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Nazev rigordzni prace: Vliv sunitinibu na expresi P-selektinu u normotenznich a hypertenznich

potkand

Cil: Cilem této prace bylo stanoveni exprese P-selektinu jako mozného prediktivniho markeru
probihajici endotelidlni dysfunkce vedouci k arterialni hypertenzi v aort¢ u SHR potkant a
soucasné u WKY potkant po podavani 1é¢iva sunitinibu.

Metody: Pouzili jsme inbredni samce SHR a WKY potkant, kazda ze skupin byla rozdélena na
dvé podskupiny, znichz jedné se podavalo lécivo sunitinib a druhé kontrolni skupiné
placebo - voda. Schéma podavani sunitinibu u skupiny SHR potkani bylo 8 tydnu
sunitinib - 5 dnti pauza - 8 tydnd podavani. Vzhledem k incidenci toxicity, byla u kmene WKY
potkanii posledni faze podavani sunitinibu zkracena na 2 tydny. Byla pouzita
imunohistochemicka analyza odebranych aort metodou ABC s detekci pomoci DAB jako
chromogenu.

Vysledky: V ramci imunohistochemické analyzy nebyla prokdziana ocekdvana exprese
P-selektinu ani u jedné ze 4 skupin zvifat. Nebyly nalezeny zadné vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi skupinami zvifat — exprese P-selektinu nebyla detekovana ani u SHR kmene ani u
WKY kmene.

Zavér: Neprokazali jsme expresi P-selektinu vendotelu aorty. U pouzitych potkant
pravdépodobné neprobihaly zanétlivé aterosklerotické zmény ani po podani sunitinibu ani po
podani placeba. Zanétlivé zmény cévniho endotelu vSak nemizeme na zakladé nepfitomnosti
pozitivni reakce pii pouziti této imunohistochemické metody vyloucit. Nicméné vaskularni
toxicita sunitinibu musi byt ovéfena testovanim dalsich markera endotelialni dysfunkce.

KLICOVA SLOVA: Hypertenze, P-selektin, sunitinib



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Candidate: Mgr. Katefina Sumberové

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

Title of Thesis: Effect of sunitinib on the expression of P-selectin in normotensive and

hypertensive rats

Background: The objective of this thesis was to prove the P-selectin expression as a potential
predictive marker of ongoing endothelial dysfunction. The experiments based on the application
of cytostatic sunitinib were carried out on the aorta of spontaneously hypertensive rats (SHR) as
well as normotensive rats (WKY).

Methods: Two groups of rats were subject of testing in this experiment - male SHR and WKY
rats — both groups were divided into two subgroups. While the first subgroup of rats was fed by
sunitinib from the beginning of the experiment, the second subgroup (a control group) was fed
by placebo. The scheme of application of sunitinib to the SHR strain consisted of 8 weeks of
application - 5 days without application - 8 weeks of application. In the case of WKY rats, the
last stage of the scheme was shortened due to toxicity, thus 8 weeks of application - 5 days
without application - 2 weeks of application. We applied imunohistological analysis ABC of the
aortic endothels using DAB as a chromogen.

Results: Expression of P-selectin was not proven in endothelium cells of both types of animals.
There were no significant differences between these 2 groups of animals; P-selectin was
detected neither in SHR nor in WKY strain.

Conclusions: The experiment did not prove any signifiant increase of P-selectin expression in
aortic endothel of the rats as a reaction to application of sunitinib. Probably the inflammatory
atherosclerotic changes did not occure in endotelium cells of tested rats neither after
administration of sunitinib nor after administrativ of placebo. The occurence of inflammatory
atherosclerotic changes in vessels can not be excluded. Sunitinib certainly affects the vascular
endothelium. Further experiments have to be carried out for proving its vascular toxicity by
testing other markers of endothelial dysfunction.

KEYWORDS: Hypertension, P-selectin, sunitinib
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1 Uvod

Sunitinib je cytotoxickd latka, multikinazovy inhibitor pouzivany k lécbé
metastatického renalniho adenokarcinomu, gastrointestindlniho stromalniho tumoru
(GIST) a neuroendokrinniho nadoru pankreatu (Brancikovd, Adamkova Krakorovd,
2008). Kardiotoxicita se po podavani sunitinibu projevuje piedev§im poklesem ejek¢ni
frakce levé komory se znamkami levostranného srde¢niho selhani, prodlouzenim QT
intervalu. Vzhledem k nepatrné regeneracni schopnosti myokardu, patfi jeho poskozeni
k nejobavangjsim nezadoucim ucinkim onkologické 1écby (Kollmannsberger,
Soulieres, 2007).

Predmétem nasi prace bylo prokdzdni toxicity sunitinibu projevujici se
poskozenim cévniho endotelu. Tuto otdzku jsme feSili na modelu spontanné
hypertenznich potkanti (SHR kmen) a na modelu Wistar Kyoto potkani (WKY). Za
marker endotelialni dysfunkce jsme zvolili P-selektin. K detekci pfedpokladané zvysené
exprese  P-selektinu  jsme  pouzili nepifimé imunohistochemické metody
(imunoperoxidazovou techniku za pouziti diaminobenzidinu jako chromogenu).

P-selektin patfi mezi adhezivni molekuly, které jsou velmi dilezité pro optimalni
vyvoj kardiovaskuldrniho systému. Zaroven se jeho vyS$i sérové hladiny nachazeji
v ateroskleroticky zménénych cévach (Blankenberg, 2003; Krieglstein, Granger, 2001;

Merten, Thiagarajan, 2004).


http://europepmc.org/search/?page=1&query=AUTH:%22Blankenberg+S%22
http://europepmc.org/search/?page=1&query=AUTH:%22Blankenberg+S%22

2 Cévni systém

Cévy jsou soucasti kardiovaskularniho a mizniho systému. Krevni cévy
zabezpeCuji dostatecné zasobeni tkani kyslikem a zivinami, zajistuji prutok krve
organismem. Krevni cévy podle struktury a funkce rozliSujeme artérie, vény a kapilary
(Paulsen, 2004).

2.1 Funkéni morfologie cév

Slozeni cévni stény byva prizpusobeno jeji funkci a mezi jednotlivymi typy jsou
znacné rozdily. Pomér jednotlivych slozek cévni stény se pak 1isi podle typu. Obecné
rozeznavame 3 vrstvy cévni stény:

Tunica externa (adventitia) tvoii zevni vrstvu cévy, je tvofena adventicii a zevni
elastickou membranou oddélujici adventicii od tunica media. Je tvofena fibroblasty a
kolagennim vazivem (typ 1), elastickymi vldkny. Tato vrstva také obsahuje vasa
vasorum (drobné cévy zajistujici vyzivu velkych tepen, které pottebuji pro svou sténu,
obsahujici mimo jiné zna¢né mnozstvi svaloviny, specialni pfisun krve). Tyto cévy
vyzivuji kromé& adventicie také tunicu medii. Inervaci zajist'uji autonomni nervova
vlakna (Konrddovd, Uhlik, 2000).

Tunica media je stfedni vrstva, formovana je hladkosvalovymi buiikami,
kolagennimi a elastickymi vlakny. Mezibuné&na hmota je zde tvoifena
glykosaminoglykany,  chondroitin  sulfatem a  proteoglykany.  Kontrakce
hladkosvalovych buné€k jsou tonického charakteru. Aktivovany jsou kalciem.
Vysledkem byva vazokonstrikce. Elasticka vldkna tvofi fenestrovanou sit, coz
umoziuje pronikdni Zivin hloubgji do cévni stény. Elastické struktury se mohou
koncentrovat na rozhrani tunica media, kde vytvafeji membrana elastica interna a
membrana elastica externa, které odd€luji stiedni vrstvu od adventicie (Konrddovad,
Uhlik, 2000).

Tunica interna je tvofena vrstvou endotelialnich bun¢k a subendotelovou
vazivovou tkani. Ta je tvofena fidkym kolagennim vazivem a muize obsahovat i
hladkosvalové bunky. Endotel tvoii bariéru mezi krvi a vnitinim povrchem cévy, je

tvofen jednovrstevnym dlazdicovym epitelem. Epitel se 1isi podle typu tkané — od
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tésnych spojii v mozku az po rozsahlé fenestrace v kapilarach glomerulu. Z plochého
povrchu prominuje do lumén cévy jen bunééné jadro. Mechanickou odolnost
endotelialni vystelky vzhledem K jejimu napinani zabezpecuji t€sné mezibunécné spoje
typu zonulae occludentes a desmozomy. Mezibunééné spoje endotelu jsou vice
vyvinuty v arteriich nez ve vénach, nejtésnéjsi jsou v arteriolach. Charakteristickou
strukturou endotelialnich bunék jsou inkluze ty¢inkovitého tvaru, tzv. Weibel-Paladeho
téliska, obsahujici von Willebranduv faktor - glykoprotein, aktivujici agregaci desti¢ek
pii poranéni cévni stény. Napadnym rysem cytoplazmatické membrany je piitomnost
tzv. caveolae pfi povrchu. Uvnitf cytoplazmy nalézame velké mnozstvi vackid. VétSina
téchto vkleslin — caveolae a vacka slouzi K transendotelovému transportu latek. Pocet
téchto vezikul je odrazem intenzity transportu makromolekul endotelovou buiikou.
Mohou zaujimat az tfetinu bunétného objemu, jsou schopny spojovat se v kanalky
prochazejici napfi¢ builkou, zprostfedkovavaji komunikaci mezi luminalnim a

abluminalnim povrchem endotelu (Konrddova, Uhlik, 2000).

2.1.1 Artérie

V artériich je tunica intima od tunica media oddélena fenestrovanou vrstvou
elastinu (tzv. membrana elastica interna).

Artérie a vény se lisi jak svoji funkci, tak stavbou (viz. obrazek 1). Artérie maji
oproti vénam odpovidajiciho rozméru siln€jsi vrstvu tunica media. Svalovina artérie
obsahuje navic elasticka vldkna a elastickou pojivovou tkan. Tepny délime na zakladé
jejich primeéru a histologického uspotadani cévni stény na arterioly, artérie svalového
typu (a. malého a stfedniho priméru) a artérie elastického typu (a. velkého primeéru)
(3. Lékarska fakulta Univerzity Karlovy: Histologie pro bakalarské studium).
Nejsilngjsi Casti arterialni stény je tunica media, ktera se sklada z hladké svaloviny
ohranicené smérem k intim¢ membrana elastica interna. Membrana elastica externa ji
ohraniCuje zevné smérem k tunica externa. Toto uspofadéani je typické pro svalové
arterie. Arterie elastického typu maji v tunica media systém koncentricky uspotfadanych
elastickych membran oddélenych hladkymi svalovymi butikami (Konrdadova, Uhlik,

2000; Mescher, 2010; Trojan, 1994).
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2.1.1.1 Arterioly

Arterioly jsou cévy s primérem men$im nez 0,5 mm. Maji velmi tlustou sténu.
Tunica intima je tvofena vrstvou endotelovych bunék, tenkou vrstvou subendotelovych
bunck, membréna elastica interna v mensich arterioldch chybi. Tunica media se sklada
z 1 - 5 vrstev hladkych svalovych bunék, které obkruzuji cévni lumen. Tunica adventitia
je velmi tenkd, sklada se z kolagennich vldken (Konradova, Uhlik, 2000; Martinek,
Vacek, 2009; Mescher, 2010).

2.1.1.2 Artérie svalového typu

Artérie svalového typu maji pomérné silnou sténu (v poméru k velikosti prusvitu).
Zajistuji distribuci krve K jednotlivym organim, jsou opatieny koncentrickou vrstvou
svaloviny tak, aby mohly zménou prisvitu reagovat na aktualni potiebu piivodu krve.
Tunica intima je tvofenaendotelem, subendotelovou vrstvou adobfe vyvinuté
membrana elastica interna. Tunica media je silna, v zavislosti na praiméru cévy muze
obsahovat az 40 vrstev hladkych svalovych bun¢k. Mezi bunikami hladké svaloviny se
nachazi rizné mnozstvi elastickych a kolagennich vlaken a proteoglykany. Membrana
elastica externa je vyvinuta pouze ve vétsich artériich svalového typu. Tunica adventitia

je tvotfena kolagennimi a elastickymi vldkny.

2.1.1.3 Artérie elastického typu

Artérie elastického typu maji v pomé&ru k velikosti prisvitu pomérné tenkou sténu
a zajist'uji kontinualni tok krve v pribéhu diastoly srdce (napf. v aorté). Pro fungovani
krevniho obéhu je nezbytné, aby se tlakova vina vznikajici systolou komor pienasela
aortou a jejimi hlavnimi vétvemi do periferie beze ztrat, proto je jejich sténa enormné
pruzna (Martinek, Vacek, 2009). Tunica intima je vzhledem k artériim svalového typu
tlustsi a sklada se z vrstvy endotelovych bunék a silné vrstvy subendotelu. Membrana
elastica interna se nedd odlisit od ostatnich elastickych blanek, které se vyskytuji
v tunica media. Tunica media tvofi nejsilngjsi vrstvu stény a vyskytuji se v ni kromé
elastickych vlaken, také hladké svalové buiky, retikularni vlakna a proteoglykany.
Membrana elastica externa u artérii elastické¢ho typu vyvinuta neni. Tunica adventitia je
tenka, obsahuje elasticka vlakna (Konrdadova, Uhlik, 2000; Mescher, 2010).
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2.1.2 Kapilary

Kapilary jsou nejmens$i a nejpocetnéjsi cévy, tvoii spojnice mezi arterialni a
venozni krvi. Jsou dlouhé pfiblizné 1 mm a v priméru maji 0,01 mm. Jsou slozené
pouze z ploché endotelové vrstvy. Buiiky jsou navzajem spojeny mezibunénymi spoji,
které zahrnuji zonulae occludentes a nexy. K dalsim dulezitym bunkam kapilar patii
pericyty - bunky s dlouhymi cytoplazmatickymi vybézky, kterymi Castecné obklopuji
endotelové bunky a tim pfiléhaji k povrchu kapilary. Kazdy pericyt je obklopen svou
vlastni bazélni laminou. Tyto buiiky piedstavuji prvni zndmku vyvoje tunica media,
protoze ve své cytoplazmé obsahuji aktin, myozin a tropomyozin, které zplsobuji

schopnost kontrakce pericytu (Konradova, Uhlik, 2000; Mescher, 2010; Trojan, 1994).

2.1.3 Vény

U vén je stavba stény variabilngjsi. Obecné zaleZi na jeji lokalizaci. Vény hlavy
jsou tenkosténné, zatimco vény dolnich koncetin maji sténu tlustou (vzhledem k
nutnosti zachovani odporu vici hydrostatickému tlaku). Elastické membrany ve vénach
nenajdeme, piechod mezi vrstvami neni ostfe ohrani¢eny. Ve stén¢ byva mnohem vice
vaziva a mén¢ svaloviny. Prisvit vén byva vétsi, nez je tomu u odpovidajicich arterii.
Vendzni intima vytvaii chlopné, které zabranuji zpétnému toku krve (Konrddova, Uhlik,

2000; Martinek, Vacek, 2009; Trojan, 1994).
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Obrazek 1: Rozdilna vnitini stavba artérie a vény

artérie véna

tunica intima

(endotelialni butiky)

elastin

tunica media
(hladkosvalové buiiky)

tunica externa
(fibrozni pojivova

tkai)

epitelialni butiky

(http:/fwww.kardiosystem.websnadno.cz/cevy.html)
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3 Hypertenze

Hypertenze je podle kritérii WHO/ISH (World Health Organisation/ International
Society of Hypertension) z roku 1999 definovana opakovanym zvysenim krevniho tlaku
hodnotami tlaku na hodnoty >140/90 mm Hg a/nebo diastolického tlaku na
hodnoty > 90 mm Hg, které jsou zjistény opakované, pii alespont ve dvou ze tii na sobé
Casov€é nezavislych métenich (Tkacovd, Repkovd, 2011; Vidimsky, 2008). Podle
Evropské kardiologické spolecnosti rozliSujeme na zakladé¢ hodnot krevniho tlaku
normalni tlak, optimalni tlak, vy$si normalni tlak, mirnou hypertenzi, stfedn¢ zavaznou

hypertenzi, t¢Zkou hypertenzi a izolovanou systolickou hypertenzi (viz. tabulka 1).

Tabulka 1: Klasifikace hypertenze podle Evropské kardiologické spole¢nosti
Normalni tlak:
systolicky tlak 120 - 129 mm Hg a diastolicky tlak 80 - 84 mm Hg.
Optimalni tlak:
systolicky tlak < 120 mm Hg a diastolicky tlak < 80 mm Hg.
Vy$§i normalni tlak:
systolicky tlak 130 - 139 mm Hg / diastolicky tlak 80-89 mm Hg
Mirna hypertenze:
systolicky tlak 140 — 159 mm Hg / diastolicky tlak 90 — 99 mm Hg
Stiredné zavazna hypertenze:
systolicky tlak160-179 mm Hg/ diastolicky tlak 100 — 109 mm Hg
Tézka hypertenze:
systolicky tlak > 180 mm Hg / diastolicky tlak > 110 mm Hg
Izolovana systolicka hypertenze:
systolicky tlak > 140 mm Hg / diastolicky tlak <90 mm Hg

(Spinar, Vitovec, 2012)
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3.1 Prevalence

Systémova arteridlni  hypertenze patii k nejcastéjSim  onemocnénim
kardiovaskularniho systému. Jeji prevalence se pohybuje okolo 20 — 30% (pramyslové
vyspélé zem¢e). Systolicky tlak stoupa s vékem, diastolicky pak naopak mirné klesa u

muzu po 60. roce a u zen po 70. roce veéku (Vidimsky, 2008).
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3.2 Klasifikace

3.2.1 Etiopatogeneticka klasifikace

Z etiopatogenického hlediska rozliSujeme hypertenzi primarni a sekundérni.

Primarni hypertenze (esencialni) tvoii 90% vSech onemocnéni. Nezname
vyvolavajici pfi¢inu onemocnéni. Puvod esencidlni arteridlni hypertenze byva
multifaktoridlni, zprostfedkovana genetickou vybavou jedince, endogennimi a
exogennimi faktory (Carretero, Oparil, 2000; Tkacova, Repkova, 2011).

Sekundarni hypertenze tvoii zbyvajicich 10% pfipadu arterialni hypertenze, kdy
zvyseni krevniho tlaku byva zptisobeno jinym patologickym stavem. Rika se ji také
hypertenze symptomaticka. Sekundarni hypertenze vyzaduje specifickou terapii,
samotna antihypertenziva byvaji malo u¢inna a pusobi efektivné jen omezenou dobu.
K nejcastéjSim pfi€indm vzniku sekunddrni hypertenze patfi renédlni, hormonalni
(feochromocytom, Cushingtv syndrom, hypertyredza, akromegalie, aj.) ¢i neurologicka
onemocnéni. Mize se také jednak 0 t€hotenskou hypertenzi ¢i stav navozeny iatrogenné
— medikaci (pfi podavani sympatomimetik, glukokortikoidu, antiangiogennich 1é¢iv).
Do skupiny symptomatickych hypertenzi fadime i hypertenzi navozenou mechanickou
pii¢inou, nejcastéji koarktaci aorty, ¢i atrio-ventrikularni pistéli (Tkacovd, Repkovad,

2011).

3.2.2 Klasifikace dle funkénich a morfologickych zmén

Onemocnéni je nutné hodnotit podle hodnoty krevniho tlaku, ale soucasné také
nesmime zapomenout na privodni komplikace odrazejici funkéni a morfologické
zmé&ny organismu.

Lehka hypertenze se manifestuje prostym zvySenim tlaku krve bez organovych
zmen.

U stfedné tézké hypertenze byva pritomna alesponn jedna z nasledujicich

orgdnovych zmén: hypertrofie levé komory srdecni, proteinurie nebo lehké zvySeni
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kreatininu v plazmé v disledku benigni nefrosklerdzy, angiopatie az angiosclerosis
hypertonica. Funkce postizenych organt vsak stale ziistava vyznamné nezménéna.

Pii tézké hypertenzi dochazi jiz k zavaznym morfologickym zménam organu a
vyraznému poskozeni jejich funkce. Projevuje se zménami 0O¢niho pozadi III. a
IV. stupné (retinopatie az neuroretinopatie), kardialni ¢i rendlni insuficienci. Mezi
typické projevy patii krvaceni do CNS ¢i tranzitorni ischemické ataky, hypertenzni
encefalopatie, disekujici aneurysma.

Hypertenzni krize je tézkou akutni formou arterialni hypertenze s prudkym
vzestupem krevniho tlaku. Castéji se vyskytuje u pacientdi se sekundarni hypertenzi.
Nemocny je vystaven bezprostiednimu nebezpeci napt. akutnimu srde¢nimu selhani ¢i
mozkové piithod€é s neuroretinopatii a dal§imi tézkymi orgdnovymi poruchami

(Tkacova, Repkova, 2011, Vidimsky, 2008).

3.2.3 Prognoza arterialni hypertenze

Odhad vyvoje hypertenze zavisi na vysi krevniho tlaku, pfitomnosti dalSich
rizikovych faktorti (celkovém kardiovaskularnim riziku), poskozeni cilovych organt a
na ptitomnosti pfidruzenych onemocnéni. Pro predikci vyvoje onemocnéni nejsou
rozhodujici vychozi hodnoty krevniho tlaku pied zahajenim 1éCby, ale jeho vyse
dosaZena v prib&hu 1écby.

Pti ur¢ovani celkového kardiovaskularniho rizika postupujeme podle barevnych
nomogrami vychazejicich z projektu SCORE (viz. obrdzek 2a, 2b), ktery poskytuje
odhad rizika fatalnich kardiovaskularnich ptihod v nasledujicich 10 letech. Za znaéné
riziko pokladame hodnotu > 5% (tzn. pravdépodobnost umrti na KVO v nasledujicich
10 letech > 5%). Tyto barevné nomogramy vychazeji z mortalitnich daji Ceské
republiky a z hodnot zakladnich rizikovych faktori KVO reprezentativniho vzorku
Ceské populace. Osoby s jiz manifestnim kardiovaskularnim nebo renalnim
onemocnénim maji vysoké (> 5%) nebo velmi vysoké (> 10%) riziko amrti na KVO
v piistich 10 letech. K asymptomatickym pacientim se pfistupuje na zakladé odhadu
celkového kardiovaskularniho rizika. Tato predikce tmrti na kardiovaskularni
onemocnéni je zavisla na véku, pohlavi, kurackych zvyklostech, hodnotach systolického
TK a celkového cholesterolu (pfipadné poméru celkového a HDL-cholesterolu)

(viz. tabulka 2). Diabetici 1. typu s mikroalbuminurii a vSichni diabetici 2. typu jsou
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automaticky klasifikovani jako nemocni s vysokym kardiovaskularnim rizikem (> 5%)
(http://www.vasesrdce.cz/kardiovaskularni-rizika/prevence-kradiovaskularnich-

onemocneni-v-dospelem-veku).
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Obrazek 2a: Projekt SCORE - Odhad rizika mortality na kardiovaskularni

onemocnéni ve vyhledu 10 let pii zohlednéni celkového cholesterolu

Zeny
Nekufacky Kufatky  Vek  Nekuféci

180 10 12 14 16 10 2} 30 18 22 25 20 3 4 36 5 180

160 10 12 14 e ‘ 13 15 18 ¢ 160

140 10 : 1 13 140

120 ; 120

180 ) 10 12 : 21 26 20 ! 180
1601 4 4 160
140 140
120 120

180
160
140
120

180
160
140
120

180
160
140
120

180
160
140
120
180
160

140
120

180
160
140
120

Systolicky krevni tlak

9 7 '8

Celkovy cholesterol (mmol/l)

215%
10-14%
5-9%
3-4%
2%

1%
<1%

(Conroy, Pyorala, 2003; http://www.vasesrdce.cz/kardiovaskularni-rizika/prevence-
kradiovaskularnich-onemocneni-v-dospelem-veku)
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Obrazek 2b: Projekt SCORE - Odhad rizika mortality na kardiovaskularni

onemocnéni ve vyhledu 10 let pri zohlednéni celkového cholesterolu

Zeny

Nekufacky
11 13 16 19 21 : 0 3 38 44 4 180
10 12 14 15 2 : 1 J & A 160
10 11 ) 3 0 , o Ry 140
120
16 18 21 : 0 24 28 32 36 BRLN
10 12 14 15 3 1¢ 21 29 ¢ 160
10 11 0 18 185 140
4 5 120

180
160
140
120

180
160
140
120

Systolicky krevni tlak

180
160
140
120

pomér celkového a HDL cholesterolu

215%
10-14%
5-9%
3-4%
2%

1%
<1%

(Conroy, Pyorala, 2003; http://www.vasesrdce.cz/kardiovaskularni-rizika/prevence-

kradiovaskularnich-onemocneni-v-dospelem-veku)
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Tabulka 2: Rizikové skupiny osob pro rozvej KVO

Hodnoty absolutniho rizika KVO jsou vyssi nez hodnoty odectene z tabulky SCORE:
o U osob, ktere se vékem priblizuji vyssi vékove kategorii

o U asymptomatickych osob s preklinickymi znamkami aterosklerozy
(zjisténymi pfi sonografickem vysetfeni nebo pfi nalezu kalcifikaci v tepnach

Ci pri stanoveni kalcioveho skere pomoci CT)

o U osob s pozitivni rodinnou anamnezou KVO (prvostupriovi pribuzni ve véku
do 55let u muzl; do 65 let u zen)

o U osob s nizkou koncentract HDL-cholesterolu (< 1,0mmol/l u muzd;

<1,2mmol/l u Zen), zvysenou koncentraci triglyceridd (>1,7mmol/I)

o U osob s porusenou glukozovou toleranci (glykemie v Zilni plazmé nalacno <
7,0 mmol/l a pri oralnim glukozovem tolerancnim testu za 2 hod. 7,8 - 11

mmol/l)

o U osob s mirné zvysenou koncentraci C-reaktivniho proteinu (stanoveneho
vysoce senzitivni metodou), fibrinogenu, homocysteinu, apolipoproteinu B

nebo Lp(a)

o U obeéznich nebo fyzicky inaktivnich osob

(http://www.vasesrdce.cz/kardiovaskularni-rizika/prevence-kradiovaskularnich-onemocneni-v-
dospelem-veku)

3.3 Etiologie a patogeneze

Arteridlni hypertenze je patologicky stav organismu, kdy je chronicky zvySen
krevni tlak v cévnim fecisti. Diky trvalému zvySeni tlaku krve dochézi k poskozeni
cévni stény a K rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni — napt. infarktu myokardu, HZT

(hluboké zilni tromboze), CMP (cévni mozkové piihod€). Hodnota krevniho tlaku je
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zavisla na sile srde¢niho stahu, rezistenci cévniho fecisté a jeho aktualni naplni (objemu
cirkulujici krve). Na regulaci tlaku krve se podili centralni nervovy systém,
baroreceptory, sympaticky nervovy systém, cévni sténa, ledviny a nadledvinky.
Esencidlni arteridlni hypertenze je multifaktoridlni onemocnéni — castecné
zprostiedkovano geneticky, exogennimi a endogennimi faktory (Tkdcovd, Repkovd,

2011; Carretero, Oparil, 2000)

3.3.1 Geneticky zaklad hypertenze

Velmi dobfe je znam rodinny vyskyt hypertenze, vazba na urcitou populaci a
etnikum. Castéji se hypertenze objevuje u pacienttl, u nichZ alespoti jeden z rodi¢t byl
hypertonik. Riziko rozvoje vysokého krevniho tlaku je 4x vy$§i u mladych lidi
S pozitivni rodinnou anamnézou nez u osob bez rodinné zatéze. Déti hypertenznich
rodi¢t, které maji hodnoty tlaku krve v norm¢, mivaji ho piesto vyssi nez stejné staré
déti normotenznich rodi¢u. Dokonce i zvySena senzitivita cév na vazokonstriktory, jako
jsou napt. noradrenalin a angiotensin, mize byt podminéna geneticky. Pfedpoklada se
také mozna porucha adaptace na stres, ktery nasledné¢ mize hypertenzi vyvolat.

Mnoho studii se zabyvalo polymorfismem gent podminujicich hypertenzi. Mezi
geny hypertenze patii napf. geny pro systém renin-angiotenzin a adrenergni nervovy
systém, geny Ucastnici se solné regulace, lipidového metabolismu, inzulinové rezistence
a membranového transportu elektrolyti. U esencialni hypertenze jde nejcastéji o
polygenni a heterogenni typ dédi¢nosti. Zatim bylo identifikovano asi 10 rizikovych
genotypu.

Nejvice studii se koncentrovalo na systém renin-angiotenzin (renin, angiotenzin
konvertujici enzym, angiotenzinogen a receptory angiotensinu IlI). U genu pro
angiotenzin konvertujici enzym byl nejvice studovan polymorfismus dany bud’ inserci -
I, nebo deleci - D tetézce DNA o délce 287 part bazi v 6. intronu lidského genu.
Hladina imunoreaktivniho angiotenzin konvertujiciho enzymu je téméf dvakrat vyssi u
pacientl homozygotnich pro dele¢ni typ alely nez u pacient homozygotnich pro I alelu.
Bylo prokéazano, ze delecni alela ptfedstavuje zvySené riziko pro infarkt myokardu,

ischemickou chorobu srdec¢ni a hypertrofii levé komory.
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Z dalsich kandidatnich gent byl studovan gen pro syntézu oxidu dusnatého, SA
gen, gen pro alfa alducin, gen pro receptor glukokortikoidii, geny pro receptor inzulinu

a glukagonu (Carretero, Oparil, 2000; Padmanabhan, Newton-Cheh, 2012).

3.3.2 Exogenni faktory

Z hlediska exogennich faktorti byva patogeneze esencialni arteridlni hypertenze
nejcastéji ovlivnéna jednim z nasledujicich faktori - nadmérnym piivodem NacCl,
nedostatkem drasliku, vapniku a magnézia, obezitou a sni spojenym nadbyte¢nym
pfijmem potravy, koufenim tabaku, piiliSnou konzumaci alkoholu a chronickym
stresem.

Senzitivita na ptivod NaCl a jeho vliv na vyvoj hypertenze je interindividualni -
néktefi jedinci jsou na ptijem kuchynské soli nezvykle citlivi, naopak jini pacienti jsou
na konzumaci soli rezistentni (mnozstvi soli v potravé neovlivni jejich krevni tlak).
Pravdépodobné se zde uplatiuje genetické poSkozeni schopnosti ledvin vylucovat stl,
které je markantnéjsi pii vyssi spotiebé soli. Tito hypertonicti pacienti reagujici dobie
na terapii diuretiky, reaguji také na dietu s nizkym obsahem soli. Omezeni piijmu NaCl
je soucasti nefarmakologické 1é¢by hypertenze. Nizky piijem kuchynské soli patii
K primarni prevenci arterialni hypertenze. Vyhodné je soucasné pii snizeném piivodu
sodiku zvysit ptisun drasliku (Filipiak, 1999).

Existuje velmi Uzky vztah mezi vySkou krevniho tlaku a télesnou hmotnosti.
Hypertenzi trpi 28-35% nadmémné obéznich pacientli a 15-17% pacientl se stfedni
obezitou. U 0sob s normalni télesnou hmotnosti se hypertenze vyskytuje jen u 8-10%
ptipadt. Nahly ptirtstek hmotnosti v dospélosti provazi hypertenze mnohem cast&ji nez
celozivotné (od détstvi) trvajici obezitu. Rizikova je zejména abdominalni obezita,
zvlasté pro rozvoj ICHS a CMP. Snizeni hmotnosti byva obvykle nésledovano také
poklesem krevniho tlaku. U obéznich pacientli nalezneme soucasné velmi casto
inzulinovou rezistenci, kterd se manifestuje zvySenou hladinou inzulinu, poruSenou
gluk6zovou toleranci a poruchami lipidového metabolismu (hypertriglyceridémie,
sniZzeni hladiny HDL cholesterolu)

(Tkacova, Repkova, 2011; http://www.vasesrdce.cz/kardiovaskularni-rizika/prevence-

kradiovaskularnich-onemocneni-v-dospelem-veku).
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Vyznamné negativni vliv na kardiovaskularni syst¢ém a na rozvoj vSech
kardiovaskularnich onemocnéni ma koufeni tabaku. V souvislosti s koufenim cigaret
patii mezi nejCastéjsSi onemocnéni v globalnim meéfitku nejriznéjsi onemocnéni
respiracniho traktu (rakovina plic je z 90% zplsobena koutfenim). VétSina kuidki vSak
umird obecné na nadorova onemocnéni a kardiovaskularni choroby. Koufeni tabaku
bezprostfedné ovliviiuje rozvoj aterosklerozy a tedy i ICHS, AIM, cerebrovaskularnich
onemocnéni. Po vykoufeni cigarety navic pfechodné dochazi k okamzitému vzestupu
tlaku krve (Vozeh, 2005).

Pravidelna konzumace alkoholu v mnozstvi vétsim nez 30g denné u muzi a 20g
denné u zen zvysuje riziko rozvoje arterialni hypertenze. Pravdépodobné se jedna o
nejcastej$i pficinu sekundarni hypertenze. Alkoholem indukované zvysSeni krevniho
tlaku byva reverzibilni (Luther, 2012). Pacienti, ktefi pravidelné a nadmérné konzumuji
alkoholické napoje, mivaji obvykle vyssi hodnoty systolického nez diastolického
krevniho tlaku. Mezi mozné mechanismy alkoholem indukované hypertenze patii vyssi
aktivace sympatiku (Russ, R., Abdel-Rahman, 1991), ktery hraje zasadni roli v regulaci
kardiovaskularniho systému — ovliviiuje vazokonstrikci a vzristajici silu srde¢niho
stahu. Uplatiuji se zde zvySené hladiny katecholamint V krvi, snizena citlivost
baroreceptoru arterialni stény a snizené hladiny ionti magnézia v krvi (EI-Mas, Abdel-
Rahman, 1993).

Dilezitym faktorem pro patogenezi arterialni hypertenze byva chronicky ptsobici
stres, ktery stimuluje sympaticky nervovy systém. Zvlast' vyznamny je chronicky stres
uosob, které jsou ktomu geneticky azevnim prostfedim predisponované (tzn.
predisponovani K reaktivité na zevni podnéty a stres zvySenim hladiny katecholamini).
Senzitivita baroreceptort (v karotidach, aort¢ ivsrde¢nich sinich) se rychle
pfizplsobuje nové zméné a sniZeni senzitivity u hypertonikl predisponuje ke zvySeni
hladiny krevniho tlaku. Katecholaminy zprostiedkovand vazokonstrikce mize piispét
zménami v eferentnich arterioldch. Narlst a-sympatické aktivity hraje roli pfi zvySeni
krevniho tlaku pfedevS§im v rannich hodindch. Vyss$i krevni tlak a vySs$i tepova
frekvence zvySuje riziko kardiovaskularni piihody. Znamky zvySené aktivace
sympatoadrenergniho systému lze nalézt také u juvenilni hypertenze. Trva-li hypertenze
1éta, byva tendence ke snizeni sympatického nervového tonu (Filipiak, 1999).

Spankovy rezim zna¢n¢ ovliviiuje funkci kardiovaskularniho systému.

Nespavost - zkraceni délky a sniZzeni kvality spanku predchazi casto vzniku
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kardiovaskularnich onemocnéni. Objevuje se stale vice dokladl o hypertenzi rezistentni
na farmakologickou l1écbu pravé u pacienti s nedostatkem kvalitniho spanku.
S nespavosti je asociovan oxidativni stres, endotelidlni dysfunkce a systémové zvyseni

krevniho tlaku (Levy, Tamisier, 2012).

3.3.3 Endogenni faktory

Mezi endogenni faktory ovliviiujici hypertenzi vedle centralniho a vegetativniho
nervového systému patii fada humordlnich plsobki S vazokonstrikénim i
vazodilatatnim uCinkem. Hypertenze se muze rozvinout na zakladé nadbytku
(absolutniho nebo relativniho) vazopresorickych nebo z nedostatku vazorelaxacnich
pusobkil. K vazokonstriktorim patii katecholaminy - adrenalin a noradrenalin, systém
renin-angiotenzin, aldosteron, arginin-vazopresin a dalsi latky uvoliiované cévnim
endotelem (napt. endotelin 1, tromboxan TXA2, aj.). K depresorickym plisobkim patii
kalikrein-kininovy systém, dopamin, vazodilata¢ni prostaglandiny (PGE2), prostacyklin
(PGI2), atrialni natriureticky faktor (ANF), NO (neboli EDRF - endotelialni relaxacni
faktor). Systémové a humoralni ptisobky ovliviiuji hemodynamiku, pritok krve tkanémi
aperiferni cévni rezistenci. V oblasti cévniho endotelu ovliviiuji agregabilitu
a adhezivitu trombocytli, migraci monocytll subendotelové. Abluminalné pak ovliviiuji
kontraktilitu hladkého svalstva cév, jeho ptipadnou hypertrofii, hyperplazii
a remodelaci. Pisobeni humoralnich ptisobkli vyvoléavajicich dysfunkci endotelu mitize
byt spojovacim ¢lankem mezi hypertenzi, urychlenym rozvojem aterosklerézy a ICHS
u hypertonikt (Carretero, Oparil, 2000; Tkdcovd, Repkova, 2011)

Na patogenezi hypertenze mohou participovat také anomalie transportu
elektrolyti pfes bunécnou membranu. Jedna se napf. 0 poruchy sodikové pumpy
(Na'K*-ATP4za), Na'K'kotransportu, Na'Li*antitransportu. Disledkem vrozené nebo
ziskané odchylky nékterého z téchto mechanismti dochazi k intracelularnimu navySeni
Na* iontd a druhotné i Ca?* iontd. Nésledkem je zvysena senzitivita hladkosvalovych
cévnich bunék na presorické podnéty, vétsi nachylnost k vazokonstrikci a zvyseni
krevniho tlaku (Filipiak , 1999).
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3.4 Kardiotoxicita - nezadouci ucinek onkologické
1éCby

ni u klasickych cytostatik, tak i u lécby nové€jsi, biologické. Kardiotoxicita patii
vzhledem k nizké regenera¢ni schopnosti myokardu a zasadni vitalni funkci tohoto
organu K nejobavanéjSim nezadoucim G¢inkum. Klasické nezadouci G¢inky cytostatik
vyplyvaji z neselektivniho zasahu do bunétné proliferace (nauzea, emeze,
hematotoxicita) se do jist¢ miry daji zvlddnout pomoci podptrné 1écby. Zavaznym
problémem vSak zistava vyskyt ireverzibilni organové toxicity. U onkologickych
pacientli dochazi k poskozeni kardiovaskularniho systému nckolika mechanismy:
poruchou koagulace (nejcastéji hyperkoagulaéni stav), anémii, exhaustaci organismu
(malnutrice, pfidruzend onemocnéni), uvoliovanim kardiodepresivnich cytokint,
maligni ¢i paramaligni perikarditidou, pfimym vlivem nadoru na srdce ¢i vaskularni
systém a pravé také lécbou maligniho onemocnéni - chemoterapii a radioterapii.
Klinicky nejvyznamnéj$i a také nejcastéj$i je kardiotoxicita U antracyklinovych
cytostatik. V soucasné dob¢é je stile vétsi pozornost vénovana také kardiotoxicité
novych cytostatik — predev§im latek s antiangiogennim mechanismem ucinku (EIbl,
2001; Stérba, Popelova, 2005).

Rozsifeni 1é€by multikindzovymi inhibitory vedlo v poslednich letech ke zjistént,
Ze pti podavani mnohych téchto 1é€iv mize dojit k srde€nimu poskozeni. Mechanismus
poskozeni zatim neni zcela znam, u kazdého z 1é¢iv skupiny multikindzovych inhibitora
se ptedpoklada jiny zplisob poskozeni myokardu. Vyskyt kardiotoxicity u sunitinibu se
manifestuje predev§im poklesem ejekéni frakce levé komory se znamkami
levostranného srde¢niho selhani, prodlouzenim QT intervalu. Pfi podavani mysim,
doslo k poSkozeni mitochondrii kardiomyocyti. Specifickda 1é¢ba ani jednoznaéné
doporuceni nejsou znamy, zkousi se ACE inhibitory a betablokatory (Marek, Linhart,
2011).

26



3.5 Experimentalni modely hypertenze

Hypertenze je multifaktoridlni onemocnéni, byva ovlivnéno polygenné. Vznika
soucasn¢ spoluptisobenim genetickych vnéjsSich faktort. Vyzkum vysokého krevniho
tlaku je tedy mimoradné slozity — experimentalni véda navic narazi na mnohé etické a
praktické komplikace (relativné pomaly rozvoj nemoci u c¢loveka, dlouhovékost,
nemoznd aplikace genetickych metod) pii testovani na lidech. Proto se pro pokusné
prace velmi Casto vyuzivaji experimentalni zvifeci modely. Mezi nejcastéji pouzivana
experimentalni zvifata patfi laboratorni potkani. V porovnani s lidskou populaci
zahrnuje pouziti experimentdlnich modeld celou fadu vyhod. VétSinu presné
definovanych model tvofi tzv. inbredni kmeny laboratornich potkant. Zvifata z
inbrednich kmenii jsou isogenetickd, fenotypové uniformni, poskytuji homogenni
soubor s nizkou variabilitou reaktivity pfi laboratornich pokusech a méfenich. Inbredni
kmeny laboratornich zvifat tak umoziuji porovnavani vysledki z riznych vyzkumnych
center (Havlenovd, 2007).

Principy uplatiiujici se v patogenezi hypertenze jsou si ulidi a potkan velmi
podobné. Jako modely hypertenze se pouZivaji piedevs§im dva inbredni kmeny: kmen
SHR (spontanné hypertenzni potkan) a Dahliv kmen SS (salt-sensitive), ktery citlivé
reaguje na sul v potravé zvySenim krevniho tlaku. PouZiti téchto kmenli umoziuje
rovnéz kiizeni hypertenznich a normotenznich jedincti pro studium genetického zakladu
hypertenze. Zadny z modeli sice neodpovida piesné situaci u &lovéka, piesto vak lze
mezi klinickymi a experimentdlnimi formami hypertenze nalézt podobnost (Havlenova,
2007).

VétSina modelli experimentalni hypertenze byla vyvinuta v pomérné nedavné
minulosti a podle zptisobu vzniku onemocnéni je 1ze rozdélit do dvou zakladnich skupin
- indukované a genetické modely. Jednotlivé modely mizeme charakterizovat na
zaklad¢ ucasti genetickych faktord, zmén hemodynamiky a objemu télnich tekutin,
aktivity, vazokonstrikénich a vazodilatacnich systémi, transportu ionti apod. VSechny
zakladni experimentdlni modely byly vyvinuty za ucelem studia jednotlivych
patogenetickych mechanizm hypertenze. Vyrazné se rozsifilo pfedevSim pouziti
2 modelovych hypertenznich kmenti a to na zakladé podobnosti s principy
odpovédnymi za vznik esencidlni hypertenze u lidi. Kmeny laboratornich potkani byly

vyslechtény z geneticky nehomogennich populaci potkanti diky Systematické selekci
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potkantl s nejvy$iim krevnim tlakem. Rizenou piibuzenskou plemenitbou se dosihlo
ustalené¢ho vysokého krevniho tlaku a po 20 a vice generaci sourozeneckého pareni se
kmeny staly inbrednimi. Zvifata z inbrednich kmena jsou isogeneticka, fenotypové
uniformni, poskytuji homogenni soubor snizkou variabilitou reaktivity pii
laboratornich pokusech a métenich (Sheila, Doggrella, 1998).

Jako normotenzni kontrola se ¢asto pouziva Wistar Kyoto potkan (WKY). SHR
potkani jsou potomci samce Wistar — spontanné¢ hypertenzniho potkana
(145 - 175 mm Hg) a samice se zvySenym krevnim tlakem (130 - 140 mm Hg). Jejich
SHR potomci se pak nechavaji kiizit bratr X sestra a vznika inbredni kmen SHR
potkant (TK > 180 mm Hg).

Hlavni vyhoda experimentalnich modell je jejich dostupnost, moZnost
standardizace podminek a genetickych vlastnosti pouzitych zvifat, dale také rychlost
a reprodukovatelnost rozvoje hypertenze a jejich komplikaci (Sheila, Doggrella, 1998).
Stejné jako ulidi se hypertenze i u SHR potkani vyviji rychleji u muzd nez u zen

(Kunes, Zicha, 2002).
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4 Endotelialni dysfunkce

Endoteliani dysfunkce je definovéana jako funk¢ni postizeni endotelu, projevujici
se predevsim zvySenou propustnosti cévni stény se vznikem nerovnovahy mezi
vazoaktivnimi mechanismy a hemokoagula¢nimi ptsobky. V cévach zacnou postupné
pfevazovat mechanismy vazokonstrikéni, protrombotické a aterogenni. K nejcastéjSim
pfi¢éinam vzniku dysfunkéniho endotelu patii dyslipidémie, arterialni hypertenze,
inzulinové rezistence, hyperglykémie a koufeni - tedy velmi dobfe znadmé rizikové
faktory vSech kardiovaskularnich onemocnéni (Daignon, Ganz, 2004; Kardsek,
Vaverkova, 2002)

Endotelidlni dysfunkce je povaZovana za prvni staddium aterosklerozy.
Predpoklada se, ze dysfunkéni endotel navodi zanét a nasledné fibroproliferaci cévy.
Cirkulujici monocyty pfestupuji do intimy, kde pohlcuji cholesterol a méni se v pénové
bunky. Tyto makrofagy vytvareji mnozstvi plisobkll, z nichZ n&které mohou endotel
poskozovat, nckteré pisobi jako rlstové faktory a stimuluji hladké svalové bunky k
proliferaci. Ateroskler6za muze postihovat tepny mozku, srdce, ledvin, dal§ich organt a

také koncetin (Daignon, Ganz, 2004).

Obrazek 3: Endotelialni dysfunkce — vyvoj aterosklerotickych zmén

peénove tukoveintemmediarni stahilni winerab. plat/
burlry plouzky poskoaanl atherom  plat ruptura

endotelialni dysfunkce

od prvni dekady | od tieti dekady | lod &vité dekady

narist Hawné hromadénim lipidd | |hl. sva | | trom-
bunky | | boza,
a kola-| | hema-

gen tom

( Stary, Chandler, 1995)
29



4.1 Funkc¢ni vyznam endotelu cév

Endotel je nejvétsim organem lidského téla, tvoii ho jednovrstevny epitel,
vystylajici vnitini povrch krevnich i lymfatickych cév, kryje srde¢ni chlopné a dutiny
(Hlubockd, 2002). Tvoii ho ploché, vzajemné pevné propojené bunky. Endotel je
vyznamny orgéan, u lovéka o hmotnosti 70 kg pokryva témek 700 m? a vazi az 1,5 kg
(Karetova, 2002).

Zdravy endotel ma mnoho fyziologickych funkci. Vykondva regulaci cévni
homeostazy. Podili se na udrzovani cévni permeability, vazoregulace - udrzuje
rovnovéhu mezi vazodilataci a vazokonstrikci. Ugastni se imunitnich a zanétlivych d&ja
organismu, podili se na oxidaci LDL, reparacnich mechanismech a neoangiogenezi.
Endotel ovlivituje migraci a proliferaci hladkosvalovych bunék, trombogenezi a
fibrinolyzu. Tvofi selektivni bariéru pro rizné molekuly a bunky. Nékteré z jeho
produkti ptisobi antagonisticky - za fyziologickych podminek je udrzovana rovnovaha
mezi témito latkami Pokud dojde k posunu smérem k aterogenezi, dojde k destabilizaci
rovnovahy. Zvysi se permeabilita cévni stény pro fadu latek, véetné adheznich molekul
- dochazi ke stavu, ktery se nazyva endotelidlni dysfunkce. Ta ndasledné vyusti
k poskozeni cévni stény (Daignon, Ganz, 2004).

Endotel je v bezprostfednim kontaktu s krvi a tedy i s latkami jako jsou napf.
hormony, lipoproteiny, cytokiny, bilkoviny krevniho srdzeni. Endotel se nachdzi na
rozhrani krve a ostatnich vrstev cévni stény, jeho permeabilita je fizena obéma sméry.
Semipermeabilni membréana vyuziva k ptenosu paracelularni i transcelularni transportni
mechanismy. Vazoadhezivni molekuly (ICAM, VCAM) a selektiny umoznuji transfer
monocytd a lymfocytd, vody, elektrolytl, Zivin a aktivnich substanci lé¢iva z
makromolekul zejména proteini a lipoproteinid. K transcelularnimu pfenosu
pfes mezibunééné spoje mize dochazet vlivem krevniho tlaku a vazoaktivnich latek
(napf. histamin pii zanétu) (Daignon, Ganz, 2004; Kardsek, Vaverkova, 2002).

Dysfunkéni endotel byva pfedev§sim v mistech s nizkym smykovym napétim
prvnim krokem k rozvoji aterosklerotického platu. Soucasné vznikaji zcela nové
aterosklerotické platy a jiz vzniklé platy progreduji. Kontrolou arterialni hypertenze 1ze

zajistit zlepSeni funkce endotelu (Karasek, Vaverkovd, 2002).
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4.1.1 Vazoregulace

Vazoregulace je zprostiedkovana syntézou, aktivaci a degradaci vazoaktivnich
pusobkil. Dale udrzeni rovnovahy napomaha uspotadani endotelu ve sméru toku krve.
Endotel zajistuje optimalni krevni prutok tkanémi, ¢imz reguluje vazodilataci a
vazokonstrikci. Na povrch endotelu se vazi rizné substraty. Pokud neni endotel
dysfunk¢ni, vede uvolnéni serotoninu ¢i acetylcholinu k tvorbé NO (oxidu dusnatého)
nebo prostacyklinu a nasledné vazodilataci. Vazodilataci také zajist'uje pritok krve a to
jako adaptacni mechanismus na fyzickou zatéz. Pti postizeni endotelu dochazi vlivem
téchto podnétii k vazokonstrikci a snadnéji se spousti koagulacni krevni kaskada

(Daignon, Ganz, 2004; Karasek, Vaverkova, 2002).

4.1.1.1 Vazoaktivni latky uvoliiované endotelem

Diky vlastni produkci ptisobki - vazoaktivnich latek si endotel zajistuje regulaci
cévniho tonu. Hlavni vazodilata¢ni latkou uvoliiovanou endotelem je oxid dusnaty -
NO, puvodné oznacovany jako EDRF (endothelium-derived relaxing factor; endotelem
uvoliovany relaxacni faktor). K dalsim vazodilataénim plsobkiim endotelu patii také
prostacyklin a bradykinin. Prostacyklin ptsobi synergicky s NO — tlumi trombocytarni
agregaci. Bradykinin stimuluje uvolfiovani NO, prostacyklinu a EDHF (endothelium-
derived hyperpolarizing factor; endotelem uvoliiovany hyperpolariza¢ni faktor).
Bradykinin také stimuluje produkci t-PA (tissue plasminogen activator; tkanovy
aktivator plazminogenu), ktery hraje dilezitou roli v procesu fibrinolyzy. Endotel
vytvaii ale i vazokonstrikéni latky, jako napt. endotelin (nejmohutnéj$i endogenni
vazokonstrikéni plsobek) a angiotensin II. Angiotensin II ucinkuje jako
vazokonstriktor, podporuje tvorbu endotelinu a soucasné funguje také jako prooxidant.
Endotelin a angiotensin Il ovliviiuji proliferaci bun¢k hladké svaloviny cév, ¢imz se
podileji na vzniku aterosklerotickych 1ézi. Aktivované makrofagy a hladkosvalové
bunky, charakteristické bunééné komponenty aterosklerotickych 1ézi, produkuji velké

mnozstvi endotelinu (Daignon, Ganz, 2004; Karasek, Vaverkova, 2002).
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4.1.2 Angiogeneze a reparacni procesy

Dulezitou roli v procesu aterogeneze hraje proliferace hladké svaloviny.
Podnétem pro proliferaci byvaji TGF-B, fibroblastovy a destickovy rustovy faktor,
interleukin-1 a endotelin-1. Bunky hladké svaloviny migruji do subendotelialniho
prostoru, ¢imz dochdzi k hyperplazii intimy a hypertrofii cévni stény. Vyznamnym
inhibitorem tohoto dé&je je vazodilatitor NO (Daignon, Ganz, 2004; Kardsek,
Vaverkovda, 2002).

Novotvorba kapilar ¢i vétSich cév probihd na zadkladé impulzi k vytvoreni
kolateraly a jeho zachyceni endotelem vétsi tepny. Jednim z podnéth
pro angioneogenezi byva ischemie. Pfi bujeni vznikd endotelovy pupen, ktery diky
enzymové sekreci rozruSuje okolni extracelularni matrix a prodira si tak cestu k dané
céve. U cév vétsiho priméru se vytvari lumen.

V reparacnich pochodech je kontrola zajiStovana fadou cytokinli uvoliovanych
endotelem, makrofagy, trombocyty a myocyty (Daignon, Ganz, 2004; Kardsek,
Vaverkovd, 2002).

32



4.1.3 Zanét a aterogeneze

Rozvoj aterosklerozy ma nékolik fazi od endotelové dysfunkce az po stadium
nestabilniho aterosklerotického platu, které jsou provazeny pfitomnosti zanétu (viz.
obrdzek 3). Endotel, makrofagy i tukova tkan jsou mistem vzniku cytoadhezivnich
molekul a prozanétlivych cytokinti (Stulc, 2006). CRP (C reactive protein; C reaktivni
protein) je ukazatelem mirného systémového zanétu - odrazi nejen aktivitu zanétu v
aterosklerotickém platu, ale souvisi 1 s expresi adhezivnich molekul a chemokini v
buiikach cévniho endotelu. Koncentrace CRP v plazmé se pfi ateroskler6ze pohybuje v
rozmezi 0,5 — 10 mg/l (Daignon, Ganz, 2004). Infiltrace subendotelidlniho prostoru
leukocyty hraje v procesu aterogeneze dulezitou ulohu. Leukocyty jsou podkladem pro
vznik pénovych bunék, zhorSuji endotelidlni dysfunkci, vytvareji a udrzuji zanétlivou
infiltraci platu, ovliviiuji myointimalni proliferaci (Stulc, 2006). Podileji se také na
vzniku akutnich aterotrombotickych komplikaci produkci proteolytickych enzymu,
které naruSuji stabilitu platu a zvySuji riziko jeho ruptury. Aterogenni lipoproteiny a
cetné mediatory parakrinné 1 apokrinn¢ ptisobici ovliviiuji leukocytdrni migraci
endotelelem (Karetova 2002; Ateroskleréza: Nové pohledy na C - reaktivni protein,
2002).
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5 Adhezivni molekuly

5.1 Funkce

Adhezivni molekuly neboli CAM (cell adhesion molecules) jsou latky bilkovinné
povahy. Jedna se o transmembranové proteiny typu I, vyskytuji se na povrchu bungk,
kde zprostfedkovavaji interakce mezi extracelularni hmotou nebo se sousednimi
bunikami. Jedna se o raznorodé skupiny glykoproteinii, podle struktury se déli na
selektiny, integriny a adhezivni molekuly z imunoglobulinové rodiny. Na povrchu
bunck vytvareji specifické receptory, které jsou diilezité pro usporadani extracelularni
matrix, reguluji mezibuné¢né interakce, ovliviiuji migraci a utvateji bunéény tvar.
Vyznamné se zapojuji do imunitnich déji organismu. Zékladni strukturni rysy
adheznich molekul jsou spolecné, obsahuji nékolik specializovanych domén - doménu
napojujici se na bunéény povrch, doménu interagujici s kolagenem a dalsi doménu
vazajici se na proteoglykany. Obsahuji tzv. RGD sekvenci (arginin-glycin-aspartat)
nezbytnou pro adhezi bunék k extracelularni matrix (Masopust, Prusa, 2003;
Blankenberg, Barbaux, 2003; Fytdsek, 2010).

Pisobi dudln¢ — soucasné jako signalni molekuly a zaroven se tucastni
morfogeneze. Svou nezastupitelnou roli maji v patologickych i fyziologickych déjich
organismu. Ucastni se fertilizace, embryogeneze, morfogeneze, udrzeni a regulace
homeostazy. Maji svilj vyznam pii imunitnich a zanétlivych reakcich. Podileji se na
migraci leukocytl pfi zanétu, hojeni ran ale i pfi metastazovani nadorti. Diky bunécéné
adhezi je mozné piesné zacileni bunéénych elementl do konkrétniho mista.

Podle struktury a funkce délime adhezivni molekuly do nékolika rodin. Mezi
nejvyznamnéj$i z nich patii integriny, selektiny, imunoglobulinova rodina, cadheriny,

aj. (Masopust, Prusa, 2003; Blankenberg, Barbaux, 2003).

5.1.1 Integriny

Jedna se o transmembranové proteiny tvorici receptory pro adhezivni sekvence
extracelularni matrix — ECM. Zprosttedkuji pfichyceni buiiky k ECM nebo k jiné burice

a umoznuji tak pfenos signalu (informace) mezi ECM a buiikou. Signalizace probiha jak
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z ECM do buiiky (outside-in signaling), tak z buniky do extracelularniho prostoru
(inside-out signaling). Integriny ,,integruji“ intracelularni cytoskelet s extracelularni
matrix.

Pii outside-in signalizaci integriny vytvaii diky vazbé se specifickymi
sekvencemi ECM konformaéni zmény i V cytoplazmatické casti molekuly. Zména
konformace integrinu nasledné vyvola soubor interakci. Dochazi tak k regulaci procest,
které reguluji intracelularni buné¢nou signalizaci (napi. fosforylaci proteint, proliferaci,
diferenciaci a  apoptozu).  Konformaéni  zmény  mohou  vést  také
K tzv. clusteringu - shlukovani molekul integrinu v membrané, coz ovlivni interakce
cytoplasmatickych domén integrinu. Integriny slouzi pro bunky jako mechanicka ¢idla
prenasejici informaci o ECM do bunky. Burika této informaci nasledné pfizptsobi svij
cytoskelet (Vytasek, 2010).

Inside-out signalizace je umoznéna zménou afinity vazebného mista pro ligand
extracelularni matrix. Tak se dé&je diky alosterické piestavbé, ktera nasleduje asociaci
intracelularni Casti integrinu s intracelularnim integrin aktivujicim komplexem.
Piikladem této signalizace je aktivace trombocytu (Blankenberg, Barbaux, 2003).

Integriny jsou heterodimerni molekuly. Jsou tvofeny 2 nekovalentné vazanymi
podjednotkami (o a B) (viz. obrazek 4). Kazdy z integrinti Se muze vazat na vice liganda
a zaroven jednotlivé molekuly matrix jsou schopny vazat vice integrint. Pro vazbu
ptislusného ligandu je potfebna jeho aktivace. Integriny mivaji ke svym ligandim
relativné nizkou afinitu, ktera je vSak kompenzovana velkym mnoZstvim integrinovych
molekul (stovek az tisicti na jedné bunce) (Krieglstein, Granger, 2001). Adheze je
zprostfedkovana vazebnym mistem na B subjednotce (k jeho modulaci dochazi vazbou

na a subjednotce nebo jako nasledek vazby selektint) (Vytdasek, 2010).
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Obrazek 4: Heterodimérni molekula integrinu — sloZena z o a p podjednotky

4 domény bohaté na cystein

Plasmatickd membrana

(Vytasek, 2010)

5.1.2 Nadrodina imunoglobulini

Ma vice jak 70 c¢lent, jedna se o receptory T-bunék, imunoglobuliny, MHC-
molekuly, CD2, CD3, CD4, CD8, NCAM, ICAM1-5, VCAM-1, PECAM-1. Jedna se
o evolu¢né staré molekuly, které se exprimuji na rtiznych buiikkdch. Ve své strukture
maji tyto adhezni molekuly jednu nebo vice Ig-domén jako zdkladni motiv
aminokyselinové sekvence. Clenové imunoglobulinové rodiny se mohou vazat sami
mezi sebou, kupt. MHC-molekuly se vazou na receptory T-bunék, nebo s integriny
jako je ICAM-1 se vaze na LFA-1 a Mac-1, pfipadné s riznymi piidatnymi receptory
(interakce ICAM-1 a CDA43). Vyskytuji se prevazné v nervové tkani. Skladaji se
obvykle z 1 nebo z vice imunoglobulinovych domén (60 — 100 aminokyselin), které
formuji adhezni mista. Casto se v jejich struktufe vyskytuji 2 zakladni
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domény - opakujici se klicka strukturné homologni s imunoglobuliny provézana
disulfidickou vazbou a opakujici se sekvence (asi 100 aminokyselin), ktera je
homologni s fibronektinem (Masopust, Priisa, 2003).

Mezi nejznaméjsi imunoglobuliny patii N-CAM (nerve-cell adhesion molecule).
Vykytuji se na povrchu neurond, gliovych bunék, kosterniho svalstva a NK bunék.
Existuje mnoho izoforem N-CAM; 3 hlavni izoformy se li§i pouze ve své
cytoplasmatické doméné. N-CAM maji velky vyznam na zac¢atku morfogeneze, kdy
jsou stejnomérné rozmisténé kolem neuralni trubice. Za¢nou-li nervové bunky
migrovat, N-CAM zanikd. Opét se objevi, az kdyz pfemistovani neuronti ustane a
zaCinaji vznikat ganglia. Adhezni vlastnosti N-CAM jsou fizeny dlouhym fetézcem
sialové kyseliny, postupnou sialinizaci ptichdzeji o svoji homofilii (Krieglstein,
Granger, 2001, Masopust, Prusa, 2003).

5.1.3 Cadheriny

Cadheriny jsou adhezivni molekuly umoznujici pfedev§im adhezi na trovni
buiika — buiika; patii mezi tzv. homofilni adhezivni molekuly. VétSinou se kazdy
cadherin vaze na stejny druh cadherinu na sousedni bufice. Mohou byt zaroven jak
ligandem, tak receptorem. U zivo¢ichi zname vice jak 100 druht cadhering.
Rozlisujeme napft. klasické cadheriny (E-cadherin neboli uvomorulin, R-cadherin, N-
cadherin, P-cadherin, aj.), dezmozomalni cadheriny, embryonalni cadheriny,
protocadheriny. Jejich adhezni schopnost byva zavisla na aktualni koncentraci Ca?*
ionti v okoli. Odpovidaji za selektivni mezibunéénou adhezi, za udrzeni integrity
multicelularnich organismu, diferenciaci bunék a vytvafeni novych struktur. Jsou
rozSiteny prakticky ve vSech tkdnich. V mozku je nejvétsi pocet rliznych typa; dochazi
zde k tvorbé mnoha velmi specifickych mezibunéénych kontakt. Jsou tvofeny jako
prekurzory polypeptidil, jsou posttranslaéné¢ modifikovany glykosylaci, fosforylaci ¢i
proteolytickym $t€penim. Vice jak polovinu aminokyselinové sekvence maji cadheriny
identickou, skladaji se z péti podobnych extracelularnich domén (3 z nich jsou schopné
vazat okolni Ca?" a jedné intracelularni domény, ktera adheruje obvykle na cytoskelet
bunky. Jsou velmi dilezitym faktorem bunécné diferenciace a tkanové morfogeneze.
Ma-li bunka migrovat, musi ztratit vS§echny kadheriny (Blankenberg, Barbaux, 2003;
Masopust, Priisa, 2003).
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5.1.4 Selektiny

5.1.4.1 Struktura

Selektiny jsou membranové glykoproteiny -

strukturné se jedna o velmi podobné

latky. Kazda z nich nese na svém N-konci doménu podobnou lektinu C-typu, kterou se

vaze na specifické sacharidové struktury jinych bunék. Na ni navazuje struktura

podobna faktoru epidermalniho rastu a dalsi analogické domény. Selektiny maji zasadni

vyznam na pocatku adheze leukocytd k endotelu.

(viz. obrazek 5):

Strukturné jsou slozené =z

N-terminalni Ca**- dependentni lektinové domény

tzv. EGF domény - domény podobné epidermalnimu ristovému faktoru,

napojené na nekolik opakujicich se usekt

transmembranové oblasti cytoplasmatického konce

(Blankenberg, Barbaux, 2003; Vytdsek, 2010)

Obrazek 5: Struktura selektinu

Vépnik navazany na Ca®* dependentni
lektinovou doménu reguluje konformaci
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(http://classes.kumc.edu/som/cellbiology/connections/gapjunctions/index.html)
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5.1.4.2 Funkce

Selektiny jsou produkovany jako soucast zanétlivé odpovédi organismu, tedy
pfirozené imunity. Jejich hlavni roli je interakce mezi leukocyty a endotelidlnimi
bunikami, vzajemna komunikace a adheze. Jedna se o relativné slabé adhezni sily - toto
spojeni byva pfechodné a umoziuje opakované odpojeni se leukocytd od cévni stény.
Nésledné je umoznéno zapojeni dalSich molekul, jejichz vazba je pevnd -
napf. integrinti. (Blankenberg, Barbaux, 2003; Merten, Thiagarajan, 2004, Vytasek,
2010).

5.1.4.3 P-selektin

P-selektin neboli CD62P je glykoprotein o molekulové hmotnosti 140 000
daltont. Je nejrozmérnéjsSim ze vSech selektini, dosahuje az 40 nm od endotelidlniho
povrchu. Nachazi se v zasobnich a-granulach trombocytl a Weibel-Paladeho téliskach
endotelidlnich bunék. Po aktivaci migruje P-selektin na povrch desti¢ek, kde setrvava
negjméné jednu hodinu. CD62P byl poprvé definovan na povrchu aktivovanych
trombocytd. Tam také byva exprimovan v mnozstvi az 10x vétSim nez v jakém se
nachazi bézn¢ na endotelu bunék. Na aktivovanych trombocytech byva zvysena exprese
P-selektinu zaznamenana predevSim pii trombotickych stavech — jako je napt. ICHS,
AIM, CMP ¢i tromboza periferniho fecisté. Vyss$i hladiny tohoto glykoproteinu
nachazime také u pacientil, ktefi trpi chronickym srde¢nim selhanim. P-selektin se
podili na vzijemné interakci trombocyti a leukocyti stejné tak jako na jejich
komunikaci s aktivovanym endotelem (Merten, Thiagarajan, 2004). Vysoké hladiny
solubilniho P-selektinu koreluji se zavaznosti a stupném zhorSeni progresivni cévni
mozkové ptihody (Wang, Zhao, 2013).

Ligandem pro P-selektin je né€kolik membranovych molekul, které obsahuji
oligosacharidovou strukturu oznacovanou jako sialyl-Lewis-x antigen (sLe”x). Tato
sekvence se velmi Casto vyskytuje pravé na povrchu leukocyti. Vazba na sLe”x ma
nizkou afinitu. Sialyl-Lewis antigen tvofii 4 specificky navzajem provazané sacharidy:
sialova kyselina; galaktosa—N-acetylglukosamin (a fukosa); zbytek oligosacharidového
fetézce (Krieglstein, Granger, 2001). P-selektin se vaze i s molekulou PSGL-1 (P-
Selektin Glycoprotein Ligand-1) na leukocytech, kde formuje agregaty. Pravé tato
interakce P-selektinu s PSGL-1 prispiva k protrombotickému stavu (diky indukované
expresi tkanového faktoru a nékolika cytokinil). P-selektin se icastni také vzajemného
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shlukovani trombocyti — tedy hlavnimu faktoru tkanové trombozy (Krieglstein,
Granger, 2001; Merten, Thiagarajan, 2004).

5.1.5 VCAM-1

Vaskularni bunécénd adhezni molekula 1 neboli CD106 je protein kdédovany
genem VCAM-1. Patfi k imunoglobulinové nadrodin¢ adheznich molekul a je
exprimovan na aktivovanych endoteliich. Jedna se o sialoglykoprotein, membranovy
protein typu I. Zprostfedkovava adhezi lymfocytl, monocytl, eozinofili a bazofili na
cévni endotel. Uclastni se také leukocytarni-endotelidlni transdukce signal.
Predpoklada se, Ze hraje roli v rozvoji aterosklerdzy a revmatoidni artritidy. Pii zvySené
genové transkripci VCAM-1 genu (napi. jako reakce na TNF-a a IL-1) vzristaji i
hladiny VCAM-1, které jsou typické pro ateroskleroticky zménéné cévy. Z pocatku
aterogeneze pronikaji do cévni st€ény makrofagy a T-lymfocyty pravé pomoci adheznich
molekul. Cévni endotel mize byt aktivovan k indukci adheznich molekul stimulaci
cytokiny, ale také lipopolysacharidy gramnegativnich bakterii a hlavné oxidaéné
modifikovanymi  casticemi  fosfolipidi ~ ¢i ~ hemodynamickych  stresem.
Hypercholesterolemie urychluje nejen oxidaci lipoproteini a jejich ukladani v arterialni
intimé, ale také endotelialni expresi VCAM-1, coz doklada ptimy vztah mezi hladinou

lipidti v plazmé¢ a intenzitou zanétlivého procesu ve sténé cévy (Weis, 2002).

5.1.6 Vyznam adhezivnich molekul u kardiovaskularnich

onemocnéni

Adhezivni molekuly jsou zivotné dilezité pro normalni vyvoj a funkci srdce a
cév, jsou vSak zapojeny také do patologii kardiovaskuldrniho systému. Vyznam pfi
onemocnéni kardiovaskularni soustavy maji 3 skupiny adhezivnich molekul — integriny,
selektiny a nadrodina imunoglobulintl. Uastni se trombotickych a aterosklerotickych
déjt - napomahaji leukocytarni infiltraci, hladkosvalové proliferaci i bunéné migraci
(Hillis, Flapan, 1998).

Pocatecni stadia aterogeneze (pronikani monocytt a T-lymfocytd) jsou
zprostiedkovana pravé adhezivnimi molekulami. Po prostupu leukocytii cévni sténou,

dochazi k uvolnéni rtiznych cytokinli a bioaktivnich molekul. Dochazi k proliferaci a
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migraci hladkosvalovych bun¢k a nasledné akumulaci pojiva do cévni stény. Primarné
se téchto procesi ucCastni integriny, dale také molekuly VCAM-1 na povrchu
hladkosvalovych bunék, kde pomahaji akumulaci leukocyti v ateroskleroticky
zménénych cévach (Krieglstein, Granger, 2001).

Pfitomnost integrinti byla prokazana v aterosklerotickych platech a zda se, ze by
mohly predstavovat (pfi zablokovani jejich vlivu) také jeden z moznych cili terapie
aterosklerdzy. Zablokovani funkce integrinti zabrafnuje angiogenezi, snizuje rast plaku a
tlumi migraci bun¢k hladkého svalstva do intimy cévni stény. Naopak nékdy mize byt
angiogeneze prospéSna a prispivat k revaskularizaci ischemické tkané. Adhezni
molekuly se ucastni také transplantani vaskulopatie a restendzy. Integriny se podileji
na akumulaci leukocytl v intimé€ cév a na patogenezi nestabilni anginy pectoris. Nékteré
molekuly bunééné adheze se nachéazeji v solubilni formé v séru. ZvySené mnozstvi
solubilnich molekul ICAM-1 a E-selektinu byly nalezeny u pacientt s aterosklerézou. U
nestabilnich koronarnich syndromu se zvysuji hladiny P-selektinu (Wang, Zhao, 2013)
a pravdépodobné tak odrazi aktivaci krevnich desti¢ek a endotelovych bunék. Aktivace
endotelialnich bunék zaroven koreluje z vyssi hladinou solubilniho E-selektinu. Takto
1ze predvidat restendzy po periferni angioplastice - blokédda receptori adheze muze byt
uziteCnym terapeutickym ptistupem k tomuto problému.

Vznik trombu je dilezitym rysem chronickych cévnich onemocnéni, je zasadni
pro akutni koronarni syndromy (Hillis, Flapan, 1998; Merten, Thiagarajan, 2004)

Blokada adhezivnich molekul se pouziva k prevenci a 1é¢bé rejekce riznych
Stépu. U primati se odmitnuti transplantovaného srdce se snizi po aplikaci anti-ICAM-1
a anti-VCAM-1 protilatky. Adhezivni molekuly se tcastni také infarktu myokardu,
virové myokarditidy a kardiomyopatie, kde jejich pfitomnost koreluje s infiltraci
zangtlivych bungk.

Existujyi klinické studie vyuzivajici protilatky schopné blokovat leukocytarni
integriny, ICAM-1, nebo selektiny, aby se zabranilo reperfuznimu poskozeni na
zvitecich modelech (infarktu myokardu) a naznacuji tak terapeuticky potencial

(Kappers, Sleijfer, 2009; Cuzzocrea, Impellizzeri, 2013).
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6 Sunitinib

Sunitinib, diive oznatovany SU11248, je cytotoxicka latka, patii mezi tzv. malé
molekuly, multikindzové inhibitory. Tento tyrosinkindzovy inhibitor slouzi Kk 1é¢bé
generalizovaného svétlobunééného karcinomu ledviny, gastrointestinalniho stromalniho

tumoru (GIST) a neuroendokrinniho nadoru pankreatu (Ostrizkova, Brancikova, 2011).

6.1 Struktura

Chemicky se jedna o N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-[(Z)-(5-fluoro-1,2-dihydro-2-
0x0-3H-indol-3-ylidin)methyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrol-3-karboxamid. Pouziva se ve

formé zluté soli jako sunitinib malat.

Obrazek 6: Strukturni vzorec sunitinibu

(Branc“z'kovd, Adamkova Krdakorova, 2008)

6.2 Mechanismus uc¢inku

Sunitinib patfi mezi tyrozinkindzové inhibitory. Pisobi cilené na specifické —
receptory (RTKs) naddorovych bunék. Vaze se na tyrozinkindzové domény nadorovych

receptori a znemoziuje vazbu ATP (adenosintrifosfat — slouzi jako zdroj fosfatu),
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fosforylaci aminokyseliny tyrosinu a blokuje aktivaci intracelularnich signalnich drah.
Tlumi tak neoangiogenezi, snizuje krevni zasobeni bun€k tumoru, inhibuje bunécny rist
a proliferaci, podporuje apoptozu. Mezi cilové struktury sunitinibu patii receptorové i
nereceptorové tyrosinkindzy VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR, PDGFR, KIT,
RET a FLT3 (viz. obrdzek 7). Nadmérna aktivita signdlnich drah nékterého z téchto
receptort  je zakladnim prediktorem WCinnosti 1éCby sunitinibem (Brancikova,

Addmkova Krdkorova, 2008).
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Obrazek 7: Mechanismus aéinku sunitinibu
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6.2.1 Ovlivnéni angiogeneze

Angiogeneze piedstavuje klicovy krok k proliferaci tumoru, jeho expanzi a
metastazovani. Bez cévniho zésobeni nemtize nador dosahnout rozméru vétsiho nez 1-2
mm?, Nejdfive je nador vyzivovan kyslikem a zivinami prostiednictvim difuze, jakmile
vSak jeho velikost piesahne 0,5 mm, piestava difuze stacit (Lowery, Han, 2011)

Hypoxicky nador se chova geneticky nestabilng, dochazi k mutacim genti, vznika
novy genotyp se zvySenou tvorbou angiogennich faktori. Tomuto proces byva
oznacovan jako angiogenni ,,switch®, ktery zahajuje neoangiogenezi. K nadorovému
lozisku migruji endotelie, dochéazi k poskozeni bazalni membrany a migraci nddorovych
bun¢k, které nasledné mohou metastazovat. Dochazi k vaskularizaci nadoru, které
umozni jeho perfuzi a rast. Nadorové bunky a endotelie na sebe vzajemné parakrinné
pusobi. V pribcéhu vaskularniho stadia nddorové angiogeneze dochazi ke zméndm v
poméru angiogennich a antiangiogennich faktori, k morfologickym zménam bunék
endotelu, k wuvolnéni proteolytickych enzymu, k migraci endotelii a kapilarni
morfogenezi k reprodukci endotelii a k mikrovaskularni diferenciaci (Lowery, Han,
2011; Lorenzo, Autorino, 2009).

Maligni buiiky mohou exprimovat proangiogenni i antiangiogenni faktory. Za
fyziologickych okolnosti je angiogeneze regulovana rovnovahou téchto faktord, u
nadorové zmeénénych tkani vSak dochédzi knaruSeni rovnovahy ve prospéch
angiogeneze. Nadmérna tvorba angiogennich faktori je zpusobena piedev§im
nedostatkem zivin a hypoxii, kterd vede ke zvySené expresi VEGF 1 dalSich
angiogennich faktord. Nejlépe prozkoumana je transdukéni signalni kaskdda VEGEF-
VEGFR, a proto je také nejéastéjsim cilem protinadorovych 1é¢iv (Lorenzo, Autorino,
2009).

Nizkomolekularni inhibitory VEGFR, ke kterym patfi napf. sunitinib, u nékterych
pacienti mohou vyvolat kratkodobé zvyseni koncentrace VEGF, coz je pfiznivym
prognostickym faktorem a zaroven prediktorem léCebné odpovédi. Antiangiogenné
pusobi tyto latky pouze omezenou dobu. Po n¢kolika tydnech az mésicich dochazi ke
vzniku rezistence a k opétovnému nadorovému rastu (Lowery, Han, 2011; Lorenzo,
Autorino, 2009).
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6.3 Schvalené indikace

Sunitinib slouzi k 1é¢bé metastatického renalniho adenokarcinomu, k1écbé
gastrointestindlniho stromalniho tumoru u nemocnych rezistentnich k 1é¢bé imatinibem
a k1é¢bé neuroendokrinnich nadori pankreatu. V piipadé renalniho karcinomu je
ucinny jak v L linii 1é¢by metastatického a recidivujictho onemocnéni, tak po selhani
imunoterapie. V 1é¢bé GIST (gastrointestinalniho stromalniho tumoru) se sunitinib
pouzivd jako 1écba Il. linie inoperabilniho onemocnéni rezistentniho na imatinib

mesylat (SUTENT: souhrn udajit o pripravku, AISLP, 2013).

6.3.1.1 Renalni karcinom

Primarni 1écbou a zéaroven jedinou kurativni modalitou u karcinomu ledviny je
lécba chirurgicka. Radioterapie se uplatiluje pfedevsim v paliativni 1écbé rozsahlych
nadori ledviny nebo u kostnich ¢i mozkovych metastaz.

Na zéklad¢ vysledkt klinické studie faze III, byl jiz v roce 2007 na kongresu
ASCO sunitinib oznacen jako standard v I. linii 1ééby metastatického renalniho
karcinomu, ptevazné svétlobunééného typu. Pacienti, ktefi uzivali sunitinib méli
signifikantné del§i dobu pfeZiti v porovnani s pacienty lé€enymi interferonem. Sunitinib
muze byt téz podavan jako 1écba II. linie generalizovaného karcinomu ledvin po selhani

terapie cytokiny (SUTENT: souhrn udajii o pripravku, AISLP, 2013).

6.3.1.2 GIST — Gastrointestinalni stromalni tumor

Sunitinib slouzi k 1é¢b& neresekabilniho a/nebo metastatického maligniho
gastrointestinalniho stromalniho tumoru po selhdni 1é¢by imatinib mesylatem. Zakladni
lécbou GIST je radikalni chirurgickd intervence. U 44-80% nemocnych dojde k
lokalnimu relapsu onemocnéni, Casto provazenym vyskytem jaternich metastaz.
Imatinib mesylat je ur€en k 1é¢bé Kit-pozitivniho neresekabilniho nebo metastatického
gastrointestinalniho stromalniho tumoru. Kompletni remise dosédhlo 5% pacientd,
parcialni remise 47% pacientu a stabilizace onemocnéni 32% nemocnych. Pfiblizné 5%
nemocnych ale 1€¢bu imatinib mesylatem netoleruje, 15% onkologickych pacientt je na
tuto 1écbu rezistentni. VSem témto je mozné poskytnout sunitinib jako II. linii

biologické 1écby GIST.
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Sunitinib ptsobi cilené na receptory nadorovych bun¢k; vaze se na aktivni misto
proteinkindzy, ¢imz brani fosforylaci proteinii a pfenosu signdlu do buiiky. Sunitinib se
vaze na vice riznych proteinkindz a ma mnohem vyss§i afinitu k c-Kit (u pacienti
s GIST deregulovana) neZz imatinib mesylat. VétSinou reaguji pacienti na 1écbu
imatinibem 18 - 24 mésicl, kdy nastava rezistence k této 16cbé. Sunitinib ma odlisnou
strukturu, mize se tedy stdle vazat na kindzové domény a zablokovat bunécnou
proliferaci u pacientt rezistentnich k 1é¢bé imatinibem (SUTENT: souhrn udajii o
pripravku, AISLP, 2013).

6.3.1.3 Neuroendokrinni nadory pankreatu (pNET)

Neuroendokrinni tumory (NET) traviciho traktu jsou relativné vzacné nadory,
které se svoji histologii, strukturou i biologickym chovanim 1isi od béznych epitelovych
nadori.

Radikalni chirurgické nebo endoskopické metody odstranéni nddoru jsou prakticky
jedinou moznou kurativni 1écbou. Lécba sunitinibem patii mezi paliativni 1éCbu u
pokrocilych stadii NET dosazenim cytoredukce. Je indikovana hlavné u rychle
progredujicich NET. Na ASCO (Clinical Oncology Annual Meeting — Kongres klinické
onkologie) 2010 v Chicagu byla publikovana studie Ill. faze, ktera prokazala
prodlouzeni medianu doby do progrese onemocnéni u pacienti s NET lécenych
sunitinibem oproti placebu. Na zaklad¢ této registracni studie byla terapie schvalena
EMA pro indikaci pNET — neresekovatelnych ¢i metastatickych dobie diferencovanych
a progredujicich pankreatickych neuroendokrinnich nadort (Ostiizkova, Brancikova,

2011).
6.4 Nezadouci ucinky

Mezi zavazné nezadouci UCinky, které se projevily pii poddvani sunitinibu patfi
plicni embolie (1%), trombocytopenie (1%), krvaceni do tumoru (0,9%), febrilni
neutropenie (0,4%) a hypertenze (0,4%). Hepatitida a jaterni selhani se objevily u < 1%
pacientl a prodlouZeni intervalu QT u < 0,1% nemocnych. V klinickych studiich bylo
pozorovano snizeni ejekcni frakce levé komory (LVEF) o > 20% a pod dolni hranici
normalnich hodnot u 2—4% pacientd uzivajicich sunitinib a u 2% pacientl dostavajicich

placebo.
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Mezi nejcastéjsi nezadouci Gcinky, které se projevily nejméné u 20 % pacienti pii
1é¢be sunitinibem patii gastrointestinalni obtize (diarhoe, nauzea, stomatitida, dyspepsie
a zvraceni), inava, zména pigmentace kiize, anorexie a poruchy chuti (SUTENT: souhrn

udajii o pripravku, AISLP, 2013).

6.4.1 Hypertenze a kardiovaskularni prihody

Hypertenze patii mezi zakladni nezadouci ucinky vyvolané inhibitory
angiogeneze. K antiangiogennim 1ékim patii velka skupina molekul s riznym
mechanizmem w¢inku.

RozliSujeme dvé zakladni skupiny - pfimé a nepifimé inhibitory angiogeneze.
Ptimé inhibitory angiogeneze blokuji cestu angiogeneze, zatimco nepiimé inhibitory
vétSinou potlacuji biologickou aktivitu angiogennich faktori zdsahem do jejich tvorby
¢i biologické aktivity, nebo interferenci s jejich receptory. Sunitinib patii mezi nepiimé
inhibitory angiogeneze. Prevalence hypertenze je u pacienti s nadorovym
onemocnénim, pred zahajenim 1éCby tyrozinkindzovymi inhibitory, podobnd jako u
zbytku populace.

Sunitinib pravdépodobné omezuje funkci receptorti pro vaskularni endotelovy
rustovy faktor (VEGF) a destickovy rustovy faktor (PDGF) -VEGFR a PDGFR , které¢
se nachazeji ve znacné mife na pericytech a endoteliich. Dochéazi tak k poskozeni
cévniho endotelu. Snizené hladiny cirkulujiciho VEGF pravdépodobné hraji dilezitou
roli v rozvoji hypertenze.

Neni — li hypertenze lécena, mlze tento nezadouci U¢inek vést k infarktu
myokardu, krvaceni ¢i cévni mozkové piihodé. Management hypertenze pacienta
lé€eného sunitinibem zndzorfiuje obrazek 8. Pii hypertenzi vzniklé ¢i progredujici na
zéklad¢ uZzivani sunitinibu neni Zadouci onkologickou terapii ptferuSovat. Obvykle
optimalizujeme antihypertenzni 1é¢bu — navySujeme davky antihypertenziv, pfipadné
pfidavame dalsi antihypertenzivum do kombinace a snazime se v podavani sunitinibu
pokracovat (Lorenzo, Autorino, 2009).

Analyzy studii vSak ukazuji, Ze hypertenze vyvolana podavanim sunitibu obvykle
koreluje s ti¢innosti onkologické 1é¢by (Bono, Rautiola, 2011; Rixe, Billemont, 2007).
Po farmakologické korekci této iatrogenni hypertenze, zistava pivodni u€innost 1écby

sunitinibpem pro pacienta zachovana. Pro antihypertenzni 1é¢bu pacienti 1éEenych
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sunitinibem jsou nejvhodnéj$imi 1é€ivy lisinopril (nejméné interferuje s metabolismem
P450) a amlodipin, ktery je Vhodny k rychlé Gprave krevniho tlaku. Bohuzel zatim neni
mozné vybér chemoterapeutika tidit podle vyskytu hypertenze. Neni totiz pfedem jasné,

u kterého z pacientl se nakonec hypertenze projevi (Sheila, Doggrella, 1998).

Obrazek 8: Management hypertenze u pacienta lé¢eného sunitinibem

Hypertenze

Stupen1 -2 Stupen 3 |
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v antihypertenzni léche davek sunitinibu

(Lorenzo, Autorino, 2009)

6.4.1.1 Antiangiogenni piisobeni

Novotvorba krevnich kapilar neboli angiogeneze vede k remodelaci ¢i novotvorbé
kapilarni sité v poSkozené, traumatem ¢i nekrézou zménéné tkani. Angiogeneze je
nezbytnou soucasti hojeni ran (napf. infarktu myokardu). Angiogeneze je pfitomna takeé
pfi zanétlivych procesech a pti vzniku a vyvoji nadort.

Angiogeneze ma klicovy vyznam pro nadorovy rlst a metastazovani, coZ je
regulovano nékolika ristovymi (angiogennimi) faktory a jejich receptory. Vaskularni
endotelialni ristovy faktor (VEGF) a jeho receptory zde hraji zdsadni roli. Inhibice
angiogeneze jakozto strategie protinadorové 1é¢by byla poprvé popsana vr. 1971

Folkmanem (Folkman, 1971).
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Potlaceni angiogeneze je bohuzel provazeno vedlejSimi nezaddoucimi ucinky,
zvlasté pak hypertenzi, kterd byla zaznamendna az u 60% pacientd 1écenych sunitinibem
(Stary, Chandler, 1995).

Pravdépodobné je tento fenomén zpiisoben poklesem hladiny NO. Hypertenze se
objevuje u pacientti i U zvifat jiz po prvnim dnu podavani sunitinibu. Uzivani sunitinibu
také koreluje s rostoucimi hladinami endotelinu (ET-1). Endotelin-1 je ve velké mife
produkovan endotelialnimi bunikkami, pfesto se predpoklada, Ze nartst plazmatickych
hladin po podani sunitinibu neni endotelialniho ptuvodu (Kappers, Sleijfer, 2009; Rixe,
Billemont, 2007).

VEGF zvysuje hladinu endotelidlni NO syntazy a tedy i produkei vazodilatatoru —
oxidu dusnatého. Inhibice VEGF signalizace vede kniz§i produkci NO, snizené
vazodilataci a nasledné i k hypertenzi (Bono, Rautiola, 2011).

Expozice sunitinibu je asociovdna s generalizovanym poskozenim funkce
hladkosvalovych bunc¢k cév. Béhem 1écby sunitinibem byla kromé hypertenze
zaznamenana také hypertrofie kardiomyocytl a strukturdlni zmény na mitochondriich.
Poskozenim mitochondridlnich funkei, dojde sekundarné ke sniZzeni produkce ATP a
postupnému vzniku kardidlni dysfunkce. V klinickych studiich bylo prokazano, ze
sunitinib na rozdil od sorafenibu, ovliviiuje funkci mitochondrii az pii uzivani v
supraterapeutickych davkach (Bono, Rautiola, 2011; Rixe, Billemont, 2007; Sheila,
Doggrella, 1998).
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/ Experimentalni ¢ast
7.1 Material a metody

7.1.1 Experimentalni kmeny zvirat

K experimentu byly pouzity dva kmeny potkand - inbredni kmen SHR spontanné
hypertenznich potkan a inbredni kmen WKY normotenznich potkani. SHR i WKY
potkani byli rozdéleni na 4 pokusné skupiny, v kazdé z nich bylo 6 zvifat — celkem jsme
tedy pro pokus pouzili 24 potkanti. Polovina zvifat dostavala sunitinib (10 mg/kg za den
v pitné vod¢), polovina pouze vodu (kontrolni placebo). Inicialni faze studie - podavani
sunitinibu nebo placeba — trvala 8 tydnt, nasledovala 5 denni pauza a op&tovné
podavani léku ¢i placeba po dobu 8tydni (schéma aplikace: 8 tydnt/5 dnil
pauza/8 tydnit). Potkani byli ve véku 2 - 3 mé&sict. Poc¢ate¢ni hmotnost normotenznich
potkant typu WKY byla 310,14 g u kontrolni skupiny a 294,33 g u stejnych zvirat
kmene WKY dostavajicich sunitinib (10 mg/kg za den v pitné vod¢€). Primérna
hmotnost zvifat SHR kmene byla u potkant kontrolni skupiny 238,56 g. U stejné
skupiny zvifat, které byl vSak poddvan od pocatku sunitinib byla primérnd hmotnost

250,78 g.

7.1.2 Imunohistochemie

Tkéané byly ponofeny do zmrazovaciho média, nasledné zmraZeny v tekutém
dusiku. Preparaty jsme nakrajeli na mikrotomu a dale byly uskladnény pii -80°C.

Pro detekci exprese P-selektinu v endotelu aort potkanti byla pouzita metodika
ABC (avidin-biotin complex) s detekci pomoci DAB (diaminobenzidin — 10ul DAB
v 500ul pufru), ktery poskytuje v misté¢ detekce antigenu ve tkani hnédou barevnou
reakci. Samotna vazba antigen - protilatka ve tkani probiha bez viditelné reakce. Pro
mozné pozorovani preparatu je nezbytné k detekci lokalizace antigenu a na néj
navazanych molekul protilatky v preparatu pouzit chromogend, napt. DAB. Pro znaceni
imunochemickych metod se pouzivaji stabilni enzymy. Vizualizace probiha metodou

katalytické histochemie. V nasem pfipadé byla pouzita imunoperoxidazova technika.
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Principem této metody je oznaceni mista, kde doslo ke specifické reakci. Zviditelnili
jsme ji pomoci peroxidazy, kdy vznikl hnédy nerozpustny pigment. (pouziva se zejména
kfenova peroxidaza). Oxidaci pavodné rozpustného DAB, ktery se této reakce
(peroxidaza + H,0,) G¢astni jako donor elektrond, vznika stabilni hnédy produkt, ktery
je nerozpustny v alkoholu a proto se béhem dehydratace pfed montovanim ftezl

nevyplavi (Beranovda, Tonar, 2002).

7.1.3 Pomiicky a pristroje

e zkumavky a $picky (Eppendorf®)

e podlozni a kryci sklicka

e mikropipeta (Eppendorf Research® Plus)

e vahy (Z5 BOECO, Germany)

e michacka magneticka (BIOSAN MMS-3000)

e chirurgické nastroje — pinzeta anatomicka, pinzeta chirurgicka, nlzky ocni
zahnuté, 2 peany, pinzeta ocni zahnuta

o digestor

e vortex (MS2 Minishaker, IKA®)

e termostat (Biological thermostat BT 120, Laboratorni piistroje Praha)

e mikrotom (LEICA CM 1850 UV)

e svételny mikroskop Olympus AX 70 s digitalni firewire kamerou Pixelink PL-
A642 (Vitana Corp. Ottawa, Kanada)

e PAP pen

7.1.4 Roztoky a ¢inidla

e primarni protilatka — goat P-selectin 1:50 (M-20)-SC6943
(Santa Cruz Biotechmology, USA)

e sckundarni protilatka — horse-anti-goat 1:400 (DAKO, USA)

e aceton (Fagron a.s., Olomouc)

e anti —avidin (Vector Laboratories, Inc. Burlingame)

e anti — biotin (Vector Laboratories, Inc. Burlingame)

e PBS - fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)
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e 10% horse serum (Sigma)

e 3% peroxid vodiku (Fagron a.s., Olomouc)

e DAB — diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen, DAKO, USA)

e ABC komplex (avidin-biotin komplex); (Vector Laboratories, Inc. Burlingame)
e hematoxylin (Verkon s.r.o., Praha)

e xylen (Lach-Ner,s.r.o., Ceska republika)

e aceton-xylen (10:1)

e aceton-xylen (1:10)

e Eukitt (Sigma Aldrich, Némecko)

7.1.5 Experimentalni model

Kmenu SHR potkanli byl podavan sunitinib. Jako kontrola slouzila skupina
normotenznich WKY potkant - dostavali pouze vodu. Podavani sunitinibu trvalo
celkem 8 tydni (dvojnasobek doporucené doby 1é¢by u pacient). PO uplynuti 8 tydnt
potkani zustali 5 dni bez 1é¢by (podavani sunitinibu/placeba), nésledovalo dalsi
podavani sunitinibu — u kmene SHR potkani 8 tydnt (vcelku 16 tydnd), u
normotenznich WKY potkant pouhé 2 tydny (celkem 10 tydnu).

Zvitatim byla po usmrceni odebrana aorta a zamrazena do OCT média. Po
7 - 10 dnech byly cévy nakrajeny na mikrotomu, za nasledujicich 7 - 10 dni pouzity
pro imunohistochemické metody.

Imunohistochemie nam umoznila pozorovat expresi P—selektinu v aorté a to jak
u spontanné hypertenznich potkant (SHR), tak u normotenznich potkani (WKY) s
ohledem na podavani cytostatika sunitinibu.

K detekci byla pouzita imunoperoxidazova technika za pouziti DAB
(diaminobenzidinu) jako chromogenu — sledovali jsme vliv sunitinibu na expresi P-

selektinu u normotenznich a hypertenznich potkant.

7.1.6 Pracovni postup — Metodika ABC

Metoda  avidin-biotin  komplexu (ABC) je nepfima trojstupniova
imunohistochemicka metoda. Je zalozena na pevné neimunologické a druhoveé

nespecifické vazbé avidinu (vajecny glykoprotein bilku) s vitaminem biotinem. Avidin
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ma néktera vazebna mista obsazena komplexem biotin-peroxidaza a néktera jsou
pfipravena k navazani s biotinylovanou molekulou protilatky (tzv. mustkem). Princip
metody spociva ve znaceni sekundarni protilatky biotinem a jeho nasledné vazbé s ABC
(avidin-biotinovym komplexem) znaCenym kienovou peroxidazou. Enzymaticka
aktivita tohoto katalyzatoru nam pak indikuje oblasti tkanového preparatu, kde doslo k
primarni specifické reakci (Beranovd, Tonar, 2002).

Nejdiive jsme nechali na vzduchu 30 minut su$it zmrazené tkanové fezy (na
podloznim sklicku). Po rozmrazeni jsme tkan vlozili do roztoku acetonu uchovavaného
v -20°C a po 30 minutach jsme je vyjmuli a nechali susit. Timto postupem jsme docilili
fixace fezll a zajistili jejich lep$i adhezi na podlozni sklicko. Tkanové fezy jsme pak
obkreslili pomoci PAP pera — vytvofili jsme tak hydrofobni kruh na podloznim sklicku,
cozZ nam umoznilo pouZzit co nejmensi mnozstvi drahych reagencii v pribéhu celého
experimentu. Preparat jsme poté vlozili na 5 minut do kyvety s PBS pufrem (Phosphate
Buffered Saline; fosfatovy pufr).

Pted nanesenim primérni protilatky bylo nutné nejprve zablokovat nespecifickou
imunitni reakei inkubaci s 10% roztokem horse séra v pufru PBS (po dobu 30 minut).
Dale jsme preparat nechali inkubovat s anti-avidinem (po dobu 15 minut). Skli¢ko jsme
oplachli v PBS a vlozili do roztoku s anti-biotinem (na dal$ich 15 minut). Pro oplach
jsme preparat znovu vlozili do kyvety s roztokem PBS.

Pro detekci exprese P-selektinu jsme pouzili primarni protilatku - goat P-selectin
1:50 (v koncentraci 1 pl protilatky + 50ul BSA). Inkubace s primarni protilatkou trvala
60 minut. Nasledoval oplach tkan¢ v PBS (2 krat po 5 minutach). Pak pfisla na fadu
reakce se sekundarni protilatkou horse-anti-goat (v koncentraci 1:400 — v BSA + 2% rat
sérum). Tkan jsme nechali inkubovat s roztokem sekundarni protilatky 30 minut a
posléze jsme sklicka s tkaflovymi fezy opét oplachli vloZenim do roztoku PBS pufru na
5 minut.

Endoperoxidazovou reakci jsme zablokovali ponofenim preparatu (po dobu 15
minut) do 3% roztoku H,O, a PBS (roztok jsme pfipravili tésn¢ pied pouzitim).
Peroxidazy se bézné vyskytuji také ve zpracovavané tkani potkani a mohly by tak
znehodnotit vysledky ve smyslu falesné pozitivni reakce. Po op€tovném oplachu v PBS
(2 krat po 5 minutach) jsme na tkan aplikovali ABC komplex (slouzici k zesileni
signalu) z detekéni soupravy a nechali jsme probihat reakci 30 minut pfi pokojové

teploté. ABC komplex jsme si pfedem pfipravili z 12 pl roztoku Avidinu, 12 pl roztoku
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Biotinu a 600 pl PBS a smés jsme nechali 30 minut pied pouzitim ustalit. Po inkubaci s
ABC komplexem, jsme sklicka ponofili do PBS (2 krat po 5 minutéch).

Pro vizualizaci navazanych protilatek ve svételném mikroskopu jsme pouzili jako
chromogen diaminobenzidin. Tato vizualizace probihala po dobu 45 sekund. Rezy jsme
oplachli v roztoku PBS. Poté se dobarvila jadra v hematoxylinu po dobu 5 sekund
s naslednym modranim pod tekouci vodou z kohoutku (po dobu 1 minuty).

Pro naslednou piipravu trvalych preparati jsme sklicka s fezy wvyplachli
Vv destilované vodé — vymyli jsme piebyteCnou barvu a preparaty jsme odvodnili
vzestupnou alkoholovou fadou: aceton — aceton-Xylen (10:1) — aceton-xylen (1:10)
— xylen. Poté jsme vytvofili konecny preparat pomoci montazniho média Eukit
(pryskyftice) a to tak, ze jsme umistili malou kapku média na misto fezd a piikryli ji
krycim sklickem. Opatrné jsme vytlacili pfipadné bubliny. Preparaty jsme sledovali pod

svételnym mikroskopem.
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7.2 Vysledky

Neprokazali jsme expresi P-selektinu v endotelu aorty u zadné ze C&tyf
experimentalnich skupin zvifat — ani u SHR kmene ani u WKY kmene potkani. Nebyla
nalezena piedpokladana zavislost mezi podavanim 1éCiva sunitinibu a navozenim
cévniho poskozeni - endotelidlni dysfunkce. Mezi endotelem cévni stény potkand,
kterym byl podavan sunitinib a endotelem potkanti dostavajicich placebo (pouze vodu)
jsme nezaregistrovali vyznamny rozdil. Nikde nedochazelo k pozitivni reakci
detekujici expresi P-selektinu. Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili potkany s
isoprenalinem indukovanym poskozenim cévni stény. Pozitivni kontrola nam prokazala
optimalni nastaveni podminek experimentu, reaktivitu pouzitych protildtek. Exprese
P-selektinu na endotelidlnich buiikdch je v téchto prepardtech zabarvena hnédé diky

DAB.
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Obrazek 9: Imunohistochemicka detekce exprese P-selektinu
| — > TN,

= oS :‘1 00 um

Pozitivni kontrola — potvrzuje reaktivitu pouzitych protilatek; jedna se o
isoprenalinem indukované poskozeni cévy laboratorniho potkana. Cerné Sipky

znaci indukovanou expresi P-selektinu na cévnim endotelu. Zvétseni 40x

57



Obriazek 10: Imunohistochemicka detekce exprese P-selektinu

Pozitivni kontrola — potvrzuje reaktivitu pouzitych protilatek; jedna se o
isoprenalinem indukované poskozeni cévy laboratorniho potkana. EXxprese
P-selektinu je znazornéna hnédym zabarvenim cévniho endotelu diky DAB.

Preparéat je dobarven hematoxylinem. Zvétseni 40X
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Obrazek 11: Imunohistochemicka detekce exprese P-selektinu
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Pozitivni kontrola — potvrzuje reaktivitu pouzitych protilatek; jedna se o
isoprenalinem indukované poskozeni cévy laboratorniho potkana. Exprese

P-selektinu je zndzornéna hnédym zabarvenim cévniho endotelu diky DAB.

Preparéat je dobarven hematoxylinem. Zvétseni 100x
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Obrazek 12: Imunohistochemicka detekce P-selektinu u kmene SHR potkani,

kterym byl podavan sunitinib - bez reakce
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Exprese P-selektinu u kmene SHR potkanti lé¢enych sunitinibem nebyla
prokazatelnd jako v pfipad¢ potkant s isoprenalinem indukovanym poskozenim

cévni stény. Preparaty jsou dobarveny hematoxylinem. ZvétSeni 100X
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Obrazek 13: Imunohistochemicka detekce P-selektinu u kmene

SHR potkani, kterym byl podavan sunitinib - bez reakce
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Exprese P-selektinu u kmene SHR potkanli 1é€enych sunitinibem
nebyla prokazatelnd jako v piipadé potkani s isoprenalinem
indukovanym poskozenim cévni stény. Preparaty jsou dobarveny

hematoxylinem. Zvétseni 100x
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Obrazek 14: Imunohistochemicka detekce P-selektinu u kmene WKY

potkanii, kterym byl podavan sunitinib - bez reakce

Exprese P-selektinu u kmene WKY potkant 1é¢enych sunitinibem nebyla
prokazatelnd jako v piipadé potkanti s isoprenalinem indukovanym
poSkozenim cévni stény. Preparaty jsou dobarveny hematoxylinem.
Zvétseni 100X
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Obrazek 15: Imunohistochemicka detekce P-selektinu u kmene WKY

potkanii, kterym byl podavan sunitinib - bez reakce
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Exprese P-selektinu u kmene WKY potkani 1ééenych sunitinibem nebyla
prokazatelna jako v pifipadé potkanil s isoprenalinem indukovanym poskozenim

cévni stény. Preparaty jsou dobarveny hematoxylinem. ZvétSeni 100X
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8 Diskuze

Sunitinib je cytotoxicka latka, léCivo ze skupiny tzv. malych molekul,
multikinazovych inhibitorti. Pouziva se k 1écbé metastatického adenokarcinomu
ledviny, gastrointestinalniho stromalniho tumoru a k 1é¢bé neuroendokrinnich nadort
pankreatu. Jeho pouziti limituji jeho nezadouci ucinky a to predevsim kardiotoxicita
(Stulc, 2006). Na zékladé studii a klinickych zkusenosti predpokladame, jak negativni
vliv 1é¢iva na myokard, tak jeho schopnost stimulovat patogenezi endotelialni
dysfunkce — prvniho stadia aterosklerozy — vedouci k dal$im kardiovaskularnim
onemocnénim (Bono, Rautiola, 2011; Rixe, Billemont, 2007).

Cilem této rigorozni prace bylo prokazat negativni UCinky sunitinibu na
kardiovaskularni systém nepiimo — laboratorni detekci zvySené exprese P-selektinu
v endotelu aorty potkant, kterym bylo 1é¢ivo podavano. Pouzita imunohistochemicka
analyza toto tvrzeni vSak neprokazala. Nepfitomnost pozitivni reakce P-selektinu
Vv cévnim endotelu potkani poukazuje na skutecnost, ze se nam nepodatilo prokazat
zanétlivé zmény probihajici v cévnim endotelu. Tento fakt podporuje také nepifitomnost
pozitivni reakce VCAM-1 a pouze velmi slaba reakce ICAM-1 a to ve vSech 4
sledovanych skupinach (nepublikované vysledky). Je nutno konstatovat, ze pouzité
chemikalie, roztoky a protilatky i podminky experimentu byly nastaveny vhodné. Nebot’
imunohistochemicka reakce probéhla velmi zietelné u pozitivni kontroly, kterou byly
cévy ziskané z potkantl, u nichz byl pouzit isoprenalin k indukci infarktu myokardu a
endoteliani dysfunkci v aorté.

P-selektin stejné tak jako ICAM-1 a VCAM-1 patii mezi adhezivni molekuly,
které jsou velmi diilezité pro optimalni vyvoj kardiovaskularniho systému a soucasné se
jejich zvySené hladiny nachéazeji v zanétlivé zménénych aterosklerotickych cévach
(Blankenberg, 2003; Krieglstein, Granger, 2001; Merten, Thiagarajan, 2004). Jsou
soucasti trombotickych a aterosklerotickych procestt — napomahaji adhezi a akumulaci
leukocyti k cévnimu endotelu i proliferaci hladkosvalovych bun¢k, jsou vyznamné
pfedevsim v prvnich stadiich aterosklerdzy pfi rozvoji endotelidlni dysfunkce. Solubilni
formy téchto adhezivnich molekul se nachédzeji v séru pacientl s aterosklerotickym
postizenim. Napf. u nestabilnich koronarnich syndromt se zvysuji hladiny P-selektinu

(Krieglstein, Granger, 2001).
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P-selektin je adhezivni molekula ze skupiny selektinii, nachdzi se na povrchu
aktivovanych trombocytii a na endotelidlnich bunkach. Ligandem pro P-selektin jsou
oligosacharidové struktury vyskytujici se hojné na povrchu leukocyti - interakce mezi
P-selektinem a témito strukturami vyrazné zpomaluji a modifikuji pohyb leukocyta
v krevnim ftecisti (Hillis, Flapan, 1998). Nepfitomnost zvysené exprese P-selektinu na
téchto 4 skupindch experimentalnich zvifat vS§ak nevyvraci moznost cévniho poskozeni
a pravdépodobného rozvoje kardiovaskularniho onemocnéni. Pro kardiotoxické ucinky
a negativni ovlivnéni vaskuldrniho systému pii 1€c¢bé sunitinibem svéd¢i mnoho
klinickych studii i laboratornich experimenti. Je mozné tedy ptedpokladat jiny
mechanismus poskozeni endotelovych bunék, nez jakym je zvySend exprese
adhezivnich molekul. Kromé moznosti indukce zanétu, mize sunitinib indukovat také
oxidacni, €1 nitracni stres, piipadné ovliviiovat expresi nckterych vazodilatacnich, ¢i

vazokonstrik¢nich ptisobkd, coz je v souc¢asné dob¢ predmétem dalsiho studia.
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9 Zavér

Imunohistochemicka analyza neprokazala expresi P-selektinu v endotelovych
bunkach aorty u zadné ze 4 zkoumanych skupin zvifat, atkoliv na kontrolnich snimcich
(u isoprenalinem indukovaného poskozeni cévy laboratorniho potkana) exprese
P-selektinu jasné detekovana byla. Nastaveni podminek, pouziti reagencii a protilatek
tedy bylo pouzito vhodn¢.

Neprokazali jsme pozitivni reakci u skupiny SHR potkanti, kterym byl podavan
sunitinib.

Neprokazali jsme pozitivni reakci u skupiny WKY potkanti, kterym byl podavan
sunitinib.

Neprokazali jsme pozitivni reakci u skupiny SHR potkant ani u skupiny WKY
potkand, ktefi dostavali placebo.

Nebyla tedy potvrzena nase hypotéza exprese P-selektinu v cévnim endotelu aorty
potkanii dostavajicich sunitinib. Pfesto - vzhledem ke klinickym zkuSenostem a
mechanismu uc¢inku sunitinibu - mizeme predpokladat vaskularni toxicitu léciva a
postizeni srdecné-cévniho systému u pozorovanych zvifat, coz je predmétem dalSiho

zkoumani.
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Seznam pouzitych zkratek

ABC
ACE
ACEI
AIM
ANF
Apo B

ASCO
BMI
CAMP
CD105
CD62P
CMP
CSFs
CRP
CTLA
DAB
DM
DNA
ED
EDRF
ET
ET-(1-3)
EtOH
GIST
H20;
ICAM

GF
ICHS

avidin-biotin komplex

angiotensin konvertujici enzym

inhibitory ACE

akutni infarkt myokardu

atrialni natriureticky faktor

apolipoprotein B je strukturdlni protein chylomikrond,
lipoproteinit s velmi nizkou hustotou (VLDL) a lipoproteinti s
nizkou hustotou (LDL)
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body mass index

cyklicky adenosinmonofosfat

endoglin

P-selektin

cévni mozkova piihoda

kolonie stimulujici faktory

C reaktivni protein

cytotoxic T lymphocyte-associated antigen; inhibi¢ni molekula
diaminobenzidin

diabetes mellitus

deoxyribonukleova kyselina

endotelidlni dysfunkce

endotelialni relaxaéni faktor

esencialni trombocytopénie

endotelin, silny vazokonstriktor

ethanol

gastrointestinalni stromalni tumor

peroxid vodiku

intercellular adhesion molecules — mezibunééné vazoadhezivni
molekuly

insulin — like growth factor- inzulinu podobny rastovy factor

ischemicka choroba srde¢ni
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IL

ISH
KVO
LAK
LAP
LDL
Lp (a)
LVEF
MCPO

MPO
mm Hg
NaCl
NADHP
NCAM
NET
NO
NOS
oxLDL
PBS
PDGF

PECAM

pNET
PUFA

QT

RGD

RONS
SHR

imunoglobulin (ovy)

interleukin
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kardiovaskularni onemocnéni

lymphokine-activated killers

latency associated peptide

lipoproteiny s nizkou hustotou

lipoprotein A

ejekeni frakce levé komory srdecni

monocyte chemotactic protein - monocytarni chemotakticky
protein

myeloperoxiddza

milimetrd rtutového sloupce

chlorid sodny; stl kuchyiiska

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

nerve-cell adhesion molecule

neuroendokrinni tumor

oxid dusnaty

NO syntaza

oxidované LDL

fosfatovy pufr

platelet derived growth factor - z desticek odvozeny ristovy
faktor

platelet endothelial cell adhesion molecule - destickova adhezivni
molekula

neuroendokrinni tumor pankreatu

polyunsaturated fatty acids — polynenasycené mastné kyseliny
interval na EKG kiivce méteny od zacatku kmitu Q do konce viny
T, odpovida celé elektrické systole komorové svaloviny

sekvence aminokyselin agininu (R), glycinu (G) a aspartatu (D);
zajistuje vazbu na integrin

reaktivni formy kysliku a dusiku

spontanné hypertenzni potkani
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tumor necrosis factor — tumor nekrotizujici faktor
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vaskularni endotelialni rtistovy faktor

receptor pro vaskuldrni endotelidlni ristovy faktor

lipoproteiny s velmi nizkou hustotou

vascular cellular adhesion molecules intercellular adhesion
molecules - vaskularni cytoadhezivni molekuly
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