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Abstrakt

Epoxyeikosatrienové kyseliny (EETs), metabolity kyseliny arachidonové, ovliviuji
vaskularni tonus i renalni tubulérni transport sodiku a vody, a tak se mohou tcastnit kontroly
krevniho tlaku. Inhibice enzymu solubilni epoxid hydrolazy (sEH), ktera snizuje degradaci
EETs na biologicky neaktivni dihydroxyeikosatrienové kyseliny (DHETS), vede

k vyznamnému zmirnéni maligni hypertenze u transgennich potkanti. Hypertenze u Cyplal-
Ren-2 transgennich potkanil byla navozena podanim diety s obsahem indol-3-karbinolu (I13C,
0,3 %). V samostatnych pokusech byl sledovan vliv podavani inhibitoru sEH ¢c-AUCB,
inhibitoru NO synthazy L-NAME a inhibice renin-angiotensin-aldosteronového systému.
Lécba inhibitorem sEH zmirnila rozvoj hypertenze, zlepSila renalni funkce, zejména schopnost
autoregulace, a zvysila pomér EETs/DHETs v ledviné u Cyplal-Ren-2 potkanti. SniZeni
krevniho tlaku vedlo ke zmirnéni srde¢ni hypertrofie a intersticialniho poskozeni tkané ledvin.
Zlepseni renalnich mechanismu je pravdépodobné zodpovédné za antihypertenzni efekt
inhibitoru sEH. Antihypertenzni u¢inky inhibitoru sEH jsou u ANG II-dependentni formy
maligni hypertenze zavislé na interakci endogenni biologické dostupnosti EETs a oxidu
dusnatého (NO). Snizeni krevniho tlaku a renoprotektivni u€inky 1€¢by inhibitorem sEH jsou
zcela zruSeny po zablokovani tvorby NO. Pozorované antihypertenzni a renoprotektivni
ucinky této farrmakologické cesty by mohly byt pfislibem vyvoje dalSich antihypertenznich
1eka.

Klicova slova
Arachidonova kyselina, cévni tonus, epoxyeikosatrienové kyseliny, maligni hypertenze, oxid

dusnaty, renalni tubularni transport sodiku a vody, solubilni epoxid hydrolaza.



Abstract

Epoxyeicosatrienoic acids (EETs), metabolites of arachidonic acid, influence vascular tone
and renal tubular sodium and water transport and thus have been implicated in the control of
blood pressure. Inhibition of the enzyme soluble epoxide hydrolase (sEH), which reduces
EETs degradation to biologically inactive dihydroxyeicosatrienoic acids (DHETS), leads to a
substantial attenuation of malignant hypertension in transgenic rats. Hypertension in Cyplal-
Ren-2 transgenic rats was induced through a dietary administration of indole-3-carbinol (I3C,
0,3 %). Sepparate experiments studied the effect of sEH inhibitor c-AUCB, NO synthase
inhibitor L-NAME and inhibition of renin-angiotensin-aldosteron system. Treatment with
sEH inhibitor attenuated the development of hypertension, improved renal function, mainly
autoregulation, and increased the renal EETs/DHETS ratio in Cyplal-Ren-2 rats. Lowering of
blood pressure leads to the reduction of heart hypertrophy and kidney interstitial injury. The
improvement of renal mechanisms is likely responsible for the antihypertensive effect of sEH
inhibitor. Antihypertensive actions of sEH inhibition in this ANG II-dependent form of
malignant hypertension are dependent on the interactions of endogenous bioavailability of
EETs and nitric oxide (NO). Blood pressure lowering and renoprotective actions of the
treatment with sEH inhibitor are completely abolished after blockade of NO production. The
observed antihypertensive and renoprotective effects of this novel pharmacological approach

provide a potentially new direction in the antihypertensive therapy.

Keywords
Arachidonic acid, epoxyeicosatrienoic acids, malignant hypertension, nitric oxide, renal

tubular sodium and water transport, soluble epoxide hydrolase, vascular tone.
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1. TEORETICKY ZAKLAD
1.1 Mnohostranny systém regulace arterialniho krevniho tlaku

1.1.1  Uvod
Ptedpokladem uc¢inné tkanové perfuze jsou stalé nebo alespon pfiblizné stalé hodnoty
systémového arteridlniho krevniho tlaku. Pouze takto se vytvaii tlakovy spad a rezerva nutna
pro nezavislé rozdélovani krve podle potieb jednotlivych organti. Stalost krevniho tlaku je
proto zajiStovana mnohocetnymi regula¢nimi mechanimy.
Hodnota arterialniho tlaku je dana sou¢inem srde¢niho vydeje a periferniho odporu cév.
Srdecni vydej je zavisly na plnéni srdce za diastoly, které je uréeno mirou naplnéni cirkulacni
soustavy. Hodnotu periferniho cévniho odporu urcuji hodnoty metabolickych potieb tkani.
Tkéné mohou ménit prisvit cév a ptisun krve dle svych pozadavki na ptivod Zivin a odvod

metaboliti (Vesely, 2002).

Ischemicka odpovéd’ CNS

Ledvinovy systém

Maximalni
icinnost

zpétné vazby Baroreceptory
pi‘i optimalnim 28
tlaku 6

Chemoreceptory 1 o
Felaxace cevm steny

Kapilarni presud
telautin

T Tesd T T Teesessl T T lese]

| L
1
15301 10 20 30 1 5 1015 1 5 10 15
sekundy minuty hodiny dny
Doba od nahlé zmény tlaku

Obrazek ¢. 1: Regulace krevniho tlaku dle rychlosti nastupu uc¢inku a doby trvani (modifikovano podle

Guytona).
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Podle rychlosti nastupu ucinku a doby trvani se déli mechanismy regulace arterialniho
krevniho tlaku do tfi skupin (obr. €. 1):

o Kratkodobé mechanismy regulace krevniho tlaku

e Strednédobé mechanismy regulace krevniho tlaku

e Dlouhodobé mechanismy regulace krevniho tlaku

1.1.1.1 Kratkodobé mechanismy regulace krevniho tlaku
Hlavni roli akutniho mechanismu regulace arteridlniho tlaku hraje nervovy systém. Jeho
nekolika sekund. Receptory jsou v cévnim fecisti v oblastech vysokého i1 nizkého tlaku. Ve
vysokotlaké oblasti jde pfedevsim o baroreceptorovy reflex, chemoreceptorovy reflex a o tzv.
ischemickou odpovéd’ centralniho nervového systému. Arterialni baroreceptory jsou
stimulovany v tlakovém rozmezi 80-180 mm Hg, arteridlni chemoreceptory mezi 40-80 mm
Hg a ischemické receptory se stavaji intenzivné aktivni pod hranici arteridlniho tlaku 30 mm
Hg (Guyton et al. 1969). Efektorem je v tomto piipadé zvySeni aktivity sympatiku.
Reflexni odpovéd’, véetné reflexu Bainbridgeova, lze vyvolat i z receptorti nizkého tlaku
v srdecnich sinich a pulmonalnich arteriich. Pti Bainbridgeove¢ reflexu dochazi po dilataci
srde¢nich sini k tachykardii zvySenim aktivity srde¢niho sympatiku a snizenim aktivity
eferentnich srde¢nich vlaken nervu vagu (Guyton et al. 2011).
Tato kratkodoba kontrola ma rychly nastup, ale omezenou ¢asovou uinnost. Baroreceptory
se na novou hodnotu krevniho tlaku adaptuji v priib&hu asi tii dnli a dale funguji stejné, pouze
na jiné hodnoté krevniho tlaku.
V kratkodobé regulaci se uplatiiuji i humoralni mechanismy. Jde predev§im o adrenalin a
noradrenalin, které prodluzuji a potencuji t€inek vyvolany z ptimého nervového zasobeni
cév. Jejich vyplaveni vede také k vazokonstrikci a zvySeni frekvence a sily srdecni

kontraktility.

1.1.1.2 Stiednédobé mechanismy regulace krevniho tlaku
Stiednédobé mechanismy regulace krevniho tlaku piisobi v rdmci desitek minut az né¢kolika
hodin. Patii sem relaxace cévni stény pfi zvySeni krevniho tlaku a pfesun tekutin mezi intra- a
extravazalnim prostorem v kapilarnim tseku cirkulace (Guyton et al. 1969). Déle sem
muZeme zatadit humoralni plsobeni, a to vazokonstrikéni t€inek systému renin — angiotenzin

(RAS), viz kapitola 1.2.1.
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1.1.1.3 Dlouhodobé mechanismy regulace krevniho tlaku
Dlouhodobé mechanismy regulace krevniho tlaku jsou schopny rozvinout své t€inky v plné
intenzité po n¢kolika hodinach a ptetrvavaji dny. Jedna se o pfimé spojeni mezi arteridlnim
tlakem a vyrovnanou bilanci iontl a tekutin. Jedine¢nost dlouhodobych mechanismt spociva
v prizpisobeni objemu tekutin v cirkulaci kapacité krevniho fecisté. Tim se vyznamné
odlisuji od kratkodobych a stfednédobych mechanismi, které pracuji se zménami kapacity
recisté. Objem tekutin v téle a napln cirkulace kolisaji se zménami piijmu a vydeje tekutin.
Nadbytek nebo deficit objemu extracelularni tekutiny ma obvykle za néasledek zvyseni nebo
sniZzeni objemu krve. To vede k rozpoznani receptory v kardiovaskuldrnim systému. Signaly
jsou dale preneseny do ledvin, kde dochazi ke zméné exkrece sodiku a vody, a tim k néprave
vzniklé nerovnovahy (Navar, 2005).
Ledviny jsou navic schopny detekovat v oblasti juxtaglomerularniho aparatu zmény
perfuzniho tlaku aferentni arterioly. Tato schopnost vnitini renalni autoregulace je plné
nezéavisla na vnéjsich nervovych ¢i humorélnich vlivech (Carlstrom et al. 2015).
Vykonnym organem dlouhodobé pisobicich mechanismil jsou ledviny, které jsou zodpovédné
za vyrovnanou bilanci tekutin (Navar, 2005). Pokud neni funkce ledvin porusena, je
kompenzacni schopnost dlouhodobych mechanismti témét neomezend. Zdravé ledviny vraci

krevni tlak do normalnich mezi, dokud nedosahnou jeho tplné napravy (Vesely, 2002).

Ledviny udrzuji hodnoty krevniho tlaku témito zplsoby:
e Autoregulaci pratoku krve

e Tlakove-natriuretickym mechanismem

1.1.1.3.1 Autoregulace v ledvinach
Cilem renalni autoregulace je udrZeni stabilni glomerularni filtrace (GFR) a pritoku krve
ledvinou (PKL), coz funguje jako ochrana glomerularnich kapilar pfed nadmérnymi vykyvy
arterialniho tlaku. Regulaci PKL zajiSt'uji aferentni a eferentni arterioly, jeZ koordinovanymi
zménami prusvitu dokonale reguluji krevni zasobeni ledvin. Renélni autoregulace je
zprostfedkovana myogenni odpovédi a tubuloglomerulérni zpétnou vazbou.
Myogenni odpovéd’ je vlastni cévnimu fecisti vice organd, jako jsou napf. jatra, mozek,
myokard a kosterni svaly. V ledvinach je pozorovana hlavné v aferentnich arteriolach.
Ve srovnani s nimi eferentni arterioly disponuji pouze polovicni odpovédi (Zhao et al. 2016).

Myogenni odpovéd’ je zpiisobena kontraktilni reakei bun€k hladkého svalu cév na napéti
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cévni stény. Pii zvyseni intravaskularniho tlaku dochézi ke konstrikci aferentni arterioly a
naslednému zvyseni vaskularni rezistence. Tim se zabrani nadmérnému roztazeni cév a
vyraznému vzestupu PKL (Just, 2007; Layton, 2015). Diky této autoregulaci je zachovan
relativné staly prutok krve tkanémi.

Dal$im klicovym autoregulacnim mechanismem je tubuloglomeruldrni zpétna vazba (TGF).
TGF je regula¢ni mechanismus specificky pro ledviny. Za vykon tubuloglomerularni zpétné
vazby je odpoveédny tzv. juxtaglomerularni aparat. Juxtaglomerularni aparat predstavuje
vyznamnou strukturdlni soucast renin-angiotenzinového systému (Peti-Peterdi, 2010).
Nachazi se v ktife ledvin v misté, kde se konec vzestupného raménka Henleovy kli¢ky dotyka
glomerulu, z n€hoz pochazi, a stény aferentni arterioly. V tomto mist¢ je tubularni epitel
modifikovany a vytvati macula densa. Sténa aferentni arterioly obsahuje juxtaglomerularni
bunky, které secernuji renin. Juxtaglomerularni buiiky, macula densa a extraglomerularni
mesangialni buiiky tvoii juxtaglomeruldrni aparat (Heller, 1995). Pti zvySeni arterialniho
tlaku a nasledném zvyseni glomerularni filtrace dochézi k vétsimu pfilivu tubularni tekutiny a
dodavky NaCl do oblasti macula densa. Zde dochazi k aktivaci NaK2Cl kotransportéru a
transportu Na a Cl do buné€k. Nésledné zmény vedou k uvolnéni specifickych mediatort a
modulatort buitkkami macula densa, které ovliviiji prostiednictvim kalciovych iontd tonus
aferentni arterioly. Mezi vazoaktivni ptisobky, jeZ zptisobuji vazokontrikci a zvysuji tonus
arterioly, patii adenozin, ATP, tromboxan A», prostaglandin H> a superoxidovy aniont.
Naopak mezi vazoaktivni plisobky, jeZ zplsobuji vazodilataci, patii NO, oxid uhelnaty,

epoxyeikosatrienové kyseliny a prostaglandin E> (Carlstrom et al. 2015).

1.1.1.3.2 Tlakové-natriureticky mechanismus
Renalni tlakové-natriureticky systém je dominantnim mechanismem v dlouhodobé regulaci
arterialniho tlaku a objemu télesnych tekutin. Tlakova natriuréza a tlakova diuréza je
schopnost ledvin ménit vydej soli a vody v zavislosti na zméné renalniho arterialniho tlaku.
Takovéto zmény v exkreci sodiku a vody pokracuji tak dlouho, dokud nedojde k rovnovaze
télesnych tekutin a ndvratu arteridlniho tlaku k normalnim hodnotam. Proto je mozné
povazovat systém rendlni tlakové diurézy/natriurézy za nekonecny (O'Connor et al. 2010).
Mechanismus tlakové diurézy/natriurézy plné€ funguje pouze u zdravych ledvin, které jsou
schopny vyloucit potfebné mnozstvi sodiku a vody. V opacném piipad¢ dochazi k rozvoji
hypertenze. Pfi sttednim arteridlnim tlaku 50 mm Hg je vydej moce u lidi nulovy, pfi tlaku
100 mm Hg je normalni a pii tlaku 200 mm Hg se vydej mo&e zvysi 6 - 8x. U¢inek krevniho

tlaku na diurézu zobrazuje tzv. renalni funkéni kiivka, viz. obr. €. 2.
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Misto, kde se rendlni funk¢ni kiivka kiizi s kiivkou pfijmu vody a soli, se nazyva ekvilibra¢ni
bod. I pti zvySeni krevniho tlaku o 1 mm Hg pfevlada vydej soli a vody nad jejich piijmem,
dokud se arterialni tlak nevrati zpét do ekvilibra¢niho bodu. Existuji pouze dvé cesty, kdy se
pii zméné tlaku miize zménit hodnota ekvilibra¢niho bodu, a to posunem kiivky nebo zménou

ptijmu soli a vody (Guyton et al. 2011).
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Obrazek €. 2: U¢inek krevniho tlaku na vydej moce, diurézu, zobrazuje tzv. renalni funkéni kiivka

(modifikovano podle Guytona).

Pii tlakové natriuréze nedochazi ke zvySeni glomerularni filtrace, ale k pfimé inhibici
reabsorbce sodiku ptisobenim modulator pochazejicich z dfené ledvin. Pritok krve dieni
(PKD) skrze sit’ cév vasa recta je slab€ autoregulovan, roste pti zvySeni renalniho arteridlniho
tlaku a naopak klesa pfi snizeni rendlniho arteridlniho tlaku (Ivy et al. 2014). Pti zvySeni
pritoku se zvysi rendlni intersticialni hydrostaticky tlak, ktery je pfenesen na celou ledvinu.
Inhibice reabsorbce Na™ je zplisobena jednak vlivem zmén Starlingovych sil skrze epitelium a
také disledkem inhibice Na"™-H" vyméniku v proximalnim tubulu. Mezi modulétory ptisobici
parakrinné ¢i autokrinné, jez reguluji PKD patii ATP, 20-HETE, endotelin-1, oxid dusnaty,
superoxid a peroxid vodiku. Pti zvySeni prutoku krve vasa recta dochazi k uvolnéni NO, jez
zvysi tlakovou natriurézu utlumenim myogeni odpovédi (snizenim vaskularni rezistence) a
inhibici Na*-K*-Cl -kotransportéru (sniZeni reabsorbce Na* v Henleové kli¢ce). Uvolnéni NO

je zprostiedkovano mechanickymi stimuly, jako jsou natazeni cévni stény, tlak, smykové tfeni
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a koncentrace iontll. Pfi zvySeném intraluminalnim toku ve vzestupné ¢asti Henleovy kli¢ky
dochazi také k silné stimulaci produkce NO a peroxidu vodiku se superoxidem. Akutni a
chronické studie ukazuji, ze syntéza peroxidu vodiku a superoxidu ve diefiové Casti ledviny
muze vyznamné ovlivnit PKD a reabsorbci sodiku, pficemz jejich zvyseni vede k rozvoji
hypertenze a posunu kiivky doprava. Naopak zvySeni oxidu dusnatého ma opacny,
natriureticky efekt a posunuje renalni funkéni kiivku doleva. Pro dosazeni normalni tlakoveé-
natriuretické rovnovahy je dilezité vyvazeni mezi produkci oxidu dusnatého a superoxidu

s peroxidem vodiku (Cowley et al. 2015; O'Connor et al. 2010).

1.1.2 Ledviny a hypertenze
Ledviny zabezpecuji vyrovnanou bilanci tekutin a iontl. Poruseni této kiehké rovnovahy
zpusobi posun nebo zménu sklonu rendlni funkéni kiivky doprava. Stavajici tlak potom
nemiize zajistit dostate¢nou tlakovou diurézu, coz vede k akumulaci tekutin, expanzi
extracelularniho prostoru a dochazi k hypertenzi. Zvysenim arteridlniho tlaku dochazi
k obnoveni vyrovnané bilance sodiku a vody. Pokud vSak jsou ledviny trvale poskozeny,
nejde jen o prechodné zvyseni arteridlniho tlaku, ale dojde k jeho ustaleni na novou hodnotu,
ktera je schopna udrZet vyrovnanou bilanci (Vesely, 2002).

Z patofyziologického hlediska se hypertenze rozdéluje na:

e hypertenzi objemového typu — dochazi k nadmérné produkci faktora, které stimuluji

ledviny k retenci sodiku (napi. hyperaldosteronismus).
e hypertenzi vazokonstrikéniho typu — silny vazokonstrikéni i€¢inek ANG II nebo jinych

mediatorl zpiisobi zmenseni kapacity cévniho fecisté a zvySeni periferniho cévniho

odporu (PCR).
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1.1.21 Renin-angiotenzinovy systém
Renin-angiotenzinovy systém (RAS) hraje zivotn¢ dulezitou roli ve fyziologickych procesech
kardiovaskularniho systému. Nejedna se jen o endokrinni systém, ale jeho ptisobeni v mnoha
tkdnich a orgénech je autokrinni, parakrinni a intrakrinni (Ferrdo et al. 2014).
Substratem RAS je angiotenzinogen, glykoprotein uvoliiovany z jater do cirkulace. Ten je
dale Stépen reninem na dekapeptid angiotenzin I (ANG I) (Paul et al. 2006). Renin je
uvoliiovan z juxtaglomeruladrnich bunék jako odpovéd’ na tii stimuly: 1. snizeni arteridlniho
tlaku, coz je detekovano baroreceptory, 2. snizeni dodavky sodiku do macula densa, 3.
zvysSeni sympatické nervové aktivity (Ferrdo et al. 2014). Angiotenzin I je dale Stépen
angiotenzin konvertujicim enzymem (ACE) na angiotenzin I (ANG II). ACE je membranové
vazand metaloproteinaza, kterd se exprimuje ve vysokych koncentracich na povrchu
endotelidlnich bun¢k (Paul et al. 2006). Vedle ACE existuji jesté dalsi enzymy, a to humanni
chymadza a potkani elastaza-2, které tvoii alternativni cestu vzniku angiotenzinu II (Becari et
al. 2011). Angiotenzin III, ktery se tvoii z angiotenzinu Il pomoci aminopeptidazy A (APA) a
indukuje vylu€ovani aldosteronu. Angiotenzin IV, ktery vznik4 z angiotenzinu III piisobenim
aminopeptidazy N (APN), ma dilezitou roli v centradlnim nervovém systému a
v proliferativnich procesech. Angiotenzin 1-7, ktery ptsobi vazodilata¢n¢ a anti-proliferativné
pres Mas receptor, vykazuje opacné ucinky nez angiotenzin II (Becari et al. 2011). Navic ma
angiotenzin 1-7 vyznamné diuretické a natriuretické ucinky (Ferrdo et al. 2014).
ZjednoduSené schéma renin-angiotenzinového systému je na obrazku €. 3.
Hlavni efektorovou molekulou tohoto systému je angiotenzin II, jehoZ G¢inek je
zprostiedkovan pres AT a AT, receptory. Angiotenzin II je kliCovy hormon, ktery ovliviiuje
funkeci prakticky vSech organti, vcetné srdce, ledvin, mozku a vaskulatury, kde ma jak
prospesné, tak patologické u¢inky (Mehta et al. 2007). Piimym plisobenim ANG II dochazi ke
konstrikci hladkych svalovych bunék ve sténé cév, zvySené kontraktilit¢ myokardu, stimulaci
produkce aldosteronu, uvolnéni katecholaminii, stimulaci aktivity sympatiku a pocitu zizné.
ANG I také reguluje transport sodiku z epitelidlnich bunék stiev a ledvin. Navic kromé této
endokrinni role mistné produkovany ANG II vyvolava zanét, hypertrofii, hyperplazii,
mitogenezi, apoptozu, migraci a diferenciaci bunék, reguluje genovou expresi bioaktivnich
substanci a aktivuje razné intracelularni pochody, coz mtize vSe ptispivat k tkanovému
poskozeni (Kobori et al. 2007). Pokud je aktivovan RAS, vazba ANG Il na AT, receptory
vyvola vazokonstrikci, zatimco ATz receptory plsobi jako protivaha AT receptorti a

zpuisobuji vazodilataci (Fyhrquist et al. 2008).
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Obrazek ¢. 3: Zjednodusené schéma renin-angiotenzinového systému. ACE — angiotenzin konvertujici

enzym, ACE2 - angiotenzin konvertujici enzym 2, APA — aminopeptidaza A, APN - aminopeptidaza N.

JelikozZ hypertenze je pficinou i nasledkem poskozeni ledvin, je ziejmé, jakou klicovou roli
hraji ledviny v rozvoji hypertenze. V experimentalnich studiich bylo prokazéano, Ze
transplantace ledviny od geneticky hypertenzniho darce je schopna vyvolat hypertenzi u
geneticky normotenzniho pfijemce (Rettig et al. 2005). A naopak, ze hypertenze miize byt
normalizovana transplantaci kontrolnich ledvin od normotenznich darct hypertenznim
pfijemcim, kterym byly ledviny odstranény. Hypertenze u normotenznich potkani vyvolana
piijmem hypertenzni ledviny je spojena se zhorSenou natriurézou a pozitivni sodikovou
rovnovahou, ktera se vSak objevuje az po zvyseni krevniho tlaku, ne pied nim. Proto zatim
zUstava neobjasnéno, jakym specifickym mechanismem u normotenznich jedinct zptisobi
ledviny od hypertenznich darcti hypertenzi (Ivy et al. 2014).

Hodnoty ANG II v ledvinach jsou mnohem vyssi nez v okolni plazmé, coZ nasvédcuje tomu,
ze ANG II neni pouze filtrovan z plazmy, ale tvofen na misté. Ledviny exprimuji vSechny
dilezité komponenty RAS, jako je angiotenzinogen, renin a ACE. Takto mistné syntetizovany

ANG II muze plisobit na nuklearni, cytoplasmatické a na povrchu buné€k umisténé ATia AT
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receptory (Ferrdo et al. 2014). V ledvinach jsou AT receptory exprimovany v pribéhu celého
nefronu, v glomerulu a rendlni vaskulatufe. V proximalnim tubulu, tlusté casti vzestupného
raménka Henleovy klicky, distalnim tubulu a sbérnych kanélcich ledvin AT, receptory
podporuji zpétnou reabsorbci sodiku. V cévach maji AT receptory také velmi dilezity vliv
na regulaci sodiku. Rendlni vazokonstrikce zptisobena ANG II snizuje pratok krve dieni, coz
nasledné omezi exkreci sodiku (Crowley et al. 2006). Klinické i preklinické studie ukazuji, ze
ANG II ma zasadni roli v patogenezi hypertenze a rendlniho poskozeni v disledku
nepfiméfené aktivace AT receptort (Kobori et al. 2007; Kopkan et al. 2009). Genetické
odstranéni AT, receptort v proximalnim tubulu ledvin u transgenniho kmene mysi je
dostacujici k tomu, aby se snizil krevni tlak navzdory normalni cévni odpovédi. Vyfazenim
této cesty se zméni exprese kli¢ového transportéru sodiku (Na'/H" vyméniku), snizi se
reabsorbce sodiku v proximalnim tubulu a tim dochdzi k vyznamné ochrané proti hypertenzi.
Proximalni tubulus jako je tedy kli¢ovym mistem regulace krevniho tlaku a tlakové natriurézy

(Gurley et al. 2011).

1.1.3 Metabolity cytochromu P450

Epoxyeikosatrienové kyseliny a 20-hydroxeikosatetraenova kyselina byly jiz v predchozich
kapitolach zminény jako molekuly, které se podileji na regulaci krevniho tlaku. Jejich
spole¢nou charakteristikou je vznik z kyseliny arachidonové.

Kyselina arachidonova (5,8,11,14 - eikosatetraenova kyselina) je w-6-polynenasycena mastna
kyselina, kterd se do té¢la dostava potravou nebo je syntetizovana z esencialni kyseliny
linolové. Kyselina arachidonova je hlavni souc¢asti fosfolipidi vSech bunéénych membran.
Hydrolyzou fosfolipidové membrany fosfolipazou A2 dochazi k preméné kyseliny
arachidonové na biologicky aktivni molekuly lipidické povahy, které se nazyvaji eikosanoidy.
Po uvolnéni do extracelularniho prostoru pusobi eikosanoidy na cilové buniky autokrinné ¢i
parakrinné (Dennis et al. 2011; Meirer et al. 2014).

Kyselina arachidonové je metabolizovana tifemi hlavnimi cestami: cyklooxygenazovou
(COX), lipoxygenazovou (LO) a cestou cytochromu P450 (CYP) (obr. €. 4).
Cyklooxygenazovou cestou vznikaji prostaglandiny (PGs) a tromboxany (Tx).

Cestou lipoxygendzovou vznikaji hydroxyeikosatetraenové kyseliny (HETEs), leukotrieny
(LTs) a lipoxiny (LXs), které se vyznamné podileji na patogenezi stavl jako je astma, zanét a

aterosklerdza. (Meirer et al. 2014; Imig, 2012).
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Kyselina arachidonova
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Obrazek €. 4: ZjednoduSené schéma metabolismu kyseliny arachidonové. EETs - epoxyeikosatrienové
kyseliny, DHETSs — dihydroxyeikosatrienové kyseliny, HETE - hydroxyeikosatetraenova kyselina, PG —
prostaglandiny, TX — tromboxany.

Enzymy cytochromu P450 jsou na membranu vazané enzymy obsahujici hem. Nejcastéji jsou
lokalizované v jatrech, kde se podili na metabolizaci 1€Civ a jinych cizorodych latek.

V extrahepatélnich tkanich jako napt. v mozku, ledvinach, plicich, srdci a

v kardiovaskularnim systému metabolizuji endogenni substraty, mezi které patii vitaminy,
steroidy a mastné kyseliny v¢etné kyseliny arachidonové (Roman, 2002).

Cesta cytochromu P450 zahrnuje dvé odliSné enzymatické aktivity, CYP hydroxylazu a CYP
epoxygendzu. Enzym CYP hydroxylaza produkuje hydroxyeikosatetraenové kyseliny
(HETE), jako je 20-HETE, ktera vykazuje vazokonstrikéni a prozanétlivé ucinky. CYP
epoxygenaza produkuje epoxyeikosatrienové kyseliny (EETs), které maji vazodilatacni a
protizanétlivé ucinky, pfi¢emz se vyznamné podileji na dlouhodobé regulaci arteridlniho tlaku
(Fleming, 2007). EETs a HETEs jsou velmi nestabilni slouceniny, které jsou rychle
preménény B-oxidaci na méng aktivni produkty. Tak se stdvaji vynikajicim substratem pro
fetézovou reakci, nebot’ se mohou v tkdnich dale metabolizovat CYP enzymy,
cyklooxygendzou nebo lipoxygenazou.

V ledvinach hraji metabolity kyseliny arachidonové vyznamnou roli v kontrole renalnich
funkei a vaskularniho tonu. Jejich exprese ve vaskularnich a tubularnich strukturach ledvin se

podili na transportu tekutin a elektrolytli a také autoregulacni schopnosti ledvin. Lokalizace a
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exprese CYP epoxygendz je regulovana hormonélnimi a parakrinnimi faktory, mezi které
patii angiotenzin II, endotelin 1, parathormon, epidermalni rtstovy faktor, dopamin, oxid
dusnaty a Siroka skala peptidovych hormonii. V riznych tkanich a krevnich cévach jsou

lokalizované specifické CYP epoxygendzy (Roman, 2002; Imig, 2012).

1.1.3.1 Hydroxyeikosatetraenové kyseliny
Kyselina arachidonova je metabolizovana enzymy cytochromu P450 z rodiny CYP4A,
CYP4B a CYP4F na hydroxyeikosatetraenové kyseliny (HETE). Jejich exprese a hormonalni
regulace se li§i v zavislosti na tom, ve které¢ tkani se nachéazeji.
Hlavnim metabolitem této cesty je 20-HETE. Syntéza a ndsledné uvolnéni 20-HETE je
regulovadno angiotenzinem II, serotoninem, endotelinem-1, jinymi rastovymi faktory, dietou,
vékem ¢i pohlavim. Vysokotuc¢na dieta inhibuje syntézu CYP4A, a tim sniZuje produkci 20-
HETE, zatimco dieta s vysokym obsahem sodiku zvysuje expresi u vSech isoforem CYP 4A.
Syntéza 20-HETE miize byt v rendlnich a mozkovych arteriich inhibovana oxidem dusnatym
(NO), oxidem uhelnatym (CO) a superoxidovymi radikaly (Wu et al. 2014).
Dosavadni studie ukazuji, Ze 20-HETE hraje dulezitou roli v regulaci vaskularniho tonu (Fan
et al. 2015). 20-HETE je produkovéna v rendlnich a cerebralnich arteriich, kde ptisobi jako
vazokonstriktor. Ptes aktivaci protein kindzy, mitogeny aktivované kinazy, tyrosin kindzy a
Rho kinazy dochézi k blokad¢ vapnikem aktivovaného draslikového kandlu. Tim se snizi
membranovy potencial, coz vede k aktivaci nap&tove fizeného vapnikového kanalu L typu.
Zvysi se tok vapniku do buniky a dochazi ke stahu hladkého svalu cév (Roman, 2002).
Produkce 20-HETE je zvySena ve vaskuldrnim feciSti u mnoha hypertenznich modelt zvitat
s endotelidlni dysfukci. Endotelidlni dysfunkce je spojena s vékem a riiznymi onemocnénimi,
napiiklad hypertenzi, diabetem, ateroskler6zou a hyperlipidémii. Typickym znakem
endotelidlni dysfunkce je snizeni biologické dostupnosti NO, které je zpiisobeno zhorSenou
syntézou NO endoteliemi a/nebo zvySenou inaktivaci NO kyslikovymi radikaly (Fan et al.
2016).
V nefronu je syntéza 20-HETE lokalizovana do proximalniho tubulu, tlustého vzestupného
raménka Henleovy kli¢ky, glomerulu a preglomerularnich arteriol. Inhibice tvorby 20-HETE
zhorSuje myogenni odpovéd’ aferentni arterioly a TGF odpovéd’ ledvin (Fan et al. 2016). 20-
HETE zprosttedkovava transport sodiku a vody regulaci riznych kanala a kotransporta podle
toho, v které ¢asti tubulu se nachazi. V proximalnim tubulu 20-HETE inhibuje aktivitu Na'-
K"-ATPazy ptes protein kindzu C, ¢imz zvySuje vylu¢ovani sodiku. V dfenové ¢asti tlustého

raménka Henleovy klicky blokuje Na"-K*-ATPazu, 70 pS K* kanal spolu s Na*-K*-2CIl~
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kotransportérem, a tim brani vyluGovani K* do lumen a reabsorbci Na'. Diky tomu se snizi
transepitelialni potencial a transport chloridii a nedochazi k pasivnimu transportu kationt do
intersticia (Wu et al. 2014; Oto et al. 1999, obr. €. 5). V ledvinach se tedy 20-HETE ucastni
regulace arterialniho tlaku pfes tlakovou natriurézu, kterd spociva ve zvyseni pratoku krve
dfeni, renalniho intersticialniho hydrostatického tlaku a v inhibici transportu Na*

v proximalnim tubulu. Zvyseni renélniho perfuzniho tlaku pfispivé ke zvySeni hodnot 20-
HETE v ktife ledvin (Cowley et al. 1996).

Role 20-HETE v regulaci krevniho tlaku proto neni jednozna¢na. Na jedné strané zptisobuje
vazokonstrikci a vaskularni dysfunkci, na stran€ druhé inhibuje reabsorbci sodiku

v ledvinach.

Glomerulus Proximalni tubulus TALH Sbérny kanilek

20-HETE
EETs 20-HETE EETs

\_
a
o=

TALH 3

Lumen PT Intersticium Lumen Intersticium] EETs
() (+)

J Caz+ Mgl‘i

ANGII W cr ANGII

PTH Brady-

Dopamin Na* Kinin

K* ADH
CYP4ﬁ) Ca?*
20-HETE 3 Na*
3 Na* 3
PKC —> 2K
. 2K* ¥ K
=» CI°

Obrazek ¢. 5: Pasobeni 20-HETE a EETs v proximalnim tubulu, tlustém vzestupném raménku Henleovy
kli¢ky a sbérnych kanalcich ledvin (modifikovano podle Romana). PT — proximalni tubulus, TALH - tlusté
raménko Henleovy kli¢ky, 20-HETE — 20-hydroxyeikosatetraenova kyselina, EETs — epoxyeikosatrienové
kyseliny, PL — fosfolipaza, AA — kys. arachidonova, ANG II — angiotenzin II, PTH — parathormon, PKC —
proteinkinaza C, CYP4A - enzym cytochromu P450 z rodiny 2C, ADH — antidiureticky hormon.
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1.1.3.2  Epoxyeicosatrienové kyseliny
Epoxyeikosatrienové kyseliny vznikaji z kyseliny arachidonové ptredevsim plisobenim
enzymu cytochromu P450 z rodiny CYP2C a CYP2J. VSechny Ctyfi regioisomery
epoxyeikosatrienovych kyselin 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET, 14,15-EET vykazuji
vazodilatacni aktivitu. Mezi nejsilngj$i vazodilatatory patii isomery 11,12-EET a 14,15-EET,
zatimco isomery 5,6-EET, 8,9-EET mohou pusobit i vazokonstrikéné aktivaci
tromboxanovych receptort (Imig, 2012). CYP2C23 a CYP2C44 byly identifikovany jako
hlavni epoxygenazy CYP2C v potkanich a mySich ledvinach a jsou pfevazné producenty
regioisomeru 11,12-EETs. Strukturdlni vzorce isomert epoxyeikosatrienovych kyselin jsou na

obrazku ¢&. 6.

o OH OH
~.__-COOH sFH v '\_J - CO0H
5.6-EET 5,6-DHET
OH OH
COOH <FH COOH
- 8.9-EET 8.9-DHET
A cypac
CYP2J
Kys. arachidonovi N COOH  SEH COOH
O  11,12-FET OHOH  11,12-DHET
-~ COOH <FH P o+ COOH
0 OH 'f'.'l i
14,15 FET 14,15-DHET

Obrazek ¢. 6: Strukturalni vzorce isomert epoxyeikosatrienovych kyselin. Pfevzato z: Imig, 2012. CYP2C,
CYP2J - enzymy cytochromu P450 z rodin 2C a 2J, sEH - solubilni epoxid hydrolaza, 5,6-EETs — 5,6-
epoxyeikosatrienova kyselina, 5,6-DHET — 5,6-dihydroxyeikosa-trienova kyselina, 8,9-EETs — 8,9-
epoxyeikosatrienova kyselina, 8,9-DHET — 8,9-dihydroxy-eikosatrienova kyselina, 11,12-EETs — 11,12-
epoxyeikosatrienova kyselina, 11,12-DHET — 11,12 dihydroxyeikosatrienova kyselina, 14,15-EETs — 14,15-
epoxyeikosatrienova kyselina, 14,15-DHET — 14,15-dihydroxyeikosatrienova kyselina.
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Ve vétsSiné bunék a tkani mohou byt EETs bud’ pfeménény cytosolickou epoxid hydroldzou na
dihydroxyeikosatrienové kyseliny (DHETs) nebo degradovany B-oxidaci nebo zaclenény do
celularnich fosfolipidl (Capdevila et al. 2013).

Pteménou EETs enzymem solubilni epoxid hydroldzou (sEH) na biologicky mén¢ aktivni
dihydroxyeikosatrienové kyseliny (DHETS) se snizuje mnozstvi EETs, a tim i jejich
prospesné kardiovaskularni vlastnosti (Elmarakby, 2012). U savc existuje solubilni a
mikrosomalni forma enzymu epoxid hydroldzy (EH) a nedavno objevena EH3 s rozdilnymi
subcelularnimi lokalizacemi a substratovou selektivitou. Zatimco mikrosomalni forma se
podili na likvidaci exogennich latek, forma solubilni metabolizuje epoxidy endogennich
mastnych kyselin, karcinogenni xenobiotika a uplatiiuje se v regulaci kardiovaskularnich
funkci v rdmci pfemény EETs na DHETs. EH3 nema tak dilezitou roli v metabolismu
epoxidit mastnych kyselin, ale vzhledem k jeji distribuci v kiizi, plicich, zaludku a jicnu bude
jeji uloha spiSe spocivat v detoxikaci cizorodych latek prave v téchto tkanich (Hoopes et al.
2017). U savct se sEH nachéazi v mnoha tkanich, jako jsou ledviny, srdce, jatra, plice,
vajecniky a jeji lokalizace v bunkéch je soustiedéna do cytosolu, liposomi a peroxysomt.
Inhibici enzymu sEH dochazi k blokadé ptemény EETs na DHETS, coz vede ke zvySeni
biologické dostupnosti EETs ve tkdnich. Tim by se mohly inhibitory sEH stit novou moZnosti
1é¢by kardiovaskularnich chorob, nebot’ jejich vazodilataéni efekt byl prokdzan na mnoha
modelech experimentalni hypertenze, jako jsou spontdnné hypertenzni potkani, ANG II-
dependentni hypertenze, Ren-2 transgenni potkani a DOCA-sil sensitivni hypertenze
(Honetschldgerova et al. 2011; Koeners et al. 2011; Sporkova et al. 2011; Manhiani et al.
2009). Inhibice sEH také sniZila vysoky krevni tlak u zvifat s metabolickym syndromem a u
zvitat krmenych vysokoslanou dietou (Elmarakby, 2012). Vyznamna je lokalizace sEH

v &ervenych krvinkach. Cervené krvinky slouzi jako rezervoar a transportér EETs. V
membrané vazané EETs mohou byt hydrolyzovany a uvolnény a nasledné se mohou podilet
na regulaci vaskularniho tonu (Jiang et al. 2011). Inhibice sEH tak umoziuje zvysit
plazmatické hodnoty EETs.

EETs produkované v endotelidlnich buiikdch, maji vyznamné antihypertenzni vlastnosti a
hraji diilezitou roli v angiogenezi, aterosklerdze a jinych kardiovaskularnich onemocnénich.
proliferaci a migraci. Na druhou stranu inhibuji proliferaci bunék hladkého svalu, ale hlavné

pusobi jako vazodilatitor a endotelidlni hyperpolarizaéni faktor (EDHF).

24



EETs pisobi na bunky hladkého svalu bud’ aktivaci membranového receptoru, nebo
intracelularnim mechanismem. Neni vylou€ena ani moznost existence vice nez jednoho druhu
receptoru EETs. EETs aktivuji vapnikem aktivované draselnych kanaly (Kca) bun¢k hladkého
svalu (VSMC). Nasledn¢ dochazi k vystupu drasliku, membranové hyperpolarizaci a relaxaci
VSMC (Spector et al. 2015; Imig et al. 2005). Pisobeni EETs v cévach zobrazuje obr. €. 7.
Takto pusobici endotelidlni hyperpolarizacni faktor se vyskytuje na mnoha mistech

vaskularniho fecisté, v€etné renalniho (Elmarakby, 2012; Bellien et al. 2013).

Ca™

Buiika hladkého
svalu

Y= = 1 )

Endotel

Obrazek ¢. 7: Plisobeni EETs v cévach. AC- adenylcyklaza, ATP — adenosintrifosfat, cAMP — cyklicky

adenosinmonofosfat, K¢, — kalciem aktivovany kaliovy kanal, PKA — proteinkinaza A.

Otazkou vsak je, zda opravdu za snizenim krevniho tlaku pomoci inhibice sEH stoji pfimé
vazodilatacni u¢inky EETs. Skupina Hercule a spol. zkoumala u mysi vzajemné vaskularni
pusobeni mezi eikosanoidy cytochromu P450, sEH a NO. Zjistili, Ze za vazodilata¢ni Gi¢inky
EETs je zodpovédna jejich schopnost aktivovat endotelidlni NO syntazu, kterd vede

k naslednému uvolnéni NO.

V ledvinach vznikaji EETs v epitelidlnich buiikach proximalnich tubuld, sbérnych kanalka a
v endotelialnich buiikach rendlniho krevniho fecisté. Pfitomnost EETs v ledvinach byla
potvrzena i v mezangialnich buiikach glomerulu, kde blokuji Na™/H" vyménik, a tim mohou
prispivat k regulaci glomerularni filtrace. V rendlni mikrovaskulatute, konkrétné v aferentni

arteriole, piisobi jako EDHF.
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Kromé regulace vaskuldrniho tonu se EETs podili na regulaci natriurézy. V proximalnim
tubulu ledvin blokuji Na*/H" vyménik a tim snizuji reabsorbci sodiku (Kopkan et al. 2012).
Dalsim mistem piisobeni EETs v ledvinéach jsou sbérné kanalky ledvin, kde blokuji epitelidlni
natriovy kanal (ENaC), coZ ma za nasledek inhibici reabsorbce sodiku a vody (Roman, 2002;
Lee et al. 2010; Khan et al. 2014; Fan et al. 2015; obr. €. 5).

Natriuretické ucinky a pfimé vazodilata¢ni ptisobeni EETs na renélni vaskulaturu hraji
dualezitou roli v jejich antihypertenznich vlastnostech. EETs reaguji na konstrikci renalni
arterioly pfi zvySeni krevniho tlaku, stejné¢ tak jako na vazokonstrikéni ptisobeni endotelinu-1
a ANG II (Sporkova et al. 2016; Elmarakby, 2012; Imig et al., 2000). Proto podani stabilnich
EETs analogt ¢i inhibitorti SEH s naslednym sniZzenim konverze EETs na DHETS, které vede

ke zvysené dostupnosti EETs, by mohlo byt jednim z mechanismii 1écby hypertenze.

1.1.4 Experimentalni model hypertenze
Transgenni kmen (Cyplal-Ren-2) s indukovatelnou hypertenzi — iTGR
V nasi préci jsme pouzili transgenni kmen potkantl, ktery predstavuje model ANG II —
dependentni formy hypertenze. Mysi Ren-2 reninovy gen byl spojen s 11,5 kb fragmentem
Cyplal a nasledné vlozen do genomu Fisher 344 potkanti (Kantachuvesiri et al. 2001).
Cyplal neni stale exprimovan, 1 kdyz katalyzuje oxidaci velkého mnoZzstvi endogennich
lipofilnich sloucenin a xenobiotik, ale jeho produkce roste v pfitomnosti riznych aryl-
uhlovodik, napt. indol-3-karbinolu (I3C) (Mitchell et al. 2006). I3C se ptirozené vyskytuje
v rostlinach z ¢eledi brukvovitych - Brassicaceae (Minich et al. 2007).
Mysi Ren-2 gen je u tohoto modelu exprimovan hlavné v jatrech po indukci promotoru
Cyplal xenobiotikem I3C obsazenym v dieté (Kantachuvesiri et al. 2001; obr. ¢ 8). ZvySena
exprese reninového genu Ren-2 vede k nartistu plazmatické reninové aktivity a naslednému
vzestupu plazmatickych a intrarenalnich hodnot ANG II. To vede u transgen-positivnich
potkant k rozvoji ANG II — dependentni formy hypertenze, zatimco transgen-negativni
(Fisher F 344) potkani zlistanou normotenzni (Kantachuvesiri et al. 2001; Mitchell et al.
2006; Vanourkova et al. 2006; Jichova et al. 2016; Howard et al. 2012; Peters et al 2008,
2012; Sporkova et al. 2014; Honetschldgerova et al. 2013). Po vysazeni I3C z diety
nedochdzi k expresi mysiho Ren-2 genu a krevni tlak opét klesa. Jde tedy o reverzibilni
proces, ktery navic umoziuje v zavislosti na dob¢ a davce podéani I3C piesné ovladat rozvoj

ANG II - dependentni formy hypertenze (Kantachuvesiri et al. 2001; Mitchell et al. 2006;
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Howard et al. 2012). Mistem integrace transgenu je chromozom Y, tudiz lze studovat tento

model jen na samcich (Kantachuvesiri et al. 2001).

Trenin—’ f ng I1

Obrazek ¢. 8: Zjednodusené schéma exprese mySiho Ren-2 genu a rozvoj ANG II — dependentni

hypertenze.

Pti dlouhodobém podani I3C v koncentraci 0,3% v diet¢ dochazi k vzestupu slozek
endogenniho renin-angiotenzinového systému a rozvoji maligni hypertenze. To ma za
nasledek sniZeni télesné hmotnosti, letargii, piloerekci, hemolytickou anémii a rozvoj
retinopatie (Huang et al. 2012; Patterson et al. 2005).

V ledvinach vede maligni hypertenze k vyrazné vazokonstrikci a vaskularnim 1ézim, mezi
které patii napi. myointimalni proliferace, fibrinoidni nekr6za a obliterujici endarteritida
interlobulédrni a aferentni arterioly (Mitchell et al. 2005). To vSe m4 za nasledek ischémii
ledviny.

Cyplal-Ren-2 potkani s maligni hypertenzi vykazuji snizené hodnoty glomerularni filtrace
(GFR) a pritoku krve ledvinou (PKL). Nadmérné aktivace AT1 receptori vyvolana ANG 11
také vyznamné zvysuje citlivost tubuloglomerularni zpétné vazby jak u normotenznich zvifat,
tak u zvifat s ANG II — dependentni formou hypertenze. Tyto modulacni G¢inky ANG Il na

renalni hemodynamiku a na citlivost glomerularni zpétné vazby jsou tak jednim z moznych

27



mechanismu, ktery miize vést k rozvoji maligni hypertenze u Cyplal-Ren 2 potkan (Huang
etal. 2012).

Cyplal-Ren2 transgenni potkani s maligni hypertenzi maji zvySeny oxidacni stres. Zvysené
hladiny superoxidového aniontu a snizena biologickd dostupnost oxidu dusnatého piispivaji
ke zvySené rendlni vaskularni rezistenci a vysokému arteridlnimu krevnimu tlaku.
Renoprotektivni vazodilatacni efekt oxidu dusnatého by mohl hrat vyznamnou roli v prevenci
renalni vazokonstrikce, a tim piispivat k udrzeni renalni hemodynamiky po indukci maligni

hypertenze u Cyplal-Ren-2 transgennich potkanti (Patterson et al. 2005)

2. Hypotézy a cile dizertacni prace
Dizertacni prace je zalozena na nésledujicich hypotézach:

a) Podani inhibitoru sEH, cis-4-[4-(3-adamantan-1-yl-ureido)-cyclohexyl-oxy]-
benzoové kyseliny (c-AUCB) (Hwang et al. 2007), zmirni rozvoj hypertenze a
zhorSené renalni funkce u Cyplal-Ren-2 transgennich potkant s indukovatelnou
hypertenzi.

b) Inhibice sEH obnovi tlakovou natriurézu v ledvinach a tim ptispiva ke snizeni
hypertenze a nasledného poskozeni cilovych organii, zejména ledvin a srdce.

¢) Vazodilata¢ni u¢inky eikosanoidil jsou pfevazné zpiisobeny jejich schopnosti

aktivovat endotelidlni NO syntazu (eNOs) s naslednym uvolnénim NO do vaskulatury.

Cile dizerta¢ni préce:

a) Ovefit tcinnost inhibitoru sEH pomoci monitorovani krevniho tlaku a rendlnich funkci
u Cyplal-Ren-2 transgennich potkant s indukovatelnou hypertenzi.

b) Charakterizovat u¢inky chronické 1écby inhibitorem sEH (c-AUCB) na autoregulaci
rendlni hemodynamiky, na schopnost tlakové natriurézy ledvin a na rozvoj renalniho
poskozeni a hypertenzi vyvolanou srde¢ni hypertrofii.

c) Zjistit, zda sniZeni krevniho tlaku pomoci inhibitoru sEH je zptisobeno EETs
zprostiedkovanou zvysenou biologickou dostupnosti NO a prozkoumat ulohu
intrarenalni interakce CYP metabolitli s RAS a NO v patofyziologii ANG II-

dependentni formy maligni hypertenze.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Uvod k experimentim
Nepiiméiena aktivace renin-angiotenzinového systému zasadné piispiva k patofyziologickym
mechanismim ANG II-dependentni formy hypertenze (Hall et al. 1980; Navar et al. 1996;
Cervenka et al. 1998). Jak uz bylo fedeno vyse, metabolity cytochromu P450 jsou
vyznamnymi regulatory kardiovaskularnich a renalnich funkci (Fleming, 2001; Roman, 2002;
Imig, 2005; Capdevila et al. 2007). Natriuretické u¢inky a pfimé vazodilatacni ptisobeni EETs
hraji diilezitou roli v jejich antihypertenznich vlastnostech. Zvyseni biologické dostupnosti
EETs s vyuzitim jejich protektivnich kardiovaskularnich ucinka by se mohlo stat jednou
z moznosti 1éEby hypertenze.
Nicméné u potkant s maligni hypertenzi je role eikosanoidi jako kompenzaéniho systému
s protektivnimi G¢inky proti zvysSené aktivité RAS nedostatecné objasnéna. Proto se v této
praci zamétime na to, jaky vliv bude mit zvyseni biologické dostupnosti EETs na rozvoj
hypertenze a rendlni hemodynamiku u potkant s ANG II-dependentni formou hypertenze. Pro

objasnéni nekterych otazek s tim spojenych jsme provedli nésledujici experimenty.

3.2 Metodika

Pokusy byly provedeny v souladu s pokyny a smérnicemi stanovenymi Odbornou komisi na

ochranu zvifat proti tyrani v Institutu Klinické a Experimentalni Mediciny v Praze.

3.2.1 Zvirata a dieta:
Vsechny pokusy byly provedeny na samcich Cyplal-Ren-2 transgennich potkani ve véku 2
mésicl. Zvitata pouZzita v této studii byla chovana v Centru experimentalni mediciny IKEM
z chovnych zvitat dodanych z Centra kardiovaskularniho vyzkumu Univerzity Edinburgu ve
Spojeném Kralovstvi. Zvitfata byla chovana v cyklu svétlo/tma (12 hodin svétlo a 12 hodin
tma). Dieta pouzitd v pokusech byla vyrobena firmou SEMED (Praha 4, Ceska Republika).
Potkani byli krmeni dietou s obsahem I3C (indukovani potkani) nebo dietou bez obsahu I3C

(neindukovani potkani). Jako kontrolni zvifata byli pouziti transgen-negativni (Fisher F 344)
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potkani.

3.2.2 Chemikalie
Roztok inhibitoru sEH (c-AUCB) pro podani v pitné vod¢ se ptipravoval kazdy tieti den
(Sporkova et al. 2001; Neckar et al. 2012; Honetschldgerova et al. 2011a; Honetschldgerova
et al. 2011b). Krystalicky ¢c-AUCB (13 mg nebo 26 mg) byl rozpustén v etanolu (5ml) a
cyklodextrinu (150 mg) a po 5 minutdch sonikace byl vznikly roztok pfidan do 1 litru pitné
vody. Dale byl ptidan hydrogenkarbonat (3 ml/l), aby nedoslo k vysrazeni rozpusténych latek
pfi nizkém pH. Cyklodextrin a hydrogenkarbonat byly také ptidany do pitné vody pro
nelécené potkany, abychom se ujistili, Ze tyto substance neovliviiuji renalni funkce. Ptijem
tekutin u potkant v popsanych experimentech byl ptiblizné 15 ml za den, coz odpovidalo
zhruba dennimu ptijmu 200 nebo 400 pg c-AUCB. Pouzitim rozdilné koncentrace c-AUCB
jsme docilili efektu 1écby zavislého na davce. S davkou 26 mg c-AUCB jsme pokracovali
v dal$ich studiich, nebot’ jsme zjistili, Ze tato 1écba signifikantné zmirfiuje rozvoj maligni
hypertenze a vyrazné zvysuje koncentrace EETs v ledvinné tkani u Cyplal-Ren-2
transgennich potkanti (Honetschldgerova et al. 2011a; Honetschldgerova et al. 2011b).
N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) byl podavan v pitné vod¢ v davce 600 mg/1, coz
je davka, ktera pln¢ blokuje aktivitu NOS (Zicha et al. 2009).
K zablokovani aktivity RAS byla pouzita kombinace ACE inhibitoru trandolaprilu (Gopten,
Abbot, Praha, CR, v davce 6 mg/l pitné vody) a AT antagonisty losartanu (Lozap, Zentiva,
Praha, CR, v davce 100 mg/l v pitné vodg&). Nase nedavné studie ukazaly, Ze takto vysoké
davky inhibitoru ACE a AT kompletné€ zabranily rozvoji hypertenze a poskytly vétsi kardio-

a renoprotekci neZ pouziti davek bézné uZivanych k 1écbé hypertenze (Kujal et al. 2010).

3.23 Statisticka analyza
Vsechny hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SEM. Statisticka analyza dat byla provedena
pouzitim GraphPadPrism software (Graph Pad Software, San Diego, California, USA)
pomoci Student testu, Wilcoxonova testu pro neparova data, poptipadé¢ one-way ANOVA. Ke
statistickému srovnani uvniti skupin byla uzita ANOVA pro opakovana méfeni pomoci
Student-Newman-Keulsova testu (napt. analyza autoregulace prutoku krve ledvinou a
glomerulérni filtrace). Hodnoty piekracujici 95% hranici pravdépodobnosti (p < 0,05) byly

povazovany za statisticky vyznamné.
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3.3 Vliv inhibice solubilni epoxid hydrolazy na hypertenzi a

poskozeni ledvin u Cyplal-Ren-2 transgennich potkanu

3.3.1 Cil studie:
Zjistit, zda podani inhibitoru sEH, cis-4-[4-(3-adamantan-1-yl-ureido)-cyclohexyl-oxy]-
benzoové kyseliny (c-AUCB), zmirni rozvoj hypertenze a zhorSené rendlni funkce u

transgennich potkanti s indukovanou expresi mysiho Ren-2 reninového genu.

3.3.2 Protokol ¢. 1:

3.3.2.1 Méreni krevniho tlaku a exkreénich funkei ledvin:
Samctiim Cyplal-Ren-2 transgennich potkani, vazicim 250 + 20 g, byly implantovany
telemetrické sondy TA11PA-C40 (Data Sciences International, St. Paul, Minnesota, USA) pro
kontinudlni méfeni krevniho tlaku béhem experimentu. Zvifata byla anestezovana kombinaci
tiletamin - zolazepam (8 mg/kg, intramuskularné) a xylazin (4 mg/kg, intramuskularné). Ptes
incizi v linea alba doSlo k odhaleni bfisni aorty, ktera byla kratce uzaviena pro vloZeni katetru
telemetrické sondy. Katetr byl na misté zajistén pomoci tkanového lepidla. T¢lo sondy bylo
piisito k brisni sténé€ podél biisni incize, kterd byla nasledné také zaSita. Dale byla zaSita kiiZze.
Stehy se mohly odstranit za 7 — 10 dni po zhojeni rany. Za 10 — 12 dni rekonvalescence bylo
zahajeno kazdodenni méfeni bazalnich hodnot krevniho tlaku (Huskova et al. 2010).
Zvitata byla ndhodné rozd¢lena do nésledujicich experimentalnich skupin:

1. Neindukovani neléceni potkani (n = 8)
Neindukovani + ¢c-AUCB potkani (13 mg/l, n = 6)
Neindukovani + c-AUCB potkani (26 mg/l, n = 6)
[3C-indukovani neléceni potkani (n = 8)
[3C-indukovani + c-AUCB potkani (13 mg/l, n = 8)
[3C-indukovani + c-AUCB potkani (26 mg/l, n = 8)

A i

Bazalni hodnoty krevniho tlaku byly méfeny neptetrzité¢ po dobu 7 dnti (den 1-7). Podavani
inhibitoru c-AUCB bylo zahajeno 48 hodin pfed pfechodem na dietu bez obsahu I3C nebo
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s obsahem 0,3 % I3C (den 5). Dietou s obsahem I3C byla indukovéna hypertenze po dobu 12
dnti (den 7-18). Implantovana zvifata s telemetrickymi sondami byla umisténa do
metabolickych kleci pied a po podani inhibitoru a diety (dny 4, 9, 14 a 18) abychom
vyhodnotili denni vylu¢ovani sodiku a proteinurii (Vanéckova et al. 2007; Huskova et al.
2010).

V jiné sérii Cyplal-Ren-2 potkanti bez telemetrie (n = 6 v kazdé experimentalni skuping) se
sbirala moc¢, abychom srovnali rendlni exkrecni parametry intaktnich zvitat s potkany, jez pii
chirurgické intervenci byli katetrizovani telemetrickymi sondami.

Na konci pokusu byli vSichni potkani dekapitovani pro ziskani vzorkl krve a ledvin pro dalsi

analyzy.

3.3.2.2 Stanoveni hodnot ANG II, EETs, DHETS, c-AUCB v plasmé a ledviné
Hodnoty ANG II v plasmé a ledviné byly méfeny radioimunologicky pouzitim komeréné
pouzivaného kitu (Euro-Diagnostika Co., Malmé, Svédsko) (Kopkan et al. 2005; Vanourkova
et al. 2006; Huskova et al. 2010). Bezprostiedné po dekapitaci byla do ptredchlazené (4 °C)
zkumavky s inhibitory (5 mmol/l EDTA, 10 umol/l pepstatin, 1,25 mmol/l 1,10-
phenanthrolin) sbirdna plna krev. Ledviny byly okamzité odfiznuty, osuSeny a zvazeny. Jedna
ledvina na stanoveni ANG II byla homogenizovéana v pifedchlazeném metanolu. Vzorky krve i
homogenaty z ledvin byly centrifugovany po dobu 10 minut pii 3 000 x g a 4°C. Po
odstiedéni krve byla oddé€lena plasma, kterd byla nasledné€ vysraZena v pifedchlazeném (4 °C)
etanolu a vse bylo zcentrifugovano pii 3 000 x g, 4 °C, po dobu 10 minut. Supernatanty ze
vzorku krve i ledvin byly vysuseny ve vakuové centrifuze (Speedvac concentrator SPD101B,
Savant Instruments, New York, USA) a uchovany pfi -80 °C pied vlastnim stanovenim
koncentraci ANG II.

Hodnoty metabolitli kyseliny arachidonové, EETs a DHETS, byly méfeny v ke druhé
ledviny. Vzorky byly extrahovany a analyzovany pomoci vysokotlaké kapalinové

chromatografie (HPLC — MS/MS) (Imig et al. 2005; Huang et al. 2007).

3.3.2.3 Stanoveni CYP2C23 epoxygenazy a sEH v ledvinné kufe a dieni
Exprese proteinu CYP2C23 epoxygenazy a sEH v ledvinné kiife a dieni byla stanovena
imunoblotovou analyzou (Zhao et al. 2004; Ai et al. 2007; Huang et al. 2007). Detekce byla
dokoncena zvyraziujici chemiluminiscenci pomoci Western blotu (ECL, GE Heatlhcare,

Little Chalfont, UK). Bloty byly nésledné prohlédnuty luminiscencnim analyzatorem (LAS-
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3000, FUJT PHOTO FILM CO, Tokyo, Japonsko). Prouzkov4 intenzita byla zméfena

denzitometricky a hodnoty byly normalizovany pro B-actin.

3.3.24 Stanoveni plasmatické reninové aktivity a koncentrace nitrati/nitrita

v mo¢i
Odd¢lena frakce plasmy byla podrobena chemické analyze na stanoveni plasmatické reninové
aktivity pomoci nepiimé radioimunoanalyzy (REN-CT2, CIS bio international, Francie).
Vysledky byly vyjadieny jako ng/ml/hod z vytvofeného ANG I (Véniant et al. 1995;
Campbell at al. 2009). V moci byly méteny koncentrace nitratli/nitritii (NOx) kolometricky
(Assay design, Ann Arbor, MI, USA) (Kopkan and Majid, 2005).

3.3.3 Protokol €. 2:

3.3.3.1 Renalni clearancové studie ke stanoveni renalni hemodynamiky
Cyplal-Ren-2 potkani bez telemetrickych sond byli nahodné rozdéleni do experimentalnich
skupin:

1. Neindukovani neléceni potkani (n = 8)

2. Neindukovani + c-AUCB potkani (26 mg/l, n=9)

3. I3C-indukovani nelé€eni potkani (n = 9)

4. I3C-indukovani + c-AUCB potkani (26 mg/l, n =9)

Potkani byli vystaveni vyssi davce inhibitoru sEH po dobu 13 dni a podavani diety s obsahem
0,3 % I3C po dobu 11 dni. Po skonceni 1écby byli potkani anestezovani thiopentalem sodnym
(60 mg/l, intraperitonedln¢) a umisténi na termoregulacni stolek pro udrZeni télesné teploty 37
- 37,5 °C. K udrzeni volnych dychacich cest byla provedena tracheostomie a zevni konec
tracheostomické kanyly vlozen do komurky, do které¢ byla kontinudlné ptivadéna zvlhéena
smés 95%02/5% CO; pro zlepSeni stability arterialniho tlaku u anestezovanych zvitat
(Kopkan et al. 2005; Mitchell et al. 2006). Prava jugularni Zila byla zakanylovéana kanylou
PE-50 k aplikaci infuznich roztokl a ptipadnému piidadvani anestetika. Dalsi kanyla byla
umisténa do pravé femoralni arterie a slouzila ke kontinualni monitoraci arteridlniho tlaku a
odbértim krve. Stfedni arteridlni tlak (SAT) byl monitorovan tlakovym pfevadééem (model

MLT 1050) a ukladan do pocita¢e pomoci systému na sbér dat (PowerLAB/4SP,
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ADInstruments, UK). Po suprapubické incizi byl vybaven mocovy méchyt, ktery byl tupou
preparaci uvolnén pted bfisni sténu a byl do né¢j zaveden katetr na sbirdni moceV pribehu
chirurgického vykonu jsme podavali fyziologicky roztok obsahujici 6 % bovinni sérovy
albumin (BSA, Sigma Chemical Co., Praha, CR) rychlosti 20 pl/min. Po skonéeni vykonu
byl infundovéan fyziologicky roztok obsahujici 0,6 % BSA, 1,5 % kyselinu para-
aminohippurovou (PAH, Merck, Sharp & Dohme, West point, PA, USA)a 7,5 %
polyfruktosan (Inutest, Laevosan, Linz/Donau, Rakousko) taktéz stejnou rychlosti.
Nasledovala ekvilibra¢ni perioda trvajici jednu hodinu, umoziujici zvifeti dosdhnout
stabilizovan¢ho stavu. Poté probihaly dva 30-ti minutové experimentalni intervaly, ve kterych
byla sbirana moc¢ a odebrana krev na hodnoceni pritoku plasmy ledvinou, clearance a

vylucovani sodiku.

3.34 Vysledky

3.3.4.1 Krevni tlak a exkre¢ni funkce ledvin

Krevni tlak u radiotelemetrického méteni béhem experimentu ziistal u neindukovanych
Cyplal-Ren-2 potkanii v normotenznim rozmezi (na zac¢atku experimentu 124 + 6 a na konci
experimentu 126 + 7 mm Hg). Lécba inhibitorem sEH v davkéch 13 a 26 mg/1 u téchto
neindukovanych normotenznich zvitat neovlivnila systolicky krevni tlak (SKT) (123 + 4 na
121 + 3 pfi davee 13 mg/la 119 = 5 na 118 £ 4 mm Hg pii davce 26 mg/l). Podani diety

s obsahem 0,3 % I3C vedlo k vyrazné hypertenzi (graf 1A) a signifikantni ztraté télesné
hmotnosti (graf 1B). Tito potkani vykazovali také dalSi znamky maligni hypertenze jako
polyurii, polydypsii, nahrbeny postoj a piloerekci. Nebyl u nich pozorovan zvySeny piijem
potravy ve srovnani s neindukovanymi potkany (9,3 + 1,1 vs. 11,7 + 1,5 g/den). U skupiny
I3C-indukovanych potkant, kteti byli 1é€eni inhibitorem c-AUCB s davkou 13 nebo 26 mg/1,
byl rozvoj hypertenze signifikantné sniZen (graf 1A), stejné tak ztrata hmotnosti byla vyrazné
zmenS$ena (graf 1B) vcetné ostatnich ptiznakti maligni hypertenze. Exkrece sodiku (UnaV) a
proteinurie byla stanovena ze sbéru moce za 24 hod z metabolickych kleci pfed a béhem

lécby. Exkrece sodiku u neindukovanych nelécenych potkanii (0,6 + 0,045 mmol/den)
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Graf ¢. 1: Priibéh systolického krevniho tlaku (A) a télesné hmotnosti (B) u I3C-indukovanych Cyplal-
Ren-2 potkanii a efekt inhibitoru sEH c-AUCB (13 a 26 mg/l) (n = 8 v kazdé skupiné). *p < 0,05 vs. bazalni
hodnoty, #p < 0,05 vs. I3C-indukovani neléceni potkani.

nebyla signifikantné odliSné ve srovnani se skupinou neindukovanych lé¢enych c-AUCB (13
a 26 mg/l) potkana (0,59 £ 0,055 mmol/den pii davce 13 mg/la 0,645 £+ 0,05 mmol/den pti
davce 26 mg/1).

Podani I3C vedlo u I3C-indukovanych nelécenych potkanti k vyznamnému sniZeni UnaV v 9.
dni pokusu, t. j. 2 dny po podani induktoru, a nasledné¢ se exkrece sodiku vratila k normé
(graf 2A). c-AUCB lécba zvysila u I3C-indukovanych potkanti UnaV jiz po dvou dnech
podavani (den pokusu 9) a dale 11. 14. a 18. den experimentu ve srovnani s neléCenymi
zvitaty (graf 2A). Obé davky c-AUCB zménily UnaV v podobném rozsahu. U
neindukovanych nelécenych potkanii se objevila nepatrna proteinurie (15,45 + 1,05 mg/den),
1écba s c-AUCB s davkou 13 a 26 mg/l nezptisobila zadné zmény (14,8 + 1,4 mg/den pfi
davce 13 mg/la 14,45 +1,2 mg/den pi1 davce 26 mg/l). Inhibitor c-AUCB vsak signifikantné
zmirnil zna¢nou proteinurii u potkanti krmenych I13C (graf 2B), coZ poukazuje na

renoprotektivni U€inky inhibice sEH u hypertenznich transgennich potkant.
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Graf ¢. 2: Prubéh denniho vylucovani sodiku (Un.V) (A) a proteinurie (B) u I3C-indukovanych Cyplal-
Ren-2 potkanii a efekt inhibitoru sEH c-AUCB (13 a 26 mg/l) (n = 8 v kazdé skupin€). *p < 0,05 vs. bazalni
hodnoty, #p < 0,05 vs. I3C-indukovani nelé¢eni potkani.

Denni diuréza (urine volume, UV) a pfijem vody (water intake, WI) se v prubéhu
experimentu u neindukovanych a nelécenych zvitat nezménila. Lécba s c-AUCB signifikantné
neovlivnila UV u neindukovanych zvitat, 1 kdyZ urcity rostouci trend je zde vidét (tabulka 1).
Graf 3A ukazuje zmény v UV a graf 3B zmény ve WI u I3C-indukovanych nelécenych a
1é¢enych zvitat. I3C-indukovani potkani vykazovali signifikantni zvyseni UV a W1, které se

jesté zvyraznilo béhem podavani c-AUCB lécby 11., 14. a 18. den pokusu.

Tabulka ¢. 1: Télesna hmotnost (BW), exkrece sodiku (UnaV), denni diuréza (UV), nitraty/nitrity (UNOxYV)
a plasmaticka reninova aktivita (PRA) na konci experimentilniho protokolu u intaktnich Cyplal-Ren-2
potkani (bez telemetrie).

Skupina n| BW(g) UNaV uv UnoxV PRA
(mmol/den) (ml/den) | (umol/den) (ANG 1
ng/ml/hod)
Neindukovani neléc¢eni 6| 2845 0.64 +0.05 7.8+1.6 3.6£0.2 26.8+5.3
Neindukovani + c-AUCB 13 mg/] 6| 278 +4 0.69 +0.04 82+14 32+0.1 42.8+8.1
Neindukovani + ¢c-AUCB 26 mg/] 6| 2815 0.72+0.06 85+1.7 39+0.2 44.1+11.6
13C-indukovani neléceni 6| 232£3« 0.58 £0.06 17.6 +2.4% 2.1+0.2% 98.2 + 14.3%
13C-indukovani + c-AUCB 13 mg/l | 6| 249+4+# | 0.79%0.04# 24.4+£27+# | 24%0.1% 106.8 + 16.3+
13C-indukovani + ¢c-AUCB 26 mg/] 6 | 258 £ 5x# 0.85 + 0.05# 26.7 £2.9+# 2.6 +0.3% 132.8 + 18.7%

*p < 0,05 vs. neindukované skupiny, #p < 0,05 vs. I3C-indukovani neléCeni potkani.
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V jiné sérii pokusii u intaktnich Cyplal-Ren-2 potkant bez telemetrie byly bazalni hodnoty 1
dané zmény ve BW, UnaV, UV, WI béhem podavani I3C a 1écby c-AUCB velmi podobné
tém, které jsme vide€li u chronicky katetrizovanych zvitat s telemetrickymi sondami. To nés
ujistilo v tom, Ze funkéni odpovédi potkanii behem experimentu nemohou byt zptisobené
chirurgii a chronickou pfitomnosti sond. Tabulka 1 sumarizuje rozdily mezi jednotlivymi
skupinami na konci experimentu. Dale se ukézalo, Ze 1¢écba c-AUCB neovliviiuje
signifikantné nizsi hodnoty exkrece NOx u I3C-indukovanych zvifat. Rovnéz tak na zvyseni

hodnot PRA neméla 1écba s c-AUCB zadny vliv u 13C-indukovanych zvitat (tabulka 1).
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Graf ¢. 3: Prubéh denni diurézy (UV) (A) a pFijmu vody (water intake, WI) (B) u I3C-indukovanych
Cyplal-Ren-2 potkani a efekt inhibitoru sEH pomoci c-AUCB (13 a 26 mg/l) (n = 8 v kazdé skuping¢).
*p < 0,05 vs. bazalni hodnoty, #p < 0,05 vs. I3C-indukovani neléceni potkani.

3.34.2 Koncentrace ANG II, hodnoty EETs, DHETS a proteinova exprese
epoxygenazy a sEH
Na konci experimentéalniho protokolu byly stanoveny hodnoty ANG II v plasmé a kife ledvin.
(graf 4). Podani I13C vedlo k signifikantnimu nartistu hodnot ANG II v plasmé¢ i kife ledvin ve
srovnani s neindukovanymi skupinami, coz potvrzuje fakt, Ze tento model reprezentuje ANG
[I-dependentni formu hypertenze. Lé€ba inhibitorem c-AUCB neméla Zadny vliv na hodnoty
ANG II v plasmé a tkani ledvin jak u neindukovanych, tak I3C-indukovanych potkand.
Ackoli podani I3C neovlivnilo hodnoty EETs, 1é€ba inhibitorem sEH c-AUCB zvysila
koncentrace EETs v kiife ledvin u neindukovanych i I3C-indukovanych skupin (graf 5A).

DHETs, produkty degradace EETs, byly signifikantné vyssi u skupin I3C-indukovanych
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nelécenych potkanti nez neindukovanych skupin (graf 5B). Inhibice SEH nezménila
koncentrace DHETSs u neindukovanych potkant, ale vyrazné snizila hodnoty DHETs u I3C-
indukovanych potkant. Vyrazné zvyseny pomér EETs/DHETs u I3C-indukovanych i
neindukovanych zvitat 1écenych c-AUCB ukazuje G¢innost inhibitoru sEH (graf 5C).
Imunoblot analyza neprokéazala zadné zmény v expresi proteinu CYP2C23 a sEH v ledvinné
kufe a dieni mezi jednotlivymi skupinami (obrazek 8). Analyzovana data zobrazuje tabulka 2.
Podobnych vysledkt jsme dosahli pii stanoveni proteinové exprese CYP2C11 epoxygenazy .
V této studii data ukazuji, Ze jak podani I3C, tak 1écba pomoci c-AUCB neovliviiuje expresi

epoxygendzovych enzymd.
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Graf ¢. 4: Hodnoty ANG II v plasmé (A) a kiife ledvin (B) na konci experimentu u Cyplal-Ren-2
potkanii vystavenych uc¢inkim I3C a ¢c-AUCB (n = 6-8). *p < 0,05 vs. neindukované skupiny.

3.343 Hemodynamika ledvin

V jiné sérii pokusii byly na konci stejného experimentalniho protokolu provedeny renalni
clearancové pokusy v anestézii. JelikoZ ob€ davky c-AUCB vykazovaly podobné odpovédi

v chronické studii, byla pouZzita pouze vyssi davka inhibitoru (26 mg/l) pro urceni sttedniho
arterialniho tlaku (SAT) a renélnich funk¢nich parametrti u neindukovanych a I3C-
indukovanych potkanti. Lécba inhibitorem c-AUCB signifikantné neovlivnila Zddny parametr
ledvin u neindukovanych zvitat (graf 6 a 7). U [3C-indukovanych zvitat vSak 1écba
inhibitorem c-AUCB signifikantn¢ zmirnila rozvoj hypertenze (graf 6A) a normalizovala
pratok plasmy ledvinou (PPL) (graf 6B), ktery byl po dieté s I3C zna¢n¢ zmensen. Jak je
vidét z grafu 7A, glomeruldrni filtrace zlistala nezménéna u vSech skupin. Avsak u I13C-
indukovanych potkanti vykazovala c-AUCB 1écba vyssi vylu€ovani sodiku nez u nelécenych

potkanti (graf 7B).
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Tabulka ¢. 2: Proteinova exprese epoxygenazy CYP2C23 a solubilni epoxid hydroliazy (sEH) v ledvinné
kife a dfeni na konci experimentalniho protokolu Cyplal-Ren-2 potkani. Mezi skupinami nejsou
signifikantni rozdily.

Pomér protein/B-aktin

Skupina n CYP2C23 CYP2Cl11 sEH ktira sEH dfen
kara dien

Neindukovani neléceni 1.13+£0.16 | 1.04+0.11 0.99+0.18 | 0.89+0.14

Neindukovani + c-AUCB 1.08§+£0.19 | 1.05+0.13 0.97+0.20 | 0.90 +£0.15

I3C-indukovani neléceni 1.14+0.23 | 1.04£0.19 1.06 £0.22 | 0.99+0.17

O |\O| 0|0

13C-indukovani + c-AUCB 1.17+0.19 | 1.07+£0.20 1.04+0.19 | 1.01 £0.16

3.3.5 Diskuze

Lécba inhibitorem sEH, hlavniho enzymu katalyzujici degradaci EETs na biologicky
neaktivni DHETSs (Imig, 2005; Capdevila et al. 2007; Inceoglu et al. 2007), se ukéazala byt
ucinnou ve snizovani krevniho tlaku u né€kolika modeld hypertenze, véetné ANG II
indukované hypertenze (Imig et al. 2005; Jung et al. 2005; Huang et al. 2007; Loch et al.
2007). Tato studie ukazuje, ze ordlni podavani nového inhibitoru sEH c-AUCB signifikantné
zmirnuje rozvoj maligni hypertenze u Cyplal-Ren-2 potkani. Vyznamnéjsi je vSak to, Ze tato
studie prokézala vliv inhibice sEH na renalni hemodynamiku a exkre¢ni funkce iTGR.
Inhibitor c-AUCB zlepsuje redlni funkce a signifikantné chrani ledviny sniZenim proteinurie.
Tato data jasné ukazuji, ze antihypertenzni efekt 1é¢by c-AUCB u Cyplal-Ren-2 potkani je
alespon z ¢asti zpisoben popisovanymi renalnimi mechanismy. Nase vysledky jsou v souladu
s predchozimi studiemi u ANG II infundovanych potkand a mysi (Zhao et al. 2004; Imig et al.
2005; Jung et al. 2005). Vysoka ucinnost inhibitoru sEH ¢c-AUCB miiZe byt pfipsana jeho
lepSim farmakokinetickym vlastnostem, pfedev§im jeho moZznosti podavani v pitné vodé a
snadné rozpustitelnosti (Hwang et al. 2007). Tak mtze byt c-AUCB pouzit v relativné malém
mnozstvi, které pfitom odpovida davce s maximalnim farmakologickym u¢inkem.
Zdvojnasobeni davky neprokéazalo zadny dalsi efekt u potkant bez telemetrie, av§ak doslo

k ovlivnéni rendlnich exkrecnich parametrii u potkant s telemetrii. Proto jsme dale pro renalni
clearancové pokusy a pro stanoveni koncentrace ANG I, hodnot EETs, DHETSs pouzili
dvojnéasobnou davku c-AUCB. Je také dulezité zminit, ze c-AUCB lécba neovlivnila krevni

tlak ani rendlni exkre¢ni parametry u normotenznich neindukovanych potkant.
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V ptedchozi studii (Vanourkova et al. 2006) jsme ukazali, Ze rychly rozvoj maligni
hypertenze je spojen se zvysenim plasmatickych koncentraci ANG II jiZ béhem 24 hodin a
progresivnim nartstem koncentrace ANG II ve tkanich béhem dlouhodobého podavani I3C.
V této studii [3C zptisobil zna¢né zvyseni RAS aktivity (renin a ANG II). c-AUCB lécba vSak
nezménila aktivitu RAS v plasmé ani ledving, a ptesto doSlo ke zméné tlaku a natriurézy.
Pravdépodobné to miize byt zplisobeno zvysenim biologické dostupnosti epoxy lipidu,
piedevsim EETs. Ackoli se zdaji byt absolutni zmény v renalnim metabolismu EETs relativné
malé, je mozné, ze i tak malé zmény v hodnotach EETs nebo jinych epoxy lipidii mohou
signifikantné ménit renalni funkce (Imig et al. 2005; Jung et al. 2005; Certikova Chébova et
al. 2007; Huang et al. 2007). Nase data mohou byt také vysvétlena rychlym obratem EETs,
ktery neumoziuje jejich dlouhodobé hromadéni v ledvin€. Absolutni mnozstvi tedy neni
zvysené tolik, jako celkovy obrat. To je v souladu s pfedchozimi studiemi, kde zvySené

koncentrace DHETS u hypertenznich 13C-indukovanych potkant poukazovaly na vyssi
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degradaci EETs ve srovnéani s normotenznimi neindukovanymi potkany. Proto je lepsi za
indikator u¢innosti inhibitoru sEH povazovat pomér epoxidi/diold nez samotné hodnoty
EETs (Zhao et al. 2004; Imig et al. 2005; Hwang et al. 2007). ZvySeny pomér EETs/DHETs
tak v nasi studii prokézal signifikantni u¢innost c-AUCB inhibovat enzym sEH a snizit tak
degradaci EETs.

Neschopnost zvysit hodnoty EETs muize ptispivat k patogenezi hypertenze (Yu et al. 2000;
Zhao et al. 2004; Capdevila et al. 2007; Manhiani et al. 2009). V nasi studii jsme také zjistili,
ze na konci experimentu byly hodnoty EETs v ktife ledvin neménné u I13C-indukovanych
potkant stejné tak jako u neindukovanych normotenznich potkand, hodnoty EETs se tedy
nemohou zvysit, kdyz exprese epoxygenazy zustala beze zmén. Nase data tak naznacuji
relativni nedostatek EETs béhem endogenni produkce ANG II (Zhao et al. 2004).

Nejvyssi aktivita sEH byla prokézédna v jatrech a ledvinéch, coz jesté vice podporuje moznost
jejiho mistniho pasobeni. Podavani exogenniho ANG II zptsobuje up-regulaci endotelialni
sEH (Zhao et al. 2004; Ai et al. 2007), coz miize dale snizit mistni dostupnost EETs. I kdyz
v této studii nebyla exprese proteinu sEH v ledviné signifikantné rozdilna mezi 13C-
indukovanymi a neindukovanymi potkany, pravdépodobné byla zvySena katalyticka aktivita
sEH (Imig, 2006; Ai et al. 2007), coz vedlo k naslednému vzestupu hodnot DHETS v ledviné
u [3C-indukovanych hypertenznich potkand.

Interakce oxidu dusnatého (NO) a eikosanoidi je jednim z predpoklddanych mechanismil
ucinku EETs (Oyekan et al. 1999; Jiang et al. 2007; Hercule et al. 2009) a jeji zkoumanti je i
jednim z cila této dizertacni prace. Proto jsme stanovili exkreci NOx moci jako endogenniho
ukazatele metabolismu NO a jeho aktivity. U I3C-indukovanych potkanti jsme zjistili
sniZzenou koncentraci NOx v mo¢€i poukazujici na sniZzeni produkce NO béhem rozvoje
maligni hypertenze. Lécba c-AUCB s davkou 13 a 26 mg/1 signifikantné nezménila exkreci
NOx v mo¢i u I3C-indukovanych ani neindukovanych potkanii. Vysledky tak ukazuji, Ze
antihypertenzni a natriuretické u€inky c-AUCB nemuzeme pfipisovat zvySenym hladindm
NO. Tato data tak nepodpofila tvrzeni o pozitivni vzajemné¢ interakci EETs a NO (Hercule et
al. 2009). Je vSak mozné, Ze uvolnéni NO mohou zptisobovat DHETS, kter¢ jsou diky c-
AUCB [é¢bé sniZzeny. Tato studie vSak poskytuje jen mechanicky pohled na tuto interakeci.
Proto bude potieba provést vice experimentli, abychom byli o tomto tvrzeni presvédceni.
Cyplal-Ren-2 potkani vystaveni dieté s obsahem I3C vykazuji téZkou hypertenzi spojenou

s proteinurii (Kantachuvesiri et al. 2001; Mitchell et al. 2006; Ortiz et al. 2007), coZ miZzeme
v této studii jenom potvrdit. Navzdory zvySenému ANG II u téchto potkani, ob& davky c-

AUCSB signifikantné zmirnily proteinurii v podobném rozsahu, coZ poukazuje na
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renoprotektivni u€inky blokatoru sEH (Imig et al. 2005; Jung et al. 2005; Huang et al. 2007;
Hwang et al. 2007). Renoprotektivni Gi¢inky inhibitoru sEH byly potvrzeny také ve studii na
spontann¢ hypertenznich obéznich potkanech, u kterych doslo pisobenim inhibitoru sEH

k vyznamnému sniZeni albuminurie a progresivni glomeruloskler6zy (Imig et al. 2012). Navic
c-AUCB lécba zabranila pocatecni retenci sodiku, kterd byla pozorovéana u 13C-indukovanych
nelécenych potkand. Nasledné u stejnych zvitat zlepsila natriurézu ve dni 14 a 18. Tim naSe
data podporuji ndzor, ze EETs nezasahuji jenom do regulace vaskularniho tonu, ale ovliviuji
piimo tubularni transport sodiku v ledvinach (Capdevila et al. 2007; Imig 2009). Tento u¢inek
je lokalizovéan do proximalniho tubulu, kde EETs reguluji tubulérni transport sodiku diky
inhibici Na'/H" vyméniku na apikalni membrané tubularnich bunék (Roman, 2002; Dos
Santos et al. 2004; Imig, 2005). Ve sbérnych kandlcich ledvin piisobi EETs také jako inhibitor
Na", K'-ATPézy a k amiloridu senzitivnimu transportu sodiku (Wei et al. 2004; Sun et al.
20006). V souladu s tim jsme zjistili vétsi natriurézu a diurézu u 13C-indukovanych potkant
lécenych c-AUCB, coz mlize pfispivat k antihypertenznimu uc¢inku. Navic zde byl mirny, i
kdyz ne signifikantni, vzestup natriurézy a diurézy u neindukovanych zvifat. Zvysena citlivost
tubuloglomerularni zpétné vazby zptisobena aktivitou ANG II byla popsana u Cyplal-Ren-2
potkant (Mitchell & Mullins, 2005) i pfes udrzovanou glomerularni filtraci. NaSe prace
ukazala, ze EETs vykazuji ptimy tubularni G¢inek pii 1é¢beé c-AUCB, ale nemaji znatelny
efekt na glomeruléarni filtraci. Proto mizeme pouze spekulovat o tom, zda zvySené hodnoty
EETs béhem lécby c-AUCB mohou modulovat tubuloglomeruldrni zpétnou vazbu u Cyplal-
Ren-2 potkani. Navzdory tomu Ize potvrdit, Ze zvySeni biologické dostupnosti EETs v
ledviné pomoci inhibice sEH zlepSuje rendlni hemodynamiku a renélni funkce u Cyplal-Ren-
2 transgennich potkanti a tak mize signifikantné zmenSovat rozvoj maligni hypertenze u
tohoto modelu.

Renalni clearancové studie potvrdily vyskyt renalni vazokonstrikce u Cyplal-Ren-2 potkanii
(Mitchell et al. 2006). c-AUCB 1écba snizila arterialni tlak a normalizovala priitok plasmy
ledvinou u I3C-indukovanych potkanti. Ackoli zde nebyl zadny signifikantni efekt na
glomerularni filtraci, exkrece sodiku byla vyssi u c-AUCB lécenych potkanil vystavenych
pusobeni I3C ve srovnani s nelécenymi zvifaty. To dale podporuje nazor, Ze inhibice sSEH
pusobi na pfimy tubularni transport bez velkého vlivu na filtrované mnozstvi sodiku. Pokud
tedy predpokladame inhibici pfimého tubularniho transportu sodiku pomoci EETs (Wei et al.
2004; Sun et al. 2006), je potom myslitelné tvrdit, Ze objevené natriuretické ucinky v této
studii jsou modulovany zvysSenou biologickou dostupnosti EETs v ledvin€ béhem inhibice

sEH. Celkov¢ tedy nase data demonstruji, ze sledované renalni mechanismy mohou
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signifikantné pfispivat k antihypertenznim u¢inkim inhibitoru sEH u Cyplal-Ren-2 potkani

s indukovanou maligni hypertenzi.

3.3.6 Zavér

Nase vysledky ukazuji, ze vyrazné zvyseni endogennich hodnot EETs zptisobené inhibici
sEH, signifikantn¢ zmirfiuje rozvoj maligni hypertenze u Cyplal-Ren-2 transgennich potkant
predevsim zlepsenim hemodynamiky ledvin a zvySenym vylucovanim sodiku. Tyto sledované
antihypertenzni a renoprotektivni G¢inky inhibitoru sEH ¢c-AUCB poskytuji presvédcivy

ditkaz o moZnosti nového piistupu v antihypertenzni terapii.
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3.4 Inhibice solubilni epoxid hydrolazy zlepSuje zhorSenou tlakovou
natriurézu a zmirni rozvoj hypertenze a hypertenzi zpiisobené tkanové

poSkozeni u Cyplal-Ren-2 transgennich potkanii

34.1. Cil prace
1. Charakterizovat ti¢inek chronické 1écby nového inhibitoru sEH (c-AUCB) na
autoregulaci rendlni hemodynamiky, tlakovou natriurézu a rozvoj hypertenzi
vyvolané srde¢ni hypertrofie u Cyplal-Ren-2 potkanti s indukovanou
hypertenzi.
2. Srovnani u¢inku chronické blokady AT receptorti a chronické inhibice sEH
na krevni tlak, rendlni funkce a hypertenzi zpisobené tkanové poskozeni u

tohoto modelu ANG II-dependentni formy maligni hypertenze.

3.4.2. Protokoly

34.2.1 Série ¢. 1: Odpovéd’ glomerularni filtrace, pritoku krve ledvinou a
vylucovani sodiku ledvinou pri sniZovani renalniho arterialniho tlaku
V predeslych studiich jsme zjistili, Ze po podani 0,3 % I3C v dieté po dobu jedenécti dni
vznikne u Cyplal-Ren-2 maligni hypertenze. Byla pouzita stejna davka (26 mg/l) 1 stejny
lécebny protokol pomoci c-AUCB jako v minulé studii (Honetschldgerova et al. 2011a).
Zvitata, ktera byla vystavena uc¢inkim blokady AT receptoru, dostavala losartan v pitné vodé
(100 mg/1, Lozap, Zentiva, Praha, Ceské republika). Pfedchozi studie prokazaly, Ze tato davka
zabrani rozvoji hypertenze u tohoto modelu potkanti (Erbanova et al. 2009; Williams et al.
2010). Vlastni den experimentu (11 dni po indukci reninového genu) byli potkani pfipraveni
na akutni rendlni funkéni studii:
Potkani byli anestezovani thiopentalem sodnym (60 mg/l, intraperitonedln¢) a umisténi na
termoregulacni stolek pro udrzeni télesné teploty 37 - 37,5 °C. K udrzeni volnych dychacich
cest byla provedena tracheostomie a zevni konec tracheostomické kanyly velikosti PE-240
byl vloZen do komirky, do které byla kontinualné ptivadéna zvlhéena smés 95 % O2/ 5 %
COz pro zlepSeni stability arteridlniho tlaku u anestezovanych zvifat (Kopkan et al. 2005;
Mitchell et al. 2006).
Pravéa jugularni Zila byla zakanylovédna kanylou PE-50 k aplikaci infuznich roztokl a

pfipadnému pfidavani anestetika. Leva femoralni arterie byla katetrizovana kanylou PE-50,
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ktera umoznovala kontinudlni monitoraci arteridlniho tlaku a odbéry krve. Stfedni arterialni
tlak (SAT) byl monitorovan tlakovym ptfevadéfem (model MLT 1050) a ukladan do pocitace
pomoci komputerizovaného systému sbéru dat (PowerLAB/4SP, ADInstruments, UK).
Levou ledvinu jsme zpfistupnili bo¢nim fezem, izolovali od okolni tkané a umistili do
plexisklové komurky. Kanylace levého ureteru byla provedena kanylou velikosti PE-10 pro
sbér moce z izolované ledviny.

Aortalni svorka byla umisténa na aortu nad odstupem renalni arterie pro naslednou regulaci
renalniho arterialniho tlaku (RAT).

Na renélni arterii byla umisténa ultrazvukova sonda (1RB, Transonic Systems, Altron
Medical Electronic GmbH, Némecko), ktera méfila prutok krve ledvinou, jez byl
zaznamenavan do pocitace.

V pribéhu chirurgie jsme podavali fyziologicky roztok obsahujici 6 % bovinni sérovy
albumin (BSA, Sigma Chemical Co., Praha, CR) rychlosti 40 pl/min. Po skonéeni chirurgie
byl infundovéan fyziologicky roztok obsahujici 1 % BSA a 7,5 % polyfruktosan inulin
(Inutest, Laevosan, Linz/Donau, Rakousko) taktéz stejnou rychlosti.

Nésledovala ekvilibra¢ni perioda trvajici 50 minut, umoziiujici zvifeti dosahnout
stabilizovaného stavu pied zapocetim jedné 30-ti minutové kontrolni periody pii fyziologické
hodnoté RAT. U skupin, u kterych byl pouzit jen kontrolni protokol, nasledovaly jesté dalsi 3
kontrolni periody se sbérem moce pfi fyziologickém RAT. U skupin, u kterych byl pouzit
experimentalni protokol, nasledovaly dalsi tfi periody se sbérem moce pii redukcich rendlniho
tlaku na hodnoty 120, 100 a 85 mm Hg. Po kazdé redukci rendlniho tlaku nasledovala
pétiminutova ekvilibrace. Odbér krve byl proveden po druhé a Ctvrté period€ na stanoveni
hodnot glomerularni filtrace a vylu¢ovani sodiku.

Objem moce byl méfen gravimetricky a koncentrace sodiku v mo¢i plamenovou fotometrii.
Polyfruktosan a inulin v moci a plasmé byl méten kolorimetricky. Clearance inulinu byla
pouzita jako odhad glomerularni filtrace. Hodnoty byly pfepocteny na gram vahy ledviny.
Frakéni exkrece sodiku byla vypocitana podle standardniho vzorce. Autoregulacni index (Al)
pritoku krve ledvinou byl vypocten metodou Sempla a Wardenera (Semple, Wardener, 1959)
pomoci vzorce: Al = [(RBF2 — RBF1)/RBF1]/[(RAP2 — RAP1)/RAP1]. Stejny vzorec byl
pouzit i pro stanoveni Al glomerularni filtrace. Hodnota nula u Al znaci idedlni autoregulaci,

hodnoty jakkoli vys$si naopak zhorSenou autoregulaci ledvin.
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Transgenni potkani byli rozdéleni do nésledujicich skupin:

1.

A e A T

Neindukovani neléceni potkani + kontrolni protokol (n = 6)

Neindukovani neléceni potkani + experimentalni protokol (n = 13)
Neindukovani potkani Ié¢eni c-AUCB + kontrolni protokol (n = 7)
Neindukovani potkani 1é¢eni c-AUCB + experimentalni protokol (n=11)
Neindukovani potkani 1é¢eni losartanem + kontrolni protokol (n = 6)
Neindukovani potkani 1é¢eni losartanem + experimentalni protokol (n = 10)
Indukovani neléceni potkani + kontrolni protokol (n = 7)

Indukovani neléceni potkani + experimentalni protokol (n = 13)

Indukovani potkani 1é¢eni c-AUCB + kontrolni protokol (n = 7)

10. Indukovani potkani 1éceni c-AUCB + experimentalni protokol (n = 13)

11. Indukovani potkani 1éCeni losartanem + kontrolni protokol (n = 6)

12. Indukovani potkani léceni losartanem + experimentalni protokol (n=11)

3.4.2.2

Série €. 2: Vliv chronické inhibice solubilni epoxid hydrolazy a blokatoru
AT1i receptoru na srdeéni hypertrofii, proteinurii, poSkozeni glomerulii
ledvin, tubulointersticialni poSkozeni ledvin a na koncentraci EETs a

DHETS v ledvinné tkani

Potkani byli rozdéleni do nasledujicich experimentalnich skupin a vystaveni stejnému

chronickému experimentalnimu protokolu jako v sérii €. 1:

1.

AN o

Neindukovani neléceni potkani (n = 7)
Neindukovani potkani lé¢eni c-AUCB (n = 6)
Neindukovani potkani lé¢eni losartanem (n = 6)
Indukovani neléceni potkani (n = 8)

Indukovani potkani 1é¢eni c-AUCB (n = 8)

Indukovani potkani Ié¢eni losartanem (n = 8)

Moc pro stanoveni proteinurie byla sbirdna pied (72 hodin) a po (10 dni) zah4jeni podavani

diety s nebo bez obsahu I3C (Honetschldgerova et al. 2011a). 11. den byli potkani

dekapitovani a byla jim odebrdna jedna ledvina pro stanoveni ledvinného glomerularniho

poskozeni a kortikalniho intersticidlniho poSkozeni pomoci metod béZzné provadénych v nasi

laboratofi (Certikova Chabova et al. 2007; Certikova Chabova et al. 2010). Ledvina byla

zafixovana ve 4 % formaldehydu, dehydratovana a zalita do parafinu. Jednotlivé obarvené
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fezy byly semikvantitativné vyhodnoceny s pocitdnim 50-ti glomerultl v kazdé¢ ledviné a
vypoctenim glomerulosklerotického indexu (GSI). Metodu stanoveni renalniho kortikalniho a
tubulointersticialniho poskozeni (Nakano et al. 2008) jsme pouzili v predchozi studii (Kujal et
al. 2010). Semikvantitativné se hodnotily infiltrace zanétlivymi bunkami, dilatace tubulii a
jejich atrofie a intersticidlni fibréza. Léze byly vyhodnoceny nejmén¢ ve tficeti ndhodnych
nepiekryvajicich se zornych polich ktiry ledvin.

Hodnoty metabolitli kyseliny arachidonové, EETs a DHETSs, byly méfeny v kiife ledvin a

analyzovany stejn¢ jako v pfedchozi studii (viz. 3.3.2.2).

343 Vysledky

3.4.3.1 Experimentalni protokol ¢. 1: Odpovéd’ glomerularni filtrace, pritoku
krve ledvinou a vylu¢ovani sodiku ledvinou p¥i sniZovani renalniho
arterialniho tlaku
Bazalni hodnoty (primérné hodnoty od skupin kontrolniho 1 experimentalniho protokolu
ziskané béhem prvni clearancové periody pfi fyziologickém renalnim arteridlnim tlaku)
sttedniho arterialniho tlaku (SAT), t€lesné hmotnosti, PKL a GFR jsou zobrazeny v grafu ¢. 8.
c-AUCB Ié¢ba neovlivnila SAT, télesnou hmotnost, PKL ani GFR u neindukovanych zvirat
ve srovndni s neindukovanymi nelééenymi potkany. Na druhou stranu 1é¢ba losartanem
signifikantné snizila SAT a GFR, ale neovlivnila télesnou hmotnost a PKL u normotenznich
neindukovanych Cyplal-Ren-2 potkant. Podani diety s 0,3 % I3C vedlo k vyrazné
hypertenzi (graf 8 A) spojené se silnym vdhovym ubytkem (graf 8B) ve srovnani
s neindukovanymi zvifaty. Navic neléceni 13C-indukovani potkani vykazovali znamky
maligni hypertenze, jako jsou letargie, nahrbeny postoj a piloerekce (Vanourkova et al. 2006;
Honetschldgerova et al. 2011a). c-AUCB lécba zmirnila rozvoj hypertenze, zmensila ztratu
télesné hmotnosti a zabranila snizeni PKL u I3C-indukovanych potkanti ve srovnani s I3C-
indukovanymi nelé€enymi potkany. Lécba losartanem zamezila zvySeni SAT a snizZeni télesné
hmotnosti, navic také zabranila snizeni PKL a dokonce zptisobila jeho zvyseni u I3C-
indukovanych potkantli ve srovnani s neindukovanymi normotenznimi potkany (graf 8D).
Jak vidime na grafu 9A a 9C u neindukovanych potkanti neméla c-AUCB lécba vliv na
autoregulacni schopnost PKL a GFR pfii redukcich RAT. Lécba losartanem neovlivnila
autoregulacni schopnost GFR u neindukovanych potkanti. AvSak u téchto potkant zvysila

cv v

RAT (p <0,05) (graf 9A). Jak je vidét na grafu 9B byl PKL pii bazalnich hodnotach RAT
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Graf ¢. 8: Bazalni hodnoty stif‘edniho arterialniho tlaku (SAT) (A), télesné hmotnosti (B), glomerularni
filtrace (GFR) (C) a pritoku krve ledvinou (PKL) (D) u Cyplal-Ren-2 transgennich potkani krmenych
normalni krmnou davkou (neindukovani) nebo dietou s obsahem 0,3 % I3C (I3C-indukovani). c-AUCB
znadi 1é¢bu inhibitorem sEH, losartan zna¢i 1é¢bu antagonistou AT receptoru. *p < 0,05 vs. neoznacené

hodnoty, #p < 0,05 vs. vSechny hodnoty, @p < 0,05 vs. neindukovani nelééeni potkani.

signifikantné niZ8i u nelécenych 13C-indukovanych potkanli ve srovnani s neindukovanymi
potkany (6,28 £ 0,35 vs. 8,29 £0,41 ml/min/g, p <0,05) a redukce RAT vedla

k signifikantnimu poklesu PKL jiZ pfi hodnoté 100 mm/Hg. Na druhou stranu c-AUCB lécba
u [3C-indukovanych potkanti nejenom zabranila snizeni PKL pii bazalnich hodnotach RAP,
ale dokonce vyrazné zlepsila autoregulacni schopnost PKL az na hodnoty pozorované u
neindukovanych zvitat. Lécba losartanem u indukovanych potkant zvysila PKL pfi bazalnich
hodnotach RAT (11,47 + 0,88 ml/mi/g) a udrZela autoregulacni schopnost dokonce 1 pfi
nejnizsich hodnotach RAT (graf 9B).
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Graf ¢. 9: Vztah mezi renalnim arterialnim tlakem (RAT) a pritokem krve ledvinou (A a B) a mezi RAT a
glomerularni filtraci (C a D) u Cyplal-Ren-2 potkanti krmenych bud’ normalni dietou (neindukovani),
nebo dietou s 0,3 % I3C (I3C-indukovani). c-AUCB znaci 1é¢bu inhibitorem sEH, losartan znaci 1é¢bu
antagonistou AT receptoru. *p < 0,05 vs. bazalni hodnoty, #p < 0,05 vs. nelé&eni potkani, @p < 0,05 vs.

c-AUCB léceni potkani.

Podobné je vidét na grafu 9D, Ze I3C-indukovani neléceni potkani reagovali na redukci RAT
signifikantnim sniZzenim GFR a lé€ba jak c-AUCB, tak losartanem znacné zlepSila
autoregulacni schopnost GFR.

Graf 10 ukazuje autoregulacni schopnost PKL a GFR pouZitim autoregulacniho indexu podle
metody Semple a Wardenera. Vysledky ukazuji, Ze I3C-indukovani neléceni potkani vykazuji
signifikantné zhorSenou autoregulacni schopnost PKL a GFR jiZ pfi redukci RAT ze 120 na
100 mmHg. To bylo jesté vice patrné pii redukci RAT na kone¢nych 85 mmHg. Lécba s c-

AUCB neovlivnila autoregulacni index u neindukovanych potkand, ale normalizovala
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Graf €. 10: Autoregulaéni index
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nejsou signifikantné rozdilné pii spontdnnich hladinach RAT u neindukovanych c-AUCB
lécenych a nelécenych potkani. Redukce RAT vedla u obou téchto skupin k podobné
odpovédi. AvSak 1écba losartanem vedla k vyznamnému sniZeni v absolutnim i frakénim
vylu€ovanim sodiku a diurézy pti spontannich hladindch RAT ve srovnani s neindukovanymi
nelécenymi potkany. Na grafu 11 D — F neni vidét Zadny signifikantni rozdil v absolutnim a

frakénim vylu€ovani sodiku a diuréze pti bazalnich hodnotdich RAT mezi nelé€enymi a c-
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AUCB lécenymi a losartanem 1écenymi I3C-indukovanymi potkany. Redukce RAT vedla

k mnohem vétSimu snizeni absolutniho a frakéniho vylucovani sodiku a diurézy u I3C-
indukovanych nelécenych potkant nez u I3C-indukovanych potkant 1é¢enych c-AUCB nebo
losartanem.

Neléceni a c-AUCB léceni nebo losartanem lé¢eni neindukovani potkani i I3C-indukovani
potkani, ktefi byli vystaveni kontrolnimu protokolu, nevykazovali v prib¢hu experimentu
zadné signifikantni zmény v rendlni hemodynamice ani v exkre¢nich funkcich ledvin. Proto

zde nejsou tato data prezentovana.

3.4.3.2 Experimentalni protokol &. 2: U¢inek chronické inhibice solubilni epoxid
hydrolazy a blokatoru AT receptoru na srdecni hypertrofii, proteinurii,
poskozeni glomerulii ledvin, tubulointersticialni poSkozeni ledvin a
koncentrace EETs a DHETS v ledvinné tkani
Nase vysledky ukazuji, ze I3C-indukovani a neléceni potkani vyvinuli zfetelnou srde¢ni
hypertrofii, vyjadfenou jako pomér vahy levé komory k délce tibie (graf 12A), dale vyraznou
proteinurii (graf 12B) a znacny stupeini rendlniho glomerularniho a tubulointersticidlniho
poskozeni ve srovnani s neindukovanymi normotenznimi potkany (graf 12C a 12D). c-AUCB
1é¢ba signifikantné zmirnila rozvoj srdecni hypertrofie, proteinurie a zvySeni
glomerulosklerotického indexu (GSI) a tubulointersticidlniho poskozeni u I3C-indukovanych
potkant. Lécba losartanem kompletné zabranila rozvoji srdecni hypertrofie, proteinurie a
zru$ila zvySeni GSI a tubulointersticialniho poskozeni u 13C-indukovanych potkanti.
Neindukovani normotenzni Cyplal-Ren-2 potkani vykazovali malou proteinurii a minimalni
stupen renalniho glomeruldrniho a tubulointersticidlniho poskozeni, pfi¢emz l1écba c-AUCB
vyznamné neovlivnila Zadny z téchto parametrt (graf 12). Navic 1écba losartanem
signifikantné snizila proteinurii 10. den experimentu u neindukovanych normotenznich
potkand.
Obrazek 9 ukazuje reprezentativni histologicky fez ledvinou od neindukovanych (A), 13C-
indukovanych nelécenych (B), c-AUCB lécenych 13C-idukovanych (C) a losartanem
lécenych 13C-indukovanych (D) transgennich potkand.
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Graf ¢. 11: Vztah mezi renalnim arterialnim tlakem a absolutnim (A a D) a frakénim vylu¢ovanim sodiku (C a F) a
diurézy (B a E) u Cyplal-Ren-2 potkanii krmenych bud’ normaélni dietou (neindukovani), nebo dietou s 0,3 % I3C
(I3C-indukovani). c-AUCB zna¢i 1écbu inhibitorem sEH, losartan znaci 1é¢bu antagonistou AT receptoru.

#p < 0,05 vs. hodnoty u nelé¢enych potkand.
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Graf ¢. 12: Pomér srde¢ni levé komory k délce tibie (A), proteinurie za bazalnich podminek (den 3) a na
konci experimentu (den 10) (B), glomeruloskleroticky index (C) a tubulointersticialni po§kozeni ledvin (D)
u Cyplal-Ren-2 potkanii krmenych bud’ normalni dietou (neindukovani), nebo dietou s 0,3 % I3C
(I3C-indukovani). c-AUCB znaci 1é¢bu inhibitorem sEH, losartan znaci 1é¢bu antagonistou AT receptoru.

*p < 0,05 vs. neozna¢ené hodnoty, #p < 0,05 vs. viechny hodnoty.

Z grafu 13A je patrné, Ze neléceni a losartanem 1éceni 13C-indukovani potkani vykazuji
signifikantni snizeni koncentrace EETs v kufe ledvin. Lécba c-AUCB zabranila snizeni
hodnot EETs v ledviné u I3C-indukovanych potkant. Navic c-AUCB 1é¢ba u

neindukovanych stejné jako u I3C-indukovanych vedla k signifikantnimu sniZeni koncentraci
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Obrazek ¢. 9: Histologické Fezy ledvinou od neindukovanych Cyplal-Ren-2 transgennich potkant (A),
I13C-indukovanych Cyplal-Ren-2 transgennich potkant (B), I3C-indukovanych c-AUCB a losartanem
1é€enych Cyplal-Ren-2 transgennich potkanu (C a D).

DHETs v ledvinné tkani (graf 13B). Pti pouziti poméru EETs/DHETS, coz nejlépe
predstavuje intrarendlni u¢innost biologicky aktivnich metabolitii epoxygendazy, je vidét, Ze je
tento pomé&r vyznamné niz§i u I3C-indukovanych nelécenych potkanti ve srovnani

s neindukovanymi nelécenymi potkany (graf 13C). Tento pomér nebyl ovlivnén 1é¢bou

s losartanem, ale c-AUCB léc¢ba signifikantné zvysila tento pomér u [3C-indukovanych stejné

jako u neindukovanych Cyplal-Ren-2 transgennich potkand.

344 Diskuze

Prvnim dilezitym zjisténim této studie bylo, ze chronicka 1é¢ba inhibitorem sEH ¢c-AUCB
zmirfiuje rozvoj maligni hypertenze a zabrani snizeni PKL u I3C-indukovanych Cyplal-Ren-
2 transgennich potkani.

Autoregula¢ni indexy v rozmezi redukce arterialniho tlaku od 120 — 100 a od 100 — 85 jasn¢

poukazuji na zhorSenou autoregulacni schopnost PKL a GFR u I13C-indukovanych nelécenych
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Graf ¢. 13: Epoxyeikosatrienové kyseliny (EETS)

(A) a dihydroxyeikosatrienové kyseliny (DHETS) 1.2
(B) a pomér EET/DHETS v kiife ledvin (C) na 10
konci experimentalniho protokolu u Cyplal-Ren- ] '
2 potkanii krmenych bud’ normalni dietou E 0.8
>
(neindukovani), nebo dietou s 0,3 % I3C (13C- E 0.6 *
indukovani). c-AUCB znadi 1é¢bu inhibitorem é
sEH, losartan znaci 1é¢bu antagonistou AT E 04
receptoru. *p < 0,05 vs. neoznacené hodnoty, 0.2
#p < 0,05 vs. vSechny hodnoty. 0.0
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potkantll ve srovnani s neindukovanymi normotenznimi potkany. Druhym dileZitym zjist€énim
tedy bylo, ze chronicka inhibice aktivity sEH pomoci c-AUCB nejen Ze zabranila snizeni
PKL, ale také zfeteln¢ 1épe udrzela autoregulaci PKL a GFR pfi danych RAT u I3C-
idukovanych potkant nez u I3C-indukovanych nelécenych potkanti. Dale chronickd c-AUCB
lécba signifikantné zlepSila sklon kiivky tlakové natriurézy u I3C-indukovanych potkanti ve
srovnani s I3C-indukovanymi nelécenymi potkany. A pravé zlepSeni doprava posunuté kiivky
tlakové natriurézy je pravdépodobné hlavnim mechanismem zodpovédnym za antihypertenzni
ucinky chronické inhibice sEH c-AUCB u ANG II-dependentni formy maligni hypertenze.
EETs se podili na regulaci vaskularniho tonu a antagonismu vazokonstrikénich u¢inkt ANG
11, ale také pfimo ovliviiuji tubularni transport sodiku (Cambell et al. 2007; Capdevila et al.

2007; Roman, 2002; Imig et al. 2001; Imig, 2010). Nase ptredchozi (Honetschldgerova et al.
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2011a) a nynéjsi vysledky ukazuji, Ze I3C-indukovani neléceni potkani vykazuji snizenou
intrarenalni dostupnost biologicky aktivnich epoxygendzovych metabolitll (vyjadienou jako
pomér EETs/DHETS) ve srovnani s neindukovanymi potkany. Tento pomér byl signifikantné
zvysen pomoci c-AUCB lécby. Miizeme tedy predpokladat, Ze zvySeni biologické dostupnosti
EETs u I3C-indukovanych potkant je zodpoveédné za zlepSeni bazalnich hodnot PKL,
autoregulacni schopnosti PKL a GFR pfi odpovédi na redukci RAT a posunu kiivky tlakové
natriurézy. Toto tvrzeni je podpofeno nasim nedavnym zjisténim, ze c-AUCB 1écba vyrazné
zvysila pomér EETs/DHETSs beze zmén zvysené plasmatické a renalni RAS aktivity u 13C-
indukovanych Cyplal-Ren-2 transgennich potkanii (Honetschldgerova et al. 2011a).

To naznacuje, Ze zmény v rendlnich funkcich a krevnim tlaku pii 1é€bé s c-AUCB by mély
byt primarné ptfipsdny zméndm v biologické dostupnosti EETs, nez zméndm v aktivité RAS.
Existuji dva hlavni mechanismy, jak miize zvySend biologickd dostupnost EETs zlepsit
zhorSenou autoregulacni schopnost renalni hemodynamiky a zhorSenou tlakové-natriuretickou
odpovéd’ u I3C-indukovanych Cyplal-Ren-2 transgennich potkanti.

Prvnim mechanismem je vazodilatacni pisobeni EETs, které¢ ptsobi jako endotelialni
hyperpolarizaéni faktor, jeZ je nezavisly na NO a prostaglandinu. Takto se vyskytuje na
mnoha mistech vaskularniho fecisté, véetné rendlniho (Roman, 2002; Imig, 2001; Imig,
2010). Navic bylo prokazano, ze EETs ptisobi antagonisticky vii¢i vazokonstrik¢nimu ucinku
ANG II (Imig et al. 2001). ZvySené hladiny EETs pfi c-AUCB lécbé tedy vedou

k vazodilataci a nasledné normalizaci PKL u [3C-indukovanych potkantl.

Druhy moZny mechanismus u¢inku EETs je inhibice reabsorbce sodiku v proximalnim tubulu
blokaci Na"/H" vyméniku (Kopkan et al. 2012) a také sniZeni reabsorbce sodiku ve sbérnych
kandlcich ledvin blokaci epitelidlniho sodikového kanalu (ENaC) (Khan et al. 2014; Fan et al.
2015). ENaC hraji dilezitou roli pfi zménach ve vylucovani sodiku pfi redukci RAT (Navar
et al. 1996; Majid et al. 1994). Z nasi studie nejsme schopni urcit specificky transportér, ktery
je zodpovédny za natriurézu zptisobenou c-AUCB 1é¢bou. Avsak vylepseni tubularnich
funkci je pravdépodobné zodpoveédné za zlepSeni tlakové natriurézy u [3C-indukovanych
Cyplal-Ren-2 transgennich potkant.

I kdyz tato studie presné neurcila, jak zvySena biologicka dostupnost EETs pfispiva svymi
vazodilatacnimi a tubularnimi G¢inky k funkci ledvin, je mozné ptedpokladat, ze kombinace
obou mechanismu je zodpoveédnd za zlepSeni autoregulacni schopnosti PKL a GFR a zlepSeni
tlakové natriurézy u I3C-indukovanych potkanti. Toto tvrzeni je siln¢ podpofeno nasi

predchozi studii na Goldblattovském modelu ANG II-dependentni formy hypertenze (2K1C =
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2 ledviny, 1 klip), u které jsme zjistili antihypertenzni u¢inek c-AUCB 1écby zprostfedkovany
zlepSenim PKL a vylu¢ovanim sodiku (Sporkova et al. 2011).

Tietim zjisténim této studie bylo, ze chronicka 1écba s antagonistou AT, receptoru losartanem
uplné zabranila rozvoji hypertenze, zhorSeni PKL a autoregulacni schopnosti PKL a GFR a
tlakové natriurézy u I3C-indukovanych potkanti. Navic jsme prokézali, Ze chronicka 1écba
losartanem nezménila koncentrace EETs a DHETSs u I3C-indukovanych potkanti, coz
naznacuje, Ze antihypertenzni ucinky nejsou zptisobeny zvySenou biologickou dostupnosti
intrarendlnich EETs. Tyto udaje ukéazaly, ze AT receptory zprostiedkované zmény

v autoregulacni schopnosti ledvin a tubuldrni reabsorbce jsou zodpovédné za zhorseni tlakové
natriurézy u I3C-indukovanych Cyplal-Ren-2 transgennich potkant. Toto tvrzeni je

v souladu s predchozi studii ukazujici, Ze intrarenalni zvySeni ANG II a porucha autoregulace
renalni hemodynamiky a tlakové natriurézy zpiisobené pravé ANG II vedla k rozvoji maligni
formy hypertenze u Cyplal-Ren-2 transgennich potkanti (Erbanova et al. 2009). Prave
nepiimétend aktivita AT receptorti zptisobend zvySenymi koncentracemi plasmatického a
rendlniho ANG II hraje dileZitou roli v rozvoji hypertenze a s tim spojeném tkanovém
poskozeni u Cyplal-Ren-2 transgennich potkanii s maligni hypertenzi.

Ctvrtym zji§ténim bylo, Ze chronicka c-AUCB 1é&ba nejen Ze snizila rozvoj hypertenze, ale
vykazovala znac¢né kardioprotektivni a renoprotektivni ucinky, kterymi byly snizeni srde¢ni
hypertrofie, proteinurie, a glomerularniho a tubulointersticialni poSkozeni ledvin u I3C-
indukovanych potkanti. Stejnych vysledkl jsme doséahli v jedné z naSich pfedchozich studii u
transgennich potkant s expresi mysiho Ren-2 genu [TGR(mRen2)], ktery pfedstavuje jiny
b&zné pouzivany transgenni model ANG II-dependentni formy hypertenze (Certikova et al.
2007). Ukazalo se, Ze zmé&néna produkce a /nebo aktivita CYP eikosanoidl pfispiva k rozvoji
hypertenze a hypertenzi zptisobenému tkanovému poskozeni (Certikova et al. 2007; Certikova
et al. 2010). Ve studiich Kujala a spol. a Kima a spol. m¢la inhibice sEH u hypertenznich
nefrektomovanych TGR potkani také vyznamny renoprotektivni efekt a zmirnila tak
signifikantné progresi chronického renalniho selhani (Kujal et al. 2014; Kim et al. 2015). U
potkantl s metabolickym syndromem indukovanym dietou byla také vidét prospéSnost
dlouhodobého podéavani inhibitoru sEH, po kterém doslo ke zmirnéni pfiznakli metabolického
syndromu (Iyer et al. 2011). AvSak naSe studie jako prvni jasné ukazuje, jak chronicka
farmakologicka inhibice sEH signifikantné zvySuje koncentrace biologicky aktivnich
epoxygendzovych metabolitd, vykazuje dlouhodobé antihypertenzni i€inky a poskytuje
ochranu srdce i ledvin u naSeho modelu ANG II-dependentni maligni hypertenze. Vzhledem

prospésnému efektu c-AUCB 1é€by miizeme vzit v ivahu dva mozné mechanismy ucinku.
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Prvni z nich miize byt pfisuzovan u¢inkiim snizovani krevniho tlaku, coz je vzdy spojeno

s redukeci tkanového poskozeni (Imig, 2010; Zao et al. 2004; Kujal et al. 2010). Druhy
mechanismus u¢inku mize vychazet ze studie na diabetickych Goto-Kaizaki potkanech
infundovanych ANG II a vystavenych vysokoslané dieté, kde inhibice sEH zptisobila bez
snizeni krevniho tlaku ochranu ledvin pfed tkanovym poskozenim, coz bylo provazeno
snizenim infiltrace makrofagl v ledviné (Olearczyk et al. 2009). Podobného vysledku bylo
dosazeno u diabetickych spontanné hypertenznich potkana, u kterych byla po inhibici sEH
indukovéana hem-oxygenaza-1 s renoprotektivnimi u¢inky (Elmarakby et al. 2013). Nase
studie vSak neurcila specificky mechanismus zodpoveédny za ochranu proti tkanovému

poskozeni, a proto bude nutné k této problematice provést v budoucnu dalsi vyzkum.

345 Zavér

Nase vysledky ukazuji, ze chronicka inhibice sSEH pomoci c-AUCB vyznamné zmiriuje
rozvoj maligni hypertenze a hypertenzi zptisobené tkanové posSkozeni u I3C-indukovanych
Cyplal-Ren-2 transgennich potkanti. Dale jsme zjistili, Ze c-AUCB 1é€ba znaéné zlepSuje
autoregulacni schopnost PKL a GFR a normalizuje utlumenou tlakovou natriurézu. A praveé
zlepseni doprava posunuté kiivky tlakové natriurézy je pravdépodobné hlavnim
mechanismem zodpovédnym za antihypertenzni u€inky chronické inhibice sEH c-AUCB

u ANG II-dependentni formy maligni hypertenze.
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3.5 Lécba pomoci L-NAME zruSila antihypertenzni a renoprotektivni
ucinek inhibice solubilni epoxid hydrolizy u ANG II-dependentni

hypertenze

3.5.1 Cil prace
1. Zjistit, zda sniZeni krevniho tlaku pomoci inhibitoru sEH je zptisobeno EETs
zprostiedkovanou zvysenou biologickou dostupnosti NO.
2. Pro detailngjsi porozuméni, jakou roli hraje intrarenalni interakce CYP metabolita
s RAS a NO v patofyziologii ANG II-dependentni formy maligni hypertenze, stanovit
intrarendlni koncentrace ANG II, EETs, DHETS, a koncentraci NOx, 8-isoprostanu,
peroxidu vodiku a reaktivni latky s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS) v moci u

normotenznich a hypertenznich zvitat.
3.5.2 Protokoly:

3.5.2.1 Experimentalni protokol ¢. 1: Vliv inhibice sEH na Kkrevni tlak,
albuminurii, vylu¢ovani nitrati/nitriti mo¢i, 8-isoprostani, peroxidu
vodiku, latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou, koncentraci EETs,

DHETSs a ANG II v ledvinach a morfologii ledvin

Pro pfimé méteni krevniho tlaku jsme u experimentalnich zvitat pouZili radiotelemetricky
systém (Kurtz et al. 2005). Samctim Cyplal-Ren-2 transgennich potkant s inicialni vahou
330 + 6 g byly implantovany telemetrické sondy TA11PA-C40 (Data sciences, St. Paul,
Minnesota, USA) pro kontinualni méfeni krevniho tlaku v priibéhu experimentalnich period,
jak jiz bylo popséano vySe (Honetschldgerova et al. 2011a; Honetschldgerova et al. 2011b). Po
10-ti dnech zotaveni z chirurgie byl potkaniim méten bazalni krevni tlak po dobu 3 dni.
Potom byla zahajena lécba s inhibitorem sEH (c-AUCB) nebo s kombinaci inhibitoru ACE a
antagonisty AT receptoru (Gopten + Lozap). Po 48 hodinach se zacala potkaniim podavat
dieta s nebo bez obsahu 0,3 % I3C a pfisluSnym skupinam potkani také L-NAME (600 mg/1)
v pitné vodé po dobu 3 dni. Zvolili jsme tento typ protokolu, nebot’ bylo zjisténo, ze po 3
dnech indukce 0,3 % I3C dojde k maximalni aktivaci reninového genu a hypertenze dosahne
nejvyssi hodnoty (Honetschldgerova et al. 2011a; Honetschlidgerova et al. 2011b;
Kantachuvesiri et al. 2001; Vanourkova et al. 2006; Huskova et al. 2010; Howard et al. 2012).
Na konci experimentu, tj. po 5-ti dnech od zahéjeni c-AUCB 1écby, byli potkani umisténi do
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metabolickych kleci pro sbér moce, ze které jsme stanovili denni vylu¢ovani albuminu, NOX,
Uiso, peroxid vodiku a TBARS, coz je latka, ktera se pouziva pro stanoveni
malondialdehydu. Malondialdehyd je produkt peroxidace lipida, dalsi marker endogenni
superoxidové aktivity. (Neckar et al. 2012; Honetschldgerova et al. 2011a; Honetschldgerova
et al. 2011b; Sasser et al. 2012; Kopkan et al. 2010). Na konci byli potkani dekapitovani a
byly radioimunoanalyzou méfeny plasmatické a tkanové hodnoty ANG II, jak bylo popsano
vyse v kapitole 3.3.2.2.

Hodnoty metabolitti kyseliny arachidonové (EETs a DHETSs) byly méfeny v kufe ledvin a
analyzovany pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC — MS/MS) — viz.
kapitola 3.3.2.2.

Pro stanoveni glomerularniho poskozeni ledvin byla pouZita prava ledvina, ktera byla rychle
vynata z téla potkana, zafixovana ve 4 % formaldehydu a zalita do parafinu. Jednotlivé
hematoxylin-eosinem barvené fezy byly semikvantitativn¢ vyhodnoceny s pocitanim 100
glomerull v kazdé ledviné (Honetschldgerova et al. 2011b; Kujal et al. 2010): stupen 0 —
normalni nalez, stupné 1 — 4 — sklerotické oblasti v glomerulu v rozsahu 25 — 100 %.
Glomeruloskleroticky index (GSI) byl vypocten podle vzorce:

GSI = (1n; +2n + 3n3 + 4n4) / (no + n1 + n2 + n3 + n4), kde ny je pocet glomerult v kazdém
stupni glomeruloskler6zy.

Metodu stanoveni tubulointersticidlniho poSkozeni (Nakano et al. 2008) jsme pouzili
bunkami, ztlusténi bazalni membrany tubuli, dilatace tubulil a jejich atrofie a intersticidlni
fibroza. Léze byly vyhodnoceny nejméné ve 30-ti nahodnych neptekryvajicich se zornych
polich kiiry ledvin, které byly ndslednovné vyhodnoceny: stupeni 0 — zddné tubulointersticidlni
poskozeni, stupeni 1 - tubulointersticialni poSkozeni <25 %, stupen 2 - tubulointersticialni
poskozeni z 25 — 50 % a stupeni 3 - tubulointersticialni poskozeni > 50 %. Tato metoda se
bézné pouziva v nasi laboratofi a umoznuje ndm srovnavat rizné vysledky z nasich studii a
vyhodnocovat tak hypertenzi zpisoben¢ tkanové poskozeni (Neckar et al. 2012;
Honetschligerova et al. 2011b; Kujal et al. 2010; Certikova et al. 2010; Vanéekova et al.
2012).
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Potkani TGR (Cyplal-Ren-2) byli rozdéleni do nésledujicich skupin:
1. I3C-indukovani + neléceni (n = 7)

I3C-indukovani + c-AUCB (n=7)

I3C-indukovani + L-NAME (n = 7)

I3C-indukovani + L-NAME + ¢c-AUCB (n = 7)

[3C-indukovani + L-NAME + RAS blokada (n = 7)

Neindukovani + neléceni (n = 6)

Neindukovani + c-AUCB (n = 6)

Neindukovani + L-NAME (n = 7)

Neindukovani + L-NAME + ¢c-AUCB (n =7)

10. Neindukovani + L-NAME + RAS blokéada (n = 6)

o ® N kWD

3.5.2.2 Experimentalni protokol €. 2: V1iv na hemodynamiku a exkrecni funkce
ledvin
Otestovali jsme nasledujici experimentalni skupiny vystavené stejnému protokolu jako TGR
(Cyplal-Ren-2) potkani v sérii €. 1:
1. I3C-indukovani + nelé€eni (n = 8)
I3C-indukovani + c-AUCB (n =9)
[3C-indukovani + L-NAME (n =9)
I3C-indukovani + L-NAME + ¢c-AUCB (n =9)
I3C-indukovani + L-NAME + RAS blokada (n =9)
Neindukovani + neléceni (n = 8)
Neindukovani + ¢c-AUCB (n = 8)
Neindukovani + L-NAME (n =9)
Neindukovani + L-NAME + ¢c-AUCB (n =9)
10. Neindukovani + L-NAME + RAS blokada (n = 8)

A S A N U S

Pro stanoveni renalni hemodynamiky a exkrecnich parametrt ledvin byli potkani na konci
experimentalniho protokolu anestezovani a vystaveni akutnimu clearancovému pokusu podle
stejného postupu jako v ptedchozich studiich (Honetschldgerova et al. 2011a;

Honetschldgerova et al. 2011b).
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353 Vysledky

3.5.3.1 Experimentalni protokol €. 1: Vliv inhibice sEH na krevni tlak,
albuminurii, vylu¢ovani nitrati/nitriti mo¢i, 8-isoprostani, peroxidu vodiku, latky
reagujici s kyselinou thiobarbiturovou, koncentraci EETs, DHETs a ANG II v ledvinach

a glomerularni a tubulointersticialni poSkozeni ledvin
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Graf €. 14: Priibéh sti‘edniho arterialniho tlaku (méfeno radiotelemetricky) (A a C) a télesné hmotnosti (B

a D) u I3C-indukovanych (A a B) a neindukovanych (C a D) Cyplal-Ren-2 transgennich potkant a efekt

1é¢by samotnym inhibitorem sEH c-AUCB nebo L-NAME a porovnani bud’ s kombinovanou lé¢bou c-

AUCB a L-NAME nebo kombinovanou RAS blokddou a L-NAME lécbou. *p < 0,05 vs. bazalni hodnoty,

#p < 0,05 vs. c-AUCB neoznacené hodnoty ve stejném asovém okamziku, @ p < 0,05 vs. v§echny hodnoty ve

stejném Casovém okamziku.
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Graf 14 A a B ukazuje, Ze indukce indol-3-karbinolem vedla k té¢zké hypertenzi, kdy stiedni
arterialni tlak vzrostl ze 108 + 3 na kone¢nych 163 +4 mmHg. Hypertenze byla spojena se
znacnym vahovym ubytkem ze 334 + 5 na 293 £ 5 g. Podani L-NAME u [3C-indukovanych
zvitat prechodné zvysilo krevni tlak ve srovnani s I3C-indukovanymi nelé¢enymi potkany
(163 +4 vs. 128 + 3 mmHg, p < 0,05, 1. den po nasazeni I13C). Pti pozdéjSich méfenich byl
vSak stfedni arterialni tlak podobny jako u I3C-indukovanych nelécenych potkanti. c-AUCB
1éc¢ba zmirnila rozvoj hypertenze a vahovy ubytek u I3C-indukovanych potkanti ve srovnani s
[3C-indukovanymi nelécenymi potkany. Na druhou stranu kombinovana 1é¢ba c-AUCB a L-
NAME u I3C-indukovanych potkani nesnizila krevni tlak, ani nezabranila vdhovému ubytku
ve srovnani s I3C-indukovanymi nelééenymi potkany. Kombinovand RAS blokada a L-
NAME [é¢ba zabranila zvySeni SAT a vahovému ubytku u I3C-indukovanych potkan.

Jak ukazuje graf 14C, zistal SAT u neindukovanych potkant v normotenznich mezich v
prabéhu celé experimentalni periody a ani c-AUCB na n¢j neméla vliv. Podobny prib¢h
muzeme vidét také u télesné hmotnosti. Podani L-NAME vedlo u neindukovanych potkani k
rychlému a ztetelnému zvySeni SAT ze 108 +2 na 132 + 3 mmHg (p < 0,05), coz bylo
spojeno se signifikantnim sniZenim télesné hmotnosti ze 336 + 3 na 319 £ 3g (p < 0,05).
Kombinovana 1é¢ba c-AUCB a L-NAME u neindukovanych potkanti nezabranila zvyseni
SAT a snizeni télesné hmotnosti ve srovnani s L-NAME lé¢enymi neindukovanymi potkany.
Podobné jako tomu bylo u I3C-indukovanych potkanii, kombinovand RAS a NOS blokada
zabranila zvySeni SAT a sniZeni télesné hmotnosti u neindukovanych potkanti (graf 14C a D).
Z grafu 15A je patrna zvysena albuminurie u I3C-indukovanych potkanti ve srovnani s
neindukovanymi potkany (16,2 + 2,1 vs. 0,4 £ 0,2 mg/24hod, p <0,05). c-AUCB lécba
signifikantné zmirnila stupeni albuminurie u I3C-indukovanych potkani. Podani L-NAME
jesté zhorsilo stupen albuminurie u I3C-indukovanych potkant a kombinovana 1é¢ba c-AUCB
a L-NAME nezabranila zvySeni albuminu v moc¢i u I3C-indukovanych zvifat. Na druhou
stranu kombinovand RAS blokada a L-NAME lécba kompletn€ zabranila zvyseni albuminu v
mo¢i u I3C-indukovanych zvifat az na hodnoty, které¢ mizeme vidét u neindukovanych
nelécenych potkant (graf 15A). Jak je vidét z grafu 15C, neméla c-AUCB lécba Zadny vliv na
albuminurii u neindukovanych potkanti. Podani L-NAME zpusobilo zna¢né zvyseni
albuminurie ve srovnani s neindukovanymi nelécenymi potkany (9,8 + 1,5 vs. 0,4 + 0,2 mg/24
hod, p < 0,05) a podobné hodnoty méli jedinci s kombinovanou Ié¢bou c-AUCB a L-NAME
(graf 15C). Podobné¢ jako u I3C-indukovanych potkani kombinovand RAS a NOS blokada

uplné zabranila zvySeni albuminurie u neindukovanych potkant.
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Graf ¢. 15: Albuminurie (A a C) a tubulointersticialni poSkozeni ledvin (B a D) u I3C-indukovanych (Aa B)
a neindukovanych (C a D) Cyplal-Ren-2 transgennich potkanu a efekt 1é¢by samotnym inhibitorem sEH
¢-AUCB nebo NO inhibitorem L-NAME a kombinaci ¢c-AUCB a L-NAME nebo kombinaci RAS blokady
a L-NAME. *p < 0,05 vs. neoznacené hodnoty, #p < 0,05 vs. vSechny hodnoty.

Na druhou stranu z grafu 15B je vidét, jak 13C-indukovani neléceni potkani vykazuji silné;si
ledvinné tubulointersticialni poskozeni ve srovnani s neindukovanymi nelécenymi potkany
(0,08 £ 0,03 vs. 0,04 + 0,02, p < 0,05). c-AUCB lécba zabranila zvySeni ledvinného
tubulointersticidlniho poskozeni u I3C-indukovanych zvitat. Podani L-NAME signifikantné
zhors$ilo stupeii ledvinného tubulointersticialniho poSkozeni u [3C-indukovanych potkani a
kombinace s c-AUCB tomu nijak nezabranila. Na druhou stranu kombinovana blokdda RAS a
NOS normalizovala stupen ledvinného tubulointersticialniho poskozeni na hodnoty u
neindukovanych nelécenych potkanii. c-AUCB 1écba u neindukovanych potkanti neovlivnila
stupenl ledvinného tubulointersticidlniho poSkozeni, avSak podani L-NAME zptsobilo jeho

znacné zvyseni ve srovnani s neindukovanymi nelécenymi potkany (0,19 £ 0,03 vs. 0,03 £
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0,02, p <0,05) a opét soucasnd c-AUCB a L-NAME lécba neméla na toto zvySeni zadny vliv.
Stejné¢ jako u L-NAME Iécenych I3C-indukovanych potkanti, RAS blokéda kompletné
zabranila zvysSeni ledvinného tubulointersticialniho poskozeni u neindukovanych potkant
(graf 15D).

Ptehled v tabulce €. 3 ukazuje, ze [3C-indukovani neléceni potkani méli signifikantné vyssi
vylu€ovani nitrati/nitrith (NOx) mo¢i nez neindukovani neléceni potkani. c-AUCB léc¢ba
signifikantné€ snizila vylu¢ovani NOx u I3C-indukovanych potkanti, ale nem¢la zadny vliv u

neindukovanych potkana. Podani L-NAME vedlo ke zna¢né redukci ve vylu¢ovani NOx jak u

[3C-indukovanych, tak i u neindukovanych potkanti. Kombinovana 1é¢ba c-AUCB s

L-NAME nebo RAS blokada s L-NAME nijak neovlivnila vylu¢ovani NOx u I13C-

indukovanych i neindukovanych potkant. Jak je vidét z této tabulky, nebyly zde Zadné

signifikantni rozdily ve vylucovani 8-isoprostanti, peroxidu vodiku ani latek reagujicich s

kyselinou thiobarbiturovou v priibéhu jakéhokoliv 1é¢ebného protokolu u I3C-indukovanych i

neindukovanych potkand.

Tabulka €. 3: Data ziskana z metabolickych kleci

Skupina UnoxV [1s0V UTBARSV Un202V

(umol /den) (ng/den) (umol /den) | (umol /den)
13C-indukovani nelééeni 19,68 + 1,44# 21,74 +2,45 0,24 0,06 0,46 0,09
13C-indukovani + ¢c-AUCB 9,88 + 0,91+ 19,86 + 1,74 0,32 £0,07 0,37 +0,07
13C-indukovani + L-NAME 4,09 + 0,99 21,72 +1,24 0,27 +0,05 0,41 +0,05
13C-indukovani + L-NAME + ¢c-AUCB 4,14 + 0,56 22,14 +1,96 0,25+ 0,04 0,43 +0,05
13C-indukovani + L-NAME + RAS bl. 3,89+ 1,01 20,72 2,71 0,31 £0,06 0,39 +0,07
Neindukovani neléceni 11,98 £0,91+ 25,14 +2,02 0,27 + 0,04 0,43 + 0,06
Neindukovani + c-AUCB 10,42 + 0,96+ 20,81 +1,96 0,32 +0,06 0,47 + 0,09
Neindukovani + L-NAME 4,12 +0,56 22,42 £1,76 0,29 +0,05 0,38 +0,06
Neindukovani + L-NAME + ¢c-AUCB 4,89 + 0,64 19,86 +2,64 0,31 £0,06 0,42 +0,06
Neindukovani + L-NAME + RAS bl. 5,04 +0,86 25,17 £2,89 0,28 £0,07 0,43 +0,07

c-AUCB - 1écba inhibitorem sEH, I3C — indol-3-karbinol, TisoV — vyluovani 8-isoprostanti moci, L-NAME —
lé¢ba inhibitorem NO syntazy, RAS — renin-angiotenzin systém, Un202V — vyluCovani peroxidu vodiku mo¢i,
UnoxV -vylu€ovani nitratt/nitritd moc¢i, UTBARSV — vyluCovani latek reagujicich s kyselinou thiobarbiturovou.
*p < 0,05 vs. neoznacené hodnoty, #p < 0,05 vs. vSechny hodnoty.

Graf 16 al7 sumarizuje dostupnost biologicky aktivnich epoxygenazovych metabolitl
vyjadienych bud’ jako biologicky aktivni EETs, biologicky neaktivni DHETSs nebo jako
pomér EETs/DHETs. Jak je vidét z grafu 17 byl tento pomér u I13C-indukovanych potkanti
signifikantné€ niz$i nez u neindukovanych nelé¢enych potkanti (1,98 + 0,25 vs. 3,74 + 0,19,
p <0,05). Samotné c-AUCB lécba nebo kombinovana 1écba c-AUCB s L-NAME
signifikantné zvysila pomér EETs/DHETs jak u I3C-indukovanych tak u neindukovanych

potkant (graf 17A a B). Avsak tento vzrist byl mnohem vys$si u I3C-indukovanych nez u
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neindukovanych potkani. Zvyseni poméru EETs/DHETSs bylo u I13C-indukovanych potkant
vysledkem kombinace signifikantniho zvySeni koncentrace EETs (698 + 24 vs. 804 + 28 ng/g
tkané, p < 0,05, kdyz srovname 13C-indukované nelécené potkany vs. I3C-indukované c-
AUCB lécené potkany) a signifikantniho sniZzeni koncentrace DHETSs (350 & 21 vs. 205 £ 16
ng/g tkan¢, p < 0,05) (graf 16A a B). Na druhou stranu u neindukovanych potkanii bylo
zvysSeni v poméru EETs/DHETs vysledkem signifikantniho zvyseni koncentrace EETs (824 +
22 vs. 927 £ 28 ng/g tkané, p < 0,05, kdyz srovname neindukované nelécené a neindukované

c-AUCB lécené potkany) (graf 16C).
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Graf ¢. 16: Hladiny epoxyeikosatrienovych kyselin (EETs) (A a C) a dihydroxyeikosatrienovych kyselin
(DHETS) (B a D) v ledviné u I3C-indukovanych (A a B) a neindukovanych (C a D) Cyplal-Ren-2
transgennich potkanu a efekt 1é¢by samotnym inhibitorem sEH c-AUCB nebo L-NAME a porovnani bud’
s kombinovanou 1é¢bou c-AUCB a L-NAME, nebo kombinovanou RAS blokadou a L-NAME lé¢bou.

*p < 0,05 vs. neoznacené hodnoty.
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c-AUCB lécba u neindukovanych potkant méla tendenci ke snizeni koncentrace DHETSs ve

srovnani s neindukovanymi nelécenymi potkany, ale bez dosazeni statistické vyznamnosti

(192 £ 21 vs. 219 = 19 ng/g tkan¢) (graf 16D). Samotné podani L-NAME nebo kombinace

RAS blokady a L-NAME 1é¢by nezménilo signifikantné pomér EETs/DHETS jak u I3C-

indukovanych tak neindukovanych potkant (graf 17). Jak ukazuje graf 18, jsou koncentrace

ANG II v plasmé a ledving signifikantn¢ vyssi u I3C-indukovanych nelé¢enych potkant nez u

neindukovanych nelécenych potkanii (68 £ 5 vs. 25 + 3 fmol/ml a 262 £ 14 vs. 86 = 5 fmol/g,

p <0,05). c-AUCB lécba signifikantné nezménila koncentrace ANG II v plasmé a ledviné jak

u [3C-indukovanych tak neindukovanych potkanii. Samotné podani L-NAME nebo
kombinované 1é€by L-NAME s c-AUCB nebo RAS blokadou vedlo k signifikantnimu snizeni
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hodnot ANG II v plasm¢ a
ledving jak u I3C-
indukovanych tak

neindukovanych potkand.

Graf ¢: 17: Pomér EETs/DHETS v
ledviné u I3C-indukovanych a
neindukovanych Cyplal-Ren-2
transgennich potkani a efekt
1é¢by samotného inhibitoru sEH c-
AUCB nebo L-NAME a bud’ s
kombinovanou lé¢bou c-AUCB a
L-NAME nebo kombinovanou
RAS blokadou a L-NAME lé¢bou.
*p < 0,05 vs. neoznacené hodnoty.
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Graf ¢. 18: Hladiny ANG II v plasmé (A a C) a ledviné (B a D) u I3C-indukovanych (A a B) a
neindukovanych (C a D) Cyplal-Ren-2 transgennich potkani a efekt 1é¢by samotnym inhibitorem sEH
¢c-AUCB nebo L-NAME a porovnani bud’ s kombinovanou 1é¢bou c-AUCB a L-NAME nebo
kombinovanou RAS blokadou a L-NAME lécbou. *p < 0,05 vs. neoznacené hodnoty, #p < 0,05 vs. vSechny
hodnoty.

3.5.3.2 Experimentalni protokol ¢. 2: Vliv na hemodynamiku a exkre¢ni funkce
ledvin

Tabulka 4a a 4b sumarizuje data (primér z 2 clearancovych period) sttedniho arterialniho

tlaku, rendlni hemodynamiky a vylucovani elektrolyti. I3C-indukovani neléceni potkani

vykazovali signifikantné niz8§i PKL ve srovnéni s neindukovanymi nelé¢enymi potkany

(p <0,05). c-AUCB lécba zabranila snizeni PKL u I3C-indukovanych potkant, ale

signifikantné nezménila PKL u neindukovanych potkant. Podani L-NAME vedlo k napadné

redukci PKL, ale soucasné podavani L-NAME a c-AUCB 1é¢by nezabranilo jeho sniZeni u

[3C-indukovanych ani u neindukovanych potkanti. Kombinovana RAS blokada a L-NAME
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1é¢ba nepatrné zmirnila snizeni PKL u I3C-indukovanych a neindukovanych potkant ve
srovnani se zvitaty 1é¢enymi samotnym L-NAME (v obou ptipadech p < 0,05).

Je vidét, Ze 13C-indukovani neléceni potkani méli tendenci ke snizeni glomerularni filtrace ve
srovnani s neindukovanymi nelécenymi potkany, ale rozdil nedosahl statistické vyznamnosti.
Pti c-AUCB 1é¢bé tato tendence ve snizeni GFR zmizela, u neindukovanych zvirat nebyla
GFR ovlivnéna. Podéni L-NAME zptsobilo zna¢né snizeni GFR u 13C-indukovanych i
neindukovanych potkand. Ani kombinovana Ié¢ba c-AUCB a L-NAME ani kombinovana
RAS blokada a L-NAME I[é¢ba nezmirnily snizeni GFR u I3C-indukovanych nebo

neindukovanych potkani ve srovnani se zvifaty lécenymi samotnym L-NAME.

Tabulka €. 4a, 4b: Bazalni hodnoty stiedniho arterialniho tlaku, renalnich funkei a vylu¢ovanych

elektrolyti
Tabulka 4a:
Skupina SAT GFR PKL
(mm/Hg) (ml/min/g) (ml/min/g)
13C-indukovani neléceni 162 + 3@ 1,45 £0,27+ 6,03 £ 0,34#
13C-indukovani + c-AUCB 134 + 3« 1,99 + 0,19+« 9,24 +0,62@
13C-indukovani + L-NAME 163 + 4@ 0,69 +0,11 2,61+0,17
13C-indukovani + L-NAME + ¢c-AUCB 161 + 3@ 0,61+0,14 2,09 +0,24
I3C-indukovani + L-NAME + RAS bl. 109 +4 0,74+ 0,14 3,69 +0,23+«
Neindukovani neléceni 111+3 1,89 £0,17+« 8,02 +0,41#
Neindukovani + c-AUCB 112+3 2,21 0,21+ 7,22 £0,53#
Neindukovani + L-NAME 136 + 4« 0,71+ 0,19 2,37+0,16
Neindukovani + L-NAME + ¢c-AUCB 135 + 5« 0,65+0,11 1,99 £0,21
Neindukovani + L-NAME + RAS bl. 110+ 4 0,73 +£0,14 3,71 +0,28+«
Tabulka 4b:
Skupina UNaV FENa uv
(umol/min/g) (%) (ul/min/g)
13C-indukovani nelééeni 1,48 +0,25@ 1,32+0,22 13,51 +1,48@
13C-indukovani + ¢c-AUCB 1,91+0,27@ 2,04+029¢ |12,18+1,81@
13C-indukovani + L-NAME 0,29 + 0,09+ 0,25+0,07+ | 3,82 +0,34«
13C-indukovani + L-NAME + ¢c-AUCB 0,35 + 0,06+ 0,33 +0,04« | 4,11 +0,29+
13C-indukovani + L-NAME + RAS bl. 0,66 = 0,05# 0,71 £0,06# | 6,52 £0,27
Neindukovani neléceni 0,43 + 0,06+ 0,39 £0,08« | 4,98 +0,36%
Neindukovani + c-AUCB 0,47 + 0,05+ 0,44+ 0,09« | 4,66 +0,42+
Neindukovani + L-NAME 0,09 +0,02 0,11+0,03 2,54 +0,22
Neindukovani + L-NAME + ¢c-AUCB 0,14 +0,04 0,16 +0,05 2,63 +0,21
Neindukovani + L-NAME + RAS bl. 0,29 + 0,04+ 0,33 +0,06+ | 3,61 +0,18«

c-AUCB - 1é¢ba inhibitorem sEH, FENa - frakéni vylucovani sodiku, GFR — glomerularni filtrace,
I3C — idol-3-karbinol, L-NAME — 1é¢ba inhibitorem NO syntazy, SAT — stfedni arterialni tlak,

RAS - renin-angiotenzin systém, PKL — prutok krve ledvinou, UNaV — absolutni vylucovani sodiku,
UV — objem moce. *p < 0,05 vs. neoznacené hodnoty, #p < 0,05 vs. c-AUCB oznacené hodnoty,

@ p < 0,05 vs. véechny hodnoty.
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Nézorné je vidét, Zze 13C-indukovani neléceni potkani maji signifikantné vyssi absolutni a
frak¢ni vylucovani sodiku a diurézu nez neindukovani neléceni potkani (ve vSech ptipadech
p <0,05). U I3C-indukovanych i neindukovanych potkanii vyvolalo podani L-NAME silné
snizeni diurézy a absolutniho 1 frak¢niho vylu¢ovani sodiku, av§ak kombinovana Iécba s
c-AUCB a L-NAME tomuto snizeni nezabranila (ve vSech ptipadech p < 0,05). Na druhou
stranu kombinovand RAS blokéda a L-NAME 1écba zmirnila snizeni diurézy i absolutni a

frak¢ni vylucovani sodiku u I3C-indukovanych a neindukovanych potkand.

3.54 Diskuze

Prvni a nejdulezitéjsi zjisténi této studie ukazuje antihypertenzni a renoprotektivni t€inky
chronické 1écby inhibitorem sEH c-AUCB u Cyplal-Ren-2 transgennich potkanti s maligni
hypertenzi, jeZ byly vSak kompletn€ zruSeny doprovodnym podavanim NOS inhibitoru L-
NAME. Stejn¢ jako v predchozich studiich byl tento nedostatek antihypertenznich a
renoprotektivnich ucinkd pfi této kombinované 1€¢bé piitomen i pies signifikantni zvySeni
biologické dostupnosti epoxygendzovych metaboliti vyjadiené pomérem EETs/DHETs. Nase
pfedchozi (Honetchldgerova et al. 2011a; Honetchldgerova et al. 2011b) a soucasné vysledky
ukazuji, ze 13C-indukovani neléceni potkani vykazuji snizenou intrarenalni dostupnost
biologicky aktivnich epoxygendzovych metabolitii. Navic intrarenalni zvySeni poméru
EETs/DHETsS a tim 1 biologické dostupnosti EETSs je vyrazné vyssi u I3C-indukovanych nez
neindukovanych potkani a nebylo viibec ovlivnéno sou¢asnym podanim L-NAME. Tato data
tak potvrzuji fakt, ze absence antihypertenznich a renoprotektivnich u¢inkt u I3C-
indukovanych Cyplal-Ren-2 transgennich potkanti lé¢enych soucasné c-AUCB a L-NAME
nemuZe byt zplisobena nedostatkem biologické dostupnosti EETs.

Navic naSe data ndzorn¢ ukézala, ze I3C-idukovani neléceni Cyplal-Ren-2 transgenni
potkani maji vyrazné€ vys$si hodnoty vylucovani NOx neZ neindukovani neléceni potkani. Tato
data tak znaci, Ze 13C-indukovani neléceni potkani vykazuji, podobné jako u jinych modelt
ANG II-dependentni hypertenze, zvySenou intrarenalni aktivitu NOS pro udrZeni renalni
hemodynamiky, ktera piisobi proti vazokonstrikénimu t¢inku zvySenych plasmatickych a
intrarenalnich hodnot ANG II (Kopkan et al. 2007; Chin et al. 1998; Navar et al. 2000). Toto
tvrzeni je podpoteno dalSimi studiemi (napi. Patterson et al. 2008), ktery zjistil, ze NO
vznikly z neurondlni NOS vykazuje vyrazny renalni vazodilata¢ni uc¢inek po indukci
hypertenze u Cyplal-Ren-2 potkand. V naSich studiich jsme zjistili, ze akoli chronicka 1é¢ba
c-AUCB u I3C-idukovanych potkanii vykazovala antihypertenzni u¢inky, vedla k

signifikantni redukci ve vylu¢ovani NOx ve srovnani I3C-indukovanymi neléenymi potkany.
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Tato data vzbuzuji pochybnosti o plivodni hypotéze, Ze ti€inky inhibice sEH na krevni tlak
jsou zptisobeny zvysenou dostupnosti NO (Hercule et al. 2009). Je také mozné, ze
redukovany krevni tlak u I3C-indukovanych ¢c-AUCB lé¢enych Cyplal-Ren-2 transgennich
potkant spiSe vede ke snizeni intrarenalni aktivity NO nasledkem zmenseného smykového
stresu, coZ jak je znamo, je vyznamny stimul pro syntézu a uvolnéni NO (Wilcox, 2000;
Kone, 2004).

Podéani L-NAME bud’ samostatné nebo v kombinaci s c-AUCB nebo s inhibitorem ACE a
antagonistou AT receptoru vedlo k vyznamné redukci ve vylu¢ovani NOx u I3C-
indukovanych tak neindukovanych potkant. Nedostatek antihypertenznich uc¢inka
kombinované c-AUCB a L-NAME [é¢by u I3C-indukovanych potkanti mize byt zptisoben
zna¢nou redukci endogenni biologické dostupnosti NO. Na druhou stranu u Zadné z
experimentalnich skupin neni signifikantni rozdil ve vyluovani 8-isoprostanil, peroxidu
vodiku ani latek reagujicich s kyselinou thiobarbiturovou. Tyto vysledky tak ukazuji, ze
akutni zmény v produkci reaktivnich kyslikovych radikald nehraji dtilezitou roli

v patofyziologii ¢asného stadia rozvoje maligni hypertenze u Cyplal-Ren-2 transgennich
potkant.

Kdyz tato zjisténi shrneme, tak antihypertenzni a renoprotektivni uc¢inky chronické inhibice
sEH pomoci c-AUCB u modelu ANG II-dependentni formy maligni hypertenze jsou spise
kriticky zavislé na endogenni biologické dostupnosti NO neZ na ptimych Gcincich zvysené
dostupnosti EETs. To je daleZzité zjisténi této studie, které poskytuje vysvétleni vysledkt
studii provadénych za posledni 3 desetileti, které odhalily, ze EETs vykazuji dalezité
biologické ucinky v regulaci vaskularniho tonu a renalnich tubularnich transportt sodiku
(Cambell et al. 2010; Roman, 2002; Imig, 2012). V proximdlnim tubulu ledvin EETs inhibuji
reabsorbci sodiku blokovanim Na'/H" vyméniku (Kopkan et al. 2012) a ve sbéracich
kanalcich ledvin také snizuji reabsorbci sodiku blokovanim epitelidlniho sodikového kanalu
(Roman, 2002; Lee et al. 2010; Khan et al. 2014; Fan et al. 2015). Pravé diky jejich ptisobeni
na vylu€ovani sodiku jsou pfipisovany EETs antihypertenzni G€inky. Ukazalo se, Ze bud’
absolutni intrarenalni nedostatek EETs nebo neschopnost patiicné zvysit intrarenalni hodnoty
EETs jsou zapojeny do patofyziologie urcitych forem ANG II-dependentnich a stl-
senzitivnich hypertenzi (Imig, 2012; Li et al. 2008; Zao et al. 2004; Imig et al. 2005).
NaruSena funkce EETs spole¢né s ovlivnénim cesty NO a endotelinu-1 pfispiva k endotelialni
dysfunkci u pacientt s esencidlni hypertenzi (Bellien et al. 2013). Dale se ukazalo, ze
endotelialni EETs a NO se spoluucastni na modulaci koronarni myogenni konstrikce u

samic¢iho pohlavi mysi. U samic WT (wild-type) a KO (sEH-knockout) mysi se pomoci
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snizeni exprese enzymu sEH zvysily vaskularni/tkanové hodnoty EETs, coz vedlo ke snizeni
koronarni rezistence a naslednému zvyseni pritoku krve korondrnim fecistém. V ptipadé
inhibice EETs byl tento efekt zrusen. Podani L-NAME naprosto setielo rozdily mezi WT a
KO, coz prokazuje vzajemnou interakci EETs a NO (Froogh et al. 2016). Vzhledem k
pfedchozim studiim z riznych zdroja a také na zdkladé nasich vysledkd z nedavnych studii
muzeme fict, Ze efekt chronické inhibice sEH na snizeni krevniho tlaku je zavisly na pfimém
vazodilatacnim ucinku EETs a jejich pfimém ovlivnéni renalniho tubulérniho transportu
sodiku (Imig, 2012; Huang et al. 2007; Sporkova et al, 2011; Honetschldgerova et al. 201 1a;
Honetschldgerova et al. 2011b; Capdevilla et al. 2007). Nyn¢jsi data vSak spiSe naznacuji, ze
antihypertenzni piisobeni inhibice sEH je zavislé na interakci endogenni biologické
dostupnosti EETs a NO. Nicmén¢ pro popséani zacastnénych specifickych mechanismi bude
potteba udélat jesté dalsi studie.

Druhym hlavnim zji§ténim bylo, ze podani L-NAME u I3C-indukovanych a neindukovanych
potkanti bylo spojeno s vyraznou redukcei plasmatickych a renalnich hodnot ANG II. Z toho
divodu nas hlavni z4jem vedl k otazce: Jaké jsou zdkladni mechanismy zodpovédné za
potlaceni zvySenych plasmatickych a renalnich hodnot ANG II u L-NAME lé¢enych I13C-
indukovanych a neindukovanych Cyplal-Ren-2 transgennich potkana?

Prvni mozné vysvétleni mize byt spojeno se zachovalou schopnosti negativni zpétné vazby
baroreceptorového mechanismu pfi sekreci reninu a ANG Il u L-NAME léc¢enych I3C-
indukovanych a neindukovanych potkanii (Castrop et al. 2010; Hall et al. 2010). AvSak proti
tomuto tvrzeni stoji naSe vysledky ziskané od I3C-indukovanych potkant nelécenych L-
NAME, kteti navzdory podobnym hodnotam hypertenze nevykazovali zddné potlaceni hodnot
ANG IL

Druhé moZzné vysvétleni, z naseho pohledu pravdépodobnéjsi, je spojeno s lohou NO pfi
sekreci reninu. Na zakladé souCasnych dostupnych informaci, se zda, Ze NO funguje jako
stimula¢ni faktor sekrece reninu (Castrop et el. 2010). Toto tvrzeni by odpovidalo naSim
vysledkiim, kdy podani L-NAME vedlo k supresi uvolnéni reninu a nasledné supresi hodnot
ANG IT'u Cyplal-Ren-2 transgennich potkant. Avsak je diilezité zminit, Ze vzdjemny vztah
mezi krevnim tlakem a parakrinnim ptsobenim NO v fizeni RAS systému je ponékud
komplexni (Castrop et al. 2010; Schweda et al. 2011). Z tohoto diivodu bude nutné provést
dopliujici studie vénujici se této problematice, jez jsou bohuzel nyni nad rdmec nasi prace.
Nase data tykajici se plasmatickych a rendlnich koncentraci ANG II maji velky vyznam,
nebot’ predchozi studie predpokladaji, Ze snizeni biologické dostupnosti NO vede k tomu, ze

chybi protivaha aktivit¢ RAS. RAS systém mulzZe byt potom nepfiméiené aktivovan, coz by
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vedlo k rozvoji a udrZeni hypertenze u tohoto modelu potkanii (Zatz et al. 1998; Torok, 2008;
Kopkan et al. 2009). Existuje také moznost, Ze chronickd inhibice NOS pomoci L-NAME
dokonce aktivuje systémovy a tkanovy RAS. Avsak tyto zavéry byly ziskany ze studii, které
hodnotily ulohu RAS nepiimo pomoci farmakologické blokady RAS (Zhou et al. 2005).
Existuje pouze nékolik studii, které ptimo métily a prezentovaly bud’ hodnoty reninu, jako
faktoru limitujiciho miru aktivace RAS, nebo koncentrace ANG I, jako hlavniho efektoru
RAS. Ukazali tak, ze aktivita RAS mize byt bud’ zvySena (Zatz, 1998; Ribeiro et al. 1992;
Salazar et al. 1992), nezménéna (Verhagen et al. 1999; Jover et al. 1993) nebo sniZzena
(Navaro-Cid et al. 1994) pii odezvé na chronickou inhibici NOS. Tato rozporuplna zjisténi
spiSe podporuji predstavu nekorigované nebo zvysené aktivity RAS jako jeden z hlavnich
mechanisml zodpoveédnych za rozvoj hypertenze a nasledného poskozeni cilovych orgént v
prib&hu chronické inhibice NOS. Prestoze ANG II byl vyznamné& sniZzen u L-NAME potkand,
blokada RAS zabranila zvySeni krevniho tlaku a vykazala vyznamné renoprotektivni G¢inky,
coz naznacuje, Ze RAS hraje stale dulezitou roli v patofyziologii hypertenze a hypertenzniho
renalniho poskozeni. Toto tvrzeni je také podpoteno dalsi studii (Verhagen et al. 1999), ktery
ukazal, ze citlivost k zdpornym G€inklim endogenniho ANG II v rozvoji renalniho poSkozeni
je zvySena v prubéhu chronické inhibice NOS navzdory nezménénym nebo dokonce
potlacenym hodnotam ANG IL

Avsak plasmatické a rendlni hodnoty ANG II jsou v nasi studii potla¢eny po 3 dnech inhibice
NOS, coz mlzZe byt i pfiméfena fyziologicka odpovéd’ na zvySeny krevni tlak a rendlni
perfuzni tlak u L-NAME potkand, ktera alespon ¢astecné nahrazuje absenci vazodilata¢niho a
natriuretického ptsobeni NO u L-NAME lé¢enych potkanl. Vezmeme-li v tivahu diilezitost
aktivace RAS v patofyziologii maligni hypertenze, pfedev§sim u Cyplal-Ren-2 transgennich
potkanil (Huskova et al. 2010; Mitchell et al. 2006; Erbanova et al. 2009; Howard et el. 2012),
je nutné podotknout, Ze bez kompenzacni suprese ANG II by vaZnost hypertenze a rendlni
dysfunkce byla mnohem vyraznéjsi.

Zvlastni zajem nasi studie smétoval k farmakologické blokadé RAS systému u L-NAME
lécenych potkanti, u kterych doslo k vyznamné redukci ANG II (koncentrace ANG 11 v
ledviné byly dokonce podstatné€ niZsi neZ u nelé¢enych neindukovanych potkani),
normalizaci krevniho tlaku, ale nezabranilo sniZeni rendlnich hemodynamickych parametra u
[3C-indukovanych stejn¢ jako neindukovanych potkant. Tato zjisténi nas ujistila v tom, ze
intrarenalni NO nejen Ze plsobi proti vazokonstrikénimu G¢inku ANG II, ale také se
fyziologicky uplatni svymi vyraznymi rendlnimi vazodilatacnimi uc¢inky nutnymi k udrzeni

renalni hemodynamiky (Wilcox, 2000; Kone, 2004).
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3.5.5 Zavér

Nase vysledky ukazuji, ze antihypertenzni a renoprotektivni uc€inky chronické inhibice sEH

u Cyplal-Ren-2 transgennich potkant s maligni hypertenzi jsou kompletné zruseny pfi
soucasném podavani inhibitoru NOS L-NAME. Tato zjis$téni ukdzala, ze antihypertenzni
pusobeni inhibitoru sEH u ANG II-dependentni maligni formy hypertenze je zavislé na
interakci endogenni biologické dostupnosti EETs a NO a podpoiilo tak nazor, ze NO hraje
dulezitou roli zprosttedkovavajici antihypertenzni a renoprotektivni u¢inky chronické inhibice

sEH.

3.6 Souhrnna diskuze

Prvni hypotézou, kterou jsme zkoumali, bylo, Ze podani inhibitoru sEH, cis-4-[4-(3-
adamantan-1-yl-ureido)-cyclohexyl-oxy]- benzoové kyseliny (c-AUCB) (Hwang et al. 2007),
zmirni rozvoj hypertenze a zhorSené renélni funkce u Cyplal-Ren-2 transgennich potkani

s indukovatelnou hypertenzi. Tato hypotéza byla potvrzena. V prvni studii klesl krevni tlak po
podani inhibitoru sEH c-AUCB, coz bylo potvrzeno telemetrickym métenim. Je dilezité
zminit, ze c-AUCB lé¢ba nezménila aktivitu RAS v plasm¢ ani ledving, a piesto doslo ke
sniZeni tlaku, byly tedy ovlivnény mechanismy, které tento G€inek zprosttedkuji (viz. kapitola
3.3.4). Poskozeni ledvin se projevilo funkéné proteinurii a histologicky glomeruloskler6zou a
tubulointersticidlnim poSkozenim. Lécba inhibitorem sEH ovlivnila pfiznivé jak funkéni
parametry v ledvinach, tak histologické zmény. Doslo k normalizaci pritoku krve ledvinou a
signifikantnimu poklesu proteinurie. Navic c-AUCB lécba zabranila po€atecni retenci sodiku
a zvysila exkreci sodiku bez vyznamného efektu na glomerularni filtraci u I3C-indukovanych
potkanti ve srovnani s neléCenymi (viz. kapitola 3.3.4). Nase data tak potvrzuji, ze EETs
nezasahuji jenom do regulace vaskularniho tonu, ale ovlivituji pfimo tubulérni transport
sodiku v ledvinach. Histologické zmény v ledvinach se pfi 1écbé c-AUCB také rozvinuly

v podstatné mensi mife.

Svymi experimenty jsme tak ovéfili u€innost inhibitoru sEH pomoci monitorovani krevniho
tlaku a renalnich funkci u Cyplal-Ren-2 transgennich potkant s indukovatelnou hypertenzi a
prvni cil prace jsme splnili.

Nase druha hypotéza, ze inhibice sEH obnovi tlakovou natriurézu v ledvinach a tim pfispéje
ke sniZeni hypertenze a naslednému poskozeni cilovych organtl, zejména ledvin a srdce, se

potvrdila. Chronicka inhibice aktivity sSEH pomoci c-AUCB nejen Ze zabranila sniZzeni PKL,
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ale také Iépe udrzela autoregulaci PKL a GFR pfi danych RAT u I3C-idukovanych potkanti
nez u [3C-indukovanych nelé¢enych potkant. Dale chronicka c-AUCB 1écba signifikantné
zlepsila sklon ktivky tlakové natriurézy u I13C-indukovanych potkanti ve srovnani s 13C-
indukovanymi nelé¢enymi potkany. Toto je pravdépodobné hlavni mechanismus zodpovédny
za antihypertenzni G€inky chronické inhibice SEH c-AUCB u ANG II-dependentni formy
maligni hypertenze (viz. kapitola 3.4.3.1).

Poskozeni ledvin jako cilového organu bylo jiz diskutovano v ptedchozi kapitole. Pokud jde o
postizeni srdce, u nelécenych I3C-indukovanych potkanti byla prokazana srde¢ni hypertrofie.
Vzhledem k délce protokolt nedoslo u nasich experimentélnich zvifat k renalnimu ani
srde¢nimu selhani. Je pravda, Ze toto by mohlo byt povazovano za slabinu naSich
experimentl. U maligni hypertenze je vSak obtizné provadét dlouhodobé pokusy, zejména

z diivodu velké umrtnosti kontrolnich nelécenych I3C-indukovanych skupin. Pokud je ndm
znamo, jedina studie s dlouhodobym pozorovanim (12 tydnti), byla publikovana v r. 2009
(Peters et al. 2009), ale k indukci byla pouzita polovi¢ni davka I3C a nebyl hodnocen tlak ani
parametry poSkozeni ledvin. Navic nebyl zkouméan vliv jakékoliv 1écby. Pokud jde o
hodnoceni srde¢niho poskozeni, vysledky byly podobné jako v naSich studiich, nedomnivame
se tedy, ze by prodlouzeni experimentll ptineslo zcela odlisné poznatky, i kdyz vylouceno to
samoziejm¢ neni.

Lécba c-AUCB v nasich pokusech vyrazné zmirnila rozvoj rendlniho poskozeni a hypertenzi
vyvolané srde¢ni hypertrofie (viz. kapitola 3.4.3.2). Timto jsme splnili druhy cil préce.

Nasi tieti hypotézou bylo, ze vazodilatacni G¢inky eikosanoidil jsou pfevazné zptusobeny
jejich schopnosti aktivovat endotelialni NO syntazu (eNOs) s naslednym uvolnénim NO do
vaskulatury. V tomto sméru nelze naSe vysledky prohlasit za zcela jednozna¢né ani za
jednoduse interpretovatelné. Zakladni a nezpochybnitelnou informaci je zjisténi, Ze podani L-
NAME neovlivnilo produkci EETs, ani pomé&r EETs/DHETs. Zména produkce nebo
dostupnosti EETs nemuze tedy byt pfi¢inou pozorovanych vysledkd.

Jiz v Gvodni studii jsme zjistili, Ze vylucovani nitratd a nitriti moc¢i jako ukazateltl produkce
NO v ledviné se nelisi po podani c-AUCB od hodnot u nelé¢enych potkantl, coz hovofti proti
této hypotéze. V tomto usporadani méli neléceni i 1é€eni I3C-indukovani potkani stejné
mnozstvi nitritd 1 nitratl v moci a spise nizsi nez neindukovani (tabulka €. 1, kapitola 3.3.4.1).
Zamgfili jsme se tedy Casné stadium rozvoje hypertenze ihned po indukci.

Pti akutnim tfidennim sledovani méli neléceni I3C-indukovani potkani vyrazné zvysSené
vylu¢ovani NOx moci, ale pfesto se u nich rychle rozvijela hypertenze. Podani c-AUCB

snizilo NOx v moc¢i na mén¢ nez polovinu a snizilo krevni tlak. Jak jsme jiz uvedli dfive,
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pokles NO je pravdépodobné disledkem snizeni smykového tieni pfi snizeni tlaku a nema za
nasledek sniZzenou ucinnost blokddy sEH. L-NAME vyrazn¢ snizil dostupnost NO, coz zcela
eliminovalo pfiznivé Uc¢inky blokady sEH, ale nezrusilo pfiznivy efekt blokady RAS, piestoze
hodnoty NO ziistaly pii kombinaci L-NAME a trandolaprilu s losartanem stejné nizké (viz.
kapitola (tabulka ¢. 3, kapitola 3.5.3.1).

Tato data vzbuzuji pochybnosti o piivodni hypotéze, ze uc¢inky inhibice SEH na krevni tlak
jsou zpusobeny zvysenou produkci NO (Hercule et al. 2009). Hypotéza Cislo 3 se tedy
nepotvrdila.

Z nasich vysledki vsak presto vyplyva velmi tésny vztah dostupnosti NO a ucinku EETs.

Z grafu €. 14 (viz. kapitola 3.5.3.1) plyne, ze dostupnost NO je dtlezita jak pro zpomalovani
rozvoje hypertenze po indukci, tak pro udrzeni normdlniho tlaku u neindukovanych potkanii,
protoze L-NAME vede béhem jednoho dne ke stejné hypertenzi, kterd se po indukci jinak
rozviji 3 dny. Navic nase data ukazala, ze 13C-idukovani neléceni Cyplal-Ren-2 transgenni
potkani maji vyrazné vyssi hodnoty vylu¢ovani NOx nez neindukovani neléceni potkani

v ¢asném stadiu rozvoje hypertenze, i kdyZ pozdé&ji tento rozdil mizi (tab.1). Tato data tak
znadi, Ze I3C-indukovani neléceni potkani vykazuji, podobn¢ jako u jinych modeli ANG II-
dependentni hypertenze, zvySenou intrarenalni aktivitu NOS pro udrzeni renalni
hemodynamiky, ktera piisobi proti vazokonstrikénimu uc¢inku ANG II.

Podéani L-NAME takeé potlacilo u¢inek inhibice sEH, pokud jde o vliv na krevni tlak a frakéni
exkreci sodiku, coz znamen4, Ze c-AUCB sice nezvysuje podle naSich vysledkti dostupnost
NO, ale jeji t¢inek je presto touto dostupnosti podminén.

Kdyz tato zjiSténi shrneme, tak antihypertenzni a renoprotektivni G€inky chronické inhibice
sEH pomoci c-AUCB u modelu ANG II-dependentni formy maligni hypertenze jsou spiSe
zavislé na endogenni biologické dostupnosti NO neZ na pifimych ucincich zvySené
dostupnosti EETs. Nicméné& pro popsani specifickych mechanismi, které se na tom podileji,
bude potieba ud¢lat jesté dalsi studie. Pfesto mizeme prohlasit, ze tieti cil, tedy zjistit, zda
snizeni krevniho tlaku pomoci inhibitoru sEH je zptisobeno EETs zprostfedkovanou zvySenou
biologickou dostupnosti NO, a bliZe popsat tlohu intrarenélni interakce CYP metaboliti

s RAS a NO v patofyziologii ANG II-dependentni formy maligni hypertenze, jsme splnili.
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3.7 Souhrn

Lécba inhibitorem sEH ¢c-AUCB vyznamné¢ zmiriiuje rozvoj maligni hypertenze a zlepsuje
zhorSené rendlni funkce u Cyplal-Ren-2 transgennich potkanti. Pravé renalni mechanismy
jsou pravdépodobné zodpovédné za antihypertenzni efekt c-AUCB 1écby. Snizeni krevniho
tlaku vede ke zmirnéni srde¢ni hypertrofie a intersticialniho poskozeni tkané ledvin.
Antihypertenzni G¢inky inhibitoru sEH jsou u ANG II-dependentni formy maligni hypertenze
zavislé na interakci endogenni biologické dostupnosti EETs a NO. Snizeni krevniho tlaku a
renoprotektivni ucinky 1é¢by inhibitorem sEH byly zcela zruseny zablokovanim tvorby NO
pomoci L-NAME. Blokada sEH je u¢inna v kratké dobé 1 u maligni hypertenze a mohla by

tedy piedstavovat jednu z cest vyvoje novych antihypertenziv.

3.8 Summary

Treatment with the sEH inhibitor c-AUCB substantially attenuates development of malignant
hypertension and improves the impaired renal function in Cyplal-Ren-2 trasgenic rats. It
seems that the renal mechanisms are likely responsible for the antihypertensive effect of
c-AUCB treatment. Lowering of blood pressure leads to the reduction of heart hypertrophy
and kidney interstitial injury.

Antihypertensive actions of sEH inhibitor in this ANG II-dependent form of malignant
hypertension are dependent on the interactions of endogenous bioavailability of EETs and
NO. Blood pressure lowering and renoprotective actions of the treatment with sEH inhibitor
are completely abolished after blockade of nitric oxide production with L-NAME.

In a short time, the sEH blockade is effective even in malignant hypertension, so thus it could

be one of the ways in the development of new antihypertensive drugs.
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