypertenzi, definovanou jako systolicky tlak vyssi nez 150 mmHg pietrvavajici
déle nez 1 mésic (39,61). SHR samci jsou bézn& pouzivany a zavedeny model pro lidskou
hypertenzi, napt. ke zkoumani zmén v signalnich mechanizmech zpisobenych hypertenzi a

k testovani jejich novych nezadoucich uc¢inkt (38,60).
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Clenové imunoglobulinové ,,super-rodiny” endotelialnich adheznich molekul jako
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) a ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule)
anebo destickova adhezni molekula se vyrazné podili na endotelidlni adhezi leukocytt
v pribéhu zanétlivého procesu. PECAM-1 je transmembranovy glykoprotein typu I, ktery se
sklada z extracelularni c¢asti se Sesti homolognimi jednotkami podobnymi Ig,
transmembranové domény s 19 zbytky a cytoplazmatického konce se 118 zbytky.

Exprese PECAM-1 je typicka zejména pro endotelové buiiky. To se také potvrdilo
v této praci. Exprese PECAM-1 byla nalezena u vSech zvifat, pificemz exprese byla vyssi u
zvitat, kterym byl podavéan sunitinib. To bylo potvrzeno pomoci imunohistochemické a
stereologické analyzy. Vzhledem k tomu, ze se ptredpokladd zvySovani krevniho tlaku po
podavani sunitinibu, mizeme konstatovat, Ze toto zvySeni by mohl ovliviiovat také expresi
PECAM-1. Ostatn¢ pokud jsme srovnali expresi PECAM-1 u normotenznich WKY potkanii a
hypertenznich SHR potkant tak exprese PECAM-1 byla vyssi u SHR potkant i kdyz zde
nebyla prokazana statisticka vyznamnost.

Z tohoto hlediska je zajimavé, Ze exprese PECAM-1 je davdna do souvislosti
s prozanétlivym stavem cévniho endotelu (62). Rada studii prokazala, ze PECAM se podili
na transmigraci leukocytd pfes cévni endotel (63), dokonce je jeho exprese davana do
souvislosti s podporou aterogeneze (64). Tyto vysledky by tedy naznacovaly, Ze sunitinib
muize zvySovat expresi PECAM-1 a tim indukovat endotelidlni dysfunkci, coZ by mohlo
ukazovat na jeden z mechanizmii, jak by mohl pasobit toxicky ve sténé cévy.

Tyto vysledky budou dale jest¢ zkoumany v souvislosti sexpresi dalSich markerd

endotelialni dysfunkce.
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11. ZAVER

Imunohistochemicka analyza ukazala expresi PECAM-1 pouze na cévnim endotelu
aorty u vSech skupin zvifat.

Imunohistochemicka a stereologicka analyza exprese PECAM-1 prokézala zvyseni
exprese po podavani Sunitinibu u SHR 1 WKY potkanti.

Imunohistochemicka a stereologicka déle naznacila vyznamny trend ve zvySeni exprese
PECAM-1 u hypertenznich SHR potkant ve srovnani s WKY potkany.

Tyto vysledky naznacuji, ze exprese PECAM-1 v aorté je indukovana hypertenzi.

Podavani Sunitinibu by tedy mohlo vést k rozvoji nebo zhorSeni endotelialni dysfunkce,

coz by mohlo ptfedstavovat jeden z mechanizmil jeho vaskularni toxicity.
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