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Abstrakt

Veronika Krejcikova

Imunohistochemické analyza exprese vybranych markert v experimentalni hypertenzi.
Bakalarska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Zdravotni laborant

Cil prace: Sledovali jsme expresi intercelularni adhezni molekuly (ICAM-1) v pravé
femoralni arterii u spontanné hypertenznich potkani (SHR) a normotenznich (Wistar

Kyoto) potkant s ohledem na podavani sunitinibu.

Metody: Pouzili jsme samce SHR potkan a kmen WKY potkanti. Ob¢ tyto skupiny byly
jesté rozdéleny na dvé podskupiny, Vv nich jedné podskupin€ byl podévan sunitinib a druhé,
kontrolni skupin€, pouze voda. SHR potkaniim byl sunitinib poddvan ve schématu: 8 tydnii
podavani/5 tydni pauza/8 tydni podavani. U WKY potkant pro objeveni ptiznakl toxicity
jen ve schématu: 8 tydni podavani/5 tydnl pauza/2 tydny podavani. Nasledné byla
provedena imunohistochemickd analyza odebranych pravych femoralnich arterii. Detekce

exprese ICAM-1 byla provedena pomoci metodiky En Vision s detekci pomoci DAB.

Vysledky: Imunohistochemické barveni ICAM-1 jsme provedli u 120 preparati.
U nékterych cév nebyla, bez ohledu na skupinu testovanych zvifat, nenalezena zadna
exprese ICAM-1. U dvou zvitat v kazdé skupin€ jsme pozorovali slabou expresi, nicméné
jednalo se o slabou expresi na urovni jednotlivych endotelialnich bunék. Z divodu takto

slabé reakce jsme nakonec nepftistoupili ke kvantifikaci imunohistochemickych barveni.

Zavér: Lécba sunitinibem nevyvolala imunohistochemicky zjistitelnou endotelilni
dysfunkci zastoupenou zménami exprese [ICAM-1 v pravé femoralni tepn€ u hypertenznich
a normotenznich potkanti. ICAM-1 exprese byla velmi nizka u vSech skupin zvitat. Lécba

sunitinibem nema vliv na expresi [CAM-1 u SHR a WKY potkand.
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Background: We observed the expression of intercellular adhesion molecule (ICAM-1) in
the right femur arteries of spontaneously hypertensive rats (SHR) and Wistar Kyoto

(WKY) rats with regard to the administration of sunitinib.

Methods: We used the male of SHR and WKY rats. Each strain of the rats was divided into
two groups. Each of groups were divided into two subset. One of subset received sunitinib
and the second, control subset, which received only water. SHR were treated by sunitinib
in the following chart: 8 weeks treatment/5 weeks pause/8weeks treatment. WKY rats were
treated by sunitinib only in fhe following chart: 8 weeks treatment/ 5 weeks pause/8 weeks
treatment, because signs of toxicity were appeared. After that immunohistochemical
analysis of segments of right femur arteries were executed. Detection of expression of

ICAM-1 was performed using the method of En Vision with detection using DAB.

Results: We performed the immunohistochemical detection of ICAM-1 in 120 slides. In
the some of them we found no expression of ICAM-1 regardless to subset of testing
animals. In 2 animals in each of groups we observed of poor expression, but this
expression was very weak and it was situated on individual of endothelial cells. Finally we

did not approach to quantitative of immunohistochemical staining for poor expression.

Conclusions: In hypertensive and normotensive rats the treatment by sunitinib did not
induce immunohistochemically detectable endothelial dysfunction represented by changes
of expression ICAM-1 in right femoral arteries. ICAM-1 expression was very low at all of
animal groups. The treatment by sunitinib in SHR and WKY rats did not have influence to

expression of ICAM-1.
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1 UVOD

Kardiovaskularni systém, slozeny ze srdce a krevnich cév, slouzi v organizmu
k distribuci kysliku a zivin do tkani a odvodu odpadovych latek metabolizmu pfies
vylucovaci organy pry¢ zorganizmu. Jeho prostfednictvim se transportuji hormony
K cilovym organiim, reguluje hemostaza a mohli bychom jmenovat dalsi a dalsi neméné
dilezité funkce. Poruchy funkce tohoto systému mohou mit pro organizmus az fatdlni
nasledky.

Vysoky krevni tlak neboli hypertenze je velmi rozsifené onemocnéni, které se jen
zdanliveé tyka samotné obéhové soustavy. V jeho rozvoji hraji svou roli genetické faktory,
zivotni styl a u sekundarnich hypertenzi 1 jind onemocnéni, kterd jeho vzniku pfedchéazeji.
Spolu s obezitou, diabetem mellitus a dyslipoproteinémii se podili na vzniku zavazného
civilizacniho onemocnéni - metabolického syndromu. ZvySeny krevni tlak se také
vyznamné uplatituje pii vzniku endotelidlni dysfunkce a rozvoji ateroskler6zy.

Nelécena hypertenze muze vést az k ischemické chorobé srde¢ni, infarktu
myokardu a selhani srdce nebo k cévnim mozkovym piihodam.

Pro jeji zdvazné nasledky nelze tuto nemoc podcenovat a je dulezité dbat na
prevenci vzniku této choroby, kterou mizeme rovnéz oznacit za civiliza¢ni. Jednak proto,
ze jde o znacné rozsifené onemocnéni a také proto, Ze jeji vyskyt je umérny vyspélosti
spole¢nosti a technickému pokroku.

Hypertenze mtze byt také zpiisobena nékterymi Iéky. Je proto zadouci tento vliv na
organizmus u lékii pfedem testovat, aby bylo ziejmé, kdy je vhodné nasadit soubézné
i antihypertenzni 1é¢bu. Pro takové testy jsou vhodna vySlechténa laboratorni zvifata,
kterym se dany I€k po ur¢itou dobu podava. Pomoci riznych biochemickych i specidlnich
laboratornich metod lze odhalit pfipadné patologické pochody nasledujici po podavani
1éku. Casto se pro tyto uéely pouzivaji metody imunohistochemické, které jsou zaloZeny na
specifické reakci antigenu s protilditkou na fezu histologického preparatu. Pokud jsou
znamy specifické markery pro urcity patologicky d¢j, lze po vyladéni dané metody
pomérné spolehlivé zjistit, zda tento patologicky d&j ve zkoumané tkani probihd, nebo

neprobiha.



2 CEVY

Krevni cévy se rozdéluji podle stavby a funkce na tepny (arterie), zily (vény)
a vlasecnice (kapilary).

Pro arterie je charakteristické, ze odvadéji krev od srdce a to bud’ krev okysli¢enou
do perifernich ¢asti téla (prostfednictvim velkého krevniho ob&hu) nebo odkysli¢enou krev
do plic, kde dojde k okysli¢eni krve (maly krevni ob¢h) [3]. Je na né€ pfenasena tepova vina
zpusobena stahem srde¢niho svalu [2].

Kapilary tvofi sit’, kde dochazi k vyméné latek mezi krvi a tkanémi. Z krve se do
tkédni dostavaji Ziviny a kyslik, naopak ztkani se krvi odvadé&ji odpadni latky a oxid
uhlicity. Existuje  mnoho kapilar, kterym je mozno pfifadit specialni ukoly,
napt. vstiebavani kysliku a vylucovani oxidu uhli¢itého v plicich, vstiebavani Zivin
Vv tenkém stfeveé nebo shromazd'ovani latek v organech s vnitini sekreci.

Vény vznikaji splyvanim kapilar a vedou krev s vysokym obsahem oxidu uhli¢itého

a produkti metabolizmu zpét k srdci. Je v nich nizsi tlak nez v arteriich.

MIKROSKOPICKA ANATOMIE CEV

2.1. Obecna stavba cévni stény

Krevni cévy jsou sloZeny ze tiech zakladnich vrstev: vniténi (tunica intima), stiedni
(tunica media) a zevni (tunica adventitia neboli externa).

Tunica_intima (vniténi vrstva) je tvofena jednoduchym vrstevnatym epitelem —

endotelem —, je v pfimém kontaktu s protékajici krvi [1]. V cévach o praméru vétSim jak
1 mm se nachazi také vazivova subendotelova vrstva.
Hladky vnitini povrch (diky némuZz je zmenSovéano krevni tfeni pii toku krve) vytvareji
ploché, polygonalni endotelové buiiky, které jsou obvykle protazené ve sméru pritoku
krve.

Endotelové bunky jsou hlavni strukturdlni sloZzkou kapilar, spocivaji na bazalni
laming; patii mezi dlouho Zijici elementy, které vykazuji jen malou mitotickou aktivitu.
ProtoZze obsahuji mikrofilamenta, je unich pfedpokladana schopnost kontrakce [3].

Vykazuji zna€nou metabolickou aktivitu. Mezi jejich klicové ulohy v organizmu patii

antitrombogenni Uc¢inek (endotelové bunky uvoliiuji prostacyklin, ktery inhibuje



shlukovéani krevnich desti¢ek), inaktivuji rizné biologicky aktivni latky (bradykinin,
serotonin a dalsi), odbouravaji lipoproteiny (a tim dodavaji triglyceridy a cholesterol pro
energeticky metabolizmus, syntézu hormont a dalsi dilezité pochody). V neposledni fad¢
zajistuji preménu angiotenzinu | na angiotenzin II (angiotenzin mimo jiné vyvolava

kontrakce hladké svaloviny arterii a tim reguluje krevni tlak) [4].

Obr. 1: Obecna stavba jednotlivych typii cév [1 (str. 545)]
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Tunica media (stfedni vrstva) obsahuje cirkularni vrstvy hladké svaloviny, které
jsou prolozeny vrstvami elastinu a kolagenu [1]. Vzdjemny pomér téchto slozek je zavisly
na typu cévy [2]. Elastin a kolagen jsou latky zodpovédné za pruznost a pevnost. Tyto
vlastnosti jsou nutné k odolavani krevnimu tlaku u cév, které jsou jeho pisobeni
vystaveny. Proto je tato vrstva znatelné siln€j$i u arterii nez u vén. Stahem hladké
svaloviny dochazi k zizeni cévy (vazokonstrikci), jeji uvolnéni mé za nasledek rozsiteni

(vazodilataci) cévy [1].
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Pokud se elastické struktury shromazd’uji na hranici tunica media a tunica intima,
vytvaieji membrana elastica interna. Kdyz se tyto struktury koncentruji mezi tunica media
atunica adventitia, nazyvaji se membrana elastica externa a oddéluji tyto dvé vrstvy
od sebe [3].

Tunica_adventitia (zevni vrstva) chrani cévu, zesiluje jeji sténu a kotvi ji do

okolnich tkani [1]. Jeji hlavni slozkou jsou kolagenova a elasticka vlakna, kterd jsou
uspofadana soub&zné s prubéhem cévy, hlavni je kolagen typul. Nachazi se zde
fibroblasty a adipocyty [3]. Na rozhrani tunica media a tunica externa probihaji vasa

vasorum (cévy cév) [2].

2.2. Kapilary

Jsou slozeny zjedné vrstvy endotelovych bunc¢k obklopenych bazalni laminou

(lamina basalis, viz obr. 2). Jejich pramér 8-10 um jes$té¢ umoziuje erytrocytim prachod
témito cévami.
Endotelové buiiky jsou spojeny pomoci pevnych mezibunéénych spojii a prilezitostné
i desmozomy. Zastoupeni jednotlivych typt buné¢nych spoji zavisi na typu, umisténi
a funkci kapilary. Na zevni strané endotelovych bun¢k jsou nepravidelné rozmistény
pericyty, podpurné buiiky pavoukovitého vzhledu.

Kapilary vznikaji vétvenim prekapilar, coz jsou cévni casti, které svou
histologickou stavbou zaujimaji misto mezi arteriolou a kapildrou. Na zacatku kazdé
kapilary je v misté prechodu z prekapilary vrstva bun¢k hladké svaloviny, tzv. prekapilarni
sverac, ktery reguluje priatok krve tkanémi podle aktualni potieby kysliku a zivin (pokud
dojde Kk uzavieni postkapilarnich sv€ra¢u, krev proudi z prekapilar pfimo spojkami do
postkapilar, a neprotéka tak v uzavieném misté kapilarnim systémem) [1].

Bohatost kapilarni sit¢ zavisi na metabolické aktivité dané tkané. Ledviny, jatra
nebo myokard maji velmi bohatou kapilarni sit, naopak Slachy a vazy jsou slabé
vaskularizovany [3]. Epitely a chrupavka neobsahuji kapilary vibec [1].

Kapilary miZeme rozdélit na typické, somatické s kontinualni vystelkou
(nefenestrované) s primérem 5-15 pm, a atypické, visceralni s vystelkou diskontinualni

(s fenestracemi a pory) o praméru 15-200 um [2].
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Nefenestrované kapilary neobsahuji fenestrace ani pory (obr.2a). Jde

0 nejbéznéjsi typ kapildr, obsazeny ve vétsiné organt, hlavné v kosternich svalech, kizi
a CNS.

Fenestrované kapilary (obr. 2b) obsahuji fenestrace a pory, které bud’ jsou, nebo

nejsou kryty diafragmou. Diafragma je ten¢i nez typické biologické membrany a omezuje
prostup velkych molekul. Fenestrované kapilary se nachézeji v organech, kde dochazi
K rychlé vyméné latek mezi krvi a tkdanémi — v ledvinach, stfevé a endokrinnich zlazach.

Specialnim typem fenestrovanych kapilar jsou kapilary sinusoidni (obr. 2¢). Maji Siroké
lumen asiln¢ fenestrované stény. Od typickych fenestrovanych kapilar se kromé
uvedenych vlastnosti 1i$i jeSté nesouvislou bazédlni laminou. V okoli se Casto nachdzeji
fagocytujici buiky. Velky primér a vinuty prubéh sinusoidnich kapilar zptsobuje
zpomaleni pritoku krve, které poskytuje dostatek casu k pribéhu latkové a bunééné
vymény [2, 4]. Tyto kapilary najdeme hlavné v endokrinnich zladzach, v kostni dieni a ve

slezing [1].

2.3. Vény

Vendzni systém jako celek obsahuje asi 65 % celkového mnozstvi krve. Lumen
byva u vén vEtsi nez u arterii o stejném zevnim prameru. Venozni sténa mize byt mnohem
tenci nez u arterii, protoze nemusi odolavat tak vysokym tlakim. Nemusi ani tlumit Zadné
pulzace, proto je v ni obsazeno mén¢ elastinu a hlavnimi slozkami jsou kolagenova vlakna
a bunky hladkych svali. Oproti arteriim je u vén nejvice vyvinuta tunica adventitia
(obr. 3). Tunica media byva tenka, stejné tak tunica intima, ktera je vyznamnéji zastoupena
jen u velkych vén. Na fezu tkani mohou vény obsahovat vice erytrocytd nez ostatni cévy.
Vény obsahuji chlopné, duplikatury intimy, které zabraniuji zpétnému toku krve a pomahaji
navratu krve k srdci. Jsou nejhojnéji zastoupené ve velkych vénach dolnich koncetin [1].

Vény lze rozdélit podle priméru a vnitini stavby do nékolika stupiii. Za prvni
stupen se daji oznacit venuly (pramér 8§ — 100 um), za druhy malé a sttedni vény (primér

1 —9 mm) a tietim stupném jsou velké vény (pramér vétsi jak 9 mm).

12



Obr. 2: Typy kapilar [1 (str. 548-549, upraveno)]
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Tab. 1: Srovnani struktury jednotlivych typi vén [3, 4, upraveno].

Typ vény

Tunica intima

Tunica media

Tunica adventitia

Velké vény

e dobie vyvinuta
e silna vrstva
subendotelové
vazivové tkané

e chlopné

e tenkd

e jen nckolik vrstev
hladkych
svalovych bun¢k

e retikuldrni

a kolagenni vlakna

e nejlépe vyvinuta
vrstva velkych vén

e longitudinalni
svazky hladké
svaloviny (ochrana
proti nadmérnému

roztazeni)

o velké mnozstvi

kolagenu

Mal¢ a stiedni vény

e typicky endotel

e subendotelova
vrstva tenka

e mén¢ chlopni nez

velké vény

e retikularni vlakna
e svazecky hladkych

svalovych bun¢k

e dobfe vyvinuta

e longitudindlné
uspotfadana
kolagenni vldkna

e muZe obsahovat

i hladké svalové

bunky

Venuly e typicky endotel e velmi tenka e velmi tenka
e chlopné e obsahuje hlavné
nevyvinuty kolagen
2.4. Arterie

Arterie, které vedou krev od srdce, musi odolavat tepovym vindm vyvolanych stahy

srdce. Tyto vykyvy krevniho tlaku pomahaji tlumit vrstvy elastinu, které jsou v mensim ¢i

veétSim mnozstvi (podle typu arterie) pritomny. Obecné mizeme rozliSit dva zakladni typy

arterii: elasticky a svalovy [2]. Arterie elastického typu maji ve svych sténdch nejvyssi

obsah elastinu ze vSech cév. Funguji jako rozvodné trubice o priméru 1-2,5 cm, které diky

své schopnosti roztaZeni tlumi tepové narazy a diky své stazlivosti jsou schopny prevést

silu, ktera je dilatovala, na hydrostaticky tlak [4]. Arterie svalového (muskularniho) typu

obsahuji méné elastinu, zato najdeme az nckolik desitek vrstev cirkuldrné uspotadané
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hladké svaloviny. Tato vrstva svaloviny v tunica media reguluje protékajici mnozstvi krve

[1]. Jednotlivé typy arterii i S jejich typickou strukturou jsou shrnuty v tab. 2.

Tab. 2: Srovnani struktury jednotlivych typi arterii [2, 4, upraveno]

Typ (priklad)

Tunica intima

Tunica media

Tunica adventitia

Elastické, velké
(aorta)

endotel
silna subendotelova

vrstva

koncentrické fenestrované
blanky elastinu (= membranae
fenestratae), jejichz pocet
narusta s vékem

mezi elastickymi membranami
bunky hladkého

svalu a retikularni a kolagenni

probihaji

vlakna (kolagen typu Il1)

membrana elastica interna
(mezi t. mediaat. intima)
a membrana elastica externa
(mezi t. media a t. adventitia)
vzhledem k velkému mnozstvi

elastinu Spatné rozliSitelné

e vzhledem
K priméru cévy
tenka

e vlakna elasticka
i kolagenni

(kolagen typu I)

Svalové, stiedni

(a. brachialis)

fibroblasty

V subendotelové

silnd, az 40 wvrstev bunék

hladké svaloviny

e relativné tenka

e vétSinou kolagenni

vrstve e rlzné mnozstvi elastickych vlakna
tenéi nez U elastické vlaken e fibroblasty, nékdy
o membradna elastica interna adipocyty
dobfe vyvinuta
e Ve vétSich a. i membradna
elastica externa
Arterioly typicky endotel e 1-5 vrstev hladké svaloviny e tenkd
(cévy s prisvitem dasto nevytvofena | e Casto nevytvorena membrdna | ® kolagenni vlakna
mensim nez subendotelova elastica externa
0,5 mm) vrstva

15




Obr. 3: Rozdily mezi arterii a vénou [1 (Str. 545)] Obr. 4: Elasticka arterie
[1 (str. 546, upraveno)]
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Obr. 5: Schematické zndzornéni jednotlivych typii cév [4 (str. 159)]

kapilara se @D
souvislou \

vystelkou

velka (elasticka) artérie ) R
arteriovendzni

anastomoza

' kapilarni
4 recisté

velka véna

fenestrovana &
kapilara G E
postkapilarni s diafragmami

venula P

0
sinusoida Qé

16



3 HYPERTENZE

3.1. Definice a klasifikace

Dle WHO za arterialni hypertenzi miizeme oznacit zvyseni systolického krevniho
tlaku nad 140 mmHg nebo diastolického krevniho tlaku nad 90 mmHg, které je namétené
nejméné¢ ve dvou ze tii méfeni provedenych nejméné v prubéhu dvou dnii [15]. Jde
0 um¢le stanovené hranice. U plicni hypertenze jsou hodnoty zcela odlisné (za horni
hranice jsou povazovany hodnoty 30/12 mmHg) [16]. Dalsi text se bude — vzhledem

k zaméfeni této prace - vénovat jen systémové arterialni hypertenzi.

Arterialni hypertenzi lze, stejné jako jind onemocnéni, klasifikovat podle n€kolika
hledisek. Podle pfi¢iny rozliSujeme hypertenzi primarni (idiopatickou, esencidlni)
a sekundarni, které dale podle klinického pribéhu onemocnéni miZeme zafadit mezi

benigni nebo maligni hypertenzi (viz. kap. 3.3) [10].

3.2. Regulace krevniho tlaku

Na tizeni krevniho ob¢hu se podili nespocet mechanizm, které nejcastéji vyuzivaji
schopnosti vazokonstrikce a vazodilatace cév. RozliSuji se mistni a celkové regula¢ni
mechanizmy. Mezi mistni regulacni mechanizmy patii endotelova regulace pomoci NO,
metabolickd regulace, kterd funguje na principu zpétné vazby, a myogenni autoregulace,
ktera se uplatiiuje nejvice v ledvinach a mozku a udrzuje staly pritok krve cévou i pii

zméné TK.

Celkové regulacni mechanizmy si zaslouzi podrobnéjsi popis. Podle doby, za

kterou jsou schopny se uplatnit, je miizeme rozd¢lit na rychlé a pomalé:

e Rychlé (kratkodobé) regula¢ni mechanizmy

Nervové regulacéni mechanizmy jsou zprostiedkovany vegetativnim nervovym
syst¢tmem (hlavné sympatikem) a jako medidtor je vyuzivan noradrenalin — vyvolava
vazokonstrikci pisobenim na hladké svalové buiiky cév. Baroreceptory kontroluji krevni
tlak ve velkych arteriich, nejvice jich je v oblouku aorty. Jde vlastné o mechanoreceptory,
které po zvySeni TK piedavaji patfi€ny signal po nervové draze do centra v prodlouzeni

mise, kde vyvola utlum sympatiku a aktivaci parasympatiku, coZ ma za nasledek pokles
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minutového srde¢niho vydeje a celkového periferniho odporu a v koneéném disledku
normalizaci krevniho tlaku. Pfi snizeni TK jsou v prodlouzené miSe vyvolany opacné
pochody.
— adrenalin a noradrenalin. Reakce hladkosvalovych bunék na katecholaminy se lisi podle
typu a mnozstvi tzv. andrenergnich receptord. Noradrenalin aktivuje jen alfa receptory
(avyvolava jen vazokonstrikci), adrenalin aktivuje alfa ibeta receptory (avyvolava
vazokonstrikci tam, kde pfevazuji alfa receptory, naopak kde prevazuji beta receptory,
vyvolava vazodilataci).

Z endotelu uvolnovany endotelin také piisobi na cévni sténu a to vazokonstrikéné.

Systém renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS) ovliviiuje mnoho slozek v organizmu
a nelze tak jednoznaén¢ zafadit mezi rychlé nebo pomalé regula¢ni mechanizmy. Uplatiiuje
se pii poklesu tlaku v ledvinach pod 90 mmHg. Tento pokles TK ma za nasledek zvySeni
sekrece reninu. Uvolnény renin v plazmé §té€pi angiotenzinogen vznikajici v jatrech na
angiotenzin I. Tento vznikly dekapeptid je Sté€pen angiotensin-konvertujicim enzymem na
oktapeptid angiotenzinu Il. Angiotenzin II pusobi na srdce a cévy, vykazuje silny
vazokonstrikéni u¢inek — plisobi na arterioly, v centralni nervové soustavé ovliviiuje
hypotalamus; stimuluje sekreci adrenalinu ve dfeni nadledvin, ptispiva k regulaci
prokrveni ledvin. Kromé uvedenych rychlych u€inkt, jsou zaznamenany i G¢inky pomalé:
V hypotalamu vyvolava zvySenou sekreci antidiuretického hormonu (ADH), pocit Zizné
a podporuje chut na slané; dale podporuje resorpci Na* Vv proximalnim tubulu ledvin
a stimuluje syntézu aldosteronu v kiife nadledvin. Hlavnim ukolem aldosteronu je fidit
transport Na* a K v ledvinach a v dal§ich organech. Také zvysuje citlivost hladkych
svalovych bunék k angiotenzinu Il [14].

Atrialni natriureticky peptid je antagonistou RAAS a dalSich vazokonstriktori, TK

tedy sniZuje.

e Pomalé (dlouhodobé) regulaéni mechanizmy

Tyto mechanizmy fidi celkovy objem krve a timto také reguluji TK. Vyssi davky
ADH vyvolavaji vazokonstrikei, ale hlavni G€¢inek tohoto hormonu je vstiebavani vody ve
sbérnych a distalnich tubulech ledvin. Jiz zminény aldosteron také zvySuje objem krve
v cirkulaci, zvySeny Zilni navrat pak vede ke zvySeni minutového srdecniho vydeje.

K uplatnéni aldosteronového mechanizmu dochdzi az za nékolik dni [5, 12].
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3.3. Etiopatogeneze a patofyziologie hypertenze

Zvyseni TK muze byt zptisobeno 1) zvySenym mnozstvim protékajici krve,
2) zvySenym odporem cévniho feCisté nebo 3) obéma mechanizmy najednou, tedy jak
zvySenim objemu protékajici krve, tak zvySenym odporem cévni stény. ZvySeny TK je

tedy nasledkem dysregulace mezi srde¢nim vydejem a periferni rezistenci [9].

U 90 — 95 % pripadi hypertenze neni jasna jeji pfi¢ina a oznacuje se proto jako
esencidlni (idiopaticka, primarni). Jisté je, Ze existuje mnoho faktorti, které mohou vznik
hypertenze ovlivnit.

Vyskyt hypertenze zavisi na véku, rase a pohlavi. Prevalence hypertenze je vyssi u
muzii nez uZen odpovidajiciho v€ku. U zZen se uplatiuje kardioprotektivni tc¢inek
estrogend. V 70 letech uz se riziko mezi muzZi a zenami vyrovnd. Ur¢itou roli hraji
i genetické faktory. Jednim z pfednich rizikovych faktor pro vznik hypertenze je nadvaha
a nedostatecna pohybova aktivita [20]. O nadmérném pfijmu soli ajeho vlivu na
hypertenzi se stale vedou diskuze, ovSem je velmi pravdépodobny u osob, které jsou citlivé
k NaCl. Dale ke vzniku onemocnéni ziejmé prispiva i psychicky stres a nadmérna
konzumace alkoholu. Tyto faktory by se jesté spolu s nedostatkem K*, Ca?* a Mg?®* daly
shrnout do skupiny exogennich faktort. U endogennich faktort Ize rozlisit vlivy presorické
a depresorické. Mezi presorické vlivy patii katecholaminy, renin-angiotensinovy systém,
aldosteron a nékteré latky uvoliiované endotelem, napi. endotelin a tromboxan (TXA;). Do
depresorickych vlivil jsou fazeny hlavné kalikrein-kininovy systém, dopamin, prostacyklin,
prostaglandin (PGE,), atriovy natriureticky peptid (ANP) a endotelovy relaxa¢ni faktor
(EDRF). Svou tulohu hraji také poruchy transportnich mechanizmu iont pies bunéénou
membranu, které mohou vést ke zvyseni intracelularniho Na* a nasledng i Ca®*, coZ vede
ke zvySené citlivosti hladkého svalstva cév vii¢i vySe uvedenym presorickym vliviim [13,
16].

Asi 5-10 % vsech piipadt hypertenze tvoii hypertenze sekundarni, které 1ze podle
ptic¢iny dale rozdélit na hypertenze [13, 15]:

@ RENALNI
Je ze sekundarnich hypertenzi nejCastéj$i. Renalni ischemie, at’ uZz zplsobena
koarktaci aorty nebo renalni arterie, nebo ziZenim rendlnich arteriol a kapilar

u glomerulonefritidy a ateroskler6zy, ma za nasledek uvoliiovani reninu.
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Tento peptid pfes systém renin-angiotenzin-aldosteron (viz kap. 3.2) zptsobuje zvyseni

TK. Nadmérnou sekreci reninu Ize detekovat i U nddorti nebo cystické ledviny.

@ ENDOKRINNI
Je nésledkem onemocnéni nékterych endokrinnich zlaz, ktera vedou ke zvysené
produkci presorickych nebo depresorickych latek.

Cushinguv syndrom

Neurogenné¢ nebo tumorem hypofyzy podminéna vysokd sekrece ACTH nebo
tumor kiiry nadledvin zvysuje hladinu glukokortikoidi v plazmé. Retence Na® zpiisobend
vysokou hladinou kortizolu a stoupajici minutovy srdecni vydej zpuisobeny zesilenym
ucinkem katecholaminti vedou k hypertenzi.

Primarni hyperaldosteronizmus (Conntiv syndrom)

Tumor kiry nadledvin produkuje nadmérné mnoZzstvi aldosteronu, coZ vede ke
zvyseni objemu extracelularni tekutiny a dale k hyperdynamické hypertenzi.

Feochromocytom

Zpusobuje hyperrezistentni 1 hyperdynamickou hypertenzi prostfednictvim zvysené
hladiny adrenalinu. Nekontrolovatelné zvyseni katecholamini (a tim padem i adrenalinu)

je zpusobeno timto nadorem diené nadledvin.

@ NEUROGENN({
Mozkové tumory, krvaceni do mozku, encefalitida a dalsi patologie mohou vyvolat

aktivaci sympatiku a tim vzestup TK.

@ LEKOVE

Jsou také nazyvany iatrogenni. Nckterd perordlni kontraceptiva mohou vést
k retenci Na*. A tim piispivat k rozvoji hypertenze. Do této skupiny Ize zatadit i hypertenzi
zpiisobenou Sunitinibem. Mezi dalsi latky, které mohou zvySovat krevni tlak, patii

napf. erytropoetin, cyklosporin, ergotamin, olovo, rtut’ a thalium.

@ TEHOTENSKE
Hypertenze se vyskytuje u 5-10 % vSech téhotenstvi [15].
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Uvedené pric¢iny hypertenze jsou graficky znazornény na obr. 6.

Primarni isekundarni hypertenze mize mit rizny prabéh. RozliSujeme benigni
a maligni hypertenzi.

Benigni hypertenze ma pozvolnéjsi nastup, TK nedosahuje prili§ vysokych hodnot
a jen v malé mife dochazi ke zménam organi. Projevuje se bolestmi hlavy, krvacenim
Z nosu a zavratémi. Mezi jeji komplikace patii hlavné aterosklerdza se svymi nasledky jako
je ischemicka choroba srde¢ni (ICHS), malacie mozku, ischemie dolnich koncetin
a aneurysma bfiSni aorty, které se mohou rozvinout az v selhdvani srdce, krvaceni do
mozku a v maligni hypertenzi.

Maligni hypertenze se vyznaCuje ndhlym a prudkym zvySenim tlaku (TK
napi. 240/160 mmHg). Mize vzniknout bez zjevné pfi¢iny nebo se vyvinout z benigni
hypertenze.

Objevuji se zmeény v organech, a to hlavné v ledvinach, kde dochazi k postizeni drobnych
tepen a arteriol. Nasledkem cévnich zmén vznikaji mikroinfarkty (segmentalni nekrdzy)
v glomerulech a vyviji se urémie. Casto se nachazi zmény na oéni sitnici (krvaceni, edém
papil aj.). Nemocni umiraji béhem nékolika mésicti na krvaceni do mozku, selhani ledvin

nebo srdce [10].

Z klinického hlediska Ize odlisit tfi vyvojova stadia hypertenze, ktera jsou pro lepsi

piehlednost shrnuta v tab. 2 [10, 15].

Tab. 2: Vyvojova stadia hypertenze [15, 16, upraveno]

STADIUM PRIZNAKY
Stadium | Prosté zvyseni tlaku, bez organovych zmén
Stadium 11 Organové zmény bez poruchy jejich funkce

(napt. hypertrofie levé komory,
mikroalbuminurie, kalcifikace V tepnach,

zvySeni kreatininu).

Stadium 111 Téz81 organové zmény a selhavani funkce
organti (napf. ICHS, selhani levého srdce,
retinopatie, cévni mozkové piihody, renalni

selhani)
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Obr. 6: Schematické zndzornéni piicin hypertenze [15 (str. 211)]
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3.4. Nasledky hypertenze

Nasledky zvyseného TK byly nastinény jiz v predchozi podkapitole a dale jsou
graficky znazornény na obr. 7.
Dlouhotrvajici hypertenze je spolu se zvy$enou hladinou cholesterolu, snizenou hladinou
lipoproteini  vysoké  hustoty (HDL), hypertrofii levé  komory a obezitou
vyznamnym kardiovaskularnim rizikovym faktorem [20]. Casto se vyskytuje spolu
s diabetem.

Obr. 7: Schematické zndzornéni nasledkit hypertenze [13 (str. 213)]
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Vysoky TK zatézuje a poskozuje nejen tepny, kde dava vznik aterosklerdze
a aneuryzmatum, ale i srdce. Leva komora se musi adaptovat na tlakové pietizeni. Vznikne
tzv. hypertenzni srdce (cor hypertonicum), jehoZ hmotnost je celkové vyssi nez u zdravého
srdce a ma ztlustélou sténu levé komory. Jde o kompenzaéni mechanizmus, ktery mize
diagnostiku hypertenze zpozdit az o nékolik let. Po vyCerpani kompenzacnich
mechanizmti dochazi po urcité dobé k dekompenzaci. Cor hypertonicum decompensatum
se na RTG projevi zvétSenim srdce a dale se objevi pfiznaky srde¢niho selhdvani (edém
plic, dusnost aj.). Dojde k dilataci hypertrofické levé komory. Nakonec vznikd bludny
kruh. Dekompenzované srdce méa vyS$i naroky na piivod krve, které nelze vzhledem
k aterosklerotickym zménam zuzujici cévy uspokojit. Dochazi k ischemii organti. Ischemie

ledvin podporuje dalsi zvySeni TK [10, 13] a kruh se uzavira.
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4 ZVIRECI MODELY

Existuje nékolik druhti metod pouzivanych v experimentalnim vyzkumu. Metody
invitro (,ve skle®), metody invivo (,,v Zzivych organizmech®) a metody in silico

(,,predpoveéd’ pomoci pocitacovych programi‘).

Chceme-li podchytit funkci ur€ité slozky ve slozitém biologickém systému,
nevyhneme se pouziti vhodného experimentdlniho biologického systému. V systému
in vitro totiz neni mozné vétSinu interakci probihajicich v biologickém systému vérohodné
napodobit. Metody in silico by se mohly uplatnit ve vyzkumu vice, ale jsou zatim jen
hudbou budoucnosti. | kdyz je védci diive nebo pozdé&ji dovedou ,.k dokonalosti®, zfejmé
budou slouzit jen k nastinéni dané situace a zifejmée jen omezi vyuzivani zivych modeld.

Pouzivani nalezitych modelt kardiovaskularnich onemocnéni mutze poskytnout
terapeutickém zasahu.

Idedlni zvifeci model kardiovaskuldrnich onemocnéni by mél splitovat nasledujici body
[20]:

@ Maél by vérohodné napodobovat lidské nemoci.

@ M¢él by umoznit studium i v chronickém stadiu nemoci.

@ M¢él by umoznit navozeni ptredpovidanych piiznakid, které je mozno vhodnymi

zpusoby kontrolovat.
@ Maelo by byt umoznéno méfeni biochemickych a hemodynamickych parametrii.
@ Nemél by pozadovat vysoké ekonomické a technické naroky na zajisténi spravného

odchovu zvifat.

Mezi Castéji vyuzivané druhy laboratornich zvifat patii my$ laboratorni, potkan

laboratorni, mor¢e domaéci, kiecek zlaty a kralik domaci [30].

4.1. Laboratorni potkani

Laboratorni potkan (Rattus norvegicus) patii mezi nejc¢astéji pouzivana laboratorni
zvifata. Je to vSezravec. M&ti 160 — 270 mm a vazi 140 — 500 g (Vv zajeti az 900 g). Samice
byvaji o 1/3 mensi neZ samci. Pafi se n€kolikrat do mésice, biezost trva 21-24 dni a vrhaji

obvykle 7 az 9 mlad’at. Tato mlad’ata pohlavné dospivaji ptiblizné po 1,5 az 3 mésicich.
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K laboratornim uceliim je pouzivan od 50. let 20. stoleti [29]. ‘t,
F/

Obr. 8: Laboratorni potkan -
http://www.rozhlas.cz/leonardo/zpravy/_zprava/723068 (8. 4. 2011) j
» /

Laboratorni potkani (na obr. 8 a 9) spliuji vSech pét vyse uvedenych pozadavki na
modely kardiovaskularnich onemocnéni. Nejbéznéjsi patofyziologické zmény Vv lidském
kardiovaskularnim systému, jakymi jsou hypertenze, hypertrofie srdce a srde¢ni selhani,
jsou u potkanich modeli Gspésné reprodukovatelné.

Avsak existuje n€kolik problému, které mohou zkomplikovat vyslednou interpretaci
vysledkt [20]:

@ Kardiovaskularni nemoci jako je hypertenze nebo srdeéni selhani se u lidi rozvijeji
pozvolna a uplatiiuje Se mnoho adaptac¢nich mechanizmd, pfedevsim na neurohormo-
nalni trovni. Naproti tomu u potkani je, vzhledem k jejich kratké dobé pieZivani,
nastup hypertenze rychlejsi. Adaptacni mechanizmi neni tolik, nebo se nestaci
projevit.

@ Kardiovaskularni nemoci jsou jen ojedinélé u mladych lidi, jejich vyskyt roste
s vékem. Pfesto se ke sledovani hypertenze pouzivaji mladi potkani.

@ Ateroskleroza je hlavnim rizikovym faktorem hypertenze a srde¢niho selhani.
Rozvoj ateroskler6zy se u potkani vyznamné lisi od jejiho vyvoje u lidi. U potkanii
se Casto aterosklerotické zmény neprojevi ani pii udrzovani vysokych koncentraci
lipida v Krvi.

Obr. 9: Kresba potkana

http://www.schulbilder.org/malvorlage-ratte-i10437.html (8. 4. 2011)

4.1.1. SHR potkani

SHR (= Spontaneously hypertensive rats) jsou nejéastéji pouzivanym modelem
kardiovaskularnich onemocnéni, s vice nez 4000 referencemi v poslednich deseti letech. Je
znadmo pies 50 inbrednich kmend.

Vsechny jsou ziskany z outbrednich (nehomolognich) kmenii potkanii soustavnou selekci
zvitat s pozadovanymi vlastnostmi (v tomto pfipadé s vysokym krevnim tlakem) a jejich

dal$im kfiZzenim. Vysoky krevni tlak je timto ,,zafixovan* v genetické vybavé.

25



Po dvaceti pribuzenskych kiizenich bratr x sestra se kmeny stanou inbrednimi, tzn., ze
vSechny jedinci daného kmene budou geneticky prakticky shodni. To je velmi vyhodné
pro porovnavani vysledki z riznych laboratofi.

SHR potkani byli vyvinuti japonskymi védci na univerzité¢ v Kyotu ze zvifat
kolonie Wistar v 70. letech minulého stoleti.

Po prvnich 6-8 mésici jsou kolonie SHR prehypertenzni (systolicky tlak 100-
120 mmHg). Béhem 12-14 tydni se vyvinou v hypertenzni.

Casto jsou pouzivany spoleéné s WKY potkany. WKY (z kolonie WistarKyoto)
potkani slouZi jako normotenzni kontrola. Vznikli pozdéji nez SHR potkani, také
nékolikanasobnym kfiZenim bratr x sestra.

Vyznamné patofyziologické nebo farmakologické rozdily mezi SHR
a normotenznimi potkany nemusi nutné¢ souviset s hypertenzi. Daleko Ccastéji jde jen
0 rozdily mezi riznymi koloniemi normotenznich potkanti. Musime tedy pocitat s tim, ze
I pies znaéné omezeni variability inbrednim kiizenim se mohou nékteré odchylky pti
vyzkumu projevit.

Stejné jako u lidi 1 u potkanti se hypertenze vyviji rychleji a ptichazi vice zprudka
U samcti nez u samic. Samci SHR potkanti se tedy s vyhodou (i vzhledem k jejich pomérné
kratké dobé prezivani — 1,5 — 2,5 let) pouzivaji v mnoha studiich jako modely hypertenze,
napt. K vyzkumu zmén v signalnich mechanizmech vyvolanych hypertenzi, nebo
K testovani novych antihypertenznich 1é¢iv. Dokud nejsou identifikovany geny zodpovédné
za vyvoj hypertenze, je jednim z mnoha cennych piinost inbrednich genetickych modela

mapovani a identifikace téchto genii [20].
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5 SUNITINIB
5.1. Obecné vlastnosti

Sunitinib (obr. 10, 11) je mnohocetny
inhibitor receptorti tyrozinkinaz. Patii do
farmakologické skupiny antineoplastik.
Vyskytuje se ve formé soli jako sunitinib

malat. Tento zluty az oranzovy prasek se

podava perordlné. Maximalni plazmatické  _, qo ouo. e

koncentrace dosahuje mezi 6 - 12 hod po podani. Obr. 10.: Vzorec sunitinibu
http://www.remedia.cz/Clanky/Lekove-profily/Sunitinib/6-1-jp.magarticle.aspx (14. 4. 2011)

Sunitinib i jeho primarni metabolity jsou v téle metabolizovany pomoci cytochromu
P450, CYP3A4. Primarn¢ je vylucovan stolici [26, 28].
V CR je jeho podavani schvéleno od &ervence r. 2006 [28].

5.2. Lécba, indikace, davkovani

Sunitinib je vyuzivan v onkologii k1é¢bé téchto tfech skupin nadorovych
onemocnéni [27]:

1) Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST).

2) Metastaticky renalni karcinom (MRCC).

3) Neuroendokrinni nadory pankreatu.

Sunitinib se pouziva u pacientl s nadory, které nelze odstranit operativné, které se
rozsifily do dalSich tkani téla nebo u kterych selhala ptedchozi terapie.

Ucinnost v 16¢b& GIST byla prokazana v randomizované dvojité zaslepené klinické
studii u pacientii s metastazujicim a neresekovatelnym GIST, u kterych nebyla G¢inna
pfedchozi 1é¢ba imatinibem [23, 24]. Molekula sunitinibu méa odli$ny tvar od molekuly
imatinibu. Diky tomuto rozdilu je sunitinib stale schopen vazby na kindzové
domény a zastavit tak bunéCnou proliferaci u pacientli, u kterych uz

imatinib v této roli selhal [28].

Obr. 11: Struktura sunitinibu vyjadiend kuli¢kovym modelem
http://en.wikipedia.org/wiki/Sunitinib (14. 4. 2011)
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U pacientll s pokrocilym rendlnim karcinomem, u kterych nebyla uspéSna
cytokinova terapie, vykazoval sunitinib také protinadorovou aktivitu. Studie ukazaly, ze je
0 vic jak 20 % u¢innéjsi jako I€k prvni volby nez 1éCba interferonem o Sunitinib se tak
stal hlavnim standardem pro 1é¢bu RCC.

Sunitinib byl podavan v 6 tydennich cyklech. Po dobu 4 tydnt byl peroralné
podéavan Sunitinib jednou za den v davce 50 mg [23, 25]. Nasledovaly 2 tydny pfestavky.

Davkovani je nutné upravit pi'i objeveni nezadoucich Géinkut (viz. kap. 5.4).

V EU byl sunitinib schvalen pro pacienty s neresekovatelnym a/nebo
metastazujicim nadorem GIST, u kterych selhala 1é€ba imatinibem, a dale jako 1ék 1. linie

pro pacienty s pokro¢ilym a/nebo metastazujicim RCC [23].

5.3. Mechanizmus a¢inku

Sunitinib i jeho primarni metabolit pusobi jako selektivni inhibitory
tyrozinkinazovych receptor (RTKSs) [23, 25, 28].

Tyrozinkindzy jsou bunééné enzymy, které katalyzuji vazbu fosforylovych skupin
na aminokyselinu tyrozin. Tato fosforylace vyvola nasledné spusténi bunécné signalizacni
kaskady, kterd buiikam slouzi k pfenosu signalii z jejich zevniho prostiedi do jadra bunky.
Jako zdroj fosfatové skupiny vyuzivaji ATP. Pokud dojde k tomu, Ze se na tyrozinkinazy
misto ATP navaze ptislusny inhibitor, k fosforylaci tyrozinu nedochézi a pienos signalu do
buniky je tim pferuSen. Sunitinib se specificky vaze na tyrozinkindzové domény VEGFR-1,
VEGFR-2 a VEGFR-3, PDGFRa aPDGFRB, KIT adalsich receptort. Navazanim
sunitinibu na receptor, dojde K inhibici aktivace buné¢nych signalnich drah, coz ma za
nasledek poskozeni angiogeneze a zastaveni progrese nadoru [24, 28]. Angiogeneze hraje
hlavni roli ve vyvoji a Sifeni zhoubného nadoru (obr. 13). V soucasné dobé je mnoho
antiagniogenetickych 1é¢ebnych postupti zacileno na VEGF cestu. Nékteré z nich pisobi
ptes inhibici VEGF (napf. bevacizumab), jiné piisobi ptimo na VEGF receptor (sunitinib)
[19, 26]. VEGF stejné¢ jako PDGF a dalsi vazou tyrozinkindzové receptory na burky
endotelu a cévni pericyty a podporuji nddorovou angiogenezi. Naproti tomu u zdravych
lidi neni VEGF potiebny pro spravnou funkci a obnovu cévniho fedisté. Prednosti
sunitinibu je jeho mnohocetny ucinek ito, Ze plsobi cilené na specifické receptory

nadorové buriky. Pfes inhibici cesty VEGF brzdi angiogenezi v nddoru, tim sniZuje jeho
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krevni  zasobeni, které je
nezbytné pro jeho rist a Sifeni.
Dochazi tak k zastaveni rustu
nadoru a zamezeni jeho progrese

do dalsich tkani [19, 22, 28].

Obr. 12: Mechanizmus ucinku
sunitinibu
http://www.remedia.cz/Images/

Articles/Main/vtextu20081016022255.]
pg (14. 4. 2011)

NONDONNDINNIN

Obr. 13: VEGF a stimulace riistu cév nadorovou tkani

VEGF je hlavnim regulatorem fyziologického i patologického riistu cév. Aktivuje tyrozinkindzy,
které se nachdzeji na povrchu endotelialnich bunék, a stimuluje tak rist endotelialnich cév. Pokud nddor
doroste do wrcité velikosti (0,5-2,0 mm), nddorové bunky zacnou trpét nedostatkem kysliku a Zivin ().

Zacnou vytvdret signalni latky (viz. obr. 14), které zajistuji riist novych cév a tim i dalsi riist nadoru (2, 3).

http://medicina.bloguje.cz/517583_item.php (14. 4. 2011), upraveno
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5.4. Nezadouci ucinky
Nezadouci u¢inky se objevuji u vétsiny pacientl a U 32 % pacientii vedly ke snizeni

davkovani sunitinibu béhem Iécby a u 8 % k ukoncéeni 1é¢by [21].

K nejbéznéjsim vedlejsim ucinktim patii [24, 27]:
@ Unava
@ Gastrointestinalni potize (zanéty stni dutiny, nauzea, zvraceni, prijem).

@ Zmény zabarveni kiize (zluté zbarveni nebo depigmentace).

Z dal$ich vedlejsich ucinka je tteba zminit tyto:

e

Riziko krvéceni.
Hypertenze (viz. kap. 5.5) a dysfunkce levé srde¢ni komory.

,,Hand-foot“1

syndrom.
Zvysené riziko tromboebolickych ptihod.

Neutropenie a trombocytopenie.

© © 06 0 ¢

Hypotyreoidizmus.

'Hand foot syndrom (HFS) je diisledkem kozni toxicity protinadorové terapie. Jde 0 exantémové virové
onemocnéni, jehoz projevy jsou lokalizovany na dlanich rukou, ploskach nohou a tstech (1).
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Obr. 14.: Signdlni kaskdda VEGF Fidici angiogenezi

VEGF Family ligands and Receptor interactions

® |

uction

ANGIOGENES!
www.abcam.com

http://www.abcam.com/index.html?pageconfig=resource&rid=1165 2 (16. 4. 2011)
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5.4.1. Sunitinib a hypertenze

Hypertenze je jeden z mnoha nezadoucich ucinkd pii 1€¢bé pomoci inhibitort
tyrozinkinaz. Pfesné pfiCiny vzniku hypertenze pii 1é€b€ sunitinibem nejsou znamé.
U hypertenznich pacientll lze nalézt spolecné znaky ptestavby cévniho systému, snizeni
poctu arteriola a kapilar, zazeni cévni stény a sniZeni jeji pruznosti, snizeni biologické
aktivity NO a zvyseni VEGF v plazmé. Kli¢ovou roli v regulaci TK a cévni ptestavby
hraje endotel. Cévni endotelidlni ristovy faktor (VEGF) netidi jen angiogenezi, ale také
ovlivituje endotelové buiiky. Sunitinib plsobici na receptor pro VEGF proto také
neovliviiuje jen angiogenezi, ale prostfednictvim VEGF 1samotny endotel. Posledni
vyzkumy naznacuji, Ze snizeni nebo neutralizace cirkulujictho VEGF mitize hrat hlavni roli
v indukci hypertenze. Védci se domnivaji, Ze hypertenzni ucinky tyrozinkindzovych
inhibitori se mohou uplatiovat pfimo na urovni mikrovaskularnihho systému skrz procesy
jako fidnuti cévniho fecisté (coz vede ke zvySeni cévniho odporu), endotelové dysfunkce

a zmény v metabolizmu NO.

Hypertenze je jednim z nejobvyklejSich
nezadoucich uc¢inka pii 1€¢be sunitinibem, proto je zddouci
v prubéhu terapie TK peclivé sledovat a piipadné

zasahnout vhodnou antihypertenzni terapii [19, 22].

Obr. 15: Struktura VEGF
http://www.3dchem.com/molecules.asp?1D=118 (14. 4. 2011)
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6 ADHEZNIi MOLEKULY

Adhezni molekuly (CAM = cell adhesion molecules) jsou z fylogenetického
pohledu nejstar§imi nastroji komunikace mezi buitkami [6]. O jejich vyznamnosti pro Zivot
bunék vypovida iskuteCnost, ze vétSina bun€k vyskytujicich se v mnohobunécném

organizmu je v kultufe schopna rtst az po adhezi na pevny podklad [14].

Neslouzi vSak jen jako nastroj komunikace mezi buitkami, zprostiedkovavaji také
prenos informaci z okolniho prostiedi — z extracelularni matrix — dovniti do buiiky. Ugastni
se regulace mnoha zasadnich bunécnych déji jako je proliferace, diferenciace, exprese
genl, fagocytdzy, migrace a apoptdzy. Jsou také soucasti riznych patofyziologickych
pochodt, napt. zanétu. A v nékterych ptipadech dokonce samy zprostiedkovavaji vniknuti

patogenti do bunky [6, 7].
Podle struktury 1ze adhezni molekuly rozdé€lit do ¢tyt skupin, tzv. rodin (obr. 16).

Obr. 16: Zdkladni ¢lenéni adheznich molekul [8 (str. 40, upraveno)]

rodina rodina rodina rodina

kadherinid imunoglobulini integrini selektini

Jvielats

SRSV G IR

Kadheriny jsou transmembranové proteiny, které se pomoci specialnich proteint
vazi na struktury cytoskletu a zajiStuji tak tvorbu mezibunécnych spoji. Jejich funkce
zavisi na Ca®*. Vyskytuji se hlavn& v nervovém systému, kosternich svalech a jatrech

[4,14].

Integriny se skladaji z heterodimernich podjednotek o a . Podileji pfedev$im na

pfenosu signalli z vnéjSiho prostfedi dovnitf do buniky, mohou v cytoplazmé aktivovat
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né¢kolik typl tyrozinkindz. Pomoci extracelularnich adaptorovych proteini jako je
fibronektin a laminin jsou integriny pfipojeny ke kolagennim vlaknim; intracelularni
adaptorové proteiny jako talin a vinkulin je uchycuji k cytoskeletu bunky. Podileji se na
regulaci bunééného cyklu, zajistuji integritu bunék. Bez téchto molekul buitky nemohou

prezivat a vstupuji do apoptdzy. [8, 14].

Selektiny jsou lektinu podobné transmembranové molekuly, které jsou
exprimované na leukocytech (L-selektiny), endotelialnich bunkach (E- a P-selektiny)
a trombocytech (P-selektiny). Zprostfedkovavaji rolovani leukocytl, leukocytarni
a destickovou agregaci. P-selektin je skladovan v a-granulich trombocytd a ve Weibel-
Paladeho zrnech v endotelidlnich buikach, ze kterych se po stimulaci mohou rychle
uvolnit. Syntézu E a P-selektinli v endotelidlnich buiikdch podporuji cytokiny, bakteridlni

toxiny a antioxidanty.

Imunoglobuliny tvofi rodinu glykoproteinti, ktera je na povrchu leukocyti

zastoupena nejvice ze vSech typli adheznich molekul. Také jsou exprimovany aktivovanym
endotelem. Jejich spole¢nym znakem je, ze obsahuji imunoglobulinovou doménu.

Struktura jednotlivych typti imunoglobulinii je zobrazena na obr. 17. [8, 18].

Obr. 17: Schematické zndzornéni struktury jednotlivych druhit imunoglobulinii
[8 (str. 50, uprav.)]

IMUNOGLOBULINOVE ADHEZNI MOLEKULY

- ICAM-1 ICAM-2 ICAM-3 VCAM-1 PECAM-1 .
3 e ©p102) (CDSO) (CD106) (CD31) M_MCAM-l]

P2hid
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ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) je transmembranovy protein tvofeny
péti imunoglobulinovymi doménami a pfitomny v malych koncentracich v membrané
leukocytti a endotelidlnich bunék. Jejich koncentrace se zvySuje po stimulaci cytokiny
(TNFa, IL-1, INFy) a lipopolysacharidy. Tento nartst je vice patrny v organech, kde je za
klidového stavu exprese ICAM-1 niz§i (napf. srdce), nez v organech, které vykazuji pred
stimulaci cytokiny relativné zna¢nou expresi ICAM-1 (napf. plice) [8, 17].

Ke zvyseni exprese ICAM-1 dochazi po 6-8 hodinach od zacatku stimulace bunck

a velké mnozstvi na povrchu bunék Ize detekovat po dobu 48 hodin [8].
Spole¢né s molekulami ICAM-2 a ICAM-3 napomaha k pevnéjSimu piipojeni rolujicich
leukocytt k endotelu a jejich naslednému prostupu ven z cévniho fecisté. Molekuly ICAM
interaguji s integrinovym heterodimerem. Dalsi adhezni molekuly a jejich receptory jsou
uvedeny v tab. 3.

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) zprostiedkovava adhezi lymfocytt
a monocyti k zanicenym cévnim vrstvam. Podili se i na adhezi leukocyti mimo cévni

feCiste.

PECAM -1 (platelet endothelial cell adhesion molecule 1) je molekula exprimovana
na granulocytech, monocytech, trombocytech a endotelovych bunikach cév [8]. Jeji exprese
neni vyvolana cytokiny, proto se mize pouzit jako parametr ke zjisténi plochy cévni stény

[17].

MAdCAM-1 (mucosal addressin-cell adhesion molecule 1) se vyskytuje hlavné

v endotelovych buiikach, v Peyerovych placich ve stfeve. Jeji exprese je zesilena TNFa

a lL-1.

Selektiny  zprostfedkovavaji  pocate¢ni fazi interakce mezi leukocyty
a endotelidlnimi buiikami, kterd se projevuje jako rolovani leukocyti. Tato prechodnd
vazba iniciuje dal$i leukocytarni aktivaci, kterd vede k migraci leukocytii ven z cévniho
feCiSté. Transendotelidlni pohyb leukocyti je zprostiedkovan interakcemi mezi

integrinovymi a imunoglobulinovymi adheznimi molekulami [17].
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Tab. 3: Prehled adheznich molekul [6 (Str. 559, upraveno)]

Typ adhezni molekuly | Nazev Lokalizace exprese Receptor
ICAM-1 b. endotelu, monocyty, LFA-1, Mac-1
: lymfocyty,
ZI fibroblasty, dendritické b,
N epitelialni b. aj.
@) ICAM-2 endotelialni b., monocyty, LFA-1
G lymfocytyl, dendritické b.
; ICAM-3 leukocyty, dendritické b. LFA-1
B PECAM-1 endotelialni b., trombocyty, neni znam
u monocyty, PMN, T-lymfocyty,
L diefiové kmenové buiiky, solidni
Iil nadory
v VCAM-1 endotelialni b., monocyty, VLA-4
dendritické b., fibroblasty,
myoblasty
E-selektin endotelialni b. sialovany-Lewistiv Ag
SELEKTINY L-selektin lymfocyty, monocyty, fukosylované
granulocyty glykoproteiny
P-selektin trombocyty, endotelialni b. PSGL-1
LFA-1 lymfocyty, monocyty, ICAM-1, ICAM-2,
INTEGRINY granulocyty ICAM-3
Mac-1 monocyty, granulocyty, NK-b. aj. | ICAM-1, C3b, LPS aj.
VE- endotelialni b. VE-cadherin
cadherin

LFA-1 — lymphpcyte fiction-associated antigen

Mac-1 — integrinovy heterodimer

VLA-4 — vary late antigen (pozdni aktivacni antigen)

PSGL-1 — P-selectin glycoprotein ligand

VE-cadherin — vascular endothelial cadherin

LPS - lipopolysacharid
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6.1. AM a patofyziologické pochody v organizmu

Vyznamnym faktorem pro expresi adheznich molekul na povrchu bunék jsou nejen
cytokiny a lipopolysacharidy gramnegativnich bakterii, ale i oxida¢ni a hemodynamicky
stres, jehoz hlavnim produktem je ICAM-1. Patofyziologick¢é stavy jako
hypercholesterolemie a hypertenze vykazuji imunoaktiva¢ni G¢inky. Pfi mikrovaskularnich
poranénich zptisobenych vySe uvedenymi mechanizmy miize na riznych trovnich cévniho
recisté dojit k riznym projevim (kapilary se zvySenym nahromadénim leukocytl ucpavaji,
coZz zpusobuje hypoxii okolni tkang, a poSkozeni bariéry v podobé funkéniho endotelu
muze vyvolat unik tekutiny s naslednym edémem; V arteriich jsou tyto vazodilatacni

ucinky oslabovany acetylcholinem) [17].
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[ ZADANI PRACE, CIL PRACE
Cilem této prace bylo zjistit a popsat expresi ICAM-1 v pravé femoralni artérii

u spontanné hypertenznich potkant (SHR) a normotenznich Wistar Kyoto (WKY) potkani

S ohledem na podévani lé¢iva sunitinibu za pouziti imunohistochemickych metod.

38



8 EXPERIMENTALNI CAST
8.1. Sunitinib — design experimentu

V podstaté Slo o dva soucasné probihajici pokusy s dlouhodobym podavanim
sunitinibu (10 mg/kg za den v pitné vodg¢).

Prvni pokus zahrnoval SHR inbredni samce a druhy WKY potkany, také inbredni
samce. WKY potkani maji stejny geneticky zéklad jako SHR, akorat jsou normotenzni.
Kazdy z obou pokusii sestaval ze dvou skupin zvitat. Prvni skupiné byl poddvan sunitimib,
druha skupina pak slouZila jako kontrola a zvifatim byla poddvana pouze voda. Aplikace
sunitinibu (nebo cisté vody u kontrolni skupiny) probihala denné¢ po dobu 8 tydntl, coz
predstavuje dvakrat tak delsi dobu, nez je doporucovana u pacientli. Po téchto 8 tydnech se
potkantim nechalo 5 dni na zotaveni. Poté nasledovalo dal§i podavéani sunitimibu:
U SHR potkani 8 tydnii, u WKY pouze 2 tydny. U WKY potkani neslo v podavani
sunitinibu pokracovat z duvodu ubytku télesné hmotnosti a vzhledem Kk objeveni
vyraznych ptiznaki celkové toxicity.

Usmrceni zvitat prob&hlo 24 h po posledni davce.

8.2. Imunohistochemie

Imunochemicka analyza byla provedena na pravych femoralnich arteriich potkant.
Odebrané segmenty cév byly ponotfeny do zmrazovaciho média, poté zmrazeny v tekutém
dusiku a skladovéany pii minus 80°C. Pro vlastni analyzu byly na zmrazovacim mikrotomu
zhotoveny série piiénych fezi o tloustce 7 um. Rezy byly vloZeny na sklicko s Zelatinou,
nasledn¢ vysuseny vzduchem a na konci piipravné faze fixovany v acetonu (20 min. pii
teploté 20°C).

Pro detekci exprese ICAM-1 byla pouzita metodika En Vision s detekci pomoci
DAB.

8.2.1. Metodika En Vision

Pracovni postup

Po fixaci preparatu v acetonu se nechala sklicka 30 minut susit na vzduchu. Pak
byly fezy na 5 minut vlozeny do fosfatového pufru (PBS). Nez se mohla aplikovat

primarni protilatka, bylo nutné zablokovat nespecifickd vazebna mista pomoci 10%
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roztoku goat séra — koziho séra (Sigma-Aldrich, Némecko) fedéného v PBS. Goat sérum se
nechalo na tkan pasobit po dobu 30 minut.

Teprve v dalSim kroku bylo mozné nanést primarni protilatku mouse anti-rat
ICAM-1 (CD54) ve zfedéni 1/100 (Pharmingen, USA). Primarni protilatka se nechala
inkubovat po dobu 1 hodiny. Poté byly fezy dvakrat po dobu 5 minut oplachnuty v PBS.

Endogenni peroxidazovou aktivitu tkané bylo nutno potlacit pouzitim 3% peroxidu
vodiku (fedéného v PBS), puisobeni po dobu 15 minut. Po oplachu (2x5 minut v PBS) byla
nanesena sekundarni protilatka goat anti-mouse IgG (DAKO, USA) na 30 minut. Po
oplachu (2x5 minut v PBS) byla provedena vizualizace navazanych protilatek pomoci
DAB - diaminobenzidinu (DAB substrat-chromogen roztok, DAKO, USA). DAB pusobil
na tkan po dobu 45 sekund. DAB zptisobi v misté detekce antigenu hnédé zbarveni.

Po oplachu byly jadra bun¢k dobarveny hematoxylinem. Déle byly fezy zbaveny
piebytecné vody v odvodiovaci fadé: aceton-xylen (10:1) na 3 min., aceton-xylen (1:10)

na 3 min. a xylen (3x2 min.). Nakonec byla sklicka zamontovana do Eukittu.
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9 VYSLEDKY

9.1. Imunohistochemické barveni ICAM-1 v pravé femoralni tepné

Celkoveé lze konstatovat, ze v cévach nebyly pozorovany zadné morfologické
abnormality viditelné ve svételném mikroskopu.

Imunohistochemické barveni bylo provedeno u 120 preparatti. 120 preparatl
zahrnovalo 5 preparatli systematicky nahodné¢ vybranych fezi ze 6 zvitat pro kazdou
skupinu. Imunohistochemicka analyza ukézala expresi ICAM-1 pouze u endotelovych
bunék.

Exprese byla ve vSech testovanych skupinach velmi slaba. U nékterych cév jsme
nenalezli viibec Zadnou expresi a to bez ohledu na skupinu zvifat (bez obrazkl). Velmi
slab4 exprese byla pozorovdna u 2 zvifat v kazdé skupiné, nicméné jednalo se o slabou
expresi na urovni jednotlivych endotelidlnich bunék. Z diivodu takto slabé reakce jsme

nakonec neptistoupili ke kvantifikaci imunohistochemickych barveni (obr. 18-25).
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Obr. 18 — 19: Reprezentativni obrdzky prepardti (2 obrazky kazdé z jiného zvifete) po
imunohistochemickém barveni exprese ICAM-1 ve femordalni tepné u WKY potkanii bez
Sunitinibu. Slaba exprese je vidét pouze u n¢kolika endotelialnich bunék (Sipky).

ZvétSeni 20x.
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Obr. 20 — 21: Reprezentativni obrdzky preparati (2 obrazky kazdé z jiného zvifete) po
imunohistochemickém barveni exprese ICAM-1 ve femordlni tepné u WKY potkanii po
poddni Sunitinibu. Slaba exprese je vidét pouze u nékolika endotelidlnich bunck (Sipky).

ZvétSeni 20x.
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Obr. 22 — 23: Reprezentativni obrdzky preparati (2 obrazky kazdé z jiného zvifete) po
imunohistochemickém barveni exprese ICAM-1 ve femordlni tepné u SHR potkanii bez
Sunitinibu. Slaba exprese je vidét pouze u nékolika endotelialnich bunék (Sipky).

ZvétSeni 20x.
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Obr. 24 — 25: Reprezentativni obrdzky prepardtii (2 obrazky kazdé z jiného zvifete) po
imunohistochemickém barveni exprese ICAM-1 ve femordlni tepné u SHR potkanii po
poddni Sunitinibu. Slaba exprese je vidét pouze u nékolika endotelidlnich bunck (Sipky).

ZvétSeni 20x.
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10 DISKUSE

Sunitinib a jeho primarni metabolit (SU012662) jsou definovany jako mnohocetné
inhibitory receptort tyrozinkinaz (RTKS) a jsou spojeny snadorovym rustem
a angiogenezi. Sunitinib je silny inhibitor RTKs se stfedni protinadorovou aktivitou a je
vyuzivan pro lécbu progredujicich gastrointestinalnich stromalnich tumorti (GIST) nebo
u téch pacientd, u nichz selhala predchozi 1é¢ba imatinibem [22]. Déle se pouziva jako 1ék
prvni volby u pacientii s metastazujicim rendlnim karcinomem (RCC), u kterych vykazuje
vétsi ucinnost nez interferon o [34].

Cilem Sunitinibu jsou tyto receptory tyrozinkindz: receptory pro rustovy faktor
desticek (PDGFRa a PDGFRp), receptory pro endotelialni rtstovy faktor (VEGFR-1,
VEGFR-2 (FIK-1/KDR), VEGFR-3), receptory pro kolonie stimulujici faktor typu 1
(CSF-1) receptory pro rustovy faktor kmenovych bunék (KIT), Fms protein
tyrozinkinazy 3 (FLT-3) a receptory pro neutroficky faktor odvozeného od glialnich bunék
(RET) [32].

Sunitinib jako inhibitor angiogeneze hraje dalezitou roli v blokovani extracelularni
vazby vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru (VEGF) na jeho receptor (VEGFR) a
to pusobenim anti-VEGF protilatek. Dalsi uloha sunitinibu je inhibice pomoci blokovani
intracelularni  signalizacni drdhy VEGFR téch signalnich pfenosti, které jsou
zprostiedkovany receptory tyrozinkinaz [37].

Vyse uvedené ucCinky jsou alesponn Castecné zodpovédné za vétSinu klinicky
nepiiznivych Uc¢inku, které zptisobi rozvoj arteridlni hypertenze. K rozvoji vysokého stupné
hypertenze doslo u 21,6% pacientii, ktefi byli 1éCeni sunitinibem. U 6,8% pacientl tato
1é¢ba vyznamné zvysila riziko rozvoje vysokého stupné hypertenze [22].

Cilem této prace bylo zjistit a popsat expresi ICAM-1 v pravé femoralni arterii
u spontanné hypertenznich potkanti (SHR) a Wistar Kyoto (WKY) potkanti s ohledem na
podavani 1é¢iva sunitinibu za pouziti imunohistochemickych metod. Cilem bylo tedy ovéfit
jeho ptipadny toxicky efekt na endotel v aorté.

K tomu byly vyuzity kmeny potkanil s rozdilnymi hodnotami krevniho tlaku.

SHR spole¢né s WKY potkany jsou nejpouzivanéj§i modely kardiovaskularnich nemoci
s vice nez 4000 referencemi v Medline. SHR nejéastéji slouzi jako modely hypertenze,

napf. pro stanoveni zmén v signalnich mechanizmech indukovanych hypertenzi a také pro
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testovani novych antihypertenznich 1é¢iv a jejich vedlejsich u¢inkta. WKY potkani jsou
Casto pouzivany spole¢né se SHR jako normotenzni kontrola [38]. SHR jsou potomci
outbredniho spontanné hypertenzniho samce potkana z kolonie Wistar v Kyotu (Japonsko)
a samice se zvySenym krevnim tlakem. Néslednym kiizenim bratr x sestra byl vyvinut
inbredni kmen potkana se systolickym krevnim tlakem vy$$im nez 150 mmHg, trvajicim
déle nez jeden mésic [33, 38]. Samci SHR jsou bézné pouzivany jako modely hypertenze
u lidi.

Cévni adhezni molekuly (VCAM-1) a intercelularni adhezni molekula (ICAM-1)
jsou pftislu$nici imunoglobulinové nadrodiny. Tyto endotelialni adhezni molekuly se silné
podileji na adhezi leukocytli k endotelu béhem zanétlivych procest a jsou uvazovany jako
markery endotelialni dysfunkce a zacinajiciho aterosklerotického procesu [39, 40]. Jsou
vyznamné exprimovany v endotelu aorty v mistech nachylnych k ateroskleroze [36].
Zvysena exprese téchto molekul je také zaznamenana u hypertenze [41].

V této bakaldiské praci jsme tedy na 120 fezech sledovali expresi ICAM-1 ve
femoralni arterii u zvifat s rozdilnym krevnim tlakem a po podavani Sunitinibu. Ocekavali,
jsme, ze pokud Sunitinib bude poskozovat cévni sténu, mohlo by se to zachytit zvysenou
expresi ICAM-1 coby markeru endotelialni dysfunkce [31,40]. Vysledky
imunohistochemické analyzy ovSem prokézaly velmi slabou expresi ICAM-1 v cévach.
Pokud byla exprese nalezena, byla lokalizovana na cévnim endotelu, coz je v souladu
s literarnimi tdaji [35, 36]. Exprese ovSem byla detekovana pouze u 2 zvifat v kazdé
skupiné nicméné i zde byla exprese na endotelu velmi slaba. Tyto vysledky tedy ukazuji na
fakt, Ze endotelialni dysfunkce se nerozviji ani u jedné skupiny zvifat, coz také ukazuje na
to, Zze Sunitinib neindukuje imunohistochemicky detekovatelné zmény na cévnim endotelu.
Nase vysledky samoziejmé nemohou vyloucit pritomnost funkéni endotelialni dysfunkce,

ktera ovSem v této bakalatské praci nebyla studovana.
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11 ZAVER

Imunohistochemickd analyza ukazala expresi ICAM-1 pouze u endotelovych
bun¢k aorty.

ICAM-1 exprese byla velmi nizka u vSech skupin zvirat.

Lécba sunitinibem nema vliv na expresi [ICAM-1 u SHR a WKY potkani.

Lécba sunitinibem nevyvolala imunohistochemicky zjistitelnou endotelialni
dysfunkci zastoupenou zménami exprese [CAM-1 v pravé femoralni tepn€ u hypertenznich

a normotenznich potkantl.
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12 SEZNAM ZKRATEK

ACTH
ADH
AM

ANP
ATP
CAM
CSF-1
DAB
EDRF
GIST
HDL
ICAM-1
ICHS
IL-1
INF-y
KIT
MAJCAM-1
NO

PBS
PDGF
PDGFR
PECAM-1
PGE;
RAAS
RRC
RTG
RTKs
SHR

TK
TNF-o.

adrenocorticotropic hormone, adrenokortikotropni hormon
antidiureticky hormon

adhezni molekuly

atrialni natriureticky peptid

adenosine triphosphate, adenosintrifosfat

cell adhesion molecules, adhezni molekuly

colony stimulating factor 1

diaminobenzidin

endothelium-derived relaxing factor, endotelovy relaxa¢ni faktor
gastrointestinal stromal tumour, gastrointestinalni stromalni tumor
high density lipoproteins, lipoproteiny vysoké hustoty
intercellular adhesion molecule-1

ischemicka choroba srde¢ni

interleukin 1

interferon gama

receptor pro rustovy faktor kmenovych bunék

mucosal addressin-cell adhesion molecule 1

oxid dusnaty

phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

platelet derived growth factor, ristovy faktor desti¢ek
receptor pro PDGF (viz. PDGF)

platelet endothelial cell adhesion molecule 1

prostaglandin E;

systém renin-angiotenzin-aldosteron

renal cell carcinoma, renalni karcinom

rentgenovy snimek

receptor tyrosine kinases, receptor tyrozinkinaz

spontaneously hypertensive rat, spontanné hypertenzni potkani

tlak krve

tumour necrosis factor alfa, tumor nekrotizujici faktor alfa
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TXA, tromboxan A,

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule , cévni adhezni molekula 1

VEGF vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelialni ristovy faktor
VEGFR receptor pro VEGF (viz. VEGF)

WHO World Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace

WKY potkani Wistar Kyoto
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