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Abstrakt

Vépnikova senzitizace predstavuje mechanizmus umoznujici buitkam hladké svaloviny cév
zvysovat podle potieby citlivost kontraktilniho aparatu k intracelularnimu kalciu. Cilem této
prace bylo urcit, do jaké miry je vapnikova senzitizace ovliviiovana pusobenim renin-
angiotenzinového systému (RAS), sympatického nervového systému (SNS), oxidu dusnatého
(NO) a prostanoidii produkovanych cyklooxygenazou (COX). Za timto ucelem jsme studovali
ucinek akutni a chronické blokady jednotlivych systémti na zmény krevniho tlaku vyvolané
podanim inhibitoru Rho-kinazy fasudilu u bdélych normotenznich potkant. VSechny pokusy
byly provadény na chronicky kanylovanych dospélych samcich kmene Wistar. Hlavni zjisténi
prace jsou nasledujici: 1) Davkové zavisly pokles krevniho tlaku vyvolany inhibici Rho-
kindzy byl zesilen sou€asnou akutni inhibici NOS pomoci L-NAME. Inhibice NOS meéla
vyrazné vétsi ucinek nez inhibice COX pomoci indometacinu (coz bylo potvrzeno také
za podminek akutni inhibice SNS a RAS). Tyto nalezy jsou v souladu s hypotézou, ze NO
ma supresivni U¢inek na vapnikovou senzitizaci. 2) Chronickd inhibice NOS vyvolala
hypertenzi spojenou s vyraznéjSim poklesem krevniho tlaku po podéni fasudilu
ve srovnani s kontrolou. NO dlouhodobé potlacuje vapnikovou senzitizaci. 3) Chronicka
inhibice RAS podavanim captoprilu zpuasobila snizeni odpovédi na fasudil. RAS svym
dlouhodobym ptisobenim podporuje u normotenznich potkani vapnikovou senzitizaci.
4) Chronické podavani inhibitoru uvoliiovani katecholaminti guanethidinu nezptisobilo zménu
odpovédi krevniho tlaku na fasudil. Nebyl zjistén zadny dlouhodoby efekt SNS
na vapnikovou senzitizaci. Vysledky souhrnné ukazuji, Ze pii udrzovani normélniho krevniho
tlaku je diilezitd rovnovaha mezi piisobenim NO a RAS na vapnikovou senzitizaci Vv buiikach

hladké svaloviny cév.

Klicova slova: Hypertenze; Rho-kinaza;, vapnikova senzitizace, oxid dusnaty,

renin-angiotenzinovy systém, sympaticky nervovy systém



Abstract

Calcium sensitization represents a mechanism that enables vascular smooth muscle cells
to change the sensitivity of the contractile apparatus to intracellular calcium The aim of this
study was to determine to what extent is calcium sensitization modulated by the renin-
angiotensin system (RAS), sympathetic nervous system (SNS), nitric oxide (NO)
and prostanoids produced by cyclooxygenase (COX). For this purpose we studied the effects
of acute and chronic blockade of particular systems on blood pressure changes elicited
in conscious normotensive rats by administration of Rho-kinase inhibitor fasudil. Adult male
chronically cannulated Wistar rats were used in all experiments. Main findings of this study
are as follow: 1) Decrease of blood pressure elicited by Rho-kinase inhibition was enhanced
under the conditions of acute NOS inhibition. Inhibition of NOS was shown to have a bigger
effect than COX inhibition (this was confirmed under the conditions of acute RAS and SNS
inhibition as well). These findings are in agreement with the hypothesis that NO exerts
a suppressive effect on calcium sensitization. 2) Chronic NOS inhibition caused hypertension
characterized by a more pronounced blood pressure lowering after Rho-kinase inhibition in
comparison with control. NO chronically suppresses the calcium sensitization. 3) In contrast
chronic inhibition of RAS by captopril led to lowering of the response to fasudil. Thus RAS
enhances calcium sensitization through its long-term effects. 4) Chronic administration
of inhibitor of catecholamine release guanethidine did not change the blood pressor response
to fasudil. Long-term effect of the SNS on calcium sensitization was not found. The results
collectively show that balance between RAS and NO is important in maintenance of normal
blood pressure.

Key words: Hypertension; Rho-kinase; calcium sensitization, nitric oxide, renin-angiotensin

system, sympathetic nervous system
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1 Uvod

Normalni krevni tlak je vyznamnym piedpokladem dobrého zdravi. Studium fizeni krevniho
tlaku je dalezité pro pochopeni rozvoje hypertenze a onemocnéni, kterd s ni souviseji.

Je znamo, ze prispévek Rho-kindzy kudrzovani krevniho tlaku se mutze liSit
U normotenznich a hypertenznich zvirat (Uehata, 1997). Modely experimentalni hypertenze
se lisi zménami, které prod€lavaji hormonalni systémy regulujici kontraktilitu hladké
svaloviny cév. Pfedpoklada se, ze vazodilataéni latky snizuji vapnikovou senzitizaci
zprosttedkovanou Rho-kindzou, zatimco vazokonstrikéni latky ji zvySuji. Cilem
experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo ovéfit toto tvrzeni, a porovnat mezi sebou vliv
vybranych vazokonstriktorii a vazodilatatori na vapnikovou senzitizaci zprostiedkovanou

Rho-kindzou.



2 Literarni prehled

2.1 Kontrakce hladkého svalu a iloha vapnikové senzitizace

Odpor cévniho feCisté je fizen vazoaktivnimi latkami (hormony a neuromediatory), které
pusobi na hladkou svalovinu cév. Jsou dvojiho typu: vazokonstrikéni latky zptsobuji
kontrakci hladkosvalovych bunék ve sténach cév, vazodilataéni latky jejich relaxaci.
Pti vazokonstrikci dochéazi k pfeméné chemické energie na energii mechanickou, zatimco
vazodilatace nevyzaduje pfisun energie a pusobeni vazodilatatorti 1ze vnimat jednoduse jako
d&j branici uéinku vazokonstriktor (Hilgers and Webb, 2005).

Mechanizmus aktivace kontrakce plisobenim vazokonstrikénich latek je znam jiz
dlouhou dobu. Vazokonstrikéni latky se vazi na své receptory v bunééné membrané
a zpusobuji influx vépenatych iontd do cytosolu. Pfi zvySené intracelularni koncentraci
vapniku dochazi k jeho vazbé na kalmodulin. To zplsobuje konformaéni zménu, kterad
umoziuje navazani tohoto komplexu na kinazu lehkého fetézce myosinu (MLCK). Kinaza je
tak aktivovana a katalyzuje fosforylaci serinu 19 lehkého fetézce myosinu (MLC20). Hlava
myosinu se diky tomu dostava do kontaktu s aktinem (prvni konforma¢ni zména myosinu).
Fosforylace zaroven stimuluje S§tépeni ATP. Uvolnénd energie je vyuzita k vzijemnému
posunu aktinovych a myosinovych filament (druha konformacni zména myosinu), ¢imz
dochazi ke kontrakci hladkého svalu (Webb, 2003).

O sile kontrakce rozhoduje mnoZzstvi fosforylovaného myosinu ve svalové buiice
(Bradley and Morgan, 1987; Fujiwara et al., 1989; Himpens et al., 1990). Fosforylace
myosinu je kontrolovana ¢innosti kinadzy lehkého fetézce myosinu MLCK, ale také fosfatazy
lehkého fetézce myosinu (MLCP). MLCK fosforyluje myosin a zvysuje kontraktilitu VSMC.
MLCP defosforyluje myosin, ¢imz pusobi snizeni kontraktility. Inhibice MLCP piedstavuje
fyziologicky mechanizmus, umoZziujici svalové bunce zvySeni mnozstvi fosforylovaného
myosinu, jak bylo dokazano na ptikladt agonistd a-adrenergnich receptord (Kitazawa et al.,
1991, viz Obrazek 1). Toto zvySeni kontraktility pfi nezménéné hladiné intracelularniho

vapniku se nazyva vapnikova senzitizace.
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Obrazek 1 Kontrakce vyvoland noradrenalinem. Kontraktilni stav bunek hladké svaloviny cév je dan
dynamickou rovnovahou mezi fosforylaci a defosforylaci myosinu, resp. jeho lehkého regulacniho retézce. Tuto
rovnovahu zajistuji kindza lehkého retézce myosinu (MLCK) a fosfatiza lehkého retézce myosinu (MLCP).
Navazani noradrenalinu na al-receptor zpiisobuje aktivaci asociovanych G-proteinii.

Aktivace podjednotky Gagni vede K aktivaci fosfolipazy C-f, tvorbé inositoltrisfosfatu a diacylglycerolu. To ma
za ndsledek tFi uddlosti: 1) aktivaci proteinkindzy C 2) vylev iontii Ca** ze sarkoplazmatického retikula
3) aktivaci TRP kandlii. Aktivace TRP kandlii vede ke zméné membrdanového napéti a otevieni L-VDCC. Skrze
L-VDCC vstupuje do bunky velké mnozstvi viapniku. ZvySend koncentrace vapniku vede k jeho vazbé
na kalmodulin. Komplex kalmodulinu s vapenatymi ionty aktivuje kindzu lehkého etézce myosinu.

Aktivace podjednotky Gayyns zpiisobuje aktivaci GTPdzy RhoA skrze jeji regulatory GEF (guanosine exchange
factors). RhoA potom aktivuje Rho-kindzu. Rho-kindza inhibuje fosfatizu lehkého retézce myosinu. Tato cesta
zvySeni kontraktility se nazyvd vdpnikova senzitizace. K inhibici fosfatazy lehkého retézce myosinu dochdzi
alternativné také proteinkindzou C (skrze aktivaci proteinu CPI-17, upraveno podle Behuliak, M. 2015

nepublikované sdéleni).



Vysvétlivky: Ca’" - vdpenaté ionty, CaM — kalmodulin, CPI-17 — inhibitor myosinfosfatizy potencovany
proteinkindzou C, DAG — diacylglycerol, GEF — nukieotidovy vyménny faktor pro guanosinové nukleotidy,
Gowzns - a podjednotka G-proteinu typu 12/13, Gagnn - a podjednotka G-proteinu typu q/1l, IP3 -
inositoltrisfosfat, L-VDCC — napétové — zavisly Ca®* kandl, MLCK — kindza lehkého fetézce myosinu,
MYOSIN-P — fosforylovany myosin, Na*- sodné ionty, PKC — proteinkindza C, PLC- — fosfolipdza C — , RhoA
— GTPdza Rho, ROCK — Rho-kindza, SR — sarkoplazmatické retikulum, TRP —kandl pirechodného receptorového

potencialu, al-AR — ay adrenergni receptor

Stimulem pro vapnikovou senzitizaci je aktivace membranovych receptorii spojenych

s G113 proteiny. Gi12/13 proteiny aktivuji RhoGEF (guanine nucleotide exchange factor for Rho

GTPase), zpisobujici na regulacnim enzymu RhoA vyménu GDP za GTP (Suzuki et al., 2009).

Nasledné se RhoA piesouvd do plazmatické membrany, kde aktivuje Rho-kindzu (Leung et al.,

1995, Amano et al. 1996, Ishizaki et al., 1996). Rho-kinaza fosforyluje, a tim deaktivuje fosfatazu
lehkého fetézce myosinu (MLCP, Kimura et al., 1996).

Uehata a kol. (1997) ukézal, Ze zmény vapnikové senzitizace ovliviiuji periferni

odpor cévniho fecisté a krevni tlak. Vapnikova senzitizace zprostfedkovana Rho-kinazou je

dilezitym prvkem regulace kontraktility hladké svaloviny cév.

2.2 Regulace krevniho tlaku — rovnovaha vazokonstrikénich a vazodilataénich
signali

2.2.1 Hormonalni systémy pusobici na VSMC
Pro udrZeni normdlniho krevniho tlaku je nezbytné, aby existovala rovnovédha mezi
vazokonstrikénimi a vazodilatatnimi hormondlnimi signdly. Mezi intenzivné zkoumané
hormony regulujici krevni tlak patii pfedev§im noradrenalin (postsynapticky mediator
sympatického nervového systému, NA), oxid dusnaty (produkt endotelu, NO) a angiotenzin Il
(hlavni vazoaktivni produkt renin-angiotenzinového systému, Angll). Tyto hormony maji
vyznamné akutni u¢inky a zdsadnim zpisobem pfispivaji k udrzovani stalého krevniho tlaku.
Po akutnim zablokovani jejich u€inku dochazi k vyraznym zménam krevniho tlaku,
zpisobenym piedevs§im zménou periferniho odporu cévniho v diisledku zmén kontraktility
VSMC.

NA, NO a Angll vyznamné ovliviiuji koncentraci vapenatych iontti v cytosolu VSMC.
Noradrenalin se véaze na o-adrenergni receptory v bunééné membrané a zplsobuje
v hladkosvalovych buiikach cév depolarizaci, influx vapniku skrze L-VDCC a mobilizaci

intracelularnich zasob Ca®*. Angiotenzin II rovn&Z zvy3uje kontraktilitu VSMC tim,



ze podporuje vstup vapniku do cytosolu (Hilgers and Webb, 2005). Oxid dusnaty
naopak zpusobuje vazodilataci skrze aktivaci guanylatcyklazy a tvorbu cGMP, ktery plisobi
proti zvySovani intracelularni hladiny vapniku ve VSMC (Pinterova et al., 2009).

NA, NO a Angll jsou vyznamné také v dlouhodobé regulaci krevniho tlaku. Tato
skute¢nost byla dolozena mnoha studiemi, zabyvajicimi se tlohou vazokonstrikénich
a vazodilata¢nich latek ve vzniku hypertenze. Z téchto praci vyplyva, v dlouhodobé regulaci
krevniho tlaku se vyznamné uplatiuje nejen kontrola sekrece vazokonstriktort/vazodilatatort,
ale také zmeény strukturalnich vlastnosti kardiovaskuldrni soustavy, adaptace vylucovaci
funkce ledvin a adaptace centralniho nervového systému. Komplexni charakter dlouhodobé
hormonalni regulace krevniho tlaku 1ze demonstrovat na ptikladu spontanné hypertenznich
potkanii (SHR) nebo Dahlovych potkant citlivych na zvySeny piijem soli (Zicha et al., 2012;
Zicha and Kunes, 1999).

Prominentni postaveni v dlouhodobé regulaci krevniho tlaku mé sympaticky nervovy
systém. Spontanné hypertenzni potkani trpi hyperaktivitou SNS, ktera vznika spolupiisobenim
genetickych predispozic a podminek prostfedi. Pokud u kmene SHR provedeme casnou
sympatektomii s adrenalni demedulaci, zabranime tim rozvoji hypertenze (Lee et al., 1991).
Kombinace ¢asné sympatektomie a blokady oj-adrenergnich receptori pomoci prazosinu
dokaze zamezit rozvoji srde¢ni hypertrofie a remodelace cév. To ukazuje na kli¢ovou roli
sympatického nervového systému pro rozvoj fenotypu SHR (Korner et al., 1993). Také
u Dahlovych potkani citlivych na stl pfedstavuje plisobeni sympatického nervového systému
dilezity regulani prvek. V tomto piipadé je hyperaktivita SNS podnicena vzestupem
koncentrace sodiku v cerebrospinalni tekuting, kterd vznikd v disledku pfijmu vysokého
mnozstvi soli (Leenen, 2010).

Oxid dusnaty produkovany endotelem piedstavuje protivahu vazopresorickému
plusobeni SNS. Dostupnost oxidu dusnaté¢ho je nezbytnd pro normalni ontogenezi cév
a regulaci krevniho tlaku. Podavanim L-argininu (prekurzoru NO) lze u stl-senzitivnich
Dahlovych potkanti (DS) zabranit rozvoji hypertenze (Chen and Sanders, 1991). Vyznam NO-
signalni drahy lze také demonstrovat jejim narusenim u normotenznich potkanii. Dlouhodobé
podavani inhibitoru NO syntazy L-NAME normotenznim potkanim WKY vede k rozvoji
zavazné hypertenze, spojené se zvysenim periferni rezistence a poskozenim ledvin (Ribeiro et
al., 1992).

Dilezitym rysem nékterych forem hypertenze je aktivace renin-angiotenzinového
systému, ke které dochazi v souvislosti s poskozenim ledvin. RAS je dulezity systém

informujici centralni slozku fizeni krevniho tlaku o ¢innosti ledvin a hospodareni elektrolyty.
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Angiotenzin II, na ktery je antihypertenzni terapie nejCastéji zacilena, je dlouhodobé velmi
efektivni regulator krevniho tlaku, ackoli jeho pfimy ucinek na kontraktilitu VSMC je mensi
nez ucinek NA ¢i NO. Je znamo, ze Gtlum RAS podavanim inhibitoru ACE captoprilu vede
u hypertenznich potkantt SHR k normalizaci sympatické vazokonstrikce, zlepSeni endotelialni
dysfunkce (zvySeni dostupnosti NO) a potlaceni remodelace cév (Adams et al., 1990; Berecek
et al., 1983; Dohi et al., 1994). Také u stl-senzitivnich Dahlovych potkant tlumi chronické
podavani ACE inhibitort hypertenzi (Fernandez et al., 1988). Chronickd blokada
angiotenzinovych receptoru typu 1 (AT1R) v mladi (ve véku 3-10 tydni) ac¢inné zabranuje
rozvoji solné hypertenze (Dejima et al., 2011). Naopak podavani angiotenzinu II
normotenznim potkantim vede k rozvoji hypertenze (Mehta and Griendling, 2007).

Modely genetické hypertenze (SHR) i hypertenze indukované podminkami prostiedi
(Dahl) jsou charakteristické porusenou rovnovahou mezi vazokonstrikénimi a vazodilataénimi

signaly, zprosttedkovanymi SNS, RAS a NOS (Kunes et al., 2004; Zicha et al., 2001).

2.2.2 Pusobeni SNS na vapnikovou senzitizaci

U genetickych modeli experimentdlni hypertenze, u nichz byla prokdzana zvySena aktivita
sympatiku, byly popsany protichtidné zmény vapnikové senzitizace (Behuliak et al., 2013;
Ying et al., 2004). Do jaké miry jsou dlouhodobé zmény vapnikové senzitizace disledkem
pfimého plsobeni noradrenalinu na receptory VSMC zatim nebylo doloZeno.

Sympaticky nervovy systém predstavuje velmi dulezity faktor ve vyvoji hladké
svaloviny cév. Noradrenalin vylu€ovany z nervovych zakonceni sympatiku je stimulem, ktery
depolarizuje VSMC a aktivuje napétové ovladané L-VDCC. Jak bylo dokéazéano, aktivace
L-VDCC a nasledny vzestup intracelularni hladiny véapnikovych iontl stimuluje expresi
markerovych gend hladké svaloviny (Wamhoff et al., 2004) Pod vlivem SNS postupné
dochazi k vyvinu dospélého fenotypu hladké svaloviny cév (Fisher, 2010).

V prubéhu vyvoje dochéazi vlivem trofického pusobeni SNS ke snizeni podilu
vapnikové senzitizace na kontraktilni odpovédi cév. Puzdrovd (2014) popsala, Ze klesa
citlivost kontrakce vyvolané methoxaminem (agonistou aj-adrenergnich receptort)
na extracelularni hladinu vapniku. Denervace cév dospélych potkanii zplsobuje navrat
k fenotypu s vyssim podilem vapnikové senzitizace, coz je provazeno zmeénami EXPrese
na vapniku zavislych regulacnich proteinit (MLCK, MYPT1,h-caldesmon) a exprese proteint
zprostiedkujicich vapnikovou senzitizaci (ERK1/2,p38 MAPK, Puzdrova et al., 2014).

Na souvislost mezi ontogenezi sympatické inervace cév a vapnikovou senzitizaci

poukazuje také studie Reho a kol. (2014). V tomto pitipad¢ byla zkoumana vapnikova



senzitizace zprostiedkovand CPI-17. Studie ukazala, Ze neonatdlni chemicka sympatektomie
pomoci 6-hydroxydopaminu indukuje vznik ,,pomalej$i* (tonické) hladké cévni svaloviny,
charakteristické snizenou expresi CPI-17 (inhibitor MLCP), vétsi citlivosti kontrakéniho
aparatu k cGMP (oxidu dusnatému, Reho et al., 2014). Naopak intaktni cévy, které prochazeji
normalni maturaci, maji charakteristickou vyssi expresi CPI-17 (Reho et al., 2014).

Zdéa se byt nepochybné, ze sympaticky nervovy systém dlouhodobé ovliviiuje vapnikovou
senzitizaci ve VSMC. Nabizi se otdzka, zda ma vyssi troven vapnikové senzitizace ve VSMC
mladych potkant néjakou roli v jejich diferenciaci. Jsou mechanizmy vapnikové senzitizace
nezbytné pro zprosttedkovani vyvojového pusobeni sympatiku? Studie Wamhoffa a kol.
(2004) ukazuje, ze exprese nékterych markerovych geni hladkého svalu je zavisla nejen
na aktivit¢ L-VDCC, ale také na aktivité Rho-kindzy (SM a-aktin nebo SM tézky fetézec
myosinu). Expresi téchto genti je mozné potladit jak inhibici L-VDCC tak inhibici Rho-
kinézy.

Castéji nez tiloha Rho-kinazy v diferenciaci VSMC je studovéna jeji role v regulaci
kontraktility. Vliv Rho-kinazy na kontraktilitu VSMC je nejéastéji méfen jako zména napéti
izolované cévy po aplikaci inhibitoru Rho-kinazy. Bylo zjisténo, Ze ucinek inhibice Rho-
kindzy na kontraktilitu VSMC je ur€en nejen inaktivaci specifické signalni drahy spojené
s aktivaci G12/13 proteind, aktivaci Rho-kindzy a inhibici MLCP, ale i stavajici cytosolickou
koncentraci vapniku. Uginek inhibitoru Rho-kindzy na véapnikovou senzitizaci lze in vivo
dobfe pozorovat, pokud jsou vapnikové kandly L-VDCC ,,otevieny” pomoci BAY K8644
(Behuliak et al., 2013) Timto zpisobem je vyhodné srovnavat efekt inhibice ROCK
u hypertenznich a normotenznich kmenti potkanti, zbavenych endogenniho RAS a SNS.

Vysledky experimentd in vivo, kdy je inhibitor Rho-kinazy podan intaktnim zvifatim
mohou byt zkresleny abnormalitami vapnikového iunfluxu. Uéinek inhibice Rho-kinazy
na krevni tlak je obvykle vétsi u hypertenzniho nez u normotenzniho kmene (Behuliak et al.,
2013; Jin et al., 2006). Pokud jsou pozorované zmény krevniho tlaku po podani inhibitoru
Rho-kinazy vyjadieny v procentech vychoziho KT, muze byt u hypertenznich potkand
pozorovana jak vétsi, tak men$i odpovéd nez u kontrolnich potkanti, zavislosti na typu
experimentalni hypertenze.

Spontanné¢ hypertenzni potkani (SHR) a Dahlovi potkani jsou piikladem
hypertenznich kmenti, u kterych vede zvySena aktivita sympatického nervového systému
k patologickym zménam kardiovaskularni soustavy spojenym s hypertenzi (Zicha et al., 2012;
Zicha and Kunes, 1999). Piesto se lisi relativni velikosti vapnikové senzitizace. Zatimco

u potkanti SHR je uc¢inek inhibice Rho-kindzy procentudlné mensi nez u jejich normotenznich
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kontrol (Behuliak et al., 2013), Dahlovi stl-senzitivni hypertenzni potkani maji vétsi podil
vapnikové senzitizace na udrzovani krevniho tlaku nez stl-rezistentni zvifata (Zicha,

nepublikovana data).

2.2.3 Pusobeni RAS na vapnikovou senzitizaci

Mezi hormony renin-angiotenzinového systému je svym pusobenim na kardiovaskularni
soustavu nejdulezitéjsi angiotenzin II. Je to vazokonstrikéni hormon a zaroven mocny rustovy
faktor (Mukelic and Griendling, 2014). Angiotenzin II skrze ptusobeni na AT1R dlouhodobé
ovliviiuje Siroké spektrum mechanizmt, podilejicich se na fizeni krevniho tlaku (Mehta and
Griendling, 2007). Dlouhodobé podavani angiotenzinu Il vede Kkrozvoji zavazné
,,angiotenzin-dependentni hypertenze u potkanti normotenznich kmenti. Naopak dlouhodobé
blokovéani uéinku Angll u nékterych hypertenznich kmenl zabratiuje rozvoji hypertenze
(review Vukelic and Griendling, 2014).

Zasahy do funkce renin-angiotenzinového systému ovliviiuji ontogeneticky vyvoj
sympatického nervového systému a jeho funkce. Bylo zjisténo, ze podavani antagonist
ATI1R receptori normalizuje u mladych SHR mnozstvi nervového riistového faktoru (NGF),
podnécujiciho tvorbu nervovych zakonceni (Jeffreson et al., 1995). Senzitivita VSMC
Kk a;-adrenergnim agonistim mutze byt u SHR normalizovana podavanim ACE inhibitoru
ramiprilu (Mervaala et al., 1997). Inhibitory ACE (napf. captopril) navic pusobi na mozkova
centra fizeni baroreflexu, a stimuluji jeho funkci (Berecek et al., 1983). Terapeutické ucinky
zasahi proti RAS jsou tedy castecné zpusobeny ovlivnénim sympatického nervového
systému.

Renin-angiotenzinovy systém také dlouhodobé ovliviiuje funkci endotelu, zejména
tzv. na endotelu zavislou vazorelaxaci. U potkani SHR, kterym byl chronicky podavéan
inhibitor ACE, dochazi k potlaceni endotelialni dysfunkce (zvySeni dostupnosti oxidu
dusnatého, Dohi et al., 1994). Tato skutecnost je Casto davana do vztahu s niz8i produkci
kyslikovych radikald (van der Giet et al., 2002). Zdroji ROS jsou zejména xanthinoxidaza,
NADH/NADPH oxidaza a endotelialni NO syntaza (pfi nedostatku L-argininu ¢&i kofaktoru
tetrahydrobiopteridinu, Cai and Harrison, 2000). Neni jasné, jakymi mechanizmy ptisobi ROS
snizeni dostupnosti NO. Velmi casto se uvadi, Ze superoxidové radikaly reaguje
s oxidem dusnatym za vzniku peroxinitratu, ¢imz se snizuje biologickd dostupnost oxidu
dusnatého jako vazodilatatoru (Cai and Harrison, 2000).

Je znamo, ze angiotenzin-dependentni hypertenze se projevuje upregulaci Rho-kindzové

signdlni drahy. Jin a kol. (2006) prokazali, Ze izolovana aorta potkanll s hypertenzi vyvolanou



angiotenzinem II reaguje zvySené¢ na inhibici Rho-kinazy ve srovnani s kontrolni aortou.
Jejich studie rovnéz odhalila zvySenou expresi Rho-kinazy v aorté potkant s angiotenzin-
dependentni  hypertenzi. Pozd&ji byla potvrzena zvySend exprese Rho-kinazy
a jejich aktivatoru (monomerniho G-proteinu RhoA a PDZ-RhoGEF) také v mensich cévach,
které jsou pro regulaci periferni rezistence rozhodujici (Hilgers et al., 2007). Angiotenzin Il
tedy jednoznacéné zptsobuje upregulaci vapnikové senzitizace v bunikdich VSMC.

Jaky podil mé aktivace Rho-kindzy na udrzovani angiotenzin-dependentni hypertenze?
Jin a kol. (2004) pozorovali odpovéd’ izolované aorty na aplikaci angiotenzinu II pfed a po
podani inhibitoru Rho-kinazy. Inhibice Rho-kinazy vedla k Gplnému potlaceni kontrakce
vyvolané akutnim poddnim Angll. Dal§im vyznamnym zjisténim bylo, Ze aktivace RhoA
(jeho translokace do membrany) v ramci odpovédi VSMC na stimulaci angiotenzinem |l
muze byt potlatena inhibitorem NADPH. To naznacuje, Ze aktivace Rho-kindzy plisobenim
angiotenzinu II miZe byt v builkdch VSMC zna¢né zavisld na produkci ROS NADPH
oxidéazou.

ROS mohou ptisobit jako specificky druhy posel, zprostiedkujici ti¢inek angiotenzinu
na VSMC (Vukelic and Griendling, 2014). To plati nejen pro kratkodobé ucinky
angiotenzinu, ale také pro jeho dlouhodobé ucinky na hypertrofii hladké svaloviny cév.
Hypertrofie je vyraznym znakem vétSiny forem hypertenze, ktery piispivd k udrzovéni
vysokého krevniho tlaku. Inhibice Rho-kindzy potlacuje hypertrofii VSMC zplsobenou
ptedchozim podavanim angiotenzinu II (Higashi et al., 2003). Inhibitor Rho-kinazy rovnéz
potla¢il produkci ROS. Za hlavni zdroj ROS tato studie oznalila endotelidlni NADPH
oxiddzu, nebot’ po odstranéni endotelu velmi vyrazné poklesla produkce superoxidu,
a kontrakce vyvolana Angll byla inhibici NADPH oxidéazy vyrazné utlumena.

Zatim nebyl popsan vyznam dlouhodobé regulace Rho-kindzy angiotenzinem II

u normotenznich potkani.

2.2.4 Pusobeni NO na vapnikovou senzitizaci
Vyse bylo popsano, jak Rho-kindzova signalni draha reaguje na vazokonstrikéni podnéty.
Mnohé studie potvrzuji, ze aktivita Rho-kindzové signalni drahy ma vztah také k produkci
oxidu dusnatého. Tato regulace je patrné¢ jak akutni, tak dlouhodoba.

Nekteré studie upozoriiuji na ovlivnéni produkce NO skrze Rho-kindzu aktivovanou
v endotelu. Inhibice Rho-kindzy vede u kultivovanych endotelidlnich bun¢k ke zvySené

aktivaci eNOS a vyssi produkci oxidu dusnatého (Wolfrum et al., 2004). Aktivace RhoA



a Rho-kinazy navic snizuje v endotelu expresi endotelialni NO syntazy cestou destabilizace
jeji mRNA (Laufs and Liao, 1998).

Bylo posano, ze Vv kultufe hladkosvalovych bun¢k NO inhibuje RhoA skrze aktivaci
CGMP-dependentni proteinkinazy, ktera RhoA fosforyluje a tim inaktivuje (Sauzeau et al.,
2000). Kromé piimé fosforylace RhoA kinazou se mize c¢GK na inhibici vapnikové
senzitizace podilet také aktivaci telokinu nebo ptimo heterodimerizaci s MYPT1 (Surks et al.,
1999; Wu et al., 1998). Chitaley a Webb (Chitaley and Webb, 2002) potvrdili, ze inhibice
Rho-kindzy oxidem dusnatym muze mit fyziologicky vyznam. Popsali, ze inhibice NOS
vyznamn¢ snizuje VIiv inhibitoru Rho-kinazy na kontrakci vyvolanou fenylefrinem.

Jak bylo zminéno vySe, Rho-kindza ve VSMC se zdd byt aktivovdna piitomnosti
kyslikovych radikalt. Pritomnost ROS zvySuje mnozstvi fosforylovaného MYPT1 (Jin et al.,
2004). Tento efekt mtize byt in vivo ovlivnén dostupnosti oxidu dusnatého, produkovaného
endotelem. Je nutné brat v ivahu moznou interakci NO s kyslikovymi radikély, zejména
superoxidem, ktera vede ke snizeni biologické dostupnosti obou latek (Halliwell, 1997).
ZvySena inaktivace NO reakci s kyslikovymi radikdly byla popsana u spontanné
hypertenznich potkant (Tschudi et al., 1996; Vaziri et al., 2000). Dlouhodobé podavani
antioxidantu lazaroidu potlacuje upregulaci eNOS (a iNOS) v cévach mladych SHR
a potlacuje rozvoj hypertenze (Vaziri et al., 2000).

Mezi dalsi zpisoby, jakymi mize NO ovliviiovat aktivitu Rho-kinazy, patfi inhibice
L-VDCC a nasledné snizeni intracelularni hladiny vapnikovych iontd (Sauzeau et al., 2000).
Pintérova popsala, Ze odpovéd’ normotenznich potkant WKY na sou€asnou inhibici NOS
a Rho-kinazy je vyssi nez na soucasnou inhibici NOS a L-VDCC. (Pintérova, nepublikovana
data). To svéd¢i ve prospéch ovlivnéni ¢innosti Rho-kinazy oxidem dusnatym, produkovanym
NOS u potkanit WKY.

Zmény propustnosti iontovych kanali vyvolané ptisobenim NO jsou zprostiedkovany
zejména cestou zvysSeni cytosolické koncentrace cGMP a ndaslednou aktivaci specifickych

kinaz, jako je PKG (Lucas et al., 2000).
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2.2.5 Pisobeni produkti COX na vapnikovou senzitizaci

V mnoha bunéénych typech jsou zmény membranového potencidlu (a aktivacniho stavu
buniky) kontrolovany také piitomnosti cAMP. Pievaha jednoho cyklického nukleotidu
nad druhym pak urcuje vysledek signalizace. Mezi signalnimi latkami ovliviiujicimi
intracelularni hladinu cAMP jsou vyznamné metabolity kyseliny arachidonové.

Je znamo, ze podéni inhibitoru COX indometacinu zpusobuje pokles kontraktility
izolovanych cév (Gluais et al., 2005). Hlavnim metabolitem cyklooxygenazy (COX) je
Z hlediska regulace kontraktility prostacyklin (PGI2), jak bylo uk4dzéno na potkanech SHR
a WKY (Gluais et al., 2005). PGI2 miize pusobit na dva typy receptorti — vazokonstrikéni TP
a vazodilatatni IP receptory. U mladych jedincii normotenznich kmena vSak pievlada
vazodilata¢ni pisobeni metabolitt COX. PGI2 indukuje ve VSMC zvyseni tvorby cAMP
(Gluais et al., 2005).

Castym experimentalnim pfistupem ve vyzkumu cAMP-signalni drahy je aktivace
¢i inhibice [-adrenergnich receptori. cAMP je poslem, ktery zprostiedkuje aktivaci
draslikovych kanald ovladanych vapnikem (BKc,) ¢i ovladanych napétim (K,). V souladu
s tim Chadha a kol. (2012) uvadi, ze inhibice K,7.4 kanalt oslabuje B-adrenergni vazodilataci
V rendlni arterii. ZvySeni intraceluldrni hladiny cAMP po stimulaci B-adrenergnich receptor
tedy zfejmé& puisobi dilataci skrze aktivaci K,7.4 kanalt (Chadha et al., 2012). Dilatace
zprostiedkovana aktivaci téchto kanalti je u SHR oproti normotenznim kontroldm oslabena
(Chadha et al., 2012).

Mezi mechanizmy zodpovédné za rychlou aktivaci draslikovych kandll patii
ptedevsim fosforylace regulacnich mist a ovlivnéni transportu podjednotek. Tyto jevy jsou
dobie popsany u kanali BKc,. Zvyseni intracelularni hladiny cAMP (a/nebo cGMP) pisobi
snizeni kontraktility VSMC skrze rychly transport BKc, do membrany a jejich aktivaci. (Leo
et al., 2014) Kanaly BKc, jsou zaroven regulovany cGMP-dependentni fosforylaci (Kyle et
al., 2013).

Kromé aktivace draslikovych kanalli ovliviiuyji cyklické nukleotidy také pro-
konstrik¢éni kanaly L-VDCC. Zatimco ¢cGMP i cAMP maji na tyto kanaly inhibi¢ni vliv (Liu
etal., 1997; Taguchi et al., 1997).

Mame pomérné malo dokladi o spolupraci cAMP- a cGMP-signalnich drah v regulaci
kontraktility VSMC. Pintérova a kol. (2014) popsali, ze B-adrenergni stimulace potlacuje
u potkanit WKY a SHR nariist krevniho tlaku vyvolany inhibici endotelidlni NO syntazy.
Naopak blokada B-adrenergni stimulace zvySuje nartst krevniho tlaku po inhibici eNOS

cAMP a cGMP signalni kaskady se ve svych vazodilatanich u¢incich dopliuji (Pinterova
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et al., 2014). Blokada bud’ BK¢, nebo K, kanalt umozniuje u SHR vzestup tlaku po podani
inhibitoru eNOS (blokovatelné aktivaci B-adrenergni signalizace). U normotenznich potkani
WKY dochazi ke zvyseni ti¢inku inhibice jedin€ pti kombinované blokadd¢ BKc, a K, kanala
(viz Obrazek 2). Schopnost BKc, a Ky kanald zprostifedkovat cAMP-zavislou (B-adrenergni)

vazodilataci je tudiz u SHR oproti normotenznim potkaniim oslabena (Pinterova et al., 2014).
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Obrizek 2 Utinek inhibice NOS na p-adrenergni vazodilataci zprostiedkovanou K, a BK¢, kandly u potkanii
Wistar. Inhibice NOS pomoci L-NAME vyvolava u normotenznich potkanii narist krevniho tlaku. Pokud
Jje soucasné podan agonista ff-adrenergnich receptorii isoprenalin, je tent0 narist vyrazne omezen. Pridani TEA
(blokator kandlii Ky) ¢i 4-AP (blokdtor kandlii BKc,) nepiisobi za téchto podminek vyznamné zvysSeni krevniho
tlaku. Pridani obou dvou blokdtorii draslikovych kandlii zpiisobuje navrat plné odpovédi krevniho tlaku na

inhibici NOS (upraveno podle Pintérova et al., 2014).
Vysvétlivky: 4-AP — 4-aminopyridin, 1SO — isoprenalin, L-NAME — N“-nitro-L-argininmethylester, NOS — NO

syntaza, TEA — tetraethylamonium..

Malo je také znamo o spolupraci cAMP - signalni drahy a Rho-kindzové signalni drahy
v regulaci kontraktility VSMC. Teixeira a kol. (2005) zkoumali ucinek inhibitoru Rho-kinazy
na kontrakci izolované arterie, kterd byla vyvoldna fenylefrinem. Vysledky ukazuji, ze u€inek
inhibitoru Rho-kinazy nezavisi na pfitomnosti metaboliti COX, avsak je ovlivnén pfitomnosti
NO. Inhibice COX podle této studie nezplisobuje u izolovanych cév zménu odpovédi

na inhibici Rho-kinazy (Teixeira et al., 2005).
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2.3 NO-deficientni potkani — model hypertenze

2.3.1 Zakladni charakteristika modelu

Dlouhodobé podévani L-NAME vyvolava u potkani normotenznich kmend vysoky krevni
tlak. Podavani L-argininu (prekurzoru NO) zpisobuje navrat k normalnimu TK pouze
V ranych stadiich hypertenze. Model je charakteristicky zvySenou perifeni rezistenci, renalni
vazokonstrikci a hypoperfuzi (Ribeiro et al., 1992). Bylo popsano také oslabeni baroreflexu,
zvySena aktivita nadledvin a zvySena aktivita renalnich nervu (Lantelme et al., 1994; Scrogin
etal., 1993).

Hypertenze je spojena s aktivaci renin-angiotenzinového systému, nebot’ podavanim
losartanu je rozvoj hypertenze vyznamné potlacen (Ribeiro et al., 1992). Vyznamnou tlohu
hraje v rozvoji L-NAME hypertenze také sympaticky nervovy systém (Qiu et al., 1994;
Sander et al., 1995). Oxid dusnaty neni jen vazodilatatorem, ale také modulatorem aktivity
sympatického nervového systému. Presoricky ucinek dlouhodobého podavani L-NAME
se zda byt do znacné miry zavisly na inhibici NOS v mozkovych centrech fidicich krevni tlak
(Zanchi et al., 1995).

Inhibice vylevu katecholaminii pomoci guanethidinu vyrazné snizuje TK u L-NAME
hypertenze (Sander et al., 1995). Ackoli dlouhodobé je dulezité ptisobeni SNS i RAS, akutni
blokada SNS je v porovnani s akutni blokadou RAS vyrazné ucinngjsi (Pechanova et al.,
2004).

U L-NAME hypertenze se projevuje neschopnost NO vyvazit presorické pusobeni
sympatického nervového systému. Stejné jako potkani SHR ¢i Dahlovi potkani tak patii mezi
experimentdlni modely s relativnim nedostatkem NO (neschopnosti vyvazit presorické
pusobeni SNS). Zajimavym aspektem L-NAME hypertenze je indukce citlivosti na sul.
Pti nizkych davkach L-NAME se krevni tlak stava citlivym na zvySeny pfijem soli. Dochazi
k posunu pressure-natriuresis kfivky, coz muze byt zptusobeno snizenou schopnosti ledvin
vylucovat sodik (tento dé&j je ovliviiovan NO, Yamada et al., 1996).

Dlouhodobé podavani L-NAME snizuje G¢inek akutni inhibice NOS pomoci
L-NAME na krevni tlak zhruba 0 60 — 80 %. ZvySuje se vSak odpovéd krevniho tlaku
na specifickou inhibici inducibilni NOS (iNOS). Odpovéd’ zhruba dosahuje velikosti
odpovédi na L-NAME u intaktnich potkanid. Produkce NO je v L-NAME hypertenzi zna¢na.
Dominantnim zdrojem NO se stava iNOS (Pechanova et al., 2004). Kompenzace sniZzené

¢innosti eNOS indukci iNOS semlze objevovat také u dalSich forem experimentalni
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hypertenze, jako jsou napi Dahlovi potkani citlivi na sil. To zatim nebylo studovano, ackoli

jsou k dispozici mnoha data podporujici tuto hypotézu (Pechanova et al., 2004).

2.3.2 Vapnikova senzitizace a iloha ROS

Mezi pfi¢inami rozvoje L-NAME hypertenze ma dilezité misto inhibice endotelidlni NO
syntazy (eNOS) a nasledny nedostatek vazodilatacné pisobiciho oxidu dusnatého (NO). Lohn
a kol. (2005) se zabyvali otazkou, zda knockout eNOS ovlivni vapnikovou senzitizaci v aorté.
Popsali, Ze aorta eNOS’/ mysi prekontrahovana fenylefrinem odpovidala na inhibici Rho-
kindzy stejnou zménou kontraktility jako aorta intaktnich mys$i. Déle popsali, Ze exprese
ROCK II nebyla knockoutem eNOS zménéna. Tyto vysledky naznacuji, ze ¢innost Rho-
kindzy patrné neni zavisla pfimo na aktivit¢ eNOS (Lohn et al., 2005).

Chronické podavani L-NAME zpusobuje v srdci potkanit WKY zvyseni aktivity Rho-
kinazy (Kataoka et al., 2002). Pokud byl L-NAME podavan spolu s inhibitorem ROCK
Y27632, doslo u L-NAME hypertenznich potkani k potlaceni zanétu a nasledné
arteriosklerozy. ZvySené aktivité Rho-kindzy lze podle vysledki této studie zabranit
blokovanim ATI1R. Autofi navrhuji, Ze na zanétu cév a jejich remodelaci se mize podilet
zvySena aktivita Rho-kinazové signalni drahy, zprostiedkovana aktivaci ATIR (Kataoka et
al., 2002).

Jak bylo popséno vySe, aktivace ATIR zpiisobuje aktivaci Rho-kindzové signélni
drdhy. Aktivace RhoA (translokace do membrany) v odpovédi na stimulaci VSMC
angiotenzinem II miZe byt potlacena inhibitorem NADPH. To naznacuje, Ze aktivace Rho-
kindzy ptisobenim angiotenzinu Il mize byt v buiikich VSMC zna¢né zavisla na produkci
ROS NADPH oxidazou (Jin et al., 2004). Zda ROS zpusobuji aktivaci Rho-kinazy
vV L-NAME hypertenzi neni znamo. Je vSak zfejmé, ze potkani s L-NAME hypertenzi maji
stejné jako SHR ¢i hypertenzni Dahlovi potkani oproti kontrolam vyrazné zvySenou hladinu
ROS (Wilcox and Pearlman, 2008).

Mnoho studii upozornilo na potencidlni vyuZziti mimetika superoxid dismutdzy
tempolu v 1é¢bé hypertenze a souvisejicich onemocnéni (Wilcox and Pearlman, 2008).
ZvySena hladina ROS (superoxidu) je ziejmé diivodem, pro¢ akutni podani tempolu
u mladych Dahlovych potkant se solnou hypertenzi u¢innéji snizuje TK (Zicha et al., 2001).
Studium G¢inkt tempolu na vépnikovou senzitizaci ve VSMC by mohlo vyznamné piispét
k porozuméni tlohy ROS (zejména superoxidu) v rozvoji hypertenze.

L-NAME hypertenzni potkani pfedstavuji experimentalni model, ktery ma vyznamné

misto ve vyzkumu endotelidlni dysfunkce. Vyhodou oproti ostatnim modelim je moznost
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kontrolovat stupen inhibice eNOS. Rozvoj L-NAME hypertenze vSak provazi komplexni
zmény ostatnich hormonadlnich systémi, zejména RAS a SNS. Dostupnost mnozstvi dat ¢ini
tento model vhodnym pro vyzkum vépnikové senzitizace zprostfedkované Rho-kindzovou

signalni drahou u potkant s projevy deficience oxidu dusnatého.
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3 Cile diplomové prace

1) Objasnit, zda plati Ze vazodilata¢ni a vazokonstrikéni systémy ovliviiuji u potkani Wistar
vapnikovou senzitizaci zprostiedkovanou Rho-kinazou.

2) Zodpovédét otazku, do jaké miry je vapnikova senzitizace kratkodobé a dlouhodobé
ovlivnéna piisobenim jednotlivych vybranych vazodilatacnich a vazokonstrikénich systémt.
Porovnat systémy mezi sebou.

3) Zjistit, zda je mozné dlouhodobé ovlivnit vapnikovou senzitizaci pomoci podavani
inibitoru eNOS L-NAME. Ové¢fit, ze Rho-kinaza pfispiva k udrzovani tohoto typu hypertenze.
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4  Material a metody

Samci potkant kmene Wistar (Fyziologicky ustav AV CR, Praha, Ceské republika)
byli chovéni za standardnich laboratornich podminek. Byla jim poskytnuta voda a peletova
strava ad libitum. Méfeni TK bylo provadéno ve véku mezi 8 a 14 tydny. VSechny procedury
a experimentalni postupy byly schvéleny Etickou komisi Fyziologického ustavu AV CR.

Hlavnim experimentalnim piistupem bylo méfeni G¢inku akutni inhibice Rho-kindzy
na krevni tlak a srdecni frekvenci u potkanti podrobenych akutni ¢i chronické blokadé
riznych vazoaktivnich systému. Kanulace arteria carotis a vena jugularis byla provedena
za isofluranové anestezie 24 hodin pted zacatkem méfeni. Pfed méfenim byli bdéli potkani
umisténi do pruhlednych boxt, umoznujicich pohyb pouze v omezeném rozsahu. Arterialni
kanyla byla napojena na méfici systém PowerLab (AD Instruments Ltd., Bella Vista, NSW,
Austrélie). Méteni zacalo 30 min. stabiliza¢ni dobou pfed podanim prvni latky.

Pfed zapocetim vlastniho experimentu byli potkani podrobeni akutni blokadé¢ Sirokého
spektra vazoaktivnich systému, podle experimentalniho protokolu (viz Tabulka 1). Zmény
krevniho tlaku vyvolané pouzitim jednotlivych blokatorti byly sledovany az do ustdleni
krevniho tlaku — 15 min po captoprilu, 5 min po pentolinia, 10 min po L-NAME nebo
indometacinu, a 5 min po kazdé davce fasudilu. Fasudil byl podan ve ¢tyfech kumulativnich
davkach (1 mg/kg, 2 mg/kg, a dvakrat 4 mg/kg, protokoly ¢. 1-8 a 11-18) nebo v jedné davce
0 velikosti 10 mg/kg (protokoly ¢. 9 a 10, Behuliak et al. 2013). Captopril (inhibitor
angiotenzin-konvertujiciho enzymu) byl podan v davce 10 mg/kg, pentolinium (gangliovy
blokator) v davce 5 mg/kg, L-NAME (inhibitor NO syntazy) v davce 30 mg/kg, indometacin
(inhibitor cyklooxygenazy) v davce 10 mg/kg, nifedipin (blokator L-VDCC) v davce
0,4 mg/kg (Zicha et al. 2006, Behuliak et al. 2011).

V pokusech podle protokold 15 az 18 byla provedena chronicka inhibice vybranych
vazoaktivnich systému (viz Tabulka 1). Inhibice renin-angiotenzinového systému pomoci
captoprilu (protokol ¢. 15) byla provedena pomoci inhibitoru angiotenzin-konvertujiciho
enzymu captoprilu (50 mg/kg den) podavaného v pitné vodé po dobu dvou tydnt. Chronicka
inhibice NOS (protokoly ¢. 16 a 17) byla indukovana L-NAME (40 mg/kg v pitné vod¢)
po dobu dvou tydnt. Podavani téchto latek trvalo az do méfeni TK ve véku 14 tydnda.
Sympatektomie (protokol ¢. 18) byla provedena ¢asnym podanim guanethidinu (50 mg/kg
subkutanné ve veéku 7-28 dni, Johnson et al. 1976). Za ucelem ovéfeni kvality sympatektomie
byl proveden kontrolni pokus. Potkanlim byly po provedeni protokolu 1 promyty a zataveny

kanyly a nasledujici den byla u nich méfena odpovéd’ na pentolinium, tyramin a fenylefrin.
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Tyramin (aktivator vylevu katecholaminti) byl podan v déavkach 0,1 mg/kg, 0,25 mg/kg
a 1 mg/kg; fenylefrin v davkach 1 mg/kg a Smg/kg.

Vsechny chemikalie byly zakoupeny u spole¢nosti Sigma (St. Louis, MO, USA),
s vyjimkou fasudilu (HA-1077, LC Laboratories, Woburn, MA, USA). Latky byly rozpustény
ve fyziologickém roztoku (nebo v pfipadé nifedipinu v DMSO) a podany jako intravendzni
bolus (1 ml/kg).

Kontrolni skupiny (protokol ¢. 1) byly sestaveny s ohledem na vék a télesnou
hmotnost potkanli v experimentalnich skupinach. Jedna kontrolni skupina slouzila
pro experimentalni protokoly 1 az 14 (akutni inhibice vazoaktivnich systému). Dal$i kontrolni
skupina slouzila ke srovnani s experimentalnimi skupinami s chronickou inhibici RAS
a NOS, zatimco pro sympatektomovanou skupinu byla sestavena samostatna skupina.

Zaznam sttedniho arteridlniho tlaku (viz Obrazek 3) byl spolu se zaznamenanymi zménami
systolického tlaku, diastolického tlaku a srde¢ni frekvence vyhodnocen v programu LabChart.
Prvnim krokem bylo vyhodnoceni tvaru kiivek, aby mohl byt vylouc¢en rusivy vliv prostiedi
nebo pohybu zvifat. Rovnéz bylo dilezité odlisit specificky ucinek inhibitoru/i¢inné latky
na krevni tlak a srde¢ni frekvenci od nespecifického Uc€inku, napf. u nékterych jedincii
citlivych na drazdivé Gc¢inky podanych roztokii (napf. indometacin). Krevni tlak a srde¢ni
frekvence byly odeéteny vzdy pii dosazeni stabilniho stavu, nejdiive vSak 30 s po podani
latky. Data byla vynesena jako primérnd hodnota + SEM. Statistické rozdily mezi skupinami
byly vyhodnoceny pomoci dvojcestné analyzy variance (two-way ANOVA, faktory skupina
a davka) nasledované Bonferroniho post-hoc testem (Duncanovym post-hoc testem v ptipadé
zmén srdecni frekvence). Vysledky byly povazovany za statisticky vyznamné pii P<0,05.

Testy byly provedeny v programu SigmaPlot 11.0.

300
— 200
- .
2 captopril pentolinium
£ ' L-NAME
£ A/
100
5 min

Obrazek 3 Priklad zaznamu stiedniho arteridalniho tlaku. Na zacatku pokusu byl podan captopril (inhibitor

angiotenzin-konvertujictho enzymu), ktery zpiisobil pozvolny mirny pokles tlaku. Ndsledné poddni pentolinia
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(gangliového blokdtoru) zpiisobilo prudky a vyrazny pokles tlaku. Inhibitor NOS L-NAME vyvolal ndriist
krevniho tlaku vysoko nad vychozi hodnoty (upraveno podle Zichy, 2015).
Vysvétlivky: L-NAME - N”-nitro-L-argininmethylester, NOS — NO syntdza, mmHg — milimetri rtuti (Torr),

Tabulka 1 Piehled experimentdlnich protokolii — podani blokdtori a inhibitori

Vysvétlivky: CAPTO — captopril (inhibitor angiotenzin-konvertujiciho enzymu, GUA — guanethidin (inhibitor
vylevu  katecholaminit), INDO — indometacin (inhibitor cyklooxygendzy), L-NAME - Neo-nitro-L-
argininmethylester, NIF — nifedipin (blokdtor napétové-zavislych vapnikovych kandali), PENTO — pentolinium
(gangliovy blokdtor), PR. — protokol, ROCK — Rho-kindza, TEM — tempol (mimetikum superoxid dismutdzy)

PR. | CHRONICKY AKUTNE PRED INHIBICi ROCK AKUTNE PO INHIBICI ROCK
1 NIF
2 L-NAME NIF
3 INDO
4 CAPTO |PENTO |L-NAME |INDO NIF
5 CAPTO | PENTO INDO | L-NAME NIF
6 CAPTO NIF
7 PENTO | L-NAME NIF
8 CAPTO L-NAME NIF
9 CAPTO | PENTO L-NAME | INDO
10 CAPTO | PENTO INDO | L-NAME
11 CAPTO |PENTO |L-NAME NIF
12 CAPTO | PENTO INDO NIF
13 PENTO |L-NAME NIF
14 CAPTO L-NAME NIF
15 | CAPTO NIF
16 | L-NAME NIF
17 | L-NAME TEM NIF
18 TEM NIF
19| GuA NIF
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5 Vysledky

5.1 Akutni inhibice vybranych humoralnich systémii a jeji vliv na zmény TK po
inhibici Rho-kinazy

5.1.1 Inhibice humoralnich vazokonstrikénich a vazodilata¢nich systémii u intaktnich potkana
Inhibice vybranych vazokonstrik¢nich a vazodilata¢nich systému zpisobila charakteristické
zmény stiedniho arteridlniho tlaku (viz Obrazek 4). Blokada sympatického nervového
systému pomoci pentolinia a inhibice NO syntazy pomoci L-NAME m¢ly pomérné velky
ucinek (-39 + 4 mmHg, 38 + 2 mmHg). Naopak inhibice renin-angiotenzinového systému
(captopril) a cyklooxygenazy (indometacin) mély maly u¢inek (-7 + 3 mmHg, 8 + 4 mmHg).

Zmény srdecni frekvence pusobi proti zménam krevniho tlaku.

100 A

50 1

-50 41

A MAP [mmHg] / A HR [BPM]
o
|

T
-100 A

PENTO CAPTO L-NAME INDO

Obrdzek 4 Zmény stiedniho tlaku a srdeéni frekvence po akutni inhibici humordlnich systémii u intaktnich
potkanii. Zobrazen je aritmeticky primér hodnot = SEM, n(PENTO)=5, n(CAPTO)=8, n(LN)=4, n(INDO)=8

Jak bylo pozorovano, projevuje se u inhibitori vazodilatacnich a vazokonstrikénich systémil
uritd aditivita. Uginek pentolinia byl zvy3en predchozim podanim inhibitoru captoprilu (- 51 £ 3
oproti - 39 + 4 mmHg, protokoly ¢. 7,11). Uéinek L-NAME muiZe byt zvy3en podanim indometacinu
(+ 19 + 8 mmHg za podminek souc¢asné inhibice SNS a RAS, protokol ¢. 4).
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5.1.2 Inhibice Rho-kinazy u intaktnich potkani
Vychozi krevni tlak kontrolni skupiny pro pokusy s akutni inhibici vazoaktivnich systému

(protokoly 1 az 14) byl 121 + 4 mmHg a vychozi tlak ostatnich skupin se ani v jenom ptipadé
signifikantné neodlioval. Uginek inhibice Rho-kindzy zavisel na davce pouzitého inhibitoru
(viz Obrazek 5). Odpovéd’ stredniho arterialniho tlaku na davku fasudilu 1 mg/kg byla -6 £ 2 mmHg.
Po podani dalsi davky (2 mg/kg) se celkova zména krevniho tlaku zvySila na -15 £ 3 mmHg.
Nasledujici podani dvou davek o velikosti 4 mg/kg zvysilo odpovéd nejprve na -30 = 4 mmHg
a potom na -38 £ 3 mmHg. Vychozi srdecni frekvence intaktni skupiny byla 371 + 19 BPM, a pii

maximalni davce fasudilu dosahlo jeji zvyseni v priméru 110 + 27 BPM (viz Obrazek 5).

200 -
0 —@— CTRL
-20 A 150
T -
=
IS -40 A o
£ 0, 100
% :
= %97 <
< 50 A
-80
0
-100
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Fasudil [mg/kg] Fasudil [mg/kg]

Obrdzek 5 Vliv inhibitoru Rho-kindzy fasudilu na vysi sti‘edniho arteridlniho tlaku (MAP) a srdeéni frekvence

(HR) u intaktnich potkanii. Zobrazen je aritmeticky primeér hodnot + SEM, n=6
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Obradzek 6 Zména stitedniho tlaku vyvoland fasudilem a ndslednym nifedipinem u intaktnich potkani.

Zobrazen je aritmeticky primeér hodnot + SEM, n =6
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Po fasudilové fadé byl podan inhibitor L-VDCC nifedipin. Nifedipin vyvolal u intaktni
skupiny potkant dalsi pokles krevniho tlaku o -25 + 3 mmHg (viz Obrazek 6). U srde¢ni frekvence
nedoslo k vyznamnym zménam (+19 + 11 BPM). Pokles krevniho tlaku po podani nifedipinu ukazuje,
ze pii oslabeni vapnikové senzitizace inhibici Rho-kinazy zlstava castecné zachovana schopnost
hladkosvalovych buné¢k relaxovat po zablokovani vapnikového influxu, tj. buniky jsou schopny meénit

svij kontraktilni stav.
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5.1.3  Ug&inek inhibice vazodilatanich systémi
Akutni inhibice NO syntazy vyvolava u intaktnich potkani vzestup krevniho tlaku 0 38 + 2 mmHg .
Bylo pozorovano, Ze inhibice syntézy NO zpisobuje zvySeni odpovédi TK na malé davky fasudilu
(pti 1 mg fasudilu/kg ve skupiné L-NAME - 22 + 7 oproti -6 £ 3 mmHg Vv kontrolni skuping, protokol
¢. 2, viz Obrazek 7). Pti vyssich davkach fasudilu rozdil mezi obéma skupinami zanika, coz mize byt
spojeno se signifikantné vy$si odpovédi srdeéni frekvence u skupiny s inhibovanou NOS (v davce
fasudilu 11 mg/kg ve skupiné L-NAME 172 + 14 oproti 110 =27 BPM v kontrolni skupiné).

Blokada cyklooxygenazy (COX) indometacinem vyvolala zvySeni krevniho tlaku pouze

0 8 +£ 3 mmHg. Inhibice COX neovlivnila vyznamné efekt fasudilu na krevni tlak a srde¢ni frekvenci

(protokol ¢. 3, viz Obrazek 7).
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Obrdzek 7 Vliv inhibice NOS ( L-NAME) a inhibice COX (INDO) na zmény krevniho tlaku po poddni
fasudilu. Zobrazen je aritmeticky priimeér hodnot + SEM , n(L-NAME) = 4, n(INDO) = 4, n(CTRL) = 6. StF'edni
tlak pred podanim fasudilu byl 122 + 4 mmHg ve skupiné CTRL, 151 +4 mm Hg ve skupiné L-NAME

a 132 + 4 mm Hg ve skupiné INDO. *: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05
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5.1.4 U&inek inhibice Rho-kindzy na zmény TK po blokadé vazodilataénich systémii

V ptedchozi kapitole byly popsany uc¢inky inhibice NOS ¢i COX na zmény vyvolané inhibici Rho-
kindzy. V navazujicich pokusech byl sledovan u¢inek inhibice Rho-kindzy na zmény TK vyvolané
inhibici NOS a COX. Odpoveéd TK na L-NAME byla inhibici Rho-kinazy snizena o 78 % a odpoveéd
na indomethacin o 73 %. Odpoveéd krevniho tlaku vyvoland kombinovanou inhibici NOS a COX

poklesla 0 60 % u zvifat, jejichz Rho-kinaza byla inhibovana fasudilem (protokoly ¢. 4, 5, 9 a 10, viz

Obrazek 8).

100
I Pred fasudilem

[ Po fasudilu
80 1
60 +
40 1
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A MAP [mmHg]

INDO LN + INDO
Obrazek 8 Zmény krevniho tlaku pozorované po inhibici NOS (LN) a/nebo COX (INDO) p¥i intaktni &i

inhibované Rho-kindze (pied fasudilem/po fasudilu). Experiment byl proveden p¥i soucasné inhibici SNS
a RAS. Zobrazen je aritmeticky priumér hodnot, n(LN) =5 + 5, n (INDO) =5 + 5, n(LN+INDO) = 10 + 10
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5.1.5 Ug&inek inhibice vazopresorickych systémi

U potkant s inhibici RAS nebyla pozorovana odlisna odpoveéd’ na fasudil oproti kontrolni skupiné

(protokol €. 6, viz Obrazek 9).
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Obrizek 9 Utinek inhibice RAS captoprilem na zmény krevniho tlaku a srdeéni frekvence vyvolané poddnim
fasudilu. Zobrazen je aritmeticky primér hodnot + SEM, n(CAPTQO)=4, n(CTRL)=6. Stiedni tlak pied poddinim
fasudilu byl 122 + 4 mm Hg ve skupiné CTRL a 106 + 9 mmHg ve skupiné CAPTO.

Dalsi pokusy mély za cil zjistit, zda mohou byt zmény ulohy Rho-kinazy vyvolané inhibici
jednotlivych vazodilata¢nich systémti ovlivnény soucasnou inhibici vazopresorickych systémil.
Z vysledk experimentu, kdy byl pfed L-NAME podan captopril vyplyva, ze inhibice RAS
neovliviiuje efekt L-NAME na zmény TK po fasudilu (protokol ¢&. 8, viz Obrazek 10).

Dale bylo zjisténo, ze inhibice SNS podanim pentolinia za soucasné inhibice NOS zvySuje
uéinek fasudilu na krevni tlak (protokol ¢. 7, viz Obrazek 10). Pentolinium za téchto podminek

vyrazn¢ oslabuje zmény srdeéni frekvence po podani fasudilu, coz piispiva k poklesu TK.
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Obrazek 10 Vliv blokdady SNS pomoci pentolinia a RAS pomoci captoprilu na zmény krevniho tlaku a srdecni
frekvence vyvolané fasudilem p¥i soucasné inhibované NOS. Zobrazen je aritmeticky priumér hodnot = SEM,
n(CAPTO + L-NAME) = 4, n (PENTO + L-NAME) = 5, n(L-NAME) = 4. Stiedni tlak pied poddnim fasudilu byl
151 + 4 mmHg ve skupiné L-NAME, 157 £ 3 mmHg ve skupine PENTO + L-NAME a 106 + 9 mmHg ve skupiné
CAPTO + L-NAME. *: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05

Kombinovana inhibice SNS + RAS m4 za danych podminek (inhibice NOS) signifikantné
odlisny ucinek na zmény TK po podani fasudilu nez ma samotna inhibice SNS (v davce fasudilu

1 mg/kg ve skupiné CAPTO + PENTO + L-NAME -20 + 5 oproti -40 = 6 mmHg ve skupin¢ PENTO
+ L-NAME, protokol €. 11, viz Obrazek 11).
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Obrazek 11 Vliv blokdtoru SNS pentolinia na zmény krevniho tlaku a srdeéni frekvence vyvolané fasudilem
za podminek inhibice NOS. Srovndni skupin s/bez soucasné inhibice RAS pomoci captoprilu. Zobrazen je
aritmeticky priumér hodnot + SEM, n(CAPTO + PENTO + L-NAME) = 5, n(PENTO + L-NAME) = 5. StFedni
tlak pred podanim fasudilu byl 152 + 1 mmHg ve skupine CAPTO + PENTO + L-NAME a 157 £ 3 mmHg ve
skupiné PENTO + L-NAME. *: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05
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U potkanut s inhibovanou COX zpisobila kombinovana inhibice SNS + RAS posileni efektu
fasudilu na krevni tlak (pfi 7 mg fasudilu/kg ve skupiné CAPTO + PENTO + INDO -55 + 5 oproti
— 31 + 3 mmHg ve skupiné¢ INDO, protokol ¢. 12, viz Obrazek 12). Ve skuping s inhibici SNS + RAS
byl pozorovan nizsi nariist srdecni frekvence po podani fasudilu (pii 11 mg fasudilu/kg ve skuping

CAPTO + PENTO + INDO +43 + 15 oproti +115 + 27 BPM ve skupiné¢ INDO).
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Obrazek 12 Vliv kombinované inhibice SNS a RAS na zmény krevniho tlaku a srdecni frekvence vyvolané
Sfasudilem u potkanii s inhibovanou COX. Zobrazen je aritmeticky primér hodnot = SEM, n(CAPTO + PENTO
+ INDO) = 8, n(INDO) = 4. Stiedni tlak pied poddanim fasudilu byl 118 + 6 mm Hg ve skupiné CAPTO +
PENTO + INDO a 132 + 4 mmHg ve skupine INDO. *: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05
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Kombinovana inhibice SNS + RAS zplsobila mensi posileni efektu fasudilu na krevni tlak
u potkant s inhibovanou COX nez u potkant s inhibovanou NOS (pfi 11 mg fasudilu/kg ve skupiné
CAPTO + PENTO + INDO -54 +4 oproti -85 £16 mmHg ve skupin¢ CAPTO + PENTO + L-NAME,
protokoly ¢. 11 a 12, viz Obrazek 13), ackoli se obé skupiny nelisily v odpovédi srde¢ni frekvence na
podani fasudilu. Také pii vyjadieni Vv procentech vychoziho tlaku byl mezi obéma skupinami

signifikantni rozdil v efektu fasudilu na krevni tlak (viz Obrazek 14).
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Obrazek 13 Viiv kombinované inhibice SNS, RAS, NOS nebo COX na zmény krevniho tlaku a srdecni
frekvence vyvolané fasudilem. Zobrazen je aritmeticky primér hodnot + SEM, n(CAPTO + PENTO +
INDQO) = 8, n(CAPTO + PENTO + L-NAME) = 5. Stiedni tlak pred podanim fasudilu byl 118 + 6 mm Hg ve
skupiné CAPTO+ PENTO + INDO a 152 + | mmHg ve skupiné CAPTO + PENTO +

L-NAME. *: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05
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Obrazek 14 Viiv kombinované inhibice SNS, RAS, NOS nebo COX na procentudlni zmény krevniho tlaku

vyvolané fasudilem. Zobrazen je aritmeticky priumér hodnot + SEM, n(CAPTO + PENTO +

L-NAME) =5, n (CAPTO + PENTO + INDQ) = 5. *: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05
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Pokud byly v obdobném pokusu inhibovany oba dva vazodilataéni systémy zaroven, odpoveéd’
krevniho tlaku a srdecni frekvence na podani fasudilu se signifikantné neodliSovala od situace, kdy
byla inhibovana pouze NOS (pfi 11 mg fasudilu/kg ve skupiné CAPTO + PENTO + L-NAME
-81 + 2 mmHg, ve skupiné¢ CAPTO + PENTO + INDO + L-NAME - 82 + 4 mmHg, protokol ¢.5, viz

Obrazek 15).
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Obrazek 15 Viiv kombinované inhibice SNS, RAS, NOS a/nebo COX na zmény krevniho tlaku vyvolané
fasudilem. Zobrazen je aritmeticky primér hodnot + SEM, n(CAPTO + PENTO + L-NAME) =5, n (CAPTO +

PENTO + INDO + L-NAME) =5. Stiedni tlak pied poddanim fasudilu byl 151 + 2 mm Hg ve skupiné CAPTO+
PENTO + INDO + L-NAME a 152 + [ mmHg ve skupine CAPTO + PENTO + L-NAME.
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5.2 Dlouhodoba inhibice humoralnich systémi a jeji vliv na zmény TK po
inhibici Rho-kinazy

5.2.1 Chronicka inhibice sympatického nervového systému ¢asnym podavanim guanethidinu
Dlouhodoba inhibice sympatického nervového systému zptsobila signifikantni snizeni bazéalniho
krevniho tlaku oproti kontrolni skupiné (102 + 4 oproti 122 + 3 mmHg, protokol ¢. 19).

Zmeéna krevniho tlaku pfi inhibici Rho-kin4dzy nebyla u sympatektomovanych potkanti odlisna

od kontrol (a to ani v procentualnim vyjadieni viz Obrazek 16).
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Obrazek 16 Viiv chronického poddvani inhibitoru wuvoliiovani katecholaminii guanethidinu na zmény
krevniho tlaku a srdecni frekvence vyvolané fasudilem. Zobrazen je aritmeticky priumeér hodnot = SEM,
n(GUA) = 6, n(CTRL) = 7. Stiedni tlak pred podanim fasudilu byl 122 + 3 mm Hg ve skupiné CTRL a 102 + 4

mmHg ve skupine GUA.

Uspé&snost sympatektomie byla ovéfena dodateénym kontrolnim experimentem. Odpovéd TK
na pentolinium se u sympatektomovanych potkanti zmensila 0 70 % (viz Obrazek 17). Dale byla
sledovana davkové zavisla odpovéd’ na tyramin. Pfi davkach 0,1 a 1 mg tyraminu/kg byla odpovéd’
sympatektomovanych potkand snizena o 60 %. Pfi davece 0,25 mg/kg byla odpoved
sympatektomovanych potkanti snizena o 70 % (viz Obrazek 18). Sympatektomie byla proto

vyhodnocena jako Gspésna s pocinajici mirnou regeneraci SNS.
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Obrazek 17 Vliiv chronického poddvani guanethidinu na zmény krevniho tlaku vyvolané podanim pentolinia

atyraminu. Zobrazen je aritmeticky priimér hodnot £ SEM, n(GUA) = 4, n(CTRL) =4
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Obrazek 18VIiv chronického poddvini guanethidinu na zmény krevniho tlaku vyvolané podanim riiznych

davek tyraminu. Zobrazen je aritmeticky primér hodnot £ SEM, n (GUA) = 4, n(CTRL) =4

31



5.2.2 Chronicka inhibice RAS

Dlouhodoba inhibice renin-angiotenzinového systému zpusobila snizeni krevniho tlaku oproti kontrole
(105 £+ 3 oproti 114 £ 2 mmHg, protokol ¢. 15). Doslo také ke snizeni odpovédi krevniho tlaku na
podani fasudilu (pii 11 mg fasudilu/kg ve skupiné CAPTO -20 + 2 oproti -32 = 2 mmHg Vv kontrolni
skuping, viz Obrazek 19). Toto sniZeni je patrné i Vv procentualnim vyjadieni (ve skupiné CAPTO

-19 + 2 oproti -28 + 2 % Vv kontrolni skuping).
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Obrdzek 19 Vliv chronického podavani inhibitoru RAS captoprilu na zmény krevniho tlaku a srdecni
frekvence vyvolané fasudilem. Zobrazen je aritmeticky primér hodnot + SEM, n(CAPTO) = 7, n(CTRL) = 8.
Stredni tlak pred podanim fasudilu byl 114 + 2 mm Hg ve skupiné CTRL a 105 + 3 mmHg ve skupiné CAPTO.

*: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05
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5.2.3 Chronicka inhibice NOS
Dlouhodobé podavani inhibitoru NO syntazy L-NAME vedlo K rozvoji zvySeného krevniho tlaku

(ve skupiné L-NAME 142 + 3 mmHg oproti 114 = 2 mmHg Vv kontrolni skuping, protokol ¢&. 16).
Doslo také k navySeni odpovédi na fasudil (pfi 11 mg fasudilu/kg ve skupiné L-NAME -55 + 5 oproti
-32 £ 2 mmHg V kontrolni skuping, viz Obrazek 20). Toto navySeni je signifikantni i pfi

procentualnim vyjadieni (ve skupiné L-NAME -38 + 3 oproti - 28 + 2 mmHg Vv kontrolni skupin¢).
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Obrdzek 20 Viiv chronického poddvani inhibitoru NOS L-NAME na zmény krevniho tlaku a srdecni
frekvence vyvolané fasudilem. Zobrazen je aritmeticky primér hodnot £ SEM, n(L-NAME) = 8, n(CTRL) = 8.
Strredni tlak pred podanim fasudilu byl 114 =2 mm Hg ve skupiné CTRL a 142 = 3 mmHg ve skupiné L-NAME.

*: signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05
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5.2.4  Vliv sniZeni hladiny ROS za podminek chronické inhibice NOS

Podanim mimetika superoxid dismutdzy tempolu zpisobuje u L-NAME hypertenznich
potkan vyrazny pokles tlaku (ve skupin¢ L-NAME + TEMPOL -19 + 3 oproti 6 £+ 2 mmHg
Vv kontrolni skuping, protokoly 17 al8). Po deseti minutach od podani tempolu bylo snizeni TK stale
vyrazné (-15 + 2 mmHg oproti 4 £ 1 mmHg v kontrolni skuping).

Nebyly pozorovany vyznamné rozdily v odpovédi krevniho tlaku na fasudil zplsobené

u L-NAME hypertenznich potkant podanim tempolu (protokoly 16 a 17, viz Obrazek 21).
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Obrizek 21 Utinek jednordzového poddni mimetika superoxid dismutdzy tempolu (50 mg/kg) na zmény
krevniho tlaku a srdeéni frekvence Vyvolané fasudilem ve skupiné s/bez chronické inhibice NOS pomoci
L-NAME. Zobrazen je aritmeticky priumér hodnot = SEM, n(L-NAME + TEMPOL) = 4, n(L-NAME) = 8.
Strredni tlak pred podanim fasudilu byl 134 + 8 mmHg ve skupiné L-NAME + TEMPOL a 142 + 3 mm Hg

ve skupiné L-NAME.
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6 Diskuze

Vépnikova senzitizace je jiz dlouhou dobu pfedmétem zajmu fyziologie. Inhibice vapnikové
senzitizace zprostfedkované Rho-kinazou se experimentalné pouziva k 1écbe arteriosklerozy,
cerebralniho vazospasmu ¢i Vv prevenci ischemisko-reperfuzniho poskozeni srdce
(Shimokawa and Takeshita, 2005). Potencialni vyuziti inhibitori Rho-kinazy v 1écbé
hypertenze je stale pfedmétem diskuze (Takeshima et al., 2012). Zejména ziistava nevyieSena
otazka ulohy Rho-kinazy v jednotlivych typech hypertenze, které se lisi piispévkem raznych
vazokonstrikénich a vazodilataénich mechanizmt k regulaci TK.

Cilem moji diplomové prace bylo ovéfit vyznam vapnikové senzitizace v regulaci TK
u normotenznich a hypertenznich potkani, zjistit jaky je vztah klicovych systémi regulace
krevniho tlaku k vapnikové senzitizaci.

Zkoumané vazokonstrikéni a vazodilatani mechanizmy byly vybrany s ohledem
na jejich akutni a chronicky vyznam pro regulaci krevniho tlaku. Sympaticky nervovy systém
je dulezity cinitel ve vyvoji cév a noradrenalin vylucovany ze sympatickych zakonceni
ptredstavuje nejvyznamnéjsi vazokonstrikéni systém pusobici na cévy (Mancia et al., 1999).
Renin-angiotenzinovy systém a jeho hlavni efektor endogenni angiotenzin II ma méné
vyrazné UCinky pii udrzovani TK normotenznich zvifat nez endogenni noradrenalin. Jeho
dlouhodobé ucinky jsou vsak velmi vyrazné. Oba vybrané vazokonstrikéni systémy aktivuji
v hladkosvalovych burikach cév vapnikovou senzitizaci (Jin et al., 2006; Uehata et al., 1997).

Z vazodilata¢nich systémill byla vybran oxid dusnaty a prostacyklin. Oxid dusnaty
produkovany eNOS je velmi vyznamny vazodilataéni faktor, spojeny s CGMP-signalni
drahou. Jeho role v rozvoji hypertenze je obecné piijimana (Huang et al., 1995) . Jako druhy
vazodilatacni systém byl vybran prostacyklin tvofeny COX jako metabolit kyseliny
arachidonové. Prostacyklin aktivuje cAMP-signalni drahu (Gluais et al., 2005). Existuji
nékteré doklady o inhibicnim U¢inku NO/cGMP signéalni drdhy na vapnikovou senzitizaci
zprostiedkovanou Rho-kinazou, ale neni znamo, zda také aktivace CAMP-signalni drahy
muze in Vivo zpisobovat stejny efekt na Rho-kinazu (Chitaley and Webb, 2002; Sauzeau et
al., 2000).

V moji diplomové praci jsem sledovala vliv jednotlivych vazodilatacnich
a vazokonstrik¢nich systémt na uc¢inky inhibice Rho-kinazy na krevni tlak a srde¢ni frekvenci
bdélych potkanli. Potkani byly rozdéleni do pokusnych skupin, z nichz v kazdé byly
inhibovany jiné vazodilata¢ni ¢i vazokonstrikéni mechanizmy. Inhibice probihala bud’ akutné

nebo chronicky (viz Tabulka 1).
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Predpokladem pro srovnani uc¢inku inhibice Rho-kindzy na krevni tlak v jednotlivych
skupinach bylo, Ze inhibitory vybranych hormonalnich systémii piisobi na krevni tlak
predev§im zménami periferniho odporu cévniho danymi zménami kontraktility VSMC,
a nikoli cestou zmén srdecni frekvence, které do jisté miry odrazeji zmény minutového
srdecniho vydeje. Vysledky pozorovani zmén TK a srdecni frekvence po akutni inhibici
vybranych vazoaktivnich systému tento ptredpoklad potvrzuji. Zmény minutového vydeje
srde¢niho puasobi vzdy proti zméndm krevniho tlaku (kompenzaéng€), a velikost odpovéedi

srde¢ni frekvence je imérna poklesu krevniho tlaku (viz Obrazek 3).

6.1 Vapnikova senzitizace zprostiedkovana Rho-kinazou je vyznamny regulac¢ni
mechanizmus TK u hypertenznich i normotenznich potkanii.
Prikopnickd prace Uehaty a kol. se zabyva Ucinky inhibice Rho-kindzy na TK potkand.
Popisuje vyrazny ucinek inhibice ROCK na TK hypertenznich potkant, ale pouze minimalni
u¢inky na TK normotenznich potkand (Uehata et al., 1997). Experimenty provedené v nasi
laboratofi vSak ukézaly, ze inhibice Rho-kindzy vede k vyznamnému snizeni TK jak
u hypertenznich, tak u normotenznich potkand (Behuliak et al., 2013). Moje prace potvrdila,
ze inhibice Rho-kindzy fasudilem zpiisobuje vyznamnou, davkové zavislou odpoved
krevniho tlaku na fasudil u normotenznich skupin, tak u hypertenznich potkanii (NO-
deficientni hypertenze). Véapnikova senzitizace zprostfedkovand Rho-kinazou je vyznamny
regula¢ni mechanizmus udrzovani krevniho tlaku jak u hypertenznich, tak u normotenznich

potkant.

6.2 Vzestup krevniho tlaku po akutni inhibici vazodilataénich systémi (NOS
a COX) je zavisly na vapnikové senzitizaci
Akutni inhibice vybranych vazodilata¢nich systémi (NOS a COX) zplisobuje vzestup

krevniho tlaku, ktery je omezen pfedchozim podanim inhibitoru Rho-kinazy. V ptipadé COX
inhibice je narGst TK snizen o 73 % , vpfipadé NOS inhibice o 78 %. Inhibice
vazodilatacnich systému tedy zvySuje vapnikovou senzitizaci zprostiedkovanou Rho-kindzou,
a to u obou vybranych systému zhruba stejnou mérou.

Kombinovana inhbice NOS a COX rovnéz zptsobuje nariist krevniho tlaku. Pfedchozi
podani inhibitoru Rho-kinazy vyvolalo snizeni odpoveédi TK na kombinovanou inhibici NOS
a COX 060 %.

SniZeni odpovédi TK na inhibici vazodilatacnich systému v disledku inhibice Rho-
kinazy muze byt dano specifickym G¢inkem téchto vazodilataénich drah na Rho-kindzovou

drahu ¢i sniZzenim cytozolické koncentrace vapniku.
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6.3 NO-cGMP signalni driha inhibuje u bdélych normotenznich potkani
vapnikovou senzitizaci

Inhibice Rho-kinazy za podminek inhibované NOS vedla ke snizeni TK, které bylo v piipadé
malych davek fasudilu vét$i nez u kontrolni skupiny. Toto zjisténi podporuje hypotézu
o inhibi¢nim vlivu NO/cGMP signalni drahy na vapnikovou senzitizaci, kterou formulovali
Sauzeau a kol. (2000). Popsali,ze NO inaktivuje RhoA skrze cGMP-dependentni
proteinkinazu. Chitaley a Webb (2002) nasledné¢ potvrdili, Ze tento mechanizmus miize mit
fyziologicky vyznam, kdyz ukazali, ze inhibice NOS vyznamn¢ snizuje vliv inhibitoru Rho-
kin4zy na kontrakci izolované cévy vyvolanou fenylefrinem.

Absolutni ¢i relativni nedostatek oxidu dusnatého byl popsan v fad¢ patologickych
stavi kardiovaskuldrniho systému a je spoleénym znakem modelll genetické i1 indukované
hypertenze. Snizend NO-zprostiedkovand inhibice Rho-kinazy se mutze podilet na rozvoji
nékterych typl hypertenze (Chen and Sanders, 1991; Ribeiro et al., 1992). Pti nedostatku NO
nedochdzi k dostatecné inhibici Rho-kindzy, coz muze vést ke zvySené kontraktilit¢ cév
a vysokému krevnimu tlaku.

Cilem experimentalni ¢asti této prace bylo mj. ovéfit, zda plati, Ze endogenni
vazodilatacni systémy atenuuji véapnikovou senzitizaci, zatimco presorické systémy
ji podporuji. V dalsich pokusech byl proto inhibitor NOS (L-NAME ) nahrazen inhibitorem
COX (indometacinem). V kontrastu k vysledku pokusu s inhibici NOS nebyl zjistén
vyznamny ucinek inhibice COX na zmény TK po inhibici Rho-kindzy. Vysledky nepodporuji
hypotézu, Ze metabolity COX ovliviluji vapnikovou senzitizaci zprostfedkovanou Rho-
kinazou.

Pro ovéfeni byly pokusy provadény také za souCasné inhibice vazopresorickych
systéml RAS a SNS. Kompenzaéni plisobeni téchto presorickych systémt miize v nékterych
ptipadech zastirat G€inky vazoaktivnich latek na krevni tlak. Pfi inhibici RAS a SNS byla také
pozorovana zvySend odpovéd na inhibici Rho-kindzy u NO-deficientnich potkand. Tato
odpovéd’ byla vyznamné vétsi nez v piipadé inhibice cyklooxygendzy COX (jak v abs.
hodnotach tak v % vychoziho krevniho tlaku). Inhibice NOS ma zfetelné¢ tlumivy Uc¢inek
na vapnikovou senzitizaci (viz Obrazek 22).

Ptestoze metabolity cyklooxygenazy i1 oxid dusnaty ptsobi jako vazodilatatory, jejich
ucinky na vapnikovou senzitizaci jsou odlisné. NO/cGMP signdlni draha plsobi ovlivnéni

vapnikové senzitizace, zatimco Vliv PGl,/cAMP signalni drahy nebyl prokazan.
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Obrazek 22 Dilatace vyvoland oxidem dusnatym. Oxid dusnaty stimuluje v hladkosvalovych bunikach cév
produkci ¢GMP skrze aktivaci solubilni guanyldtcyklazy. Produkce c¢GMP vede ke zvySeni aktivity
proteinkindzy G. To mad za ndsledek inaktivaci vapnikovych kandali L-NDCC. Proteinkindza G také zprostredkuje
inhibici vapnikové senzitizace, ¢imz snizuje kontraktilitu hladké svaloviny cév. Zaroven dochazi kvitli zménéné
propustnosti iontovych kandlii ke sniZeni cytosolické koncentrace vapnikovych iontit a potlaceni cinnosti kindzy
lehkého Fetézce myosinu.

Vysvétlivky: cGMP — cyklicky guanosinmonofosfit, L-NDCC — napétové — zavisly Ca** kandl, MLCK — kindza
lehkého retézce myosinu, NO — oxid dusnaty, MYOSIN-P —fosforylovany myosin, PKG — proteinkinaza G, sGC —
solubilni guanylatcyklaza, ROCK — Rho-kindza
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6.4 Dlouhodoba NO-deficience vyvolava hypertenzi charakterizovanou
zvySenym prispévkem vapnikové senzitizace k udrZzovani krevniho tlaku
Dlouhodoba inhibice NOS pomoci L-NAME zptsobila zvyseni tlaku oproti normotenznim
kontroldm. U potkant s inhibici NOS byla pozorovana zvySena odpovéd krevniho tlaku
na inhibici Rho-kindzy, coz naznacuje dlouhodobé posileni vapnikové senzitizace u tohoto
modelu hypertenze. Vysledek pokusu je v souladu s hypotézou o inhibi¢nim pusobeni oxidu

dusnatého na Rho-kindzovou drahu.

Pozorované zvyseni vapnikové senzitizace pii dlouhodobé inhibici NOS muze byt
déno bud’ pfimo nedostatkem inhibicn¢ plsobiciho NO nebo zprostiedkované, napf.
v dasledku upregulace renin-angiotenzinového systému, kterd je pro tento experimentalni
model charakteristicka (Kataoka et al., 2002). Kataoka a kol. pozorovali, ze efektu inhibitoru
Rho-kindzy na rozvoj hypertenze bylo mozné zabranit chronickym blokovanim ATI
receptord.

Hypotézu o inhibi¢nim ptsobeni NO na Rho-kindzovou drahu lze posuzovat na zakladé
vysledki akutnich experimentl (viz vyse). Akutni inhibice NOS zptisobila u normotenznich
potkant zvySeni odpovedi na malé davky inhibitoru Rho-kindzy. Dostupnost oxidu dusnatého
ovlivituje vapnikovou senzitizaci ve VSMC a krevni tlak. Dlouhodoba inhibice NOS mé vSak
mnohem vyraznéjsi u¢inek na vapnikovou senzitizaci nez akutni inhibice (i v % TK). Zda se
byt pravdépodobné, ze zvyseny piispévek Rho-kindzy k udrzovani TK u NO-deficientnich
potkant neni pouze disledkem nedostatecného inhibi¢niho ptisobeni NO na Rho-kindzu.

Neékteré studie naznacuji, Ze zvySena odpovéd’ na inhibici Rho-kinazy (pfi soucasné
inhibici NOS) mize byt zcasti vysvétlena piitomnosti kyslikovych radikalta. Kyslikové
radikaly ptisobi na Rho-kindzovou drahu aktiva¢né. Oxid dusnaty reaguje s kyslikovymi
radikaly a tim snizuje jejich dostupnost (Tschudi et al., 1996; Vaziri et al., 2000). Za ucelem
testovani této hypotézy bylo NOS-deficientnim potkanliim podano mimetikum superoxid
dismutazy tempol. Oproti kontrolni skupiné normotenznich potkanii zptsobil tempol vyrazny
akutni pokles krevniho tlaku, ktery pfetrval minimalné po dobu deseti minut. Tento pokles
nebyl u kontrolni skupiny pfitomen. To naznaCuje, Ze ROS se podileji
na udrZzovani krevniho tlaku u NO-deficientnich potkanti vyrazn&ji nez je tomu
u normotenznich kontrol. Dale byla studovana odpovéd na fasudil ve skupiné¢ NO-
deficientnich potkanii po podani tempolu. V odpovédi krevniho tlaku na fasudilu nebyly
zjistény signifikantni rozdily oproti NO-deficientnim potkaniim bez tempolu. Experiment

nepotvrdil akutni regula¢ni Gc¢inek ROS na Rho-kinazu u NO-deficientnich potkand.
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Vysledky naznacuji, ze akutni plisobeni ROS na ROCK neni pfi¢inou zvySené odpovédi

na jeji inhibici.

6.5 RAS a SNS se lisi svym prispévkem k udrzovani vapnikové senzitizace
Krom¢ ucinku inhibice vazodilata¢nich systémt byl studovan také Gi€inek inhibice vybranych
vazopresorickych systémt na vapnikovou senzitizaci. Akutni inhibice RAS nevyvolala
zadnou zménu odpovédi na fasudil. Naproti tomu akutni inhibice sympatického nervového
systému zptisobila vyrazné zvySeni odpovédi krevniho tlaku na inhibici Rho-kinazy.
Vzhledem k vazopresorickému pisobeni sympatického nervového systému bylo o¢ekavano
snizeni odpovédi TK na fasudil. Studie fosforylace MLCP, polymerace aktinu a vztahu téchto
veli¢in k vapnikové senzitizaci potvrdila, ze plasobeni SNS na ay-adrenergni receptory
podporuje vapnikovou senzitizaci zprostiedkovanou Rho-kinazou (Tsai and Jiang, 2006).
Moznym vysvétlenim pokust je ptisobeni SNS na srdecni frekvenci, a tim i minutovy vydej
srdecni, ale 1 na periferni odpor cévniho feciste (viz Obrazek 10).

Dlouhodoba sympatektomie pomoci guanethidinu podavaného v mladi zpisobila
snizeni klidového TK dospélych potkant oproti normotenznim kontroldm. Nezptisobila vSak
zménu odpovédi TK a HR na podani inhibitoru Rho-kindzy. Vysledky naznacuji, ze
u sympatektomovanych potkani nedochdzi ke zménam ve vapnikové senzitizaci. Naméiena
data ukazuji, ze ackoli se sympaticky nervovy systém vyznamné podili na akutni regulaci
vapnikové senzitizace (skrze sekreci NA), jeji dlouhodobou regulaci neovliviiuje. Tento zaver
je vsouladu s dalsimi experimenty provedenymi v nasi laboratofi na skupin¢ dospélych
potkantl, jimZ byl podavan guanethidin po dobu 14 dnii. Ani u této skupiny nedoslo ke zméné
odpovédi na fasudil. Odpovéd krevniho tlaku na inhibici Rho-kindzy se
u sympatektomovanych potkant neliSila od odpovédi kontrol ani za podminek soucasné
blokady SNS, NOS a RAS (Brunova et al., 2015).

V pribéhu Zivota potkana dochdzi pod vlivem SNS k vyznamnym fenotypovym
zméndm VSMC. Na cest¢ k dospélému kontraktilnimu fenotypu VSMC pravdépodobné
dochazi k vyvojovému sniZzeni vyznamu vapnikové senzitizace pii udrzovani krevniho tlaku
(Puzdrova et al., 2014). Podle nékterych autorti dochazi k piepnuti z tonického k fazickému
fenotypu (Puzdrova et al., 2014; Reho et al.,, 2014). Naméfena data vSak nepodporuji
domnénku, ze tyto fenotypové zmény se projevuji v prispévku Rho-kinazové drahy
k udrzovani TK.

Dale byla zkoumana uloha renin-angiotenzinového systému v dlouhodobé regulaci

vapnikové senzitizace. Dlouhodobd inhibice RAS pomoci captoprilu zptsobila snizeni
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klidového TK oproti kontroldam. U skupiny s dlouhodobou inhibici RAS také doslo
k vyraznému snizeni odpovédi TK na podani fasudilu. Inhibice RAS snizuje vapnikovou
senzitizaci. Vysledky jsou v souladu se studii Jin a kol. (2006), kteti upozornili na vyznam
Rho-kinazy v hypertenzi vyvolané dlouhodobym podavanim angiotenzinu II. Jin a kol.
prokazali, Ze izolovand aorta potkanli s hypertenzi vyvolanou angiotenzinem II oproti
kontrole silngji reaguje na inhibici Rho-kindzy. Rovnéz byla zjisténa zvysena exprese Rho-
kinazy v aorté (Jin et al., 2006). Deregulace renin-angiotenzinového systému muze vést
ke zvySeni vazokonstrikce zavislé na vapnikové senzitizaci a tim ke zvySenému krevnimu
tlaku. Renin-angiotenzinovy systém ma vyznamnou tlohu v regulaci vapnikové senzitizace
u normotenznich i hypertenznich potkanii. Jeho plsobeni na véapnikovou senzitizaci

predstavuje protivahu ptisobeni NO (viz Obrazek 23).

NO Angll

) Mira Ca2+ I(_

senzitizace

zvysend pii inhibici NO syntdzy

stabiln{ SR
nebo podavani Angll

Normalni krevni Hypertenze
tlak :

Obrazek 23 Dlouhodobé piisobeni NO a Angll na vipnikovou senzitizaci a krevni tlak. Nase pokusy ukazaly,
Ze chronicka inhibice NO syntdzy (pomoci L-NAME) vede K rozvoji hypertenze charakterizované zvysenou
vapnikovou senzitizaci. Dlouhodobé inhibicni puisobeni NO na vapnikovou senzitizaci je zrejmé dilezité
v udrzovani normalniho krevniho tlaku. Ddle se nam podarilo ukdzat, Ze regulace vapnikové senzitizace
se ucastni také angiotenzin II, ktery svym piisobenim dlouhodobé podporuje vapnikovou senzitizaci
u normotenznich potkanii. Lze se tedy domnivat, Ze také piisobeni Angll na vapnikovou senzitizaci je diileZité

V udrzovani normalniho krevniho tlaku. V literature byla popsana zvySena vapnmikova senzitizace u potkanii
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S hypertenzi zavislou na podavani angiotenzinu Il (Jin et al., 2006). V udrzovdani angiotenzin-dependentni
hypertenze ma ziejmé stejné jako v udrzovani L-NAME hypertenze vyznam zvySend vdpnikovd senzitizace
V bunikdach hladké svaloviny cév.

Vysvétlivky: Angll — angiotenzin Il, NO — oxid dusnaty

SNS a RAS pfredstavuji dva velice vyznamné vazopresorické systémy, podilejici se
na vzniku a udrzovani hypertenze. LiSi se vSak svym vztahem k vapnikové senzitizaci.
Poznani vztahu téchto dvou vazokonstrikénich systémt k vapnikové senzitizaci ve VSMC
je dulezité pro porozuméni jejich ulohy pii vzniku hypertenze. Charakteristické zmény
vapnikové senzitizace ve VSMC jsou pozorovany u experimentdlnich modelt hypertenze,
jako je L-NAME hypertenze, angiotenzin Il-dependentni hypertenze nebo hypertenze
vyvoland zvySenym piijmem soli (Dahlovi potkani citlivi na stl). Moje vysledky naznacuji,
ze vapnikova senzitizace ve VSMC je dlouhodobé vice ovlivnéna plsobenim RAS

nez pusobenim SNS.
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7 Zavér

Dulezitym ¢initelem pii vzniku hypertenze jsou hormonalni zmény, které vedou
ke zménam kontraktilnich vlastnosti cévni svaloviny. Schopnost hladké svaloviny cév
udrzovat normalni napéti a reagovat na kontraktilni podnéty je zéavisld na bunéném
hospodateni s vapnikem. Svalové bunky reguluji nejen hladinu vapniku v cytosolu, ale také
citlivost kontraktilniho aparatu k tomuto iontu skrze mechanizmus vapnikové senzitizace.
Zménénad vapnikova senzitizace zprostiredkovand Rho-kinazou byla zjisténa u genetickych
i indukovanych forem experimentdlni hypertenze. Objasnéni mechanismi, které vedou
ke zménam vapnikové senzitizace ve svaloviné cév je dilezité pro pochopeni pfic¢in
vedoucich k rozvoji hypertenze - jednoho z nejc¢astéjSich onemocnéni.

Vysledky experimentalni ¢asti této diplomové prace ukazuji, Ze vapnikova senzitizace
zprosttedkovana Rho-kinazou je velkou mérou zodpovédnd za udrzovani krevniho tlaku,
a to jak u normotenznich, tak u hypertenznich potkanti. Velikost odpovédi krevniho tlaku
na inhibici Rho-kinazy je zavisla na pfitomnosti vazoaktivnich signalnich latek jako jsou
noradrenalin, angiotenzin II, oxid dusnaty a produkty cyklooxygenazy (prostacyklin).

Vysledky pokust s akutni inhibici vazodilatacnich systémt potvrzuji soucasnou
ptredstavu, ze NO piisobi inhibici vapnikové senzitizace cestou PKG. Na rozdil od vyrazného
Gi¢inku inhibice NOS na vépnikovou senzitizaci neméla inhibice COX vyznamny efekt. Uloha
metaboliti COX v regulaci vapnikové senzitizace se zda byt méné vyznamna nez uloha NO.
Chronicka inhibice NOS vedla k hypertenzi charakterizované vyssi odpovédi krevniho tlaku
na inhibici Rho-kinazy, nez jaka byla pozorovana u kontrol. Tato skuteCnost muze byt
vysvétlena nepfitomnosti inhibiénitho vlivu NO na Rho-kindzu ¢i1 upregulaci renin-
angiotenzinového systému, kterd je pro tento model charakteristicka.

Kli¢em k porozuméni tlohy vazokonstrikénich systémti SNS a RAS v regulaci vapnikové
senzitizace se ukdzaly byt pokusy s chronickou gangliovou blokadou a podavanim inhibitoru
ACE captoprilu. Zatimco gangliova blokdda nezpusobila Zadnou zménu odpovédi krevniho
tlaku na inhibitor Rho-kinazy, inhibice ACE méla vyrazny efekt. V dlouhodobé regulaci
vapnikové senzitizace zaujima vyznamnéjSi misto spiSe plsobeni renin-angiotenzinového
systému nez sympatického nervového systému.

Je zapottebi dalSich pokust, aby bylo objasnéno, jaké molekularni mechanizmy jsou
zodpovédné za dlouhodobé zmény vapnikové senzitizace vyvolané pusobenim danych

humoralnich systémt.
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