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Uvod

1. Uvod

PredloZend prace se z#éije na metabolickou drahu arginin-oxid dusnaty (NOjeji
farmakologické ovliviini pii chronickych zagtlivych onemocgnich dychacich cest &ip
akutnim poskozeni plic (ALI/ARDS), které je Zivohrozujici komplikaci u nemocnych
v sepsi. V dychacich cestach ma N@ledité fyziologické regukni funkce, z nichz
nejznandjSi je bronchodilaténi a vazodilateni &inek, zajiséni prednostni perfuze
ventilovanych oblasti plic krvi a inhifni neurotransmise, podilejici se na regulaci
praduskové reaktivity. Vysoké koncentrace NO jsou utwwhny ve fagocytujicich
bunkadch jako sothst nespecifické imunitni obranné reakce proti dyakb

a intracelularnim paratin (Abramson et al. 2001; Lirk et al. 2002; Nahreaar2009).

Mezi chronicka zagtliva onemocani dychacich cest si&adi zejména fiduskové
astma, chronicka obstréki plicni nemoc (CHOPN) a intersticialni plicni pesy. Prvni
dvé¢ zmintnd onemocéni predstavuji zavazny zdravotnicky problém évddu vysoké
prevalence, morbidity a wipadt CHOPN i mortality. Prevalence astmatu u dbggh za
poslednich 20 let vzrostla ze 4 % na 7-10 %.8 de udava az 15 % (GINA, Report
2012). Ve ¥tSine zemi Evropy se prevalence CHOPN pohybuje mezi64oa Sodasné
epidemiologické przkumy vCR ukazuji na 7-8 % (Maly et.al. 2013). db& &chto
onemocgni proto spakebovava vyznamnotast prostedki na zdravotni p#.

Spoleénym rysem pikduSkového astmatu a CHOPN je chronickyétaktery se ale
mezi €mito klinickymi jednotkami |iSi anatomickou lokadzi, mechanizmy vzniku
a podstatou &etré spektra mediatér a burgk Ucastnicich se z&tu. V podminkach
alergického zattu dychacich cest je zdrojem vysokych koncentra®l e vzduchu
vydechovaném sty indukovatelna forma syntazy oxiisnatého (iNOS), ktera je
zvySerk exprimovana v bronchidlnim epitelu po expozicicaéergeim nasledované
naristem koncentrace interleukirt a 13 (King et al. 2004; Zimmermann et al. 2003).
V mensSi mite dochazi k indukci iINOS i v dychacich cestach mamjioh s CHOPN, kde je
hlavnim problémem oxidai stres a zvySena aktivita proteaz. Vysoké komaeatNO a
superoxidového radikalu vedou k tvértperoxodusitanu, silného nitr@ho cinidla.
ZvysSeny oxidéni a nitr&ni stres pispiva k zastu dychacich cest a vede k poskozeni
jejich struktury.

VysSeteni koncentrace NO v dychacich cestach je povabowan diagnosticky

piinosné u osob s atopickym astmatem a s ciliarrkidgzi (Ferkol et al. 2006; Singer et

14



Uvod

al. 2010; Singer et al. 2013) a vyzkum probih& tady jinych plicnich onemoeéni
a dalSich patofyziologickych stav(Birrell et al. 2006; Donnelly 2010; Morris 2007).
Technika ngfeni frakce NO ve vzduchu vydechovaném usty (FEN®) rychla
a neinvazivni. ProSla mezinarodni standardizaci, pnékazany finos @i diagnoze
a monitorovani farmakoterapie alergického (atogichéiiduskového astmatu a stala se
soudsti praxe (Carraro et al. 2010; Donnelly 2010;g8inet al. 2013). Vyzkumnym
trendem vtéto oblasti je vyvoj a validace techrgkhopnych odliSit bronchialni
a alveolarni zdroj NO a tak ziskat informaci orgilekém zastu malych dychacich cest
ato zejména u nemocnychézgim astmatem nedost&teé kontrolovanym inhaknimi
kortikosteroidy. Do této oblasti sifuje naSe pracovidtcdst vyzkumné kapacity, stéjn
jako owtovani ginosu metody na vydeni koncentraci biochemickych indikaior
nitracniho stresu v kondenzatu vydechovaného vzduchu roocmych s chronickymi
onemocgnimi plic (Rih4ak et al. 2010).

Preklinické i klinické studie usilujici o snizenifitpomnosti NO v dychacich cestach
v podminkéach chronického z&n dychacich cest podanim nespecifickych inhilitd©S
nebo latek selektivhinhibujicich INOS poskytly rozporupiné vysledkyg@ngton 2006)
Negativni zaery prinesla dvoji¢ slepa placebem kontrolovana studie s opakovanym
podavanim latky GW271540 (specificky inhbibitor i8S nemocnym s jpduskovym
astmatem po dobu 14 dni. Inhbitor snizil koncemtvgdechovaného NO, ale nagwbil
pokles bronchalni hyperreaktivity v testu s adenezi, metacholinem a figinnym
alergenem ani sniZzenia eozinofili v brochoalveolarni lavazi (Singh et al. 2007).

Akutni posSkozeni plic (ALI) a syndrom akutni decBavsré (ARDS) jsou z&vazné
patofyziologické stavyuzné etiologie s vysokou morbiditou a mortalitoudukce iINOS
a masivni uvoldni NO jsou povazovany za jeden =zklNych faktofi v patogenezi
septickeho Soku s ébovym selhanim, hypoxémii a multiorganovou dysfunk&etns
ALI. ZvySené koncentrace NOripsepsi jsou satésti nespecifické imunity, ale zardgve
jsou zodpowdné za systémovou vazodilataciispbi prozaétlivé a kardiodepresivn
Snahy zadchto podminek potldt syntézu NO inhibitory NOS vedly k nejednoZngm
vysledkim. Po podani neselektivnich inhibiiorNOS doslo ke zvySeni istniho
arterialniho tlaku ale zaroieke zhorSeni plicni hypertenze, sniZzeni &néfeo vydeje
a k prohloubeni tkéové hypoxie (Griffiths et al. 1997; Mitaka et alO9r). Vysledky
preklinickych studii zagfenych na mortalitu a dalSiazité vystupy po podani
specifickych a nespecifickych inhibitorNOS @i sepsi byly také nejednotné, ale
pievazovaly pozitivni zary (De Cruz et al. 2009; Kirkebgen et al. 1999). Zasatbm
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do avah o podavani inhibibrNOS nemocnym v septickém Soku aliénpsla rozsahla
kontrolovana klinicka studie s neselektivnim intobém N-monomethyl-L-argininem,
ktera byla pedcasré ukontena po zaznamenani trendu kasém mortality o 10 % i
srovnani se skupinou s placebem (59 % oproti 4%i%lgdovani po dobu 28 dni) (Lépez
et al. 2004). Jina multicentricka kontrolovana studeprokazala vliv podani stejného
inhibitoru na mortalitu u nemocnych s kardiogenngokem po infarktu myokardu
(Alexander et al. 2007). Hlavnitipinou hypoxémie u &sSiny nemocnych s ALl je
ventilatné-perfuzni nerovnovaha a plicni pravo-levé zkratyolsps nekardiogennim
edémem plic visledku zvySené propustnosti alveolo-kapilarni meémipr Inhalovany
NO byl dlouho povazovan za idealni selektivni valadans, upravujici plicni hypertenzi
a perfazi a zvysujici oxygenaci krve. Tento nazavdpaily pozitivni vysledky
farmakoterapie inhalovanym NO dolozené na experidieith modelech ALl,
ischemického-reperfazniho poSkozeni a po transptamtlic u velkych zvecich drufi
(Ryter et al. 2011). Takéiad klinickych studii bylo pozorovanorechodné (do 72. hod)
zlepSeni oxygenacertipterapii inhalovanym NO u dosjych nemocnych s ALI/ARDS
(Griffiths et al. 2005; Kaisers et al. 2003; Tayletr al. 2004). Systematick&ghledy
a metaanalyzy studii publikovanych v poslednictedet nicmén ukazaly, Ze terapie
inhalovanym NO nesniZzuje mortalitu u désgh nemocnych s ARDS (Afshari et al.
2011). Znan¢ poklesl také zajem o vyuziti farmakoterapie inkaloym NO
v neonatologii. Stegh jako u dosplych nemocnych s ALI/ARDS ani u ventilovanych
nezralych novorozeiics ARDS nebyly ovlivany klinicky dalezZité vystupy jako mortalita,
riziko rozvoje bronchopulmonalni dysplazie a inteakidlniho krvaceni (Dani et al.i 2013).
Jako mozné ifciny jsou zmiovany gechodny charakter pozitivnichéigka NO,
.rebound efekt u nemocnych s plicni hypertenzi, rozvoj heshoglobinémie a toxicita
vysokych koncentraci NO (niitai stres) (Afshari et al. 2011; Gayat et al. 2011)
Poznatky preklinického vyzkumu i klinické studigpeslednich 10 letech upozoli
na vyznam argindz 1 a 2 v patofyziologiiipuSkového astmatu a jinych onemétin
dychacich cest. Arginazy seéut se syntazami NO o spotey substrat arginin, a tak
mohou snizovat tvorbu NO v reakci nané stimuly a ovlisiovat fyziologické procesy,
kterych se dastni (Maarsingh et al. 2008a). Geneticky polynzonfis argindzy 1 souvisi
s atopii a ovliviuje riziko rozvoje pidusSkového astmatu (Li et al. 2006; Salam et al.
2009). Jiné klinické studie prokazaly zvySenou expresiirgtgy v dychacich cestach
astmatiki a jeji korelaci se snizenou plicni funkci (Laraabt2008) a dale popsaly vztah

mezi genetickym polymorfizmem argindzy 1 a intemzitbronchodilaténiho (&inku
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inhalovanych beta2-agonis{Duan et al. 2011). Také u nemocnych s CHOPN #cgys!
fibr6zou koreluje aktivita arginazy s tizi onem&ch (Maarsingh, Pera et al. 2008a).
Interindividualni variabilitu koncentrace vydechagho NO u ¢ti s astmatem ovliwje
krome jinych faktofi i geneticky polymorfizmus iNOS a arginazy 2 (Salainal. 2011).

V preklinickych experimentech zvySovaly inhibitoaygindz dostupnost argininu pro
konstitutivni NOS a tim i fyziologické ochranné€inky NO v dychacich cestach. Na
modelech pkduskového astmatu u malych laboratornichiatvibyl prokazan jejich
bronchoprotektivni a protizétlivy a¢inek. Navic byly inhibitory argindz schopné zabtani
anatomickym zrnam zmsobenym chronickym zétem (remodelace pdusky)
(Maarsingh et al. 2011; Maarsingh et al. 2009; Mmagh et al. 2008c; North et al. 2009).
Zvysena aktivita arginazy 1 v cévnim endotelu jeamé@ do souvislosti s nedostateu
syntézou vazodilata¢ pasobiciho NO enzymem eNOS, tedy eth pispivajicim ke
zvySenému cévnimu tonu a fibrogenezi v myokardematnych s hypertenzi (Bagnost et
al. 2010), k mikrovaskularni dysfunkci koronarniartérii u diabetit (Gronros et al.
2011) a k ischemicko-reperfuznimu poSkozeni myakaadater (Jeyabalan et al. 2008;
Jung et al. 2010). &olik experimentalnich praci nazil@ mozné piznivé ovlivreni
zmirénych patologickych stavinhibitory arginaz (Aristoteles et al. 2013; Duteret al.
2007; Kim et al. 2009a; Kitowska et al. 2008). Ikdel argindzy 1 &inkem bakteridlnich
toxinh se miZze na zaklatl stejného mechanizmu podilet na zvySené propustnost
alveolokapilarni membrany a rozvoji plicniho edémuaemocnych se sepsi a ALI (Lucas
et al. 2012).

Z vySe uvedenych pozndikyplyva, Ze inhibitory argindz podavané systémogbo
inhalani cestou by mohly mitifznivé &inky u akutnich i chronickych onemasri
dychacich cest, v jejichZz patofyziologii ma vyznamankast NO. Strategie né&pmeho
ovlivnéni dostupnosti adinka NO inhibici arginaz by mohla bytfimosna na rozdil od
inhalace NO, pouziti inhibitdrNOS nebo suplementace argininu. Posouzeni vyhtidnos
takového postupu neni mozné bez detailniho studiénzv metabolickych drahach
arginin-NO za patofyziologickych stavs pouzitim vhodnych experimentalnich madel
a dale bez znalosti farmakologického ovéimn tchto drah inhibitory arginaz. DalSi
nemér dalezitou informaci jsou Udaje o osudu inhibitorarginaz v organizmu
a zakladnich farmakokinetickych charakteristikéslgjichz pomoci je mozné raciondin
navrhnout davkovani ve studiich farmakologicky¢mi.

Prvni cast redlozené dizertmi prace popisuje zény v metabolické draze arginin-

NO na modelu akutniho poSkozeni plic navozenéhaebaknim lipopolysacharidem
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u potkana Wistar. Byly provedeny studie expreseotsiidiini a indukovatelné syntazy NO,
argindz 1 a 2 a membranovych transp@r@AT pro arginin v plicni tkani a jatrech na
arovni mRNA a proteinu. Experimentalni prace zalanwsledovani koncentrace
vydechovaného NO a argininu v plazmm tekutirt z bronchoalveolarni lavaze. Model byl
dale charakterizovdn pomoci biochemickych uka#atetopustnosti alveolokapilarni
membrany, Htomnosti bumk zarétu a indikatoé oxidainiho a nitréniho stresu
v dychacich cestach. Dal&fast prace vyuziva vySe popsané metodickéstypy

k charakterizaci modelu ovalbuminem indukovanérergatkého za&ftu dychacich cest
u potkana Brown-Norway. i€ti ¢ast prace uvadi vysledky farmakokinetickych studii,
zameétenych na davkovou zavislost farmakokinetiky intohit arginaz N-hydroxy-nor-
argininu (norNOHA) a biologickou dostupnost u patiaVNistar po jednordzovém podani
intravendzni a intraperitonedlni cestou a intralaformou aerosolu. V ramci studie byl
identifikovan metabolit latky. Jina farmakokinetickstudie se zagtila na opakované
intraperitonealnim podani a 2ny plazmatickych koncentraci aminokyselin.
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2. Uvod do problematiky

2.1. Praduskové astma

Praiduskové astma (AB) je onemader spojené s variabilni bronchidlni obstruktadi se
mezi chronickd zastliva onemocgni dychacich cest, jejichz prevalene cetbawe
vzrista. Mize se manifestovat v jakémkolivéku. Chronicky za#& zpasobuje
hyperreaktivitu phkduSek, tj. pehnané zuZovani nauzné stimuly. PRiduSkova
hyperreaktivita se projevuje charakteristickymi gyomy AB: epizodami piskét pri
dychani, dusnosti, tlakem na hrudi a kasSlem. Bntird& bronchialni obstrukce e vést
az k akutni dechové tisnifipsilné akutni exacerbaci onemeain (astmaticky zachvat)
a ohrozit pacieritv Zivot (GINA, Report 2012)Bronchialni obstrukce je nigstji
reverzibilni a odezniva spontannebo po Iéb¢ (Ulrik 1999; Zimmermann et al.2006).

Na vzniku atopického AB se podileji genetickd pspdeice, specifické faktory
prostedi (alergeny zevniho prastli) a nespecifické faktory prostli (kodeni, pasivni
koureni, infekce, znasténi ovzdusSi aj). Ndist prevalence alergie a atopického AB ve
vyspilych zemich podle hygienické hypotézyasti souvisi i se zlepSenim hygieny
a snizenim fenosu infeknich chorob. U predisponovanych jedindochazi zaéchto
podminek k pesmyku z Zadoucigk na vystugiovanou T, imunitni reakci.

V sowasnosti je AB povazovano za heterogenni skupinmongni. Mluvi se spiSe
o syndromu. Jednotlivé fenotypy astmatu jsou chiaredovany rozdilnym typem zéiu,
ktery se projevuje odliSnymi Klinickymi ffznaky, jinak reaguje na protizéhvou
farmakoterapii, lisi se pbéhem onemocii a jeho progndézou. Ngjstji se jedna
o eozinofilni zast u atopického (alergického) AB, ktery lze @Sp potlit
farmakoterapii inhatanimi kortikosteroidy (Townshend et al. 2007). Hlaanbuikami,
které se dastni zawtu v dychacich cestach nemocnych s AB, jsqy-lymfocyty,
eozinofilni granulocyty a Zirné bBky (Maarsingh et al. 2008b). Ménse uplaiuji
neutrofilni a bazofilni granulocyty. Charakteri&ége zvySena tvorba Iggrotilatek.

Casné faze astmatické reakce se projevuje akutmichedonstrikci, kterd se rozviji
v reakci na vyvolavajici podhvelmi rychle. Plicni funkce se snizujéhem minut a jeji
maximalni pokles obvykle nastava do 30 minut. Baiofogickou podstatou je alergenem
vyvolané a IgE protilatkami zprasdkované uvokni zarétlivych mediatod (histamin,
adenozin, proteolytické enzymy, prostaglandiny, kédteny, faktory chemotaxe,
kyslikové radikaly aj.) z zirnych bgk a makrofad. Ty poté zpsobuji kontrakci hladké
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svaloviny piiduSek, stimuluji aferentni nervy, produkci hlenazedilataci a uvdlovani
tekutiny z krevnich kapilar (otok gpdusky). ZuZuje se fsvit pridusky a k menSi
prichodnosti dolnich dychacich cesispivaji i hlenové zatky.

Béhem pozdni faze astmatické reakce, ktera je rozhmgwo chronické AB, uvaluji
aktivované biiky struktur dychacich cest cytokiny a chemokinyfiéahuji do dychacich
cest buky zarttu (zejména eozinofily, bazofily, lymfocyty a moryby), které se hromadi
v dychacich cestach. Tento proces vyznamwliviuji endotelialni adhezivni molekuly.
Tho lymfocyty (CD4) uvoliuji prozawtlivé cytokiny IL-5, -9, -10 a -13 (obrazek 1).
Zejména interleukiny IL-4 a IL-13 jsou nachazeny wgsokych koncentracich a jsou
povazovany za centralni regulatory ceédsly patofyziologickych procés probihajicich
u nemocnych s AB (Zimmermann et al. 2006). Zvy¢Spfitomné a aktivované liky
zaretu uvohuji mediatory poSkozujici bronchialni epitel d@stové faktory, které
vyvolavaji hypertrofii hladké svaloviny. Mizasinkovy epitel, proliferuji fibroblasty a v
bazalni membrén se uklada kolageniimZz dochazi k postupné remodelaciiqusky
(Maarsingh et al. 2008b; Snell et al. 2008; Zimmemm et al. 2006). Dlouhod&b
nedostaténa protizastliva farmakoterapie vede k rozvoji strukturalnicamen
a k progresivnimu a mnohdy trvalému snizeni pliamkce a také rive zmisobit fixaci
hyperreaktivity pidusek.

Pri alergickém astmatu byla v plicni tkani, krénmnoha jinych zmén v genoveé
expresi, prokazana vyrazimdukovana exprese giepro membranovy transportér argininu
CAT2 a arginaz Argl a Argll (Zimmermann et al. 200Ba zaklad vysledki recentnich
studii se Ize domnivat, Ze Zny v metabolizmu argininu (L-Arg), vedouci ke zvyge
syntéze polyamiin a L-prolinu a ke snizené produkci NO konstitutmnsyntadzami NO
s ochrannou Uulohou, mohou byfileZité i @i remodelaci pkdusky a p zmeénach

praduskoveé reaktivity, které jsou charakteristické B (Maarsingh, et al. 2008b).
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Obrazek 1:Senzitizace dychaci cest po kontaktu s alergenkgk aprostedkovan&asna a pozdni faze astmatické reakce
u atopického (alergického) astmatu.

Senzitizace alergenem

Zdrave dwchaci cesty

Alergenem spusténé astma

= =
VY Em’;:npusmosﬁ bazefil eozinofil
——- - &
Bronchokonstrikce bloudivy nerv ) ; hladka svalovina { neutro /

casna faze (minutv) pozdni faze (hodiny)

Vyswtlivky: ECP...eozinofilni kationicky protein; GM-ES.faktor stimulujici kolonie granuloayg makrofag; IgE...imunoglobulin E;
IgE Fc...vysokoafinitni receptor pro IgE; IL...interlény; MBP...hlavni bazicky protein;Z...T- pomocny lymfocyt
Pirevzato a upraveno z: http://medicinembbs.blogsp/@0d 1/02/asthma-and-its-types.html
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2.2. Akutni poSkozeni plic a syndrom akutni dechove tig

Akutni poskozeni plic (ALl) a jeho zavajdi forma syndrom akutni respéra
tisre (ARDS) sefadi mezi syndromy difuzniho poSkozeni plicniho pargymu zfisobené
raznymi lokalnimi nebo systémovymi inzulty. Spaigm rysem vSech forem ALI/ARDS
je nakistajici propustnost alveolo-kapilarni membranyr&teede k tomu, Ze jsou alveoly
postupi zaplavovany tekutinou bohatou na protein (edén).dale dochazi ke zvySené
infiltraci neutrofili, makrofag a erytrocyt a také ke zvySené expresi progéaych
mediatoti v alveolech, plicnim endotelu a cévach, coz vepigiéh zarktlivéemu poSkozeni
(Jansson et al. 2005; Maniatis et al. 2008; Roted. 009; Villar et al. 2012; Wang et al.
2008).

Priciny vzniku ALI/ARDS se formala déli na gimé (primarni, plicni) a népné
(sekundarni, mimoplicni). Zafipné @iciny jsou povazovany takové faktory a stavy, které
pusobi gimo na plicni parenchym (inhalace drazdivych plynpar, aspirace, nevhodna
plicni ventilace aj.). Ngfimé g@iciny zahrnuji nap: sepsi a trauma, intoxikacicigy,
sekundarni poSkozeni po primarnim postiZzeni jinélganu (srdce, pankreas, jatra...)
expozici endotoxiim aj.. Polovina vSechifpadi vyskytu ALI/ARDS je davana do
souvislosti se sepsi a endotoxiny, 25 % se ropdjitraumatech ffipadré aspiracich
a zbylych 25 % spada na vrub intoxikaceéivg, inhalace koie, plicni kontuze apod.
(Lessa et al. 2008; Wang et al. 2008).

V klinické praxi se spoluuplatije celd Skala faktér a to niize pacienty &init
vhimawjsi k riziku rozvoje ALI/ARDS. Nap u pacieni s polytraumaty rize ALI/ARDS
vyvolat tukova embolie, krevni transfuzenozokomialni nakaza. U paciénse sepsi se
jako vyvolavajici piciny mohou sdruzit endotoxémie, ventilatorova pnenma gipadré
inhalace vysSich koncentraci kysliku aj. (Maniatsal. 2008). | fes pongrné dolre
znamou patogenezi ALI/ARDS a intenzivni pédpu I&bu se mortalita pohybuje mezi
40-65 % (Jansson et al. 2005; Krafft et al. 199&nMtis et al. 2008; Nie et al. 2013;
Villar et al. 2012; Wang et al. 2008).

Toxiny vyvolavajici ALI/ARDS mohou byt bakteriahm, virového ¢i
kvasinkového fivodu. Nejagresiwjsi jsou vtomto ohledu bakteridlni endotoxiny
lipopolysacharidy (LPS) produkované gram negativnbakteriemi. Tyto endotoxiny
vedou nejen k rozvoji ALI/ARDS, ale upfatji se v etiologii multiorganového selharii p
sepsi (Jansson, Eriksson and Wang 2005). Po inhBR8 dochazi u lidi ke snizeni

objemu usilovi vydechnutého objemu za prvni sekundu (PEUsilovné vitalni kapacity
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plic (FVC) avitalni kapacity plic(FV). Dale dochazi ke zvySeni migrace, aktivaci
a uvohovani proza#livych mediatoti z neutrofiti (Maniatis et al. 2008; Thorn 2001).
Endotoxemie velmi brzy vede k poklesu parcialnitakut kysliku v krvi (pQ),
progresivnimu sniZzeni plicni elasticity a #stu rezistence (Jansson, et al. 2005).
U experimentalnich modekzpisobuje intratrachealni aplikace LPS printakutni plicni
zaret a AL, které je charakterizovano aktivaci makgif& alveolech, infiltraci neutrofil,
plicnim otokem a zvySenou produkci progfimych mediatoé. Kromg¢ jinych enzyni je
indukovana exprese a aktivita INOS, coz se progwdlkym naiistem koncentrace NO
v dychacich cestacfNie et al.2013; Sanz et al. 2005). Mnohé vySe ao@sdje jsou
povaZzovany za spaleé rysy €chto preklinickych modél a Kklinického obrazu
ALI/ARDS.

2.3. Biochemie oxidu dusnatého a jehodinky v dychacich cestach

Uloha NO a jinych reaktivnich dusikatych latek (RNS$ patofyziologii plicnich
onemockni je jiz delSi dobu i@dmeétem intenzivniho vyzkumu.iBd vice nez 20 lety byl
NO povazovan pouze za Skodlivinu, ktera ohrozuyethi prostedi. V roce 1987 bylo
prokazano, Zze NO je ve skutmsti latka dive ozn&ovana jako endotelialni faktor
vyvolavajici vazodilataci. Od té doby stale stopp&et wdeckych pracifinaSejicich dalSi
piekvapivé objevy o funkci NO v organizmu. V roce &9Byly tyto objevy ocetny

Nobelovou cenou za fyziologii a léistvi (Moncada et al. 2006).

2.3.1. U¢inky oxidu dusnatého

NO je signalni molekula, ktera seastni mnoha fyziologickych prodesjako jsou
vazodilatace (NO p#&tmezi velmi silné vasodilatai faktory), gfenos nervovych vzruéh
(inhibicni neadrenergnni necholinergni neurotransmise, i@ANinhibice agregace
destiek, aktivace neutrofil a ovlivreéni jejich adheze (Durante et al. 2007; Zimmermann
et al. 2006). V dychacich cestach ma Kgu vyznmanych regulaich funkci, z nichz
nejznangjSi je ovlivreni tonu hladkého svalstva g@lusek a cév. NO je hlavnim
neurotransmiterem INANC systému u lidi a gdar Vysoké koncentrace NO jsou
duleZitou sodasti imunitni reakce jako séést obrany proti infekci (aktivace leukotyt

a nadorovému bujeni (iniciace apoptozy) (Jung,lef@10). Ri zajiS€ni nespecifické
imunity je NO produkovanievazrt alveolarnimi makrofagy, v nichz je indukovan enzym
INOS. Takto uvolané vysoké koncentrace NO maji cytotoxicky efekt in@adujici
bakterie a parazity, podporuji bismou sekreci cytokiin a zvySuji cyklooxygenazovou
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aktivitu (Moali et al. 2000; Yang et al. 2002). \o&® koncentrace na jednu stranu chrani
plice ged infekci, ale na druhé steatyto procesy zhorsuji zé&nprobihajici v plicich a to
z divodu zvySeného oxidaiho a nitréniho stresu (Yang et al. 2002).

NO je mala nenabitd molekula, ktera velmi rychleigluje z mista vzniku a pronika
snadno bu&nymi membranami. Vzhledem ke své radikalové povpzdaké velmi
reaktivni a ma kratky biologicky palas (1-5 sekund) (Zimmermann et al. 2006). Rychle
se vaze nauena cilovd mista, zejména kovy v molekulach hemmetaloenzym.

V télnich tekutinach NO velmi rychle reaguje s radikaiejména se superoxidovym
radikdlem za vzniku reaktivniho a toxického peraxgithnu nebo se vaze na nizko
a vysokomolekularni latky obsahujici thiolové skypi(glutation, albumin) a jiné

molekuly.

Jak ukazaly preklinické experimenty (Dupuy et a®92; Hogman et al. 1993)
a klinické studie s nemocnymi s astmatem, inhalgpv&fO ma ve srovnani s beta2-
agonisty pouze velmi mirny bronchodil&ta inek. Také perordth nebo inhaléné
podany L-arginin neovlivnil plicni funkci (FEY a vedl pouze k mirnému @#gzhodnému
naristu koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu (Kheoitet al. 1995; Sapienza et al.
1998). Podani nespecifickych inhibitoL-NAME, L-NMMA) aiNOS specifickych
inhibitord  (SC-51, MU) zfsobilo rychly avyrazny pokles koncentrace NO ve
vydechovaném vzduchuiipemz plicni funkce (FEY se nezrénila (Hansel et al. 2003).

Naopak vyraznym zZisobem NO ovliiuje reakci dychacich cest na nespecifické
i specifické bronchokonstréki  stimuly. Bronchokonstrini  (¢inek metacholinu,
histaminu, bradykininu a adenozinu je mozné sniialaci NO a podanim L-argininu
(Kacmarek et al. 1996) nebo naopak zesilit snizetdstupnosti NO v dychacich cestach
pomoci inhibitoru NOS (Ricciardolo et al. 1996; Tayet al. 1998). Z&uy cetnych studii
dokladaji bronchoprotektivnicinek NO u zviat i ¢lovéka, ktery se dostavuje velmi rychle
a je zprostdkovan konstitutivnimi formami NOS (cNOS). PodN®S a eNOS na
ochranném ¢&nku neni zcela objagn a pravdpodobrg se liSi mezi jednotlivymi
zvirecimi druhy a mezi ziaty aclovékem (Redington 2006). Bronchoprotektivriiinek
NO se snizuje u nemocnych &3$im stupam priduskového astmatu afipakutni

exacerbaci vyvolané alergenem (Ricciardolo et@D.12.
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2.3.2. Syntazy oxidu dusnatého (NOS)

NO vznikd z aminokyseliny L-argininu syntazami NRQS) a jeho bu#tna produkce je
zavisla na dostupnosti L-argininu (Sonoki et a7 Enzymatick& oxidace L-argininu na
L-citrulin a NO zahrnujeienos 5 elektrain z kysliku a NADPH. Jde o sled dvou
monooxygenazovych reakci, kde meziproduktem ‘jehroxy-L-arginin (NOHA), ktery
ma zarove vlastnosti inhibitoru arginaz (Bratt et al. 20Maarsingh et al. 2008b).
Sumarni chemické rovnice je nasledujici:

L-arginin + NADPH + H + O, - NOHA + NADP" + H,0

NOHA + % NADPH + ¥ H + O, — L-citrulin + %2 NADP + NO + HO

Byly popsanyit rizné formy NOS, které se liSi tkdvou expresi, mnozstvim NO,
které produkuji, a také v akti&aim a regulénim mechanizmu. Konstitutivni formy cNOS
zahrnuji eNOS (endotelialni, NOS3) a nNOS (neumndNOS1). Jsou exprimovany
kontinualré, maji receptora¥ fizenou aktivitu, tvéi velmi rychle (v fadu sekund)
kratkodobé pulzy nizkych koncentraci NO na femtamdl az pikomolarni arovni, které
pusobi gevazrié lokalré. Pro jejich aktivaci je nutnarfpomnost intracelularniho kalcia
a kalmodulinu. Aktivita nNOS je dale regulovanaftwglaci serinovych a threoninovych
mist v molekule enzymu. Naopak indukovatelna foriN®S (NOS2) s transkrime
fizenou aktivitou tvii vysoké koncentrace NO (nanomolérni koncentrdde)¢ naiistaji
pomaleji (viadu hodin), fisobi vSak po delSi dobu a uplaji se hlave pii imunitni
a zartlivé odpowdi (Bratt et al. 2011). Enzym iNOS ma vysokou datirke kalmodulinu
(v podstat trvale vaze kalmodulin) a je relat&mezavisly na koncentraci intracelularninho
kalcia. Stejg jako cNOS vSak pro svou aktivaci vyZzaduje trarmki aktivatory:
nuklearni faktor-kappa B (NKB), aktivatorovy protein (AP1) a transkéip faktor
(STAT1a). Enzymovy komplex NOS vyzadujeimmnost NADPH (redukovana forma
nikotinamid-adenindinukleotid fosfat@,, BH, (tetrahydrobiopterin), FAD (flavin adenin
dinukleotid a FMN (flavin mononukleotid) v roli kaktori (Moali, et al. 2000).

VSechny ti izoformy Ize nalézt v dychacich cestach a jsopopeny do regulace
plicni funkce (Zimmermann et al. 2006). NO produkoy konstitutivnimi formami méa
bronchodilatani, vazodilatani a bronchoprotektivni dinek. Vazodilatace probiha
mechanizmem aktivace cytozolické guanylat cyklamsgledované zvySenim koncentrace
cyklického guanozinmonofosfatu (cGMP, druhy posktgry aktivuje proteinkinazu G,

kter& fosforylujefadu proteift ovliviiujicich koncentrace volného €ar buice a citlivost
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k jeho &inkam. K relaxaci hladké svaloviny vede sniZeni inthaléeni koncentrace kalcia
nékolika mechanizmy (inhibice kalciovych kanalypu L, stimulace Cd ATPazy aj.),
stimulace kalcien¥izenych draslikovych kanal(hyperpolarizace membrany), aktivace
fosfatazy lehkychtettzci myosinu vedouci Kk jejich defosforylaci a dale smizvnimavosti
kontraktilniho aparatu ke kalciu (Getz et al. 200Barsingh et al. 2008b; Meurs et al.
2000; Morris 2007; Takahashi et al. 2010).

Enzym iNOS je exprimovan vetgire tkani a exprese je indukovana v odxiv
na prozastlivé cytokiny TNFe, interleukin-B, y-interferon a bakterialni LPS
(Ricciardolo et al. 2004). Indukce enzymu dosahmexima za #kolik hodin po
spousdtjicim stimulu a petrvava v intervalu hodin az @inSignalni drahy LPS indukované
exprese INOS zahrnuji interakci LPS navazanéh@aeeificky protein s receptorem CD14,
ktery po aktivaci interaguje s TLR-4Tgll-like 4 receptor) a pomocitady solubilnich i
membranov vazanych regutaich proteifi uvnitt buiky aktivuje transkripni faktor
NF-kB. Prozastlivé cytokiny uvolréné z infikovanych buk zvysSuji expresi iINOS po
aktivaci gisluSnych cytokinovych receptol signalnich drah vedoucich k oviém NF-
KB nebo kinaz a transkripich faktofi JAK-STAT (Reed et al. 2001).

Konstitutivni formy cNOS femeénuji L-Arg na NO a L-citrulin za fitomnosti
kysliku v dvojfazové biochemické reakcii Redostatku L-Arg a/neboripnedostatku Bhi
dochéazi k procesu, ktery se nazyva rozpojeni (k anmcoupling). Pritom vznikaji
superoxidové radikaly, které ve velmi rychlé reak®O generuji peroxodusitan.

V piipadt INOS dochazi ke stejnému jevu pouze nedostatku Bl a nikoli i
samotné sniZzené dostupnosti L-Arg. Podle jednéomitge v pipac INOS za vznik
superoxidoveho radikalu odp&ina oxygenazova doména enzymu na rozdil od cNGs, kd
je to flavin-vazajici reduktdzova doména (Xia etl®198a; Xia et al. 1998b). Tento rozdil
v katalytickych mechanizmech ma prépddobr vyznam pro antimikrobidlni vlastnosti
vysokych koncentraci NO (Bratt et al. 2011).

V dychacich cestach bylatitpmnost a aktivita INOS prokazana v epitelialnich
bunkach pfidusek, sekrmich buikach, v makrofazich, neutrofilech a Zirnychikéch.
Endotelialni formu NOS lze nalézt v cévnim endotelu epitelialnich bitkach dychacich
cest a enzym nNOS v neadrenergnich a necholinérgmieuronech. Imuno-
histochemickymi technikami byla v epitelutupiusek u nemocnych s nekontrolovanym
praduskovym astmatem prokazana nejen zvySena expxe38, iale i naist koncentrace
nitrotyrozinu jako bioindikatoru niteaiho stresu (Hammermann et al. 2001; Zimmermann
et al. 2006).
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NO tvaeny enzymem iNOS (Obrazek 2) hrajélekitou roli v patofyziologii
aleregickych, zaslivych i autoimunitnich onemoeéni a to nejen v dychacich cestach.
(Yang et al. 2002). Hladina exhalovaného NO jefima tizi zagtu. Exhalované NO je tak
mozné pouzit jako biomarker k posouzeni zavaZznastimatu a &inku protizartlive
farmakoterapie (Bratt et al. 2010;Zimmermann &Ql6). Zimmermann a spolupracovnici
prokazali, ze exprese INOS je signifikahitavySena v dychacich cestach postizenych
astmatickym zattem. Z vysledku usoudili, Ze INOS se hlavnérou podili na ndistu

exhalovaného NO jak ¢tlovéka, tak u zviat (Zimmermann et al. 2006).

Obrazek 2: Syntéza NO indukovatelnou formou NOS.

Mikrobialni

Pronetive (@) o P e
cytokiny: IL-1.6, = 0 : komplex
TNF-o 6 e
(X NADPH
— oxidaza

receptory

M fanlepenich /

faktoni: NF-«B. IRF1.

0,+ NADPH
STAT1

| / |
| [ iNOS

I'|\ k promotor
\'\ \ Jadro

f.

Vyswtlivky: CD23..nizkoafinitni receptor pro IgHgE...imunoglobulin E; IL...interleukin;
iINOS...indukovatelna syntaza oxidu dusnatého; IRFierfaron regul@ni protein;
L-Arg...L-arginin; NF«B...nuklearni faktor-kappa B; NO...oxid dusnaty; NADRikotinamid-
adenindinukleotidfosfat; NADPH...redukovana formaotilkamid-adenindinukleotidfosfatu;
O,...superoxidovy radikal; ONOOQO.peroxodusitan; PRRs...motiv rozpoznavajici recgpto
STATL1...pevodniksignali a aktivator transkripce L TNF-a...tumory nektortizujici faktow
Pirevzato a upraveno z: Abcam nitric oxide poster 24009,
http://docs.abcam.com/pdf/cancer/nitric_oxide_sigmapdf)

Naopak jini auti poukazuji na skutaost, Ze klinické testy s inhibitory NOS u pacient

s astmatem i#nesly rozporuplné vysledky. Uloha NOfipexacerbaci astmatu je
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praviEpodobre mnohem komplext)Si, nez se iedpokladalo (Bratt et al. 2011).
V podminkdch chronického zé&n dychacich cest maji vysoké koncentrace NO
a peroxodusitanu negativni dopad zejména svym pétaéym pasobenim a poskozenim

struktur dychacich cest (Zimmermann et al. 20G&tz et al. 2006).

2.3.3. Vyuziti vySetieni koncentraci NO a jinych latek i diagnéze a sledovani
terapie onemocrni dychacich cest

Pfi vyzkumu zangieném na &eni koncentraci bioindikatbrzarétu bylo zjiS€no, Ze u
nemocnych s chronickym z&tvym onemocnim dychacich cest je na lokalni
i systémové urovni zvySena koncentrace biochemltkyediatoi a indikatofi zaretu,
oxidatniho a nitréniho stresu. Naskytla se tak moZnost analyzou dickgch vzorki

z dychacich cest ziskat informace o charakteru tenaik patologickych proces
v dychacich cestach.

Detekce NO ve vydechovaném vzduchu vyuzZiva skast, Ze v plynné fazi
NO je mozné it v pribéhu vydechu nebo dokonce po kratkodobém uschovarkwz
vydechnutého vzduchu ve vzduckmtém balonu. Koncentrace vydechovaného NO jsou
vySSi u osob s atopickym astmatem, odrazeji interZArétu a koreluji s vysledky jinych
vySeteni, jako jsou p&et eozinofili v indukovaném sputu a koncentrace IgE (Moncada et
al. 2006; Redington 2006). Velkou vyhodou vy8et NO je neinvazivnost,
opakovatelnost, relativni snadnost a okamzita gostst vysledku.

Koncentraci NO v prdusSkach je mozné zjistit také répo biochemickym
vySetenim koncentrace jeho metabwlit(dusitany/dusinany NOX, nitrotyrozin,
nitrozothioly) v kondenzéatu vydechovaného vzduchsupernatantu indukovaného sputa
nebo ve vzorcich tekutiny z bronchoalveolarni lavdBAL). V téchto biologickych
vzorcich se dale podi stanovit napiklad metabolity kyseliny arachidonové (leukotrieny
B4, C4, D4, E4, prostaglandin E2, tromboxany indxB,, 8-izoprostan), interleukiny,
TNF-a, peroxid vodiku, adenozin, biogenni aminy, protgiako eozinofilni kationicky
protein (ECP) a dalSi latky (Belvisi 2004; Dweik at 2001; Kharitonov et al. 2001).
Priklady vybranych latek, které byly zkoumany, jakatgncialé vyuzitelné bioindikatory

plicnich onemockni jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1: Priklady latek potenciath vyuZzitelnych jako bioindikatory plicnich
onemoceni.

eikosanoidy a jejich metabolity
leukotrieny B, C4, D4, E4
prostaglandiny £
tromboxany (nap TxBy)
8-izoprostan

proteiny
ECP a ECX
interleukiny (IL-13, IL-6, IL-5 aj.)
GM-CSF
ICAM-1
endotelin-1
TNF-a
enzymy (glutation peroxidaza, matrix metaloproteamutrofilni elastaza
aj.)

biologicky aktivni aminy a jiné latky
katecholaminy
histamin
serotonin
adenozin

indikatory oxida¢niho stresu
malondialdehyd
peroxid vodiku
4-hydroxy-2-nonenal
glutathion

indikatory nitra¢niho stresu
dusknany/dusitany
nitrotyrozin

plyny
oxid dusnaty
oxid uhelnaty
etan, pentan

Vyswtlivky: ECP...eozinofilni kationicky protein; EXP...@mfilni protein X; GM-CSF...faktor
stimulujici rist kolonii granulocyt a makrofag; ICAM...mezibuand adhezivni molekula; TNF-
a...tumor nekrotizujici faktor alfa; TxB2...tromboxan B2
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2.4. Metabolicka drdha argin-oxid dusnaty

L-arginin (L-Arg) je polarni semiesencialni amingkyina s bazickou guanidinovou
skupinou v postranniifetzci (Obrazek 3). ¥tSina burk v lidském organizmu je schopna
syntetizovat L-Arg. Bes tuto skuténost je externi transport L-Arg do iy primarnim
mechanizmem regulujicim intracelularni koncenteaminokyseliny (Schwartz et al. 2003)
Stala koncentrace L-Arg v extracelularni tekéfj@ udrzovana procesy zahrnujicintigun
potravou, syntézu z L-ornitinu v jatrech a z Ldiitnu v ledvinach. Exogeni zdroje L-Arg
jsou velmi dilezité v ditstvi pro fist a dale p vysoké z&tZi organizmu nebo nappro
dobré hojeni ran (Lortie et al. 2000).

Obrazek 3:Chemické struktura L-argininu.

Metabolizmus L-Arg (Obrazek 4) je ztr& komplexni. Arginin slouzi jako substrat
pro fadu enzym a je zapojen v mnoha biochemickychjich, jako jsou syntéza NO,
proteini, maoioviny, polyamini, prolinu, glutamatu, kreatininu a agmatinu (Brattal.
2011; Maarsingh et al. 2008b; Watts et al. 201MyS&né koncentrace kreatinu jsou
spojovany s rizikem hyperreaktivity dychacich cest s naifistem pdétu eozinofifi
v dychacich cestach. Agmatin je slaby inhibitor NG&itamin je prekurzorem pro
y-aminomaselnou kyselinu (GABA) a glutathion. &tyto latky zvysSuji produkci hlenu
plicnim epitelem a zarovie piasobi jako antioxidanty. L-Arg je zapojen i v proges
remodelace plicni tk&na to ges produkci L-prolinu a polyamin(petruscein, spermidin
a spermin). Prolin je z L-ornitinu syntetizovan \dvoufazové enzymatické reakci
katalyzované ornitin aminotransférazou (OAT) a plnr5-karboxylat reduktdzou. Prolin
je prekurzor pro syntézu kolagenu. Ornitin dekagtdiza (ODC) vede k metabolickym
drahdm syntézy polyamin které podporuji buftnou proliferaci strukturnich bk
dychacich cest. Polyaminy mohou takéspivat k indukci exprese génzapojenych
v buré¢né proliferaci a to podporou histon acetyltransfgréPolyaminy jsou @lezitym
regulatorem buitného cyklu, proliferace, diferenciace a apoptozekyBratt et al. 2011,
Maarsingh et al. 2008b). VSechny metabolity vzrdiag L-Arg mohou ovlivnit rozvoj

a pribeh astmatu i celéady dalSich onemoe¢ni dychacich cest.
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Obrazek 4: Metabolizmus L-argininu.

arginino ASL ADC
g ' \ L-arginin agmatin
sukcinat fummarat T \C02
. O, « urea R
NP ‘&
aspartat
O1C kreatin
citrulin ey
ornithin
| s %
i o (&
karbamyl-fosfat
L-prolin polyaminy
. l
glutamat .
putrescin
spermidin
syntéza koleganu spj[rmm
diferenciace a rust bunek

Vyswtlivky:ADC...agmatin dekarboxylaza; AGAT...agmatin sfandza; Arg...arginin;
ASL...argininsukcinat lydza; ASS...argininsukcinatagent CQ...oxid uhleity; NO...oxid dusnaty;
NOS...syntaza oxidu dusnatéhg; Okyslik; ODC...ornitin dekarboxylaza; OTC...ornitin
transkarbamoylaza; OAT...ornitin aminotransferaza

Za patologickych stay jakymi jsou nap snizena funkce ledvin, trauma a &an
muze byt dostupnost L-Arg nedost&t@ pro zaji&tni vSech metabolickych pochind
V takovém pipact dochazi k nerovnovaze mezi katabolickymi a anakgini reakcemi,
kterych se L-Arg Gastni s tim, Zeipvazuji spiSe reakce katabolického charakteru t(Btat
al. 2011; Maarsingh et al. 20088nizena koncentrace L-Arg byla pozorovanarnap
v dychacich cestach u mysi s alergickym ét&m po podavani ovalbuminu (OVA).
U pacienti s astmatem je koncentrace plazmatického L-Argim&z u zdravych osob
(Morris et al. 2004b; Riccioni et al. 2012).

Rada studii se zabyvala vyznamem suplementace L{Brgler et al. 2005;
Chatterjee et al. 2007; Lin et al. 2005; Morris @t 2004a; Yoon et al. 2005).
Vysledky €chto studii naznalji, Ze ginos suplementace L-Arg je Zim& kontroverzni
a velmi zavisly na typu onemadm. U plicni hypertenze paciénse srpkovitou anemii
mélo podavani argininu pozitivni ¢inek. Naopak u pacieint s astmatem nebo
autoimunitnimi onemoamimi nebyl po podani argininu zaznamenan Zadnyznjrafekt.

U hemodynamicky nestabilnich pacieniiZze mit podavani L-Arg naopak zavazne

nezadouci &inky, které mohou vést az k umrti (Chatterjee e2@0D7; Zimmermann et al.
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2006). Z vySe zmignych studii vyplyva, Ze zémy v metabolické daze arginin-NO po
podéani L-Arg & uz v potra¥¢ nebo inhaléni cestou ovliviuji celoutadu d&ji a to nejen

v dychacich cestach a mohou mit pozitivni i negatdopad na zdravotni stav (Maarsingh
et al. 2008b; Zimmermann et al. 2006). Na druhoanst snizena dostupnost L-Arg a NO
produkovaného cNOS ime také ufitym zpisobem pispivat k vzniku a rozvoji plicniho
zaretu. Enzymem eNOS syntetizovany NO ma schopnoskma zat tim, Ze potlauje
aktivaci nuklearniho faktoru NEB, a tim iexpresi INOS a zéifivych cytokini
(Maarsingh et al. 2008b).

2.4.1. Membranoveé transportéry pro L-arginin

Prostup aminokyselin ¥{ps bugcnou membranu je zajisvan pomoci fislusnych
membranovych transportnich proteiftransportéry). Transportéry pro aminokyseliny lze
tiéidit na zaklad jejich substratové specifity, transportniho medéran a regulénich
vlastnosti. Aktivita transportérse néni vlivem riznych stimul, jako je nap koncentrace
aminokyselin. L-Arg, ktery p&t mezi kationické aminokyseliny, i#e vyuZzit transportéry
y', o', By a yL (Schwartz et al. 2003). Transportéry’,bBy" a YL transportuji jak
kationické tak nenabité aminokyseliny. Transportéyy systému, takzvané CAT
transportéry (z angl. cationic amino acid transporter3* jsou nezavislé na Na
vysokoafinitni, exprimované v mnoha iik&ch organizmu a specifické pro transport
kationickych aminokyselin detrg L-Arg. Rada autok povazuje CATtransportéry za
hlavni transportni systém pro L-Arg (Obrazek 5)\(&eet al. 1998; Hammermann et al.
1999; Maarsingh et al. 2008b; Schwartz et al. 2@d@&mermann et al. 2006).

CAT jsou membranové glykoproteiny sgrnacti transmembranovymi segmenty
(Closs et al. 2004V yskytuji se ve 3 izoformach CAT1, CAT2 a CAT3jgemz CAT2 se
dale vyskytuje ve dvou izoformach (Maarsingh et2808b; Zimmermann et al. 2006).
Jednotlivé izoformy se navzajem liSi tikdvou distribuci, citlivosti na pH, substratovou
afinitou a citlivosti k transstimulaci. (Kitiyakarat al. 2001). Transportér CAT2A je
fyziologicky exprimovan hlavé v jatrech, kde se jedna o hlavni transportér prard.
Ma nizkou afinitu k L-Arg, proto je transport argin do jater pedevSim zavisly na
expresi tohoto proteinu. Exprese CAT2 je oftivana proz&tlivymi molekulami (nap.
LPS) a pravépodobré se podili na regulaci dostupnosti L-Arg pro NOS8na ovliviiuje
syntézu NO (Deves et al. 1998; Zimmermann et al0620 Transportéer CATL1 je
exprimovan v mnoha organech a tkanich a je povaw@&arozhodujici pro transport

L-Arg do alveolarnich makrofdg Tento transport je inhibovan eozinofilnim katicoim
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proteinem, ktery tak i¥e ovlivnit dostupnost substatu jak pro NOS tak prginazy
(Zimmermann et al. 2006). Exprese CAT1 se zvySuje systémovém nedostatku
aminokyselin a regulace exprese CAT1 je povaZzovansodast odpov¥di burek na stres

(Fernandez et al. 2004). Transportér CAT3 je expvim gFevazig v mozku.

Obrazek 5: Transport a metabolizmus L-argininu.

L-Arg

Vyswitlivky:L-Arg...L-arginin; CAT...transportér pro katiarké aminokyseliny, NO...oxid dusnaty;
NOHA...N-hydroxy-L-arginin; NOS...syntdza oxidu dusnatéhorN@HA...N-hydroxy- nor-L-arginin;
iINOS...indukovatelna NOS. 7e®zato a upraveno z: Topal, et al., 2006

Transport L-Arg V systétmem je ovligovan 1/ostatnimi kationickymi
aminokyselinami jako je L-ornitin nebo L-lyzin, pblykationty jako je hlavni bazicky
protein (MBP) uvaiovany z aktivovanych eozinafila syntetické peptidy s vysokym
obsahem argininu jako poly-L-arginin nebo 3/ degvaargininu a ornitinu
(N-hydroxyargin, N-monomethyl-L-arginin, K-iminoethyl-L-ornitin) (Maarsingh et.
al. 2008b). Transport L-Arg do Bky pomoci y sytému se podili na regulaci syntézy NO
v dychacich cestach tim, Ze owlije dostupnost L-Arg pro NOS. Inhibice transportu
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L-Arg bazickymi proteiny (nap MBP) a peptidy (nap poly-L-arginin) sniZuje syntézu
NO v alveolarnich makrofazich a v trachealnichedginich buikach potkana.

Poly-L-arginin zvySuje bronchialni reaktivitu na taeholin u potkafh a motat. Jeho
acinek je gipisovan snizené koncentraci a ochranné funkci N@yohacich cestach

v disledku poklesu syntézy konstitutivnimi formami NQ&arsingh et al. 2008b).

2.4.2. Arginazy

Arginazy | a Il (E.C. 3.5.3.1.) jsou enzymy kataljizi hydrolyzu L-Arg na m&ovinu a L-
ornitin (Bagnost et al. 2010). Molekula argindztijemer a kazdy monomer obsahuje
v aktivnim mist dva kationty MA*. Argindzy maji optimalni aktivitu v mitnalkalickém
(potkani argindza pH 7,8 az 8,0) az alkalickém tped$ (lidska argindza pH 9,0 az 9,5)
(Cama et al. 2004); (Durante, Johnson and John€if)Y)2In vitro jsou arginazy
aktivovany Mif* a jinymi kationty kowi jako Cd&*, Ni** nebo F&" (Ash 2004). Aktivovana
arginaza syntetizuje L-ornitin, ktery je dale omitdekarboxylazou (E.C. 4.1.1.17)
prengnovan na polyaminy. Polyaminy a L-prolin jsou f&iiné pro bu&gnou proliferaci a
diferenciaci a také pro syntézu kolagenu. Dale jserbytné pro hojeni ran a regeneraci
tk&ni (Ash 2004). Zapojeni argindz dwhto pochod vedlo mnoho odborntkk ndzoru,
Ze argindzay maji vyznamnou ulohii pemodelaci dychacich cest, ktera jeskedkem
chronického zattu pii astmatu a CHOPN (Durante et al. 2007; Warnkeal.€1010) .
Arginazy | a Il jsou kédovanyaenymi geny na odliSnych chromozomech. Maji
také odliSnou lokalizaci v liice a jsou regulovany nezavisle na&¢irotova et al. 2010;
Maarsingh et al. 2008b; Zimmermann et al. 2006gikaza | (Argl, jaterni arginaza) je
cytozolicky enzym primarh se vyskytujici v hepatocytech, kde katalyzuje éeésnou
biochemickou reakci v cyklu ndoviny. Nicmér Ize ji nalézt i v makrofézich,
neutrofilech, erytrocytech, epitelialnich a endidleich buikdch nebo fibroblastech (Bratt
et al. 2011; Zimmermann et al. 2006). Genetickympimdny deficit Argl v organizmu
vede k hyperargininémii a hyperamonémii a proje\agezejména progresivnim zavaznym
neurologickym posSkozenimégtnd mentélni retardace. N&jSi formy onemocimi jsou
smrtelné (Zimmermann et al. 2006) Arginaza Il (Argé mitochondrialni enzym, jehoz
primarni funkci je homeostdza L-Arg v mimojaternittanich (Bagnost et al. 2010).
Exprese arginaz v jednotlivych organech je takésodl u fiznych Ziva&isnych drul.
(Warnken, et al. 2010; Zimmermann et al. 2006). rEsp se zvySuje u cel@ady

onemocgni, jako jsou astma, CHOPN, cysticka fibroza, skiéoanémie, sepseszka
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traumata. ZvySena aktivita arginaz byla pozorovémao organovych transplantacich.
(Zimmermann et al. 2006;Bratt, et al. 2011).

Exprese argindz seami v reakci naizné stimuly, kter&asto msobi spoleng.
Exprese Argl se zvySujegdevSim fi traumatu tkas a vytva&i podminky pro hojeni nebo
patologickou remodelaci postizené tkan(Reid et al. 2007; Watts, et al. 2011).
Je ovliiovdna T2 cytkoiny (IL-4,10,13), které aktivuji nuklearniahskrigni faktor
STAT6 pes IL-4Ry, ktery dale indukuje Janus kinazu 1 a nasiedB8TAT6 receptor
(Getz et al.2006; Takahashi et al. 2010; Zimmermahral. 2006). Exprese arginaz
stimulovana IL-4 a-13 je spojovana s inhibici sggtdNO v makrofazich igs STAT6
zavislou cestu. Argll je na rozdil od Argl na STAdKtivaci nezavisla (Zimmermann et al.
2006). Dalsi dlezite aktivatory exprese Argl jsou transformuyjicstovy faktorp (TGF- )

a epidermalnitstovy faktor (EGF), endotoxiny, CAMP ajfiRzaretlivé reakci po podani
LPS dochazi v p@teini fazi gredevSim kindukci Argll, zatimco Argl zvySuje svoji
expresi a aktivitu az v pozdsi fazi (Colleluori et al. 2001). Argll je indukéna v reaci
na celouradu stimul nag. endotoxinem, TNF, oxidanim stresem, hypoxii, zvySenou
hladinou glukozy aj. (Gonon et al. 2012; Wattslep@ll).

Argl a Argll stejré jako transportéry CAT jsoutipexperimentald navozeném
alergickém astmatu sénindukovany. ZvysSena aktivita argindzibe vést aZz k projeéwn
lokalniho nedostatku L-Arg a k jevu oztwwanému rozpojeni NOS, kdy je misto NO
tvoren superoxidovy radikal a peroxodusitan, které pp8K dychaci cesty afigpivaji
k rozvoji priduskové hyperreaktivity napv pribéhu druhé faze alergické reakce (Bratt et
al. 2011). Pacienti s astmatem maji zvySené altigiginaz v séru a zaravesnizenou
koncentraci L-Arg v plazi (Bratt et al. 2009). ZvySena aktivita arginaz egdtickych

vzorcich z dychach cest u nich koreluje se snizgioni funkci (FEV).

2.5. Vyznam metabolické drahy arginin-oxid dusnaty v pabgenezi
plicnich onemocréni

Metabolicka draha arginin-NO je v s@msnosti v pofedi zajmu, protoze jeji zny

v podminkéach zattu dychacich cest se davaji do souvislosti s paioifygickymi projevy
onemocgni, jako jsou bronchialni hyperreaktivita geptavba dychacich cest spojena se
ztratou elasticity a poklesem plicni funkce. Naulagi mnozstvi NO virznych buikach

a tkanich v dychacich cestach se sgmlepodileji mechanizmy ovliwjici expresi

a aktivitu NOS a arginaz, syntézu L-Arg v jatrecledvinach, transport L-Arg, dostupnost
kalmodulinu, NADPH a tetrahydrobiopterinu a dalechemizmy ovliviujici pritomnost
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inhibitord prislusnych enzyiin Obrazek 6 znazouje biochemickou drahu arginin-oxid
dusnaty, ktera ovliuje homeostazu argininu a NO (Maarsingh et al. 2R08

Arginazy sowtzi s NOS o substrat L-Arg a zejména za podminesl@gitkych stawu
dychacich cest, k nimz ganagiklad zart, mohou vyrazé omezovat jeho dostupnost pro
NOS. RestoZe afinita argindz k L-Arg je mnohem niZSi jeetbmu v pipad NOS
(Km v rozmezi 2-20 mM a 2-20uM), je mozna efektiknmpetice o L-Arg mezi enzymy

protoZze \hax arginaz je ve srovnani s NOS naopak az 1000 vyssi.

Obrazek 6: Metabolicka draha arginin-NO.

MBA LNMMA polyLargnin ¢ L-arginin
...................... 1 y* (CAT-1, 27, 28, 3)
unmumnmmnmnmmummlmmnnm|
ASL
L-argininosukcinat L-arginin —->L ornitin + mocovina
ASS T
fill\//_l\,:;l,EL NMMA, NOHA - putrescin PEC
NOS)
L-citrulin + NO SEH'OBEQ
spermidin L-prolin
spermin

Vyswilivky: ABH...2(S)-amino-6-boronohexanova kyseliABMA....asymetricky dimethylarginin;
ASS...arginininosusukcinat syntaza; ASL...argimeirkcinat lyaza; BEC...([S]-[2-boronoethyl]-L-
cystein-HCI; cNOS...konstitutivni NOS; DFMO...diftamethylornitin; L-NAME... methylester nitro-L-
argininu; L-NMMA...L-monomethylarginin; NO...oxidishaty; NOHA...N-hydroxy-L-arginin;
OAT...ornitin aminotransferaza; ODC...ornitin dekaxylaza;

P5C...pyrrolin-5-karboxylat; P5CR...pyrrolin-5-kaskylat reduktaza; SpdS...spermidin syntaza;
SpmS...spermin syntaza. \@lpraveno dle (Maarsinght al.2008a).

Kromé¢ kompetice o substrat oviivji argindzy syntézu NO ¢hkolika dalSimi
mechanizmy jako jsou (Durante et al. 2007; Maatsietgal. 2008b):
» zvySeni koncentrace zh&eNO (superoxid a peroxodusitan)
* potlaeni translace a snizeni stability proteinu NOS
» ptima inhibice INOS zvySenou koncentracidowany
» zvySeni citlivosti NOS k endogenim inhibiton (nag. asymetricky dimethyl-L-
Arg)
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Metabolickd peména L-Arg argindzami podléha &povazebné kontrole
produktem reakce L-ornitinem, ktery kompetuje srghdinem o transportéry CAT
a inhibuje arginazy. Je zajimave, ze meziproduktHRQvznikajici @i tvorbé NO, je
silnym inhibitorem argindz a naopak polyaminy inhjibNOS. To ukazuje na z&@aou
propojenost obou diich metabolickych reakci a @tné vzajemné interakce mezi NOS
a argindzami b regulaci metabolizmu L-Arg a produkce NO. Na dgstosti L-Arg se
dale podili jeho obnova z L-citrulinu z&asti enzyni argininsukcinat syntaza
a argininsukcinat lyaza. Celkdvize fici, Ze existuje kehka rovnovaha mezi NOS
a argindzami a jakykoli zasah do této rovnovahizenovlivnit pozitivié nebo negativé
celoufadu proces a ovlivnit symptomy onemoeni véetné astmatu/atopie, ALI/ARDS aj.

2.6. Moznosti farmakologického ovlivréni metabolické drahy arginin-
oxid dusnaty

2.6.1. Inhibitory arginaz

Inhibitory argindz lze rozdit podle mechanizmu inhibice na reverzibilni aveezibilni.
VétSina reverzibilnich inhibitdr jsou analogy odvozené od L-argininu nebo jinych
aminokyselin (Bagnost et al. 2010). P&tnim N’-hydroxy-L-arginin (NOHA),
N®-hydroxy-nor-L-arginin (norNOHA), S-(-2-boronoethnll-cystein (BEC) nebo

strukturre jiz pomerné odlisSna 2(S)-amino-6-boronohexanova kyselina (ABBIbrazek 7).
Mezi syntetické ireverzibilni inhibitory arginazy estadi nap. (+)-S-2-amino-
iodoacetamidohexanova kyselina (2-AlHA), coz jederivat (+) lysinu. Nevyhodou tohoto
inhibitoru je nefrotoxicita a hepatotoxicita, ktekdyla prokdzana na mysSim modelu.
NejjednodusSim nekompetitivnim inhibitorem arginézfluoridovy iont. K endogennim
kompetitivnim inhibitodim se fadi L-valin a L-ornitin. L-ornitin vznika i reakci
katalyzované argindzami a kompetittvinhibuje jejich aktivitu (princip z§tnovazebné
inhibice). L-ornitin navic inhibuje buny transport L-Arg. ¥tSina vySe zmignych latek
inhibuje Argl i Argll. Inhibitor BEC vykazuje vyS&finitu k Argll (Ash 2004) a ABH lIze
ozn&it za vysoce selektivni inhibitor Argll (Berkowitt al. 2003; Colleluori et al. 2001).
Mechanizmus inhilgniho Einku BEC spdiva ve vzniku pemoséni dvou mist v molekule
enzymu s higikovym kationtem v kazdém z nich a tim znemwinaktivace enzymu
(Krotova et al. 2010). | ¢ktera I€iva mohou svymi protizatlivymi Gc¢inky negimo
ovliviovat aktivitu argindz (NSAID, kortikosteroidy a sigy). Kortikosteroidy a statiny
nagiklad blokuji indukci Argl v mysi i lidskeé tkani @nost et al. 2010).
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Z tady experimerit s inhibitory argindz provedenydh vivo ain vitro vyplyva, Ze
inhibice argindz vede ke snizeni intenzity&ardychacich cest a zaravesnizuje jejich
hyperreaktivitu. Berkowitz a spolupracovnici (Bemktz et al. 2003) prokazali, Zze je
mnohem vyhodgSi zvySovat dostupnost L-Arg préstinictvim inhibice arginaz nez jeho
podanim. Inhibice arginaz ke byt potencidkh piinosna v terapiifady onemoceni
a patologickych stav jako astma, endotelialni dysfunkcéi mteroskler6ze a diabetu,
ischémie myokardu, aj. (Bagnost et al. 2010).

Mezi stedre silné kompetitivni inhibitory argindz gatndogenni latka NOHA, coz
je meziprodukt vznikajici ip syntéze NO z L-Arg (Ash 2004; Colleluori et al0O@).
Velmi iéinnym inhibitorem je synteticky analog norNOHA (duet al. 2010). NorNOHA
je piiblizne 40krat siljSim inhibitorem nez NOHA. Na rozdil od NOHA nerdrNNOHA
substratem pro NOS a NO se ¢ha piimo netvdgi. Podani norNOHA vedlo ke zvySeni
koncentrace dusit@na citrulinu (Tenu et al. 1999). Vyhodou tohoto ibitoru je nizka

toxicita.

Obrazek 7: Vybrané inhibitory arginaz

HO
~N NH, NH,
| H,N NH OH
OH
H,N NH |
N o)
O HO™

a) b)
?H OH NH,
B HO S OH
HO/ MO W \/\EF/
NH; O OH
0) d)

Vyswtlivky: a)...norNOHA (MK-hydroxy-nor-L-arginin), b)...NOHA (Nhydroxy-L-arginin),
¢)...ABH (2(S)-amino-6-boronohexanova kyselina).aBEC S-(-2-boronoethyl)-L-cystein)
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Podavani norNOHA vedlo k potlani hyperreaktivity dychacich cest, zanpue
snizeni potu eozinofili v BAL, poklesu koncentraci IL-4, -5 a -13 a snizéisto-
patologického skére zém (Takahashi et al. 2010). Inhibitor norNOHA shitiorbu
kolagenu v potkanich a mysSich makrofazich, ex@editivitu arginaz a utlumil symptomy
alergie (Takahashi et al. 2010). V dalSi praci thek norNOHA kvalitativie podobny
podavani L-Arg (Maarsingh et al. 2008b).

Nektefi autai soudi, Ze NOHA a norNOHA inhibuji vice lidskou giF nez Argl
(Colleluori et al. 2001). Nevyhodou je, Ze inhibieegindz po jednorazovém podani
norNOHA je kratkodobé& (<2 hod) (Reid et al. 200@ydrobné Udaje o farmakokinetice a
metabolizmu norNOHA finesly az vysledky studii organizovanych na naSeatqvisti
(Havlinova et al. 2013a; Havlinova et al. 2013b).

2.6.2. Inhibitory NOS a latky potla éujici zanét

Preklinické i klinické studie usilujici o sniZentitomnosti NO v dychacich cestach
v podminkéach chronického z&n dychacich cest podanim nespecifickych inhibitd©S
nebo latek selektivhinhibujicich INOS poskytly rozporuplné vysledkyg@ngton 2006)
Nejednozn&nost g&chto postup farmakologického ovlivéni koncentrace acinka NO
odrazi komplexnost, slozitou souhru #&gnou lokalizaci biochemickychejd vedoucich
k syntéze a uvolni NO a na druhé strantaké velmi kratky biologicky polas NO
v disledku rychlého metabolizmu a depotni vazby ve &rnmitrosothioh
v nizkomolekularnich thiolech a bilkovinach (Janetal. 2004; Rassaf et al. 2002;
Rodriguez et al. 2003). Nelgyh patrig spada na vrub séasné inhibice konstitutivnich
forem NOS snizujici ochrannou uUlohu NO, a to eNA$0$3, bronchodilatace,
vazodilatace) a nNOS (NOS1, inhibi neurotransmise, potleni bronchialni
hyperreaktivity). Existuje ale nézor podloZzeny wegily preklinickych studii, Ze
konstitutivni formy NOS mohou zaroierispivat vice nez iNOS k finiku eozinofii do
dychacich cestipalergickém astmatu (Birrell et al. 2003; Eynatta¢ 2002) Negativni
zawry prinesla dvojit slepa placebem kontrolovana studie s opakovanydayamim
latky GW271540 (specificky inhbibitor INOS) nemoenys piduskovym astmatem po
dobu 14 dni. Inhbitor snizil koncentraci vydechaddfam NO, ale neZjsobil pokles
bronchalni hyperreaktivity v testu s adenozinemtactelinem a ficinnym alergenem ani
shizeni poétu eozinofili v brochoalveolarni lavaze (Singh et al. 2007).

Akutni poskozeni plic (ALI) a syndrom akutni decBavsré (ARDS) jsou z&vazné

patofyziologické stavyuzné etiologie s vysokou morbiditou a mortalitouduce iINOS
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amasivni uvolani NO jsou povaZzovany za jeden zklNych faktofi v patogenezi
septického Soku s gbhovym selhanim, hypoxémii a multiorganovou dysfliinketns ALI.
Ve studii vyuZivajici geneticky modifikovarditata (Kristof et al. 1998) a NOS inhibitory
autai prokazali, Ze zvySeni exprese iINOS a vysoké koinaee NO hraji @lezitou tlohu
pii rozvoji ALl indukovaného bakterialnim LPS (Mikawat al. 2003). ZvySena
koncentrace produktoxidace NO dusitan a dusénanmi v tekutire z bronchoalveolarni
lavaze koreluje se zavaznosti ARDS u padigdbhannes et al. 2009; Yu et al. 2009).
V navaznosti na poznatky oulézité Gloze NO p rozvoji ALI/ARDS a v Sokovych
stavechiizné etiologie se objevila snaha snizit syntézu K@phto stavech inhibici NOS
(Cauwels 2007). Inhibitory NOS snizuji hypotenzi poku vyvolanou LPS, a snizuji
koncentrace typickych cytokinTNF-a, IL-1 a IL-2. Nicmér uZ prvni studie s inhibitory
NOS krong pozitivnich &inka ukézaly i @inky negativni (progresivni pokles segého
vydeje, zhorSeni organové dysfunkce, zvyseni moftgCauwels 2007). Zasadni zlom do
Gvah o podavani inhibitbr NOS nemocnym v septickém Sokuingsla rozsahla
kontrolovana klinicka studie s neselektivnim intobém N-monomethyl-L-argininem,
ktera byla pediasré ukoniena po zaznamenani trendu kasém mortality o 10 % oproti
skupire s placebem (59 % vs 49 % gledovani po dobu 28 dni) (Lopez et al.2004)a Jin
multicentricka kontrolovana studie neprokazala vipdani stejného inhibitoru na
mortalitu u nemocnych s kardiogennim Sokem po kttamyokardu (Alexander et al.
2007).

Mezi latky snizujici expresi INOS gat pentoxifylin (PX) Pentoxifylin stejijako
ostatni xantinové derivaty je kompetitivni neseletit inhibitor fosfodiesteraz (PDE).
Pasobi protizagtlivé a podporuje imunitu. PX inhibuje expresi mezi&tmé adhezivni
molekuly 1 (ICAM-1) a sniZuje uvabvani rozpustnémezib&né adhezivni molekuly 1
(sICAM-1). Tim, Ze inhibuje PDE, zvySuje intracéluii koncentraci cAMP vedouci k
aktivaci proteinkinazy A. V btce je inhibovana NKkB zavisla transkripce gén
kodujicich prozagtlivé molekuly a sniZuje se syntéza hag@NF-o a INOS. Dale fisobi
PX proti aktivaci neutrofil a zlepSuje mikrocirkulacitporganovém posSkozeni (Aikawa et
al. 2011; Deree et al. 2008; Lessa et al.2008;aRetl al. 1997; Zhang et al. 2010).
U chronickych endotoxemickych modepodavani PX vyraznsnizuje plicni poSkozeni
(Coimbra et al. 2006; Kim et al. 2009b).
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2.7. Experimentalni modely plicnich onemoc#ni

Experimentalni modely, vyuZivajici mala laboratorevitata, gedstavuji nesmign
uzitetny nastroj pro objasmi patogeneze akutnich i chronickych onendocnplic

a testovani novych postiia latek vyuzitelnychipjejich terapii. Je obeeéznédmo, Ze tyto
modely nevystihuji vSechny stranky patofyziologicky &&ja, pribéh onemoc#ni

a vysledky terapeutickych zasakaek, jak jsou popsany u paciénfZimmermann et al.
tyka zejména ALI/ARDS. S ohledem na problematiie$enou v dizertami praci jsou
v nésledujicim textu stén¢ popsany vlastnosti experimentalnich médejejich vzajemné

srovnani s klinickymi projevy fiduskového astmatu a ALI/ARDS u nemocnych.

2.7.1. Praduskové astma

Nekteré zvieci druhy jsou firozerg vnimawjsi vaci nékterym alergeéim. U ovce na
rozdil od psa se spontanmozviji i plicni slozka alergického onemdaon, stejié jako
u lidi. Také u koek se spontarnrozviji onemoc#ni dychacich cest, které se svym
charakterem nejvice blizi perzistujicimu aguSkovému astmatu wlovéka. Ke
spontannimu rozvoji fduskového astmatu u malych laboratornichratvihedochazi.
U negastji pouzivanych druth hlodavd (mys, potkan) a u mdete musi byt fecitlivélost
navozena opakovanymgtginou systémovym podavanim antiggovalbumin, roztdové
alergeny, alergeny domaciho prachu, Aspergilus datos, extrakty z ambrdozie aj.)
v ramci specialnich protokiode Boer et al. 2001).

Vysledky ziskané studiem modehlergickych zagtlivych onemocini umoznily
popsat migraci a aktivaci bk zaretu infiltrujicich dychaci cesty acéast strukturnich
burék jako jsou endotelidlni a epitelialni iy a buiky hladké svaloviny aj. Byly
odhaleny molekularni mechanizmy alergickéhoéhfra mediatory, které se ha@astni
a predstavuji mozny cil pro farmakoterapii (Zimmermaairal. 2006). Naipklad indukce
INOS a argindz byla pozorovana na ceédek zvirecich moddl pouzivajicich #zné
druhy/kmeny aizné vyvolavajici podity.

Tabulka 2uvadi vlastnosti modélvyuZivajicich malych laboratornich #a&i a jejich
vzajemné srovnani s ohledem na charakteristikgyskového astmatu diovéka. Obeci
plati, Ze ¥tSina experimentalnicim vivo modefi umoziuje studovatasnou a pozdni fazi
akutni zastlivé reakce dychacich cest po expozici alergengwiteci modely obvykle
nepostihuji dofe chronickou fazi onemoéni, kterd odpovida ipozené opakované
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expozici alergefim a miZe u pacierit vést i neadekvatni k&b ke strukturnim znam
dychacich cest fpstavba dychacich cest). Bylo opakavgopsano, Ze ip chronické
expozici alergizovanych mysi, potkara motat alergeim se naopak obvykle rozviji
tolerance (Kumar et al.r 2002; Strickland et al0&0 U zvfecich modeal kromeé psa dale
chybi hyperaktivita dychacich cest na nespecifickébmuly, ktera u pacieft
charakteristicky petrvava v obdobi tydnaZ nésial po akutni exacerbaci zé&n (Zosky et
al. 2007).

2.7.2. ALI/ARDS

Ke studiu ALI/ARDS lIze vyuZzit velkych laboratorniekitat (prase, ovce, pes). Nagtji
jsou ale vyuzivana mala laboratorniizat@ (myS, potkan, kralik, m&®) a to pes mnohem
postupy ¥etre vyplachu plicniho surfaktantu gdtym fyziologickym roztokem dkdy s
piidavkem nizké koncentrace detergentu nebd.raganim infuze kyseliny olejové do
centralni zily nebo do pravé s8ipies femoralnti plicni arterialni katetr. Néasgji se ale
vyuziva LPS modelu. Podava &8tény endotoxin izolovany Escherichia coli(serotypy
0111:B4, O55:B5, 026:B6 a 0127:B8), miétasto endotoxinSalmonella enteridis,
Salmonela.typhimumebd®seudomonas aerugino§@alkins et al. 2001; Harris et al. 2007,
Wang et al.2008).

Bakterialni endotoxin je hlavni komponentoug¢jn membrany gramnegativnich
bakterii, které jsodastym patogenem lidi a 2at. LPS indukuje silnou imunitni odp&ai
zvireciho a lidského imunitniho systému. Poté, co s@ d&stane do organizmu, dochazi
k aktivaci CD14/TLR4/ MD2 receptorového komplexutedy podporuje sekreci
prozartlivych cytokini v celéfad burgk, hlavre v makrofazich a B-lymfocytech. LPS
aktivuje celou Skalu transkdpich faktofi stimulujicich syntézurady mediatal
podilejicich se na rozvoji septického Soku. LPSomaje ALI/ARDS v plicich jednak
piimym vlivem na endotel (syntéza cytokjradhezivnich molekul a bagnych faktof)

a jednak svou schopnosti aktivovat chemotaxinigra aktivaci busk zaretu. LPS silg
aktivuje alveolarni makrofagy, lymfocyty a krevnésticky a je zodpowdny za naist
koncentraci mnoha humorélnich mediatdviimo jiné silrg indukuje iINOS v makrofazich
a dalSich baikach (Hammermann et al. 2001; Wang et al. 2008g¥aral. 2002).

Davka LPS je odvisla od experimentalniho druhutycpsdani a stugnpostiZzeni,
ktery je planovan. Ndap ALI navozené intratrachealrpodanym LPS je velmi intenzivni,
predevSim ve své buatné sloZzce. Pouzité davky LPS se v litefatwelmi liSi a to
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v rozmezi od pg/kg az po davky mg/kg (Jansson. @084; Krafft et al. 1996; Wang et al.
2008). Lidé jsou k intoxikaci LPS podstatvice vnimavi nez ostatni savci. Davka 1 pg/kg
u lidi jiz indukuje vznik septického Soku na rozdd mySi nebo potkdin ktefi jsou
schopni tolerovat davky 100 i vicekrat vysSi.
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Tabulka 2: Vlastnosti experimentalnich modelyuZzivajicich malych laboratornich zai
a jejich vzajemné srovnani s ohledem na charakitgrigpriduskového

astmatu &loveka.

Model Vyhody Nevyhody
mys$ a) snadnd alergizace ovalbuminema) histologicky obraz odpovida spiSe
nebo alergenyiftinnymi u alergické alveolitid
lidského astmatu b) mysi eozinofily malo degranuluji
b) vyrazna T-2 buré¢na odpo¥d’, |c) vyrazné uvaiovani serotoninu
eozinofilie dychacich cest mastocyty
c) vysoky titr specifickych IgE d) nevyrazna nebo chyfici
protilatek bronchokonstrikceip pozdni fazi
d) podobné spektrum cytokir(IL- akutni reakce
4,-5a-13) e) pouzivané postupy alergizace a
e) vyrazna akutni bronchokonstrikce provokace az na vyjimkyevedou
po provokaci picinnym agens k rozvoji chronického astmatu a
f) vyborna dostupnost protilatek pro  dlouhodobé bronchialni
molekularrig-biologické metody hyperreaktivity (tolerance na
g) vyborna dostupnost geneticky dlouhodobé podavani alerggn
modifikovanych kmet f) problémy souvisejici s malou
velikosti €la (operativa, odly a
objem vzorki, test plicni funkce)
potkan a,b,c, d) podobné mySimu modelu| a) horSi dostupnost protilatek pro
ale vyrazgjsi rozdily mezi molekulérré-biologické metody
kmeny (girozere citlivy kmen b) horSi dostupnost geneticky
Brown-Norway, rezistentni kmen  modifikovanych kmet
nag. Wistar) c) tolerance na dlouhodobé podavani
e) vyrazna bronchokonstrikce alergeri
v ¢asné i pozdni fazi po
provokaci gicinnym agens
f) pretrvavajici nespecificka
bronchialni hyperreaktivita
g) vhodna velikostdla (operativa,
odker a objem vzork, test plicni
funkce)
morée a,b,d) srovnatelné nebo lepSi nez |a) horSi dostupnost inbrednich knien
u mysi b) Spatna dostupnost protilatek pro

e) velmi vyrazna bronchokonstrikc
v ¢asné i pozdni fazi po
nespecifické i specifické
bronchoprovokaci

f) velmi citlivy druh vhodny na
testovani inhalovanych
drazdivych chemikalii a testovar
kozni reaktivity na drazdivé latk

g) vhodna velikostda (operativa,
odkér a objem vzork, test plicni

E)

funkce)

molekularré-biologické metody
nedostupnost geneticky
modifikovanych kmet
imunologické odchylky - alergicka
reakce zprogedkovéana IgG1l
protilatkami

tolerance na dlouhodobé podavani
alergeri
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Cile prace

. Vypracovat a charakterizovat nasledujici experid@antmodely:
a. model bakterialnim lipopolysacharidem indukovan@katniho poSkozeni
plic u potkana Wistar
b. model ovalbuminem indukovaného alergického éadindychacich cest
u potkana Brown-Norway
. Na obou modelech studovat &my v metabolické drdze arginin-oxid dusnaty
v dychacich cestach se z&enim na:
a. vydechovany oxid dusnaty
b. koncentraci metabotitoxidu dusnatého (dusitany, dérsany)
c. koncentraci argininu
d. genovou a proteinovou expresi syntaz oxidu dusoadédrginaz
€. genovou a proteinovou expresi membranovych tramsgiquro arginin
. Posoudit moznosti farmakologického oviéi metabolické drahy arginin-oxid
dusnaty scilem podpd ochranné &inky oxidu dusnatého v podminkach
studovanych patofyziologickych stavws dirazem na farmakokinetiku acifek
inhibitori arginéz.
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4. Prehled pouzitych metod

4.1. Experimentalni modely a podminky chovu

Pro model akutniho bakterialnim lipopolysacharidadukovaného poskozeni plic byli
pouziti potkani kmene Wistar SPFsfecific pathogen-frée Model alergického zaftu
dychacich cest indukovaného ovalbuminem byl vyprdnona potkanech Brown-
Norway, girozere vnimawjSich k alergizaci. Ve studiich pouzita fata byla chovana
v PVC klecich na#&wnych, prachu prostych hoblinach v klimatizovanycistmostech
za kontrolovanych podminek: 12 hodinovg¢t®ny cyklus, 50-60% vlhkost, teplota
22+2 °C. Zvtata ntla neomezenyistup k vo@d a byla krmena komeéné¢ dostupnou
dietouad libitum. VSechny experimenty byly prov&ay pod dohledem etické komise

Lékarské fakulty v Hradci Kralove.

4.1.1. Model akutniho poskozeni plic bakterialnim lipopolysacharidem
u potkana kmene Wistar

Pro vytvaeni LPS modelu byli pouZiti doslp samci potkana Wistar SPF o hmotnosti
245+33 g (Biotest s.r.0., Konarovidéeska Republika). Zy@ta byla nahodnrozdslena
do skupin podle zZisobu aplikace LPS. Potkam bylo intraperitoneakh (i.p.) nebo
intratracheala (i.t.) podano 5 mg/kg LPSEEcherichia Coli serotyp O55:B5, Sigma-
Aldrich,Praha, Cesk4 Republika). Kontrolnim skupindm byl stejnowstoe podan
fyziologicky roztok (FR). Experiment byl ukéen za 3 h, 6 h nebo 24ilp. podanim
50 mg/kg pentobarbitalu sodného (Sigma-Aldrich, IQtuis, MO,USA) a vykrvenim
z bifurkace v. cava do odirového systému S-Monovette (EDTA K3E, Sarsted
Monovette, NUmbrecht, &necko). Po vykrveni byla provedena bronchoalveolanaz
(BAL) celkovym objemem 10 ml chladného sterilnihgziblogického roztoku
roz&kleného na dvakrat 3 ml a jednou 4 ml. VSechnyzorky byly na z&¥r spojeny do
jednoho objemu.

V Krvi byl stanoven celkovy get burgk za pouziti Burkerovy koirky. Dale
byl v krevnim n&tru pomoci s¥telného mikroskopu a barveni roztokem Giemsa-
Romanowski (Penta, Prah@eska Republika) stanoven diferencialni ragobilych
krvinek.
Zbyly objem krve a tekutina z BAL byly centrifugawa po dobu 10 minip 1 800 g
a 4 °C. Plazma a supernatant z BAL byly aZz do doiatyzy uchovavanyip-80 °C.
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K buréénému sedimentu z BAL bylofipdano 20 pl supernatantu a 10 pl
suspenze bylo pouzito kdemi celkového ptiu burék a zbytek pro zhotoveni rét
a diferencialni rozpget burgk v BAL.

Plice a jatra byly ihned po vyjmuti oplachnuty gkladném fyziologickém

roztoku (4 °C) a po osuSeni ihned zmrazeny v tekudésiku a ulozenyip-80 °C.

Rozdleni do experimentalnich skupin:

1) intraperitonealni podani LP$p. podani 5 mg LPS v 1 ml FR na 1 kg hmotnosti
v ¢ase 0 hod Ukateni experimentu za 3, 6 nebo 24 hod.

2) intratrachealni podani LP%t. podani LPS v davce 5 mg/kg nebo FR (1 ml/kg)
v ¢ase 0 hod, podani pentoxifylinu (PX) v davce 25kgg/c¢ase 0 a 2 hod nebo FR

ve stejnycitasech. Uko&eni experimentu ¥ase 6 hod.

Tabulka 3:Prehled experimentalnich skupin: akutni posSkozewiiptilukované LPS.

oznaeni skupiny aplikovana latka ukseni
LPSi.p.3 h LPS 5 mg/kg 3h
FRi.p. FR 1 ml/kg 3,6,24h
LPSi.p.6 h LPS 5 mg/kg 6 h
LPSi.p.24 h LPS 5 mg/kg 24 h
LPSi.t. LPS 5 mg/kg, dvakrat FR 1ml/kg 6h
LPS+PXi.t. LPS 5 mg/kg, dvakrat PX 25 mg/kg 6h
FRi.t. FR 1 ml/kg, dvakrat FR 1ml/kg 6 h
FR+PXi.t. FR 1 ml/kg, dvakrat PX 25 mg/kg 6h

Vyswitlivky: *...vysledky v kontrolnich skupinach nevykazovalingnvcase a byly sloieny do jedné
skupiny

4.1.2. Model ovalbuminem navozeného alergického z#&tu u potkana
kmene Brown Norway

K vytvoieni tohoto modelu byli pouziti samci kmene BrownrNay (Charles River
Laboratories, Sulzfeld, &necko) ve st& 2—-3 nesice a odesné hmotnosti 236+£32 g.
Zvitata byla nahodn rozctlena do ti skupin: kontrolni skupina (K), skupina
alergizovanych potkan (A) a skupina alergizovanych a néasledné provokgsian
potkani (A+P) tabulka 4. Potkani ¥azeni do skupiny A+P byli alergizovani podanim 5
mg OVA (Albumin from chicken egg white, Grade V,gBia-Aldrich, PrahaCeska
Republika) v kombinaci s AI(OH) (c=13 mg/ml, Sigma-Aldrich, Praha(eskéa
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Republika) a FR (B|Braun, Praflaska Republika). Naslednbyla provedena
provokace nebulizamim podanim 1% roztoku OVA podle tabulky 5 za ptuZi
ultrazvukového inhalatoru MIKRON 2000 (R.T.E. s.r.®raha,Ceska Republika).
Potkani ze skupiny K a A byli podrobeni stejnémhénatu alergizace a provokace jako
potkani ze skupiny A+P. Potkam ze skupiny K byla aplikovana $m Al(OH);
(c=13 mg/ml) rozpugha ve steriinim FR, poté nasledovalo nebdliapodani FR
namisto 1% roztoku OVA. Potkani ze skupiny A bydirgizovani stejé jako potkani ze
skupiny A+P, provokace byla nebuliézam podanim FR.

Za 24 hod od provokace byli potkani uspéni i.p.dgom 50 mg/kg
pentobarbitalu sodného (Sigma-Aldrich, St. LouisOMSA). Po té byli potkani
usmrceni vykrvenim z bifurkace v.cava, nasledovatancoalveolarni lavaz (BAL) 10
ml chladného sterilniho fyziologického roztoku (@doj byl rozélen na 2x3 ml a 1x4
ml). Po ukoreni odiru BAL byly odebrany jatra a plice. Organy byly dthpo vyjmuti
oplachnuty ve fyziologickém roztoku (€), osuSeny, zamrazeny v tekutém dusiku a do
dalSiho zpracovani byly uloZzeny v -80 °C. 10 pkplkrve bylo pouzito k @eni
celkového potu burek v Birkerow komirce a kapka plné krve byla vyuzita ke
zhotoveni natu. Poté byla plna krev i BAL steny @i 1800 g po dobu 10 min
v chlazené centrifuze na 4 °C. Bwind peleta z BAL byla resuspendovana 20 pl
supernatantu. 10 pl resuspendované pelety bylpiteckiuceni celkového ptiu burek
v Burkero¥ komirce. Ze zbyteku resuspendované pelety byl zhotowésru
pro diferenciélni rozpmet. Plazma a BAL byly do dalSiho zpracovani uchéwgvyi
-80 °C.

Tabulka 4:. Piehled experimentalnich skupin: model alergickéh@tzédychacich cest
indukovaného ovalbuminem.

oznaeni aplikovana latka poznamka

A+P 5 mg OVA + 100 mg Al(OH)+ 1 ml FR alergizace ovalbuminem
A 5 mg OVA + 100 mg Al(OH)+ 1 ml FR alergizace ovalbuminem
K 1 ml FR + 100 mg Al(OH) kontroly

A+P 1% OVA provokace ovalbuminem
A FR kontroly

K FR kontroly
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Tabulka 5: Schéma alergizace a provokace ovalbuminem (OVA).

den studie cesta podani aplikované mnozstvi
1 alergizace intraperitonealni 5 mg v 1 mifevi
4 alergizace intraperitonealni 5 mg v 1 mifevi
9 alergizace subkutanni 5 mg v 0,5 mltevi
11 alergizace intraperitonealni 5 mg v 1 mitevi
14 alergizace subkutanni 5 mg v 0,5 mifevi
15 alergizace intraperitonealni 5 mg v 1 mitevi
16 provokace nebulizai 15 min 1% OVA
17 provokace nebulizai 15 min 1% OVA
18 provokace nebulizai 15 min 1% OVA
19 provokace nebulizai 15 min 1% OVA
20 ukorgeni

4.2. Farmakokinetické studie s inhibitorem arginaz N’-hydroxy-nor-
L-argininem (norNOHA)

Byly provedeny d¥ farmakokinetické studie. Prvni byla studie farmaketiky
norNOHA v davkéach 10, 30 a 90 mg/kg podanych jednow jako bolusitemi cestami
atoi.v., i.p.ai.t. Druhd studie srovnala farmakokinetiku norNOHA&vde 30 mg/kg
podavané jednou de&mp. po dobu 5 dni (den 5) s kinetikou po prvni dawben(1).
V prvni studii byli pouziti potkani kmene Brown-Neay obou pohlavi o hmotnosti 190-
280 g. Studované cesty podani odpovidaly zamyslengmziti inhibitoru arginaz jako
ulevového bronchodilatancia a bronchoprotektivazem bronchiélni hyperreaktivity)
podaného fedevSim inhakni cestou za delem zvySeni lokalni produkce NO
konstitutivnimi syntazami cNOS. Ve druhé studii ibgbuziti samci potkana Wistar
o hmotnosti 240-30Q. Zajmem studie bylofpdevsim posoudit, zda s& ppakovaném
systémovém podavani neém farmakokinetika norNOHA ndjklad indukci
metabolizmu nebo zénami ledvinné clearance.

Navazka norNOHA byla rozpuSta ve sterilnim fyziologickém roztoku. Podani
I.v. jako bolus bylo provedeno dosapnhenaV piipact i.p. podanismsiovala injekce
do horniho kvadrantu hypogastrigi podanii.t. cestou se jednalo o aplikaci aerosolu
s velikosti ¢astic 8-30um (Gdaj vyrobce) pomoci specialniho katetru s nebéiiz
keramickou porézni Sgiou MicroSprayer aerosolizer (PennCentury, Glenside
PA,USA).

Opakované odiry pIné krve ped zahajenim a v fibchu farmakokinetické studie

byly provadny z kanyly v a. carotis Po kazdém odiou bylo odebrané mnozstvi krve
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nahrazeno ipslusnym objemem sterilniho fyziologického roztokw. celou dobu odipi
vzorka krve na stanoveni norNOHA byli potkani v pentoli@bvé narkéze (50 mg/kg
I.p. podani) adni teplota potkaf byla udrzovana na 37+1 °C. Aby byl celkovy objem
odebrané krve v experimentu trvajicim maxifdd20 min limitovan objemem 2,5 mi
pii sowasném nahrazovani odebrané krve fyziologickym kaatg byli potkani
randomizovani do dvou skupin sodliSnymi &dlvymi intervaly. Naniiené
koncentréni Udaje byly ztohoto twodu vyhodnoceny metodami popéta
farmakokinetické analyzy. Po poslednim &db byl potkan usmrcen vykrvenim

z bifurkacev. cava.

4.3. VySetirovaci metody

4.3.1. Vydechovany oxid dusnaty

K vySeteni koncentrace NO byl vyuZzit chemiluminiséehanalyzator CLD88sp (Eco
Medics AG, Duernten, Svycarsko). Principenttemi je chemicka reakce NO s ozonem,
pii které vznikaji vy3Si oxidy dusiku, které emitafreni ve viditelné oblasti spektra
(chemiluminiscence) detekované fotonagehi. Dynamicky rozsahiistroje je 0,1 az
1000 ppb NO (parts per bilion®). P vySeteni byl potkan umish do hermeticky
uzawene plastové komory o objemu 3 |, ktera bytadponeienim naplgna vzduchem
zbavenym NO. Po 10 minutach byl aten ventil spojujici komoru s nasavaci kanylou

analyzatoru a koncentrace NO byla stanovena vekuagrduchu v komie.

Obrazek 8 Mg¢tici komora na neinvazivni vy$ehi vydechovaného
NO a chemiluminiscemi analyzator NO.
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4.3.2. Dusitany a dustnany v plazmg a BAL

Ke stanoveni byla po Uprapouzita HPLC metoda publikovana jinymi autory (Wd

et al. 2001). Dushany byly ged stanovenim nejprve enzymaticky redukovany na
dusitany pomoci nitrat reduktazy (enzymAsgpergillus niger Sigma-Aldrich, Praha,
Ceska republika). K 20 pl vzorku byldigano 7,5 pl suspenze nitrat reduktazy a 6 pl
roztoku NADPH (0,3 mg v 2,7 ml #@). Vzorky byly inkubovany 45 min ve thpri
laboratorni tepl@t Po enzymatické redukci nasledovala derivatizarsétaii
2,3-diaminonaftalenem (DAN, Sigma-Aldrich, Prah@eska republika) za vzniku
naftotriazolu. Ke vzorku bylofmano 120 pl roztoku DAN (31,6 uM) a vzorky byly
inkubovany 10 min ve ténhpii laboratorni teplat Po posledni inkubaci bylo k vzdika
piidano 300 pul NaOH (0,1 M) pro zastaveni reakcetdahzol byl poté stanovoven
HPLC metodou s fluoresceémi detekci na systému Shimadzu 10 (Kyoto, Japonsko)
Separace probihala na kotoemini Nx 150/4,6 mm se sorbentem C18 o velikosti
5um a porech 110A (Phenomenex, Torrance, USA)tdRrmobilni faze (70:30, v:v,
acetonitril:20 mM boratovy pufr o pH 8,7) byl 1 miih. Fluorescetni detektor byl

nastaven na excitai vinovou délkue,=365 nm a emisni vinovou délkd,=425 nm.

4.3.3. Malondialdehyd v plazmé a BAL

Pro vlastni stanoveni malondyaldehydu (MDA) v plazm BAL byla vyuzita
modifikovana HPLC metoda dle (Pilz et al. 200GedPvlastnim stanovenim byl vzorek
0 objemu 250 pl nejprve 30 min inkubovan s 50 M &NaOH g teplo& 60 C. Po
ochlazeni inkubéni snesi nasledovala deproteinacgidavkem 125 pl 35% (v/v)
HCIO,. Poté byly vzorky centrifugovany 10 miniip® 400 g a 4 °C. K 250 ul
supernatantu bylofgano 25 ul derivatizaniho ¢inidla 2,4-difenylhydrazinu (5 mM) a
vzorky byly 10 minut inkubovany ve tnVznikla latka 1—(2,4—dinitrofenyl) pyrazol byl
stanovoven HPLC metodou s UV/VIS detekci. Stanoypeabihalo na systému Agilent
1200 series (Santa Clara, Kalifornie, USA). K saparbyla vyuzita kolona EC
Nucleosil Gg,125x4,6 mm, 5 um (Macherey-Nagel, Diren, SRNYetolonkou CC
Nucleosil Gg 8x4 mm/5 um (Macherey-Nagel, DireBRN) temperovana na 30 °C.
Mobilni faze (MF) byla srs acetonitril:voda:kyselina octova v objemovém pam
380:620:2 (pH 3,4). Rychlost{doku kolonou byla 1 ml/min. UV/VIS detekce probiaal
pii A=310 nm.
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4.3.4. Stanoveni N’-hydroxy-nor-L-argininu (norNOHA) a argininu v
plazmé

Koncentrace norNOHA a argininu v plazma BAL byla stanovena originalni HPLC
metodou vyvinutou prodely studie (Hroch et al. 2012).

K piipraw vzorku ged analyzou byla pouZita SPE extrakce. K 200 ptktzo
plazmy nebo 1000 ul vzorku BAL bykigan vnitni standard N-monoethylarginin (50
ul, 1 mM) a 600ul roztoku fosfatového pufru (50 mM, pH 7,4). Taktpraveny vzorek
byl podroben SPE extrakci na kolonkach Waters OBKIX 1 ml (30 mg, Waters,
Praha,Ceska Republika)Kolonka byla pipravena promytim 2 ml metanolu a 2 ml
MilliQ vody. Po naneseni vzorku nasledovalo proniytil 0,1 M HCI a 1 ml metanolu.
Elu¢ni ¢inidlo (1 ml) obsahovalo 1 M octan draselny, Milli@odu a metanol
v objemovém porru 20:20:60. Eluat byl odpen pod proudem dusiku do suché p
35 °C. Odparek byl rozpugt ve 200 ul MilliQ vody a prepipetovan do vialky
autosampleru.

P¥i experimentech byl vyuzit HPLC systém Agilent 128@ries. Separace
probihala na koloh Kinetex C18 core—shell column 100 mm x3 mm |D,2én
(Phenomenex, Torrance, CA, USA), chidéd gredkolonovym filtrem CrudCatcher Ultra
In-Line Filter 0,5 um Porosity x 0.004 (Phenomeiextance, USA). Teplota na kolén
byla 50 °C. Pedkolonova derivatizace byla prov#d automaticky analyzatorem.
V davkovaci smice Fistroj smichal 1,5l vzorku a 1,5ul derivatiza&niho ¢inidla (15
mM orthoftaldialdehyd). Detekce byla fluoreséen s exciténi vinovou délkou
Aex=235 nm a emisni vinovou délkdygy=450 nm. Eluce stanovovanych latek byla
gradientova. Byly michany slozky A (MF A, Milli-Qoda upravena kyselinou mrawén
na pH 3) a B (MF B, metanol) podle tabulky 61tek mobilni faze byl konstantni
(0,75 ml/min).

Tabulka 6:Gradient mobilni faze pouZityipstanoveni derivatu norNOHA.

casovy interval (min)  sloZzeni mobilni faze

0,0-8 linearni gradient 5-27 % MF B MF B
8,0-9,5 60 % MF B
9,E-12 5 %MF B

Vyswtlivky: binarni gradient, MF A: Milli-Q voda upravé kyselinou
mravergi na pH 3, MF B: metanol
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4.3.5. Spektrum aminokyselin v plazng

Spektrum aminokyselin ve vzorcich plazmy bylo steemm kometné dodavanou HPLC
metodou s fluoresceni detekci vyuZivajici igdkolonovou derivatizaci (AccQ tag kit
Waters, Milford, MA, USA) (Reverter et al. 1997)ta8oveni provedl Ing. Luidk
SiSpera CSc. z Ustavu fyziologie Lékké fakulty v Hradci Kralové.

4.3.6. Celkova bilkovina v BAL

Ke stanoveni celkové bilkoviny v BAL byla pouZiteorkekné dostupna metoda
Bicinchoninic Acid Protein AssaBCA, Thermo Scientific, Rockfordl, USA). Jedna
se o spektrofotometrické stanoveni modrofialovyomglexi (\=562 nm) mezi ionty
Cu" a kyselinou bicinchoninovou po redukci Cuw alkalickém progedi za pitomnosti
peptidické vazby v proteinech. Do mikrotitra destéky bylo napipetovano 40 ul
vzorku BAL a 180 pl pracovnihg@inidla piipraveného dle navodu. Dedta byla
inkubovana 30 min ip 37 °C. Poté byla odtena absorbance nd&igtroji Microplate
Reader Model 680 (BioRad Laboratories Inc., Préleska Republika).

4.3.7. Pocet leukocyti a diferencialni rozpatet v BAL a v krvi

Pred vlastnim stanovenim celkovéhoc¢po leukocyti byly nejprve vzorek piné krve
nebo vzorek suspenze vzniklé rekonstituovanim ééndn pelety BAL ngedny
Tarkovym roztokem (1 ml kyseliny octové, 1 ml 1%twaku gencianové violeti, 98 ml
destilované vody) v poénu 1:20. Poté byly potany buiky v 50 stednichtvercich
Blrkerovy koniirky. Pro p@itani byl vyuzit sételny mikroskop B3 (Fisher Scientific,
Pardubice Ceska Republika) s okularem WF 10X (din/18MM) a &hijeem 40/0,65
(160/0,17).

Bunéény natr byl proveden z kapky resuspendované pelety ndébé krve. Po
zaschnuti nétu (asi 24 hod) byly naty na skiéku zafixovany ponienim do metanolu
na 5 min v pipad natru z plné krve, v fipad natru z BAL probihala fixace pouze po
dobu rekolika sekund. Po fixaci byly né&ty obarveny v roztoku Giemsa-Romanowski
(Penta, Prah& eska Republika) ifadtného 1:9 MilliQ vodou. N&r z BAL byl barven
po dobu 5 min., néty zhotovené z plné krve po dobu 15 min. Po obdney
preparaty Bkolikrat oplachnuty v MilliQ vod. Po zaschnuti obarveného drét byl
proveden diferencialni rozpet za pouziti imerzniho oleje pro mikroskopii (CRidth
GmbH+CO.KG, Karlsruhe, &mecko) s¥telného mikroskopu B3 (Fisher Scientific,
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PardubiceCeska Republika) a s okularem WF 10X (din/18MM) @iiamim objektivem
objektivu 100/1,25 (160/0,17). Pet burgk pro diferencialni rozpget byl 100 busk na
kazdy preparat. V n&tech byly pa@itany neutrofily, eozinofily, bazofily, lymfocyty

a makrofagy.

4.3.8. Sledovani exprese proteia (Western blot)

Tkan® byly homogenizovany na ledu pomoci homogenizatditva turrax (ULTRA-
THURAX, Ika, Staufen, SRN)ikrat na stupg 4 a potéiikrat pomoci ultrazvukového
homogenizatoru UP 100H (cyklus 0,5, amplituda 8&ldd¢her, Teltow, SRN). Vzorek
tkare o hmotnosti 5 g byl zhomogenizovan &ipasobném objemu (w/v) studeného
homogenizaniho pufru (50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1% Triton-¥/v), 1 mM DTT

a PMSF, 10 mg/l aprotinin, pepstatin-A a leupeptptl 7,4). Homogenat byl
centrifugovan 10 min i 250 g a teplat 4 °C. Ziskany supernatant byl
ultracentrifugovan po dobu 30 minutid9 000 g a 4 °C. Po ultracentrifugaci byl
supernatant uchovavaii p80 °C. Supernatant ziskany homogenizaci (100 pg
proteinu na jamku) byl separovan v SDS-PAGE polylaknidovém gelu. 10% pro
arginazu |, Il ap-aktin a 6,25% pro stanoveni eNOS a iINOS. Po sepsrgelu byly
proteiny geneseny na nitrocelul6zovou membranu (BioRad Ldboes Inc., Praha,
Ceska Republika). Porgnosu byla membrana ponechana za mirného michétékao
1. hod v 5% roztoku odtméného mléka v pufru Tris sjglavkem 0,1% Tween 20
(TBST) z divodu blokace zbylych volnych vazebnych mist lakbbgliny. Po promyti v
TBST byla membrana inkubovana s primarni protilatkgo dobu 1,25 hod ip
laboratorni teplat (tabulka 7). Po odstrani prebyt&né primarni protilatky promytim
v roztoku TBST néasledovala inkubace sigluSnou sekundarni protilatou po dobu
1,25 hod opt za laboratorni teploty. Po vymyti membrany v TBByla provedena
detekce pomoci chemiluminisaariho ¢inidla (ECL kit, GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg Nemecko). Snimek ziskany expozici na film (Hyperfil@E Healthcare
Europe GmbH, Freiburg d&ecko), byl po naskenovani (ScanMaker i900, UMAX,
Willich, Némecko, Ceskd Republika) dale kvantifikovdn za pouZiti pesgu
QuantityOne (BioRad Laboratories Inc., Prafiaska Republika).
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Tabulka 7: Seznam pouzitych protilatek

antigen recéni PF fedni a druh SP dodavatel

arginaza | 1:2000 1:2000 (anti-mouse) BD Bioscisrn&ganklin
Lakes, NJ, USA)

arginaza ll 1:800 1:2000 (anti-rabbit) Abcam (Caiugpe, UK)

iINOS 1:1000 1:2000 (anti rabbit) Cayman (neratqwitie)

eNOS 1:1000 1:2000 (anti-rabbit) Abcam (Cambridgdj€)

B-aktin 1:5000 1:8000 (anti-mouse) Sigma Aldrichatir,CR)

Vyswtlivky: PP...primarni protilatka; SP...sekundarni ptatka; iNOS...indukovatelnd syntaza oxidu
dusnatého; eNOS...endotelialni syntaza oxidu dusoatéh

4.3.9. Sledovani exprese mRNA (qRT-PCR)

Analyza genové exprese byla provedena metodou B $’vyuzitim systému Applied
Biosystem 7500 HT Fast Real- Time PCR systém (&ppBiosystem, Carlsbad, CA,
USA) RNA byla z homogenatu vzorku tkani izolovarampci kometné dodavaného
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Holandsko). K honemigzaci plicni a jaterni tk&rbyl
pouZit automaticky homogemogenizator MagNA lysRoche, Basel, Svycarsko).
Tkanre byly homogenizovany za pomoci skéarych kulcek o piiméru 1,2 mm v RTL
pufru (sowdast soupravy RNeasy Mini Kit). ijpadt jaterni tkag byly pouzity dva
homogenizani cykly 15 s pi 6 500 rpm. Pro plicni tkébylo nutné homogenizai
cyklus opakovatitkrat. K prepsani RNA do cDNA byl pouZzit kom&e dodavany Hig
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (AppliedoBystem, Carlsbad, CA, USA).
Teplotni program byl nasledujici: 25 °C po dobunifl, 32 °C po dobu 2 hod, 85 °C po
dobu 3 s, ochlazeni vzarkna 4 °C. Do reakce probihajici v duplikatu bylauito
30 ng cDNA. Pro amplifikaci templatu byl pouzit TgneFast Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystem, Carlsbad, CA, USA) a Tagi& Gene Expression Assay
mix (Applied Biosystem, Carlsbad, CA, USA) pro daggn (tabulka 8). Jako endogenni
kontrola byla pouzita GPDH (Applied Biosystem, Ghdd, CA, USA). Pouzity teplotni
program byl: 1 cyklus 95 °C po dobu 3 min, 40 éyRb °C po dobu 10 s, 60° C po
dobu 30 s.

K relativni kvantifikaci genové exprese byla paazmetodaAACt. Jedna se
o jednoduchy aritmeticky model, jehoz zakladnitiedpokladem je stejna efektivita
amplifikace cilového targe) a referesniho housekeepinggenu. Vypdet pongru
mnozstvi cilového genuii genu refereénimu:

R =2 -AACt
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kde: AACt = ACt testovaného vzorku ACt kontrolniho vzorkuACt testovaného vzorku

= Ct cilového @rgef genu — Ct referemiho (housekeepinggenu.

Tabulka 8: Pouzité geny.

cilovy nazev ID genu

gen

Argl arginase, liver Rn00567522_m1
Argll arginase type Il Rn00569814 m1l
INOS nitric oxide synthase 2, inducible Rn00561646_m1
eNOS nitric oxide synthase 3, endothellia cell Rn02132634_s1

CAT1 solute carrier family 7 (cationic amino acid traogpr, Rn00565399 m1l
y+ system), member 1

CAT2 solute carrier family 7 (cationic amino acid traogpr, Rn01488325_m1
y+ system), member 2

CAT3 solute carrier family 7 (cationic amino acid traogpr, Rn00500256_m1
y+ system), member 3

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Rn01775763 gl

4.4. Farmakokineticka a statisticka analyza

Nekompartmentovou farmakokinetickou analyzou bylyyhadnoceny profily
pramérnych koncentraci po sléeni dat od zvat v kazdé experimentalni skupirByl
pouzit program Kinetica verze 4.0 (InnaPhase Cafpmm, Thermo Fisher Scientific
Inc.Waltham, MA, USA). Poputai farmakokineticka analyza metodou nelinearniho
modelovani satasného vlivu definovanych a nahodnych faktdsyla provedena
v programu Monolix, verze 4 (zdroj: http://wfn.seére.monolix.org).

Pri statistickém hodnoceni ziskanych dat bylo Heg zohled#no jejich
rozloZzeni. Pokud se vyragzdiSilo od gausovského rozlozeni, byla analyza pdmna
analyzou rozptylu (ANOVA) po logaritmické transfoam dat. Pokud rozlozeni
odpovidalo gausovskému, byl pouzit t-test ia ywajemném srovnavaniita vice
experimentalnich skupin ANOVA. Testovani bylo prdgeo na hladi vyznamnosti
alfa=0,05. Pro statistické zpracovani byly poufitggramy Statistica 8 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, USA), GraphPad Prism, verze 5.02 (Graph®oftware, Inc., La Jolla, CA,
USA) a SigmasStat 3.1 (Systat Software Inc., Erkiaermany).
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5. Vysledky

5.1. Model akutniho poskozeni plic bakterialnim lipopolysacharidem u
potkana Wistar

5.1.1. Zmény v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a indilatory
nitra¢niho a oxida&niho stresu po intraperitonealnim podani
bakterialniho lipopolysacharidu

Casovy pritbéh koncentrace exhalovaného NO.

Po podani 5 mg/kg LPS.p. doSlo jiz ve druhé hodén k signifikantnimu nérstu
koncentrace eNO. N&st kulminoval v intervalu mezi 6. a 8. hodinou podani, kdy
sttedni hodnota posnu eNO k vychozi hodndtpred podanim LPS&inila 42 a 44.
Statisticky vyznamné rozdily mezi LPS a kontrolkiginou byly zaznamenany ve vSech
casovych intervalech dem prvnich 24 hod po podani (Graf 1). Hodnoty e 2.

a 24. hodia byly srovnatelné a zvySené oproti vychozi hodnbiokrat. Za 48 h se
koncentrace eNO vrétila na vychozi hodnotu, jakzaka sledovani u dvou dalSich
potkarn (1,2 a 1,9 ppbied podanim LPS a 1,3 a 1,2 ppb po 48 hod).

Koncentrace NQ v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze a v plazm
Analyza koncentraci dusitana dustnani ve vzorcich BAL byla nejdve provadna
odkleré. Pouzita metoda kvantifikuje dusitany bez reduldiestnanmi a po jejim
provedeni. Koncentrace dasani se vypgita jako rozdil. Tento postup ukazal, ze
koncentrace du&nani jsou vySSi v piméru 20krat (v kontrolni skupif) a 40krat (v LPS
skupirg) nez koncentrace dusitanPodobg i ve vzorcich plazmy byl gmérny poner
koncentraci dugham a dusitaf vyrazré odliSny v kontrolni skupi (pomer 4,7 v 6. hod
po podani FR) a LPS skugifpomeér 48 v 6. hod po podani LPS). Vzhledem k nestabilit
dusitarii v silné pro oxidativnim prosedi je mozné igdpokladat, Ze dusitany byly #tgi
¢asti oxidovany na dusmanyin vivo. Z tohoto divodu byla dale provatha pouze analyza
po redukci duginanmi a hodnocena tak byla celkova koncentrace,,Nt@dy sotet
koncentraci dushani a dusitaf ve vzorcich plazmy a BAL.

Poi.p. podani LPS doslo k vyraznému @istu koncentrace NOv BAL i plazmg
(Graf 2A a 2B ). Koncentrace NQ BAL byla vysSi v intervalu 24 hod od aplikace3.P
nez po 6 hodinach. V pméru doslo ke 4,4ndsobnému (24 hod) a 2,8nasobnénistna
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NOy (6 hod). V plazmd se hodnota NOx zvySila viméru 14krat (6 hod) a 23krét
(24 hod), tedy podstatrvice nez v BAL. Byl #ejmy ¢asovy posun indukce NGmErem

k pozdrEjSim intervalim po podani oproti koncentraci eNO, ktera kulmidawaintervalu
6-8 hodin.

Graf 1:Vliv LPS na koncentraci vydechovaného oxidu dusmat@NO).A/ Individualni
profily ve skupit LPS (5 mg/kg LPEE. coli, i.p.) a B/ v kontrolni skupi® (i.p.
injekce fyziologického roztoku) a C/ {nérné (£SD) koncentrace v obou

skupinach.
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Vyswtlivky: Statisticka vyznamnost rozilihezi LPS a kontrolni skupinou *** p<0,001
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Graf 2: Koncentrace NQ v tekutire z bronchoalveolarni lavaze (BAL) a v plazmo
intraperitonealnim podani 5 mg/kg LPS.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické pmery+SD, pro 11-14 zvat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: **p<0,01;*** p<0,001

Koncentrace malondialdehydu v tekutiré z bronchoalveolarni lavaze.
V BAL nebyly po podani LPS v davce 5 mg/kg. pozorovany zreny koncentrace MDA
oproti kontrolni skupi& (Graf 3).

Koncentrace argininu v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze

V BAL nebyly po podani LPS vdavce 5 mg/kg. pozorovany zrny koncentrace
argininu oproti kontrolni skupin V plazne za 6 hod od podéni LPS doslo k hlubokému
poklesu koncentrace argininu. Za 24 hod se jiz &otrace neliSila od kontrolni skupiny
(Graf 4).
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Graf 3: Koncentrace malondialdehydu (MDA) v tekutirz bronchoalveolarni lavaze
(BAL) po intraperitonealnim podani 5 mg/ kg LPS.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické pmery+SD, pro 11-14 zvat ve skupid.

Graf 4: Koncentrace argininu v tekutirze bronchoalveolarni lavaze (BAL) a v plazipo
intraperitonealnim podani 5 mg/kg LPS.
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Vyswtlivky Hodnoty jsou aritmetické famery+SD, pro 11-14 zvat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: **p<0,01
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5.1.2. Propustnost alveolokapilarni membrany a bumény zarétlivy infiltrat
v dychacich cestach

Koncentrace celkové bilkoviny v tekutiré z bronchoalveolarni lavaze

V 6. Hod po podani LPS byl pozorovan statistickgngikantni nafist koncentrace
celkové bilkoviny v BAL 0 35 % ve srovnani s komtioskupinou (0,15 + 0,03 vs.
0,11 £ 0,03 g/l, p<0.01). Za 24 hod po podani seckatrace celkové bilkoviny v LPS
a kontrolni skupi# neliSila (Graf 5).

Graf 5: Celkova bilkovina v BAL po intraperitonealnim pod® mg/ kg LPS.
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Vyswtlivky:: Hodnoty jsou aritmetické gmeéry+SD, pro 11-14 zvht ve skupid.
Statisticka vyznamnost: **p<0,01

Hmotnost plic.

Pramérny pongr mezi hmotnosti plic allesnou hmotnosti byl ve skuginLPS ve
srovnani s kontrolni skupinou vyssi 0 9,5 % za @ (NS) a 0 23 % (p<0,01) za 24 hod po
podani (Graf 6).

Graf 6: Pomer hmotnosti plic adla po intraperitonealnim podani 5 mg/ kg LPS.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické pmery+SD, pro 11-14 zvat ve skupid.
Statisticka vyznamnost: **p<0,01
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Pofet leukocyti a diferencidlni rozpaiet v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze a
Vv krvi.

Analyza buréné slozky BAL ziskané centrifugaci ukazala v LPSupskach oproti
kontrolni skupig signifikantni vzestup pitu leukocyti v 6. i 24. hod a sa@asny naiist
zastoupeni neutrofilnich granulogyv diferencialnim rozp&iu (Graf 7). Zatimco mirny
pokraujici nafst celkového p&tu leukocyt vintervalu mezi 6. a 24. hod jiz nebyl
statisticky vyznamny, vyrazrse dale zvysilo procentualni zastoupeni neutrefiburécne
sloZzce BAL z 11,8 na 21,6 % (p<0,001). ZvySenitpdeukocyti a zastoupeni neutraiil
bylo nalezeno i v krvi (Graf 8).

Graf 7: Buré¢nd slozka BAL: Peet leukocytt (A) a zastoupeni neutradil v
diferencialnim rozpétu (B) po intraperitoneélnim podani 5 mg/ kg LPS.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny jako pfmeér £SD pro 5-12 zwiat ve skupid.
Statistick& vyznamnost: * p<0,05; **p<0,01;*** p<001

62



Vysledky

Graf 8: Patet leukocyt v krvi (A) a zastoupeni neutraiilv diferencialnim rozp&u (B)
po intraperitonealnim podani 5 mg/ kg LPS.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny jako pamér £SD pro 5-12 zwviat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: * p<0,05; **p<0,01;*** p<001

5.1.3. Zmény exprese geii ovliviiujicich metabolickou drahu arginin-oxid
dusnaty po intraperitonealnim podani bakterialniholipopolysacharidu

Exprese vybranych génmajicich dlezitou ulohu pro metabolickou drahu arginin-oxid
dusnaty, byla stanovena na urovni mMRNA metodou RRR plicni a jaterni tkani.
Indukovatelna syntaza oxidu dusnatého (iNOS).

Exprese INOS byla signifikantn a vyrazg zvySena jiz ve ieti hodig od
intraperitonealniho podani LPS a to ve srovnarorgrkini skupinou 150krat v plicich a
300krat v jaterni tkaniZza 6 hod od podani exprese ve srovnani s 3. hogioklesla, ale

stale petrvavalo 30nasobné (plice) a 90nasobné zvySeafidguntrolni skupig (Graf 9).
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Graf 9: Exprese INOS na urovni mRNA v plicni a jaternink@o intraperitonealnim

podéani LPS.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny relativié vzhledem ke kontrolni skugiR i.p. Uveden je
aritmeticky pamér a SD pro 5 zvat ve skupid. Statisticka vyznamnost: * p<0,05; **p<0,01;
*+* n<0,001
Endotelialni syntdza oxidu dusnatého (eNOS).
Po podani LPS doslo véeti hodirg od aplikace LPS ke sniZzeni exprese eNOS v plicni
tkani o 64 % (p<0,001) oproti kontrole a v 6. h&dnal podani fetrvavalo snizeni o 40 %
(p<0,05). Exprese eNOS v jaterni tkani nebyla ed®lanéntasovém intervalu podanim
LPS statisticky vyznamnovlivnéna (Graf 10).

Graf 10: Exprese eNOS na urovni mRNA v plicni a jaterni tkdm intraperitonealnim

podéani LPS.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny relativié vzhledem ke kontrolni skupgifR i.p. Uveden je
aritmeticky primer a SD pro 5 zvat ve skupid. Statisticka vyznamnost: * p<0,05; **p<0,01;
*** p<0,001
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Arginaza | (Argl) .

Exprese Argl v plicni tk&ni byla za 3 hod po podéRE zvySena o 73 % oproti kontrolni
skupire FR i.p. (p<0,01). Za 6 hod doSlo k poklesu az #a&®urovre exprese v kontrolni
skupire (Graf 11). V jatrech byla exprese Argl v LPS sk#uwh pod drovni kontrolni
skupiny. Rozdil v 6. hod po podani byl statistiskiznamny. Bylo pozorovano sniZzeni na
67 % urovi exprese v kontrolni skupintj. o 33 % (p<0,01).

Arginaza Il (Argll) .

Exprese Argll v plicni tkani byla za 3 hod po podé@RS oproti kontrolni skupihzvySena
3,2krat (p<0,01) a za 6 hod poklesla na Ufios®vnatelnou s kontrolni skupinou. V jaterni
tkani potkar v LPS skupinach byla exprese vyrazvysSena za 3 hod a 6 hod po podani
(12,7krét a 9,9krat, p<0,001, Graf 12).

Graf 11: Exprese Argl na urovni mRNA v plicni a jaterni tkgwo intraperitonealnim

podani LPS.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny relativie vzhledem ke kontrolni skupiFR i.p.. Uveden je
aritmeticky primer a SD pro 5 zvat ve skupid. Statisticka vyznamnost: * p<0,05; **p<0,01;
*** p<0,001
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Graf 12: Exprese Argll na mRNA drovni v plicni a jaterniatk po intraperitonealnim

podéani LPS.
plice jatra
E 59 ok * ; Fokk - 20
x ] L e
< . - 15
T T
E B | I 110
SN 2- 5
<o I
s 1T -
ks | —
\&_)/ O T T T : T T T 0
\Q ’b(\ Q)Q \Q' Q;Q Q:;Q
& & K& KR
o o )
S8 VN

Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny relativié vzhledem ke kontrolni skupifrR i.p.. Uveden je
aritmeticky ptimer a SD pro 5 zvat ve skupid. Statisticka vyznamnost: * p<0,05; **p<0,01;
*+* n<0,001
Membranovy transportér pro arginin CAT1.
Ve tieti hodi od podani LPS doSlo jak v plicich, tak v jatrechrykaznému ndistu
exprese transportéru CAT1 oproti kontrolni sképi plicich se exprese CAT1 zvysSila
5,5krat (p<0,001) a v jatrech 7,5krat (p<0,0019.&Zhod po podani jiz nebyl rozdil mezi
arovni exprese CAT1 u LPS a kontrolni skupiny statky vyznamny (1,4nasobek

v plicich a 1,5n4sobek v jatrech, Graf 13).

Membranovy transportér pro arginin CAT2.

V plicni tkani se exprese CAT2 u skupiny LPS zac8 Ipo podani zvySila dvojnasabn
(p<0,001). V 6. hodi® od podani jiz byla exprese v LPS a kontrolni sk&grovnatelna.
Podani LPS neZobilo statisticky vyznamné rozdily v expresi tahdransportéru

v jaterni tkani oproti kontrolni skupinGraf 14).
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Graf 13: Exprese CAT1 na mRNA urovni v plicni a jaternirtkdpo intraperitonealnim

podéani LPS.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny relativié vzhledem ke kontrolni skupiFR i.p.. Uveden je
aritmeticky pamér a SD pro 5 zvat ve skupid. Statisticka vyznamnost: * p<0,05; **p<0,01;
*** n<0,001

Graf 14: Exprese CAT2 na mRNA Urovni v plicni a jaterni tk@o intraperitonealnim

podani LPS.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny relativie vzhledem ke kontrolni skupiFR i.p.. Uveden je
aritmeticky pamér a SD pro 5 zvat ve skupid. Statisticka vyznamnost: * p<0,05; **p<0,01;
*** n<0,001

Membranovy transportér pro arginin CAT3.

Po podani LPS doslo jak v plicni tak v jaterni ikémyznamnému néstu exprese
sledovaného genu (Graf 15). Vietf hodirg od podani se exprese CAT3 zvysila 5,8krat
v plicich (p<0,001) a 9,6krat v jatrech (p<0,0yySena exprese transportétiefpvavala
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v plicni i jaterni tk&ni i za 6 hod po podani LR& srovnani s kontrolni skupinou byla

N 1 N 1

exprese CAT3 v plicni tkani 3krat vyssi (p<0,001) jatrech 4,7krat vyssi (p<0,001).

Graf 15: Exprese CAT3 na mRNA Urovni v plicni a jaterni tk@o intraperitonealnim

podani LPS.
plice _ jatra
Q:_ 14‘ é *kk
E 124 *kk *kk **
T ———— 1
< < 10 ; T
Z £ Fokk * :
o g4 mrm—r— ;
ED s
mT 6 T
Ty s 1
Oho 47 T
[ '
2 27 5
© I;I H IJ__I
g O T T T : T T T
Q}Q PN Q;\.Q‘ PN
& L & & L R
PP R
AV AV N

Vyswilivky: Hodnoty jsou vyjagkny relativié vzhledem ke kontrolni skugifR i.p.. Uveden je
aritmeticky pmér a SD pro 5 zvat ve skupid. Statistickd vyznamnost: * p<0,05; **p<0,01;
*** n<0,001
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5.1.4. Zmény exprese proteimi ovliviiujicich metabolickou drahu arginin-oxid
dusnaty po intraperitonealnim podani LPS

V plicni tkani byla metodou Western blot za 3 i 6 hod po podars balezena zvySena
exprese proteiniNOS (1,5 a 1,6krét), Argl (4,5 a 3,7krat) a Ar@ll6 a 1,4krét), zatimco
exprese eNOS se neznila (Graf 16).

Graf 16: Exprese proteiniNOS, eNOS, Argl a Argll v plicni tkani po intrap@nealnim

podéani LPS.
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Vyswitlivky: Hodnoty jsou vyjageny relativeé vzhledem ke kontrolni skupifR i.p.. Uveden
je aritmeticky piimér a SD pro 5 zvat ve skupid. Statistickd vyznamnost: * p<0,05;
**p<0,01; *** p<0,001

V jatrech se exprese uvedenych proteineznénila nebo se zvySila mémez v plicni
tkani Graf 17). Exprese INOS se zvysSila 1,2kratQ9%8) za 3 hod a 1,4krat za 6 hod po
podani LPS (p<0,05). Exprese eNOS a Argl se vdghtmezndnila a rozdily v expresi
Argll oproti kontrolni skupig nedosahly ve 3. ani 6. hod statistické vyznamr(@s§Seni

0 20 a 25 %).
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Graf 17: Exprese proteiiniNOS, eNOS, Argl a Argll v jaterni tkani po inteitonealnim
podani LPS.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny relativié vzhledem ke kontrolni skupifrR i.p.. Uveden je
aritmeticky pimér a SD pro 5 zvat ve skupis. Statistickd vyznamnost: * p<0,05; **p<0,01;
*** p<0,001
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5.1.5.Zmény v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a indilatory
nitra¢niho a oxidaniho stresu po podani LPS: srovnani
intraperitonealniho a intratrachealniho podani

Koncentrace exhalovaného NO
Stejna davka 5 mg/kg LPS vedla k vyrazarySSi indukci eNO v 6. hodinpo podani
intraperitonealnim nez intratrachealnim. RBm podani byla koncentrace eNO zvySena

oproti kontrolni skupi& 32krat, zatimco po i.t. podani pouze 4,8kréat (G&)f

Graf 18: Vliv podani LPS v davce 5 mg/kg intraperitonealninttatrachealni cestou na
koncentraci vydechovaného oxidu dusnatého (eNO).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické pmery+SD, pro 8-18 zviat ve skupid.

Statisticka vyznamnost: **p<0,01; *** p<0,001
Koncentrace NQ, v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze a v plazwh
Takeé vySeteni NOx v BAL a v plazm ukazalo shodhs eNO na vyrazijSi vliv LPS po
podéanii.p. nezi.t. Koncentrace NQbyla zvySena v BAL 2,7krati.p.) a 1,6krat it.) a
v plazme 12,9krat (p.) a 3,8krétict.) (Graf 19).

Koncentrace malondialdehydu v tekutiré z bronchoalveolarni lavaze.

VySeteni MDA v BAL ukazalo na zrimy oxidani stres v dychacich cestach vyvolany
samotnou instilaci fyziologického roztoku do tragh&oncentrace MDA byla zvySena
4,8krat oproti skupi® s intraperitonealnim podanim fyziologického roztoklaopak LPS
arover oxidaniho stresu déle vyznammezvysil a narst MDA nebyl pozorovan ani po

jeho intraperitoneélnim podéani (Graf 20).
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Graf 19: Koncentrace dusitdina dusénanm (NOy) v tekutiré z bronchoalveolarni lavaze
(BAL) a vplazng po intraperitonealnim a intratrachealnim podaniSLP

(5 mg/kg).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické pmery+SD, pro 8-18 zviat ve skupid.
Statisticka vyznamnost: **p<0,01; *** p<0,001

Graf 20: Koncentrace malondialdehydu (MDA) v tekutirz bronchoalveolarni lavaze
(BAL) po intraperitonealnim a intratrachealnim podéPS (5 mg/kg).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické pmery+SD, pro 8-18 zviat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: *** p<0,001
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5.1.6. Propustnost alveolokapilarni membrany a buiény zanétlivy infiltrat v
dychacich cestach po podani LPS: srovnani intrapegonealniho
a intratrachealniho podani

Koncentrace celkové bilkoviny v tekutiré z bronchoalveolarni lavaze.

Podobr jako tomu bylo v fipadt MDA, i celkova bilkovina v BAL byla zvySena 3,7kra
samotnou intratrachealni instilaci fyziologickélaztoku. Bakterialni LPS Zgobil dalSi
podstatné zvySeni fmérné koncentrace celkové bilkoviny na 2,4ndsobekaf(@1).
Integrita alveolokapilarni membrany tedy byla oméima jak samotnou intratrachealni
aplikaci tak pitomnosti vysoké koncentrace LPS v dychacich cestamtoZze samotny
LPS podany.p. koncentraci celkové bilkoviny zvysil pouze o 34 ¥3krat). Tento rozdil
nebyl statisticky vyznamny ip sowasném testovani vSech skupin analyzou rozptylu
s naslednym testem.fiPvzdjemném testovani t-testenp. skupin s nizkymi rozptyly

koncentrace bilkoviny byla ziskana hodnota p=0,015.

Graf 21: Koncentrace celkové bilkoviny v tekutiz bronchoalveolarni lavaze (BAL) po
intraperitonealnim a intratrachealnim podani LP&{skQ).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické imery+SD, pro 8-18 zviat ve skupid.
Statisticka vyznamnost: *** p<0,001

Pramérny pomér mezi hmotnosti plic a €lesnou hmotnostibyl ve srovnani s kontrolni
skupinou vyssi 0 9,5 % (NS) po intraperitonedlniodgmi a o 15 % (p<0,01) po
intratrachealnim podani LPS (Graf 22).
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Graf 22: Ponr hmotnosti plic adla po intraperitonealnim a intratrachealnim podats

(5 mg/kg).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické imery+SD, pro 8-18 zviat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: ** p<0,01

Pocet leukocyti a diferencialni rozpatet v BAL a v krvi.

Analyza bug¢né sloZzky BAL ukazala v 6. hod po podani LPS digantni vzestup pétu
leukocyti a sowasny naiist zastoupeni neutrofilnich granulotytv diferencialnim
rozpaitu, ktery byl podstath vétSi po intratrachealnim podani. Také samotna
intratrachealni aplikace fyziologického roztokglanv dychacich cestach odezvu a zvySila
vysledky obou vySéeni. Pdet leukocyl v krvi byl signifikantré zvySen po
intraperitonealnim podani, zastoupeni neutiofjyrazré narostlo v obou LPS skupinach

i vlivem intratrachealni aplikace fyziologickéhaztoku (Graf 23).

5.1.7. Vliv pentoxifylinu na indikatory nitra ¢niho a oxidaniho stresu po
intratrachedlnim podani LPS

Intratrachedlni instilace pentoxifylinu (50 mg/kg. rozctlen¢ do 2 davek) snizila
koncentraci vydechovaného NO (eNO) a koncentraci NQr plazné¢ aZz na Grovi
kontrolni skupiny (Grafy 24 a 25). Koncentraci N@xekutiné z bronchoalveolarni lavaze
snizila pouzetasténe (Graf 25). Koncentrace malondialdehydu sénita pouze mira:

vlivem LPS se mirtizvysila a pentoxifylin tomuto nastu zabranil (Graf 26).
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Graf 23: Patet bilych krvinek a diferencialni rozget v BAL (A, C) a v krvi(B, D) po
intraperitonealnim a intratrachealnim podani LP$\{s k).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické pmeéry+SD, pro 8-18 (pdet leukocyt) a 6-8 (diferencialni
rozpa'et) zviat ve skupid. Statisticka vyznamnost: * p<0,05, ** p<0,01, *1¥<0,001

Graf 24: Vliv pentoxifylinu (50 mg/kgi.t. rozdler¢ do 2 davek) na koncentraci
vydechovaného NO (eNO) po intratrachealnim pod&3 (5 mg/kd.t.).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické imery+SD, pro 6-12 zviat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: ** p<0,01, *** p<0,001
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Graf 25: Vliv pentoxifylinu (50 mg/kgi.t. rozctler¢ do 2 davek) na koncentrace N&/
v tekutirg z bronchoalveolarni lavdze (BAL) a B/ v plazmo intratrachealnim
podani LPS (5 mg/kgt.).
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Vyswitlivky: Hodnoty jsou aritmetické imery+SD, pro 6-12 zviat ve skupid.
Statistick& vyznamnost: * p<0,05, ** p<0,01, *** 15001

Graf 26: Vliv pentoxifylinu (50 mg/kgi.t. rozdlen¢ do 2 davek) na koncentrace
malondialdehydu (MDA) v tekutih z bronchoalveolarni lavdze (BAL) po
intratrachealnim podani LPS (5 mgikig).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické pmery+SD, pro 6-12 zviat ve skupid.
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5.1.8. Vliv pentoxifylinu na propustnost alveolokapilarni membrany a
bunéény zarétlivy infiltrat v dychacich cestach po intratrachednim
podani LPS

Intratrachedlni podani pentoxifylinu neovlivnilo deentraci celkové bilkoviny v BAL,
pon¥r hmotnosti plic ada, paet leukocylt a zastoupeni neutraiilv diferencialnim

rozpaitu burééné slozky BAL (Grafy 27 az 29).

Graf 27: Vliv pentoxifylinu (50 mg/kgi.t. rozctlen¢ do 2 davek) na koncentraci celkové
bilkoviny v tekutirg z bronchoalveolarni lavdZze (BAL) po intratraché&aln
podani LPS (5 mg/kgt.).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické imery+SD, pro 6-12 zviat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: * p<0,05, *** p<0,001

Graf 28: Vliv pentoxifylinu (50 mg/kgi.t. rozctlen¢ do 2 davek) na hmotnost plic (v %
télesné hmotnosti) po intratrachealnim podani LP&¢&gi.t.).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické pmery+SD, pro 6-12 zviat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: ** p<0,01
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Graf 29: Vliv pentoxifylinu (50 mg/kgi.t. rozcElené do 2 davek) na pet leukocyi v krvi
(A) a zastoupeni neutrofilv diferencialnim rozp#iu (B) po intratrachedlnim
podani LPS (5 mg/kgt.).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou aritmetické pmery+SD, pro 6-12 zviat ve skupid. S
tatisticka vyznamnost: ** p<0,01

5.1.9. Zmény exprese proteiri ovliviiujicich metabolickou drahu arginin-oxid
dusnaty po intratrachealnim podani LPS a vliv pentaifylinu

Indukovatelna syntaza oxidu dusnatého (iNOS).

Po i.t. aplikaci LPS doSlo k1,9nasobnému (p<0,001) ustér exprese IiNOS
v homogenatech plicni tk&n Podani pentoxifylinu snizZilo expresi proteinu 0 %
(p<0,001) pod urowve exprese u potkan kterym byl podan intratrachedlryziologicky
roztok. Pentoxifylin dale zcela potia indukéni vliv LPS na expresi iNOS (Graf 30).
V jatrech byly nélezy velmi podobné stim rozdilebe, exprese iINOS se ve skupin
LPS i.t. zvySila pouze 1,4krat, tj. 0 40 % (Gra}.30
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Graf 30: Exprese iNOS proteinu v plicni a jaterni tkani ptratracheélnim podani LPS
(5 mg/kgi.t.) a vliv pentoxifylinu (50 mg/kg.t. rozckler¢ do 2 davek).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou pimer +SD, pro 5-12 zviat ve skupis. Statisticka vyznamnost:
p<0,05; **p<0,01;*** p<0,001

Endotelialni syntdza oxidu dusnatého (eNOS).

Po podani LPS nedoSlo ve srovnani s odpovidajikomirolnimi skupinami ke z#mé
exprese eNOS v homogenu plic (Graf 31). Podaniopédyglinu se projevilo mirnym
snizeni exprese eNOS v plicni tkani jak v kontrdlk v LPS skupi& V jatrech byla
exprese eNOS ve vSech skupinach srovnatelna. tRfafisryznamrié ale pouze mirh

vySSi (+ 6 %) byla exprese ve skupltPS+PX i.t. ve srovnani s kontrolni skupinou RR .
(Graf 31).

Arginaza | (Argl) .
Po i.t. podani LPS doSlo v plicni tkani k 2,4nasobnémuSemy exprese Argl.
Pentoxifylinu ¢ast&né snizil tento narst (Graf 32). Exprese Argl v jatrech nebyla

ovlivnéna LPS ani pentoxifylinem.
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Graf 31: Exprese eNOS proteinu v plicni a jaterni tkani mioatrachealnim podani LPS
(5 mg/kgi.t.) a vliv pentoxifylinu (50 mg/kgt. rozclen¢ do 2 davek).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou pimer +SD, pro 5-12 zvfat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: p<0,05; **p<0,01; *** p<001

Graf 32: Exprese Argl proteinu v plicni a jaterni tkani paratrachealnim podani LPS
(5 mg/kgi.t.) a vliv pentoxifylinu (50 mg/kg.t. rozctlen¢ do 2 davek).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou pimeér +SD, pro 5-12 zvat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: p<0,05; **p<0,01; *** p<001
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Arginaza Il (Argll) .

Exprese Argll v plicichbyla po i.t. podani LPS zvySena 1,6krat (p<0,001). Podani

pentoxifylinu gekvapiv zvysSilo expresi Argll ve srovnani s kontrolni skugu FR i.t.,

které byl aplikovan fyziologicky roztok. V LPS skop zpisobil pentoxifylin pokles

exprese 0 20 % (p<0,01). Exprese byla ale vySSivri@introlni skupig FR i.t. (Graf 32).

Po podani LPS doSlo v jatrech k mirnémuustar exprese Argll o 26 % (p<0,001)

Vv porovnani s expresi v kontrolni skupia podani pentoxifylinu zcela zabranilo tomuto

zvysSeni (Graf 33).

Graf 33: Exprese Argll proteinu v plicni a jaterni tkani pdratrachealnim podani LPS
(5 mg/kgi.t.) a vliv pentoxifylinu (50 mg/kg.t. rozctlene do 2 davek).
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou pimeér +SD, pro 5-12 zvat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: *p<0,05; **p<0,01; *** p<001
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5.2. Model ovalbuminem navozeného alergického z#&tu u potkana
kmene Brown Norway

Potkani Brown-Norway ve skupinach A (alergizacédP (alergizace + provokace) byli
alergizovani opakovanymi intraperitonealnimi a sutBknimi injekcemi ovalbuminu
s hydroxidem hlinitym (adjuvans). Ve skupinA+P byla nasledh provadna

bronchoprovokace nebulizovanym ovalbuminem a skupiA byla exponovana
nebulizovanému fyziologickému roztoku. Kontrolniupk¢ K byl podavan fyziologicky
roztok misto alergizace a poté nebulizaopst fyziologicky roztok. Na konci experimentu
(viz ¢ast metody) byla ve vzorcich plazmy a BAL stanovéoacentrace vybranych

biochemickych parameira exprese na urovni proteinu a mRNA v plicni tkani

5.2.1.Zmény v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a indilatory
nitra¢niho a oxidaniho stresu v podminkach alergického zaftu
dychacich cest u potkana Brown-Norway.

Koncentrace NQ v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze a v plazm

Ve srovnani s kontrolni skupinou K bykancentrace NQv BAL ve skupinach A a A+P
zvySena o 71 % a 72 %, tj. 1,7krat (p<0,001). \zpkase zvysila 0 40 % a 50 % (p<0,05;
Graf 34).

Koncentrace malondialdehydu v tekutir® z bronchoalveolarni lavaze.

U alergizovanych potkan se po provokaci ovalbuminem (skupina A+P) zvysSila
koncentrace MDA v BAL ve srovnani s kontrolami I#&k (+60 %, p<0,01) oproti
koncentraci MDA u kontrolni skupiny. Ve skupii®\ nebyl natist koncentrace o 21 %

statisticky vyznamny (Graf 35).

Koncentrace argininu v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze
U alergizovanych potkan se po provokaci ovalbuminem (skupina A+P) zvysSila
koncentrace MDA v BAL ve srovnani s kontrolami I&k(+ 47 %, p<0,01; Graf 36).
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Graf 34: Koncentrace NOXx v tekuténz bronchoalveolarni lavaze (A) a v plaziiB) po
alergizaci (skupina A) a alergizaci a bronchoprami(skupina A+P) potkan
Brown-Norway ovalbuminem.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou pimeér +SD, pro 8-16 zviat ve skupis.
Statistickd vyznamnost: * p<0,05; *** p<0,001

Graf 35: Koncetrace MDA v tekuti& z bronchoalveolarni lavaze (BAL) po alergizaci
(skupina A) a alergizaci a bronchoprovokaci (skapAxP) potkaf Brown-
Norway ovalbuminem.

0.4+
**

— I 1
=  0.31
=3
<

0.2+
o T
> I
3
s 0.14

0.0

K A A+P

Vyswtlivky: Hodnoty jsou pimer +SD, pro 6-12 zviat ve skupid.
Statistickd vyznamnost:** p<0,01
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Graf 36: Koncentrace argininu v tekutire bronchoalveolarni lavaze (A) a v plaziiB)
po alergizaci (skupina A) a alergizaci a bronchepkaci (skupina A+P)
potkarmi Brown-Norway ovalbuminem.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou pimér +SD pro 8-18 zviat ve skupid.
Statisticka vyznamnost: * p<0,05,**; p<0,01

- s

dychacich cestach v podminkach alergického zétu dychacich cest u
potkana Brown-Norway.

Koncentrace celkové bilkoviny v tekutiré z bronchoalveolarni lavaze.
Ve skupirg A+P bylo pozorovano mirné zvyseni koncentraceaaikbilkoviny (+17 %),
ale rozdil byl pouze hrag¢ signifikantni (ANOVA, p=0,07; Graf 37).

Hmotnost plic.

Pramérny poner mezi hmotnosti plic alkesnou hmotnosti byl ve skugii o 15 % vysSi
nez u kontrol, ale tento rozdil nedosahl statigtieitzznamnosti. Ve skupirA+P doSlo ke
zvyseni 0 17 % (p<0,05; Graf 38).
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Graf 37. Koncentrace proteinu v BAL po alergizaci (skupind) A alergizaci
a bronchoprovokaci (skupina A+P) potkiaBrown-Norway ovalbuminem.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou pimeér +SD pro 8-18 zviat ve skupid.

Graf 38: Poner hmotnosti plic a da po alergizaci (skupina A) a alergizaci a
bronchoprovokaci (skupina A+P) potkaBrown-Norway ovalbuminem.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou pimeér +SD pro 8-18 zviat ve skupid. Statisticka vyznamnost: * p<0,05

Pocet leukocyti a diferencialni rozpaiet v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze
a v Kkrvi.
Analyza burcné slozky ziskané centrifugaci BAL ukazala, Ze kaps¥ A se pdet

leukocyti zvySil ve srovnani s kontrolni skupinou 5,2krac@®01) a ve skupin A+P
8,4krat (p<0,001). Déle doSlo v obou skupindch kkaatnimu nakstu zastoupeni
eozinofilnich granulocyt v diferencialnim rozpgiu (Graf 39). ZvySeni pitu leukocyfti

a zastoupeni eozinaidibylo nalezeno i v krvi (Graf 39).
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Graf 39: Patet bilych krvinek a zastoupeni eozindfil diferencialnim rozpgiu v buréénée
slozce BAL (A, C) a vkrvi (B, D) po alergizaci (gina A) a alergizaci
a bronchoprovokaci (skupina A+P) potkaBrown-Norway ovalbuminem.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou pimeér +SD pro 8-18 zviat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: ** p<0,01; *** p<0,001

5.2.3.Zmény exprese geii ovliviiujicich metabolickou drahu arginin-oxid
dusnaty v podminkach alergického zaétu dychacich cest u potkana
Brown-Norway.

Indukovatelna syntaza oxidu dusnatého (iNOS).

Exprese iNOS na urovni mRNA byla zvySena ve skéigin A+P, a to 2,7krat (p<0,001)
a 2,8krat (p<0,001; Graf 40). V jatrech doSlo katisticky vyznamnému zvyseni exprese
INOS pouze u skupiny A+P (1,6kréat, p<0,01) opratinkole (Graf 40).

Endotelialni syntdza oxidu dusnatého (eNOS).

Stejre jako v gipac iINOS ale v mensi g se zvySilo i mnozstvi mMRNA eNOS v plicni
tkani ve skupia A (1,4krat, tj. o 40 %, p<0,05) i A+P (1,3kréat, § 30 %, p<0,05).
V jatrech nedoslo ke z¢tnam v expresi eNOS (Graf 41).
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Graf 40: Exprese iNOS na urovni mRNA v plicni a jaterni tkpo alergizaci (skupina A)
a alergizaci a bronchoprovokaci (skupina A+P) poikaBrown-Norway
ovalbuminem.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny relativeé vzhledem ke kontrolni skupiK.
Uveden je aritmeticky gmer a SD pro 8-18 zvat ve skupid. Signifikantni rozdil oproti kontrole :
* p<0,05; *** p<0,001

Graf 41: Exprese eNOS na urovni mRNA v plicni a jaterni thgmalergizaci (skupina A)
a alergizaci a bronchoprovokaci (skupina A+P) poikaBrown-Norway
ovalbuminem.
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Vyswtlivky : Hodnoty jsou vyjageny relativié vzhledem ke kontrolni skupik.
Uveden je aritmeticky gmer a SD pro 8-18 zyat ve skupid. Statistickd vyznamnost: * p<0,05

Arginaza | (Argl) a arginaza Il (Argll) .

Exprese Argl v plicich se vyragrzvysila jak u alergizovanych (A), tak u alergizayah a
provokovanych potkan (A+P). Ve srovnani s kontrolni skupinou se mnoZshRNA
zvySilo 5,9krat a 8,1krat (p<0,001; Graf 42). ffgact Argll byl nanist exprese v plicni

tkani v obou skupinach nizsi: mnozstvi mMRNA se #oy®,4krat (skupina A) a 3,1krat
(skupina A+P). Exprese Argl a Argll mRNA v jatresé nezminila (Graf 41).
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Graf 42: Exprese Argl a Argll na urovni mRNA v plicni a jaté tkani po alergizaci
(skupina A) a alergizaci a bronchoprovokaci (skaphtP) potkaf Brown-
Norway ovalbuminem.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny relativié vzhledem ke kontrolni skupik. Uveden je
aritmeticky pmeér a SD pro 8-18 zyat ve skupidl. Statistickd vyznamnost: * p<0,05; ***
p<0,001

Membranoveé transportéry pro arginin CAT1 a CAT2.
ZvysSena exprese mRNA transpoitéCAT1 a CAT2 byla zaznamenana v plicni
av pipad CAT1 i v jaterni tkani. V plicni tkani doSlo k vgznému narstu CAT1 ve
skupirg A (3,4krat, p<0,01) a zvlaStve skupig A+P (9,9krat, p<0,001). V jaterni tkani
doSlo k mirnému zvySeni CAT1 (1,4krat, tj. o 40 p&0,05) pouze u skupiny A+P.
Exprese CAT2 na urovni mRNA v plicich se zvySilann&,1krat ve skupi A a 1,7krat

ve skupig A+P, zatimco v jatrech se neznila (Graf 43).

Graf 43: Exprese CAT1 a CAT2 na urovni mRNA v plicni a jaietkani po alergizaci
(skupina A) a alergizaci a bronchoprovokaci (skap#t+P) potkaf Brown-
Norway ovalbuminem.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny relativie vzhledem ke kontrolni skupirk. Uveden je
aritmeticky pmeér a SD pro 8-18 zyat ve skupid.
Statistickd vyznamnost: * p<0,05; ** p<0,01; *** p&,001

A+P
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5.2.4. Zmény exprese proteimi ovliviiujicich metabolickou drahu arginin-oxid
dusnaty v podminkach alergického za&tu dychacich cest u potkana

Brown-Norway.

U alergizovanych potkan doSlo po provokaci nebulizovanym ovalbuminem (skap
A+P) k signifikantnimu zvySeni exprese enZynNOS, eNOS a Argll v homogenatu
plicni tkaré o 39-44 % nad Uroweexprese u kontrolni skupiny, zatimco rozdily v resp

Argl nebyly statisticky vyznamné (Graf 44). U alexayanych potkai, kteri inhalovali

fyziologicky roztok (skupina A), se mikrzvysSila exprese eNOS a Argll (it o 21-
22 %). Exprese INOS a Argl se od kontrolni skupieliSila (Graf 43).

Graf 44: Exprese proteiiniNOS, eNOS, Argl a Argll v plicni tkani po alergia (skupina
A) a alergizaci a bronchoprovokaci (skupina A+P}kpai Brown-Norway

ovalbuminem.
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Vyswtlivky: Hodnoty jsou vyjageny relativieé vzhledem ke kontrolni skupiK.
Uveden je aritmeticky gmer a SD pro 3-4 zvat ve skupid. Statistickd vyznamnost:

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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5.3. Farmakokinetika inhibitoru argindz norNOHA

5.3.1. Srovnani farmakokinetiky po jednorazovém injelkénim  podani
intravendzni a intraperitonedlni cestou a po intratachealni aplikaci
aerosolu

Nekompartmentova analyza koncentrg&niho profilu norNOHA v plazmé.

Graf 45 uvadi pmérné koncentrace (+SD) norNOHA v plagmotkani v zavislosti na
¢ase po podani latkiv., i.p. a intratracheak formou aerosolu v davkach 10, 30 a 90
mg/kg. Pa.v. podani byl pokles koncentradietelré bifazicky a rychly. Probihal paraléin
ve vSech 3 davkovych skupinachiigemz piimérné koncentrace za 20 min po podani byly
nizsi nez 10 % z hodnot nejvysSich koncentradfienych ve 3 min. Farmakokinetické
parametry odhadnuté nekompartmentovou analyzou (NjSéu shrnuty v tabulce 9.
Koncentrace extrapolovana d@asu 0 (@) a celkova plocha podiikkou primérna
koncentracetas (AUG.,) se zvysily v pouzitém davkovém rozmezi 8,4krat 2ki@t, tj.
témei amerné k 9ndsobnému néstu davky.

Po intraperitonealni aplikaci bylo maximum névke pimérnd koncentracéas
(Cmax pozorovano ve druhém ogtovém intervalu (5 min) a hodnotygxse [ilis neliSily
od koncentraci ve 3 min (Graf 45 B). | pp. aplikaci byly piibéhy koncentranich profik
ve vSech davkovych skupinach paralelni a bifazieke,rychlost poklesu v prvni a druhé
fazi se liSila mé& nez poi.v. podani. Charakteristiky rychlosti a miry biologick
dostupnosti Gax a AUG., se vdavkovém rozmezi 10-90 mg/kg zvySily 11,8kra
a 12,6krat, tj. miréh vice nez pimo unerné Kk namistu davky. Absolutni biologicka
dostupnost F, odhadnuta jako pwrhodnot AUG., (i.p./i.v.) v davkovych skupinach 10,
30 a 90 mg/kginila 80; 92 a 124 %.

NejvysSi nartrené koncentrace norNOHA v plaZmpo i.t. podani aerosolu byly
vyrazreé nizsSi nez pa.v. ai.p. aplikaci. DalSi odliSnosti byly mnohem vysSi hoynia),,
které upozornily na ovliwni vysledku odhadu 4 v intervalu 45 az 90 min pokfajici
absorpci norNOHA z dychacich cest (flip-flop kikedi. Hodnoty 1, z tohoto dvodu bylo
nutné povazovat za faleSmvySené a nepouzitelné pro vypeb extrapolovanéasti AUC.
Pro nemoznost odhadu AYC nemohla byt vyp&itdna ani biologicka dostupnost F
(Tabulka 9).
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Graf 45: Pramérné (SD) koncentrace norNOHA v plagnpo jednorazovém podani 10, 30

a 90 mg/kg v intravenOzni a intraperitonealni iojek intratracheath formou
aerosolu.
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Tabulka 9: Vysledky nekompartmentové farmakokinetické analyzdvislosti pamérné koncentrace norNOHA v plagmna case po
intravendznim, intraperitonedlni a intratrachealpodani v davkéach 10, 30 a 90 mg/kg.

Intravendzni aplikace Intraperitonealni aplikace Intratrachealni aplikace
Parametr 10 mg/kg 30 mg/kg 90 mg/kg 10 mg/kg 3tkmg 90 mg/kg 10 mg/kg 30 mg/kg 90 mg/kg
Crnax (Mmol/1)° 241 920 2020 51,2 194 579 39,3 48,6 174
Tmax(min) na na na 50 50 50 3,0 3,0 3,0
AUC.00min(Min.pmol/l)° 1620 6120 13620 1260 5330 16290 989 2050 5320
AUC. (min.umol/l) 1710 6380 13980 1380 5840 17360 ne ne ne
t1/2 (min) 28,5 23,8 23,1 27,8 27,5 23,3 51,2 63,5 449,

Vyswtlivky: a...koncentrace extrapolovana dasu 0 min (@) je uvedena pro i.v. podani; b...posledni intemdleru vzorku 90 min; na...neaplikovatelné pro i.v. pdgdan

ne..parametr nemohl byt odhadnut (extrapolace AWByta provedena, protoze vysoka hodngtaotihadnutého v intervalu 45-90 min po i.t. podanéasta na
pokracujici absorpci nor-NOHA)
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Analyza kinetiky absorpce norNOHA po intraperitonedni a intratrachealni aplikaci
dekonvoluci profili pramérnych plazmatickych koncentraci (Graf 46).
Pro olg cesty podani a ve vSech 3 davkovych skupinachhoxsdl kinetiku absorpce Iépe
biexponencialni ne? monoexponencialni model (p<®),0Koeficient determinace?r
charakterizujicidsnost proloZeni experimentalnich dat modelem bgl/w#/35i nez 0,999.
Parametry modelu uvadi tabulka 1@e$host odhadu charakterizovala standardni chyba
mensSi nez 15 % u vSech parametbsorpce.

Po aplikacii.p. ai.t. probihala absorpce &wa paralelnimi procesy: rychlejSim a
s podobnymi hodnotami palasu {,a a pomalejSim as hodnotami ij,,&, které byly
delSi poi.t. nezi.p. podani. Hodnota;t,& po i.p. podani byla v rozmezi 10-15 min
zatimco proi.t. aplikaci byla v rozmezi 21-42 min. Hodnoty F po. podani odhadnuté
dekonvoluci (Tabulka 10) a jako pémcelkovych ploch pod fkvkou (Tabulka 9) byly
podobné. Dekonvoluci odhadnuté hodnoty F ipoaplikaci aerosolu po davkach 30

a 90 mg/kg byly vyraznnizsi nez po podani stejnych davgk (Tabulka 10).

Graf 46: Analyza kinetiky absorpce norNOHA po A/ intraperiealni a B/ intratrachealni
aplikaci dekonvoluci profil primérnych plazmatickych koncentraci.fikky
byly ziskany fitovanim paramétibiexponencialnino modelu na experimentalni
data.
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Tabulka 10: Kinetika absorpce norNOHA dekonvoluci po intrapergaini a
intratrachealni aplikaci v davkach 10, 30 and 90kmgParametry
biexponencialniho modelu.

Intraperitonealni aplikace Intratrachealni apdika

Parametr§ 10 mg/kg 30 mg/kg 90 mg/kg 10 mg/kg 30 mg/ikgp mg/kg
Kaz (Min™) 0,47 0,26 0,36 0,71 0,40 0,37
Kaz (min™) 0,071 0,046 0,056 0,033 0,017 0,025
t1/2,.a1(min) 1,5 2,7 2,0 0,98 1,7 1,9
t1/2.a2(min) 9,7 15,2 12,3 20,8 41,9 27,5
Fa1 (%) 23,2 33,7 30,6 20,5 5,6 12,1
Faz (%) 52,9 47,7 87,4 43,3 35,3 30,9

F (%) 76,1 81,4 118 63,8 40,9 43

Vyswitlivky: a... absorpce probihala paralelmdvma procesy rychlejSim {pa pomalejSim @;
b...biologicka dostupnost (F)d@sti davky dostupné rychlym (Fal) a pomalejSim @sem absorpce (Fa2)

Populaéni farmakokineticka analyza.

Koncentrace norNOHA v plazinpo i.v. podani nejlépe vystihl dvou-kompartmentovy
model s eliminaci prvnih#adu z centralniho kompartmentuii Rodnoceni modelu byla
pouzita grafickd a statistickd analyza odchylek imeameienymi a predikovanymi
koncentracemi. VSechny parametry modelu bygsg odhadnuty, coZz doloZila nizka
hodnota relativni chyby odhadu (RSE v rozmezi 61226 pro vSechny parametry, viz
tabulka 11).

Obrazek 9:. Schematické znazogni struktury farmakokinetického modelu.

davkai.v.
kal, Fa1 \l/
davka ——> Q
i.p.;it ka2, Fa2 Ve Vr
P.; LT <

lCL

Vyswtlivky: CL...clearance; zdanlivy distrildni objem centralniho @ a periférniho () kompartmentu;
Q...mezi kompartmentova clearance rychlostnich kahsfasorgnich proces a1 a @ (ki1 a ky); absolutni
biologické dostupnost éasti celkové hodnoty F, na nichz se podilely ah&drprocesy aa & (Fa1a Fa).
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Tabulka 11:. Popul&ni farmakokinetické parametry norNOHA.

Parametr l.v. aplikace l.p. aplikace l.t. aplikace
Primér I Primer ny. Primer I
(RSE) (RSE) (RSE)
Ve (I/kg) 0,19 (6%) 24% 0,18 (4%) ne 0,17 (4%) ne
V+(I/kg) 0,43 (12%) 63% 0,42 (3%) ne 0,39 (2%) ne
CL (ml/min.kgh)  33,1(8%)  44% 30,4 (5%) ne 32,1 (4%) ne
Q (ml/min.kg") 16,9 (9%) 47% 17,3 (6%) ne 16,6 (5%) ne
Fa1 (%) na na 27 (13%) 36% 14 (20%) 72%
Faz (%0) na na 71 (11%) 52% 39 (5%) 14%
Kaz (Min™) na na 0,31 (12%) 23% 0,22 (12%) 24%
Kaz (Min'™) na na 0,071 (10%) 31% 0,016 (11921%
Residual variability 0,14 (6%) na 0,28 (4%) na 160(4%) na

Vyswilivky: RSE...relativni chyba; 11V...interindividiudl variabilita; na...neaplikovatelné pro i.v. podani,
ne..parametr nemohl byt odhadnut

Statisticky souhrn individuélnich hodnot farmakutickych parameir pro i.v.
podani norNOHA ziskanych pomoci Bayesovy metodyaddhobsahuje tabulka 12.
Individualre odhadnuté koncentrace norNOHA velmi #®bsouhlasily s naéienymi
hodnotami (Graf 47). Bmérna chyba odhadu byla -0,3 % (95% 1S:-1,6 az 1,1 %)
a pimérna absolutni chyba byla 7,7 % (95% 1S:6,7-8,6 @glkova (CL) a inter-
kompartmentova (Q) clearance a zdanlivy distfibuobjem centralniho kompartmentu
(Vc) nezéavisely na davce. Distritni objem perifernino kompartmentu «(Va elimin&ni
polocas druhé faze betaygh) byly nizSi po davce 90 mg/kg v porovnani s davkou
10 mg/kg (tabulka 12). Zavislosti meziedinimi hodnotami £a AUG po i.v. podani
a davkou jsou znazatny na grafu 48. Po#nu velikosti davek 1:3:9 (10, 30 a 90 mg/kg)
odpovidaly porary strednich hodnot farmakokinetickych paranietr jednotlivych
davkovych skupinach 1:3,2:7,4{Ga 1:3,4:7,3 (AUG). ZvySeni G a AUG pii vzestupu
davky z 10 na 90 mg/kg bylo tedy o 19 % nizSi négovidajici naistu davky. Nicmé#
analyza rozptylu aplikovand na davkomormalizované hodnoty paramet(C, /davka
a AUGy., /davka), neprokazala statisticky vyznamné rozdilgzi davkovymi skupinami
atedy farmakokinetickou nelinearitu u parameft, (p=0,12) a AUCO» (p=0,30)
(tabulka 12).

Popul&ni modelovani farmakokinetiky nor-NOHA v plaZnpo i.p. podani bylo

provedeno spolu s koncentrémi Udaji poi.v. aplikaci. Jako p&atesni hodnoty parameir

95



Vysledky

CL, Q, Vc a Vy byly pouzity populani odhady ziskané samostatnym modelovanim
koncentraci pd.v. podani. Strukturu farmakokinetického modelu zn#éazjer obrdzek 9.

V souladu s vysledky dekonvoluce modelegpoklada dva paralelni procesy
absorpce ma @. Tento postup vedl kipsnym odhaiin farmakokinetickych paramétr
Fa, Faz Kax @ k2 se standardni chybou odhadu vrozmezi 10 az 13abuwlka 11).
Popul&ni stedni hodnoty rychlostnich konstant absorpgeakeinily 0,31 a 0,071 min
a odpovidajici poltasy absorpce; a1 a t2a2 dosahly hodnot 2,2 a 9,8 min. V porovnani
s pomalejSim procesene &se z mista absorpce kedtala mensSicast davky rychlym
procesem A (F.1=27 %, B=71 %). Mezi davkovymi skupinami nebyly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily v hodnotacttsiny paramefr farmakokinetického modelu
(tabulka 9). Hodnoty F ajk se s davkou zvySovaly (p<0,0001). Zdanlivy distid
objem perifernino kompartmentur\yl nejwtsi po davce 10 mg/kg. Relativni zvySeni
pramérné hodnoty Gax (1:4,5:12) a hodnoty AUL, (1:4,9:12) byla vysSi nez
odpovidajici relativni zeémy davky (1:3:9; graf 48). Davkéwormalizované hodnoty pro
Cmaxa AUGy, ukazovaly trend k nizSim hodnotam po davce 10 mgl&z po vysSich
davkach, ale statisticka vyznamnost rozdilyla pouze hragni (p=0,13 a p=0,056;
tabulka 13). Stejhjako v gipad i.v. podani tedy farmakokinetika nevykazala vyznamné
odchylky od linearity. V rozmezi aplikovanych davesrNOHA bylo G,ax poi.p. podani
nizsi nez @ poi.v. podani (p<0,001). V hodnotach AYC nebyly nalezeny mezi ¢ma
cestami podani statisticky vyznamné rozdily.

Vysledky simultanniho modelovani koncestrech dat poi.t. a i.v. aplikaci
ukazuji, Ze kinetika absorpce norNOHA z dychaciest ge v porovnani s kinetikou pa.
podani charakterizovana nizSi hodnotou biologickétuapnosti F (53 %) a 4krat nizsSi
hodnotou absotmi konstanty k. Absor@ni proces abyl vyrazré pomalejSi p absorpci
z dychacich cest: paias t,a2 byl 43,3 min ve srovnani s 9,8 min pp. podani. Vztah
mezi davkou a ax a AUG., uvadi graf 48. Relativnimu zvySeni davky v pom1:3:9
odpovidal vyrazé& nizSi nez proporcionalni nést G,ax(1:1,5:4,6) i AUG., (1:2,2:5,4).
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Graf 47: Owéreni kvality predikce plazmatickych koncentraci nGHWA Bayesovou
metodou s vyuzitim poputaiho farmakokinetického modelu po jednorazovém
podani 10, 30 a 90 mg/kg v intravendzni a intrapeealni injekci a
intratracheal® formou aerosolu

i.v. podani davek 10, 30 a 90 mg/kg
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Graf 48: Zavislosti mezi sednimi hodnotami (£SD) £Cmnax @ AUG-, poi.v., i.p. a i.t.
podani a davkau
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Normalizovana hodnota ng, tj. pontr Cyha/davka, byla signifikanth vysSi po
davce 10 mg/kg v porovnani s vysSimi davkami. &omAUCy./davka se snizoval
s rostouci davkou a signifikantni rozdil byl nalezmezi davkovymi skupinami 10
a 90 mg/kg (tabulka 13). Hodnota CL byla signifika@nvyssi a i byl kratSi po davce
90 mg/kg v porovnani s davkou 10 mg/kg. Hodnotayk Iignifikantré vyssSi po davce
10 mg/kg v porovnani s ostatnimi davkami (tabulky. ITaké poi.t. podani narrené
koncentrace norNOHA vybo&nsouhlasily s koncentracemi predikovanymi popoien
modelem (graf 48). Ukazatele spravnosti iasposti predikce MPE a MAPE dosahly
hodnot 0,7% (98-% CI: -0,9 aZ 2,2) a 7,7%, 95-%@%6).
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Tabulka 12: Statisticky souhrn individualnich hodnot farmakutickych parametr
ziskanych Bayesovou metodou s vyuzitim pognilao farmako-
kinetickeho modelu po jednordzovém podani 10, 3090a mg/kg
intravendzni injekci.

Intravendzni injekce

Parametry 10 mg/kg 30 mg/kg 90 mg/kg
Ve (I/kg) 0,19+0,03 0,19+0,04 0,21+0,04
V't (I/kg) 0,72+0,40 0,38+0,21 0,37+074
CL (ml/min.kg?) 37,8+14,1 32,7+13,7 42,8+14,5
Q (ml/min.kg") 23,3+9,6 14,7+6,5 18,5+7,6
Co (umol/l) 298+46,7 944+197 2210+748¢
AUCq., (minumol/l) 1760+794 6030+2220 12800+7350°
Co/davka 5,3+0,8 5,5+1,2 4,3+1,5
AUC,./davka 31,0+14,0 35,4+14,0 25,1144
t1/0q (Min) 2,31+0,55 2,840,74 2,4+0,68
ty/0p (MiN) 35,4+11,.6 26,5+4%5 21,4+3,2

Vyswtlivky: a...signifikantd odliSné od skupiny 10 mg/kg (p<0,05); b...signiftk&nodliSné od skupiny
10 mg/kg (p<0,01); c...signifikandrodliSné od skupiny 30 mg/kg (p<0,01).
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Tabulka 13: Statisticky souhrn individualnich hodnot farmakakiokych parametr ziskanych Bayesovou metodou
s vyuzitim populdniho modelu po jednorazovém podani 10, 30 a 90 gngtkNOHA intraperitonealni

injekci a intratracheain

Intraperitonealni injekce

Intratrachedlni podderiosolu

Parametr 10 mg/kg 30 mg/kg 90 mg/kg 10 mg/kg 30 mg/kg 90 mg/kg

Ve (I/kg) 0,23+0,048 0,22+0,10 0,25+0,066 0,15+0,03 0,17+0,04 0,19+0,02
Vr (I/kg) 0,66+0,27 0,42+0,72 0,50+0,28 0,380,021 0,39+0,012 0,39+0,018
CL (ml/min.kg?) 35,2+7,8 34,2+19,4 37,4+9,5 28,2+3,7 31,6+8,5 40,0+5'5

Q (ml/min.kg") 27,249,8 16,548,3 22,9+12,1 16,9+0,52 17,1+2,6 16,6+0,50
Tmax(min) 4,4 (3,5-5,6) 4,8(4,6-52) 53(4,2-65) 3,3(2,4-45) 2,0(1,9-2,2) 4,9 (3,3-57)
Cinax(pmol/l) 51,2+18,9 229+118  612+17$" 38,3+11,8 55,9+26,0 175+109
AUCy., (minpmol/l)  1380+323 6730+35F0 16560+5836 1300+£135 292041180 7070+2296°
CmaYDévka 0,90+0,33 1,3+0,69 1,240,35 0,67+0,21 0,33+0,15 0,34+0,2%
AUC,../Davka 24,4457 39,5+20,6 32,4+11,4 23,0+2,4 17,246,9 13,8+45
t1/2q (Min) 2,2+0,22 2,3+0,19 2,4+0,23 3,2+0,11 3,3+0,06 3,2+0,08
t1/28 (Min) 35,8+£13,0 28,2+6,7 27,8+15,2 44,7+5,6 43,3+10,5 34,0+37

ka1 (Min™) 0,31+0,07 0,30+0,05 0,29+0,08 0,24+0,049 0,22+0,007 0,21+0,030
kaz(min™) 0,077+0,039 0,054+0,018 0,075+0,027 0,016+0,002 0,015+0,001 0,016+0,002
t1/2,.a1(min) 2,2+0,12 2,3+0,08 2,4+0,16 3,0+0,55 3,1+0,11 3,4+0,48
t1/2,.a2(Min) 10,1+3,4 14,445,8 10,2+3,3 43,4+4,4 46,6+3,9 44,8+4,6

F (%) 82,0+6,7 1024251 112+11, ¢ 63,2+7,8 50,0+33 53,9+7,7

Fa1 (%) 26,1+5,8 33,1+2,0 31,5+9,3 19,949,3 13,6+4,7 13,046,6

Faz (%) 55,9455 68,6+12°5 80,5+10,6° 43,0£2,5 36,4129  40,9+2,3

Vyswtlivky: a...(p<0,01); b...(p<0,05; e...(p<0,001) signiéiktre odliSné od skupiny 10 mg/kg; c...(p<0,0), d...(140, f...( p<0.001),
signifikantre odliSné od skupiny 30 mg/kg
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5.3.2. Opakované intraperitonealni podani norNOHA

Graf 49 znazatuje prtimérné koncentrace (+SD) norNOHA v plagmotkari v zavislosti na
¢ase po podani 30 mg/kg jednorazaow. ai.p. a po 5. davce po opakovaném. podavani
jednou den& vintervalu 24 hod (den 5). Farmakokinetické pagtgn odhadnuté
nekompartmentovou analyzou (NCA) z profiramérné koncentrace a vysledky dekonvolu

analyzy shrnuje tabulka 14.

Graf 49: Prmimérné (SD) koncentrace norNOHA v plagmvynesené na A/ linearni
a B/ logaritmické stupnici v zavislosti i@ase po jednorazovém podani davky 30
mg/kg v intravenozni a intraperitonealnip( den 1) injekci a po 5. davce po
opakovanémi.p. podavani stejné davky jednou deémwnintervalu 24 hod i{p.

den 5).
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Tabulka 14: Vysledky nekompartmentové analyzy a analyzy alisorginetiky dekonvoluci
zavislosti pimeérné koncentrace norNOHA v plaznma ¢ase po jednorazovém
intravendznim i(v. aplikace)a intraperitonealnim.g. aplikace, den 1) podani
davky 30 mg/kg a po 5. davce po opakovaném inti@pealnim podavani
stejné davky jednou deaw intervalu 24 hodi(p. aplikace, den 5).

Parametr l.v. aplikace l.p. aplikace,den 1 I.p. aplikace, den 5
Co, Cmax (Lmol/1)? 568 139 221
Tmax(min) na 5 3
AUCo. (minumol/l) 4167 3703 4349
AUC (min.umol/l) 4225 3824 4400
Az (min) 0,0348 0,0387 0,0472
t1/ (Min) 19,9 17,9 14,7
MRT, MTT (min)° 12,5 26,6 19,3
ka1 (min™) na 0,307 0,396
kaz(min™) na 0,0524 0,0821
t1/2,a2(Min) na 2,26 1,75
t1/2,a2(Min) na 13,2 8,44
Faz (%)° na 31,3 53,1
Faz (%) na 58,9 51,9

F (%) na 90,2 105

Vysetlivky: a...koncentrace extrapolovana d@asu 0 min (g je uvedena pro i.v. podani; b...MRT,
MTT...stedni pobytovyas po i.v. podani a &dnicas tranzitu (=MAT + MRT, kde MAT jeretinicas
absorpce) po i.p. podani absorpce probihala paralelvwma procesy rychlejSim fpa pomalejSim @,
biologick&d dostupnost (F) &asti davky dostupné rychlym (faa pomalejSim procesem absorpce (Fa2),
rychlostni konstanty a patasy absorpce, charakterizujici absenp procesy al a a2 {k kaz t1/2.a1.t1/2,49,
na...neaplikovatelné pro i.v. podani, ne..parametnolel byt odhadnut

Po podanii.v. injekci nasledoval rychly dvoufazovy poklesuamperné koncentrace
norNOHA v plaznd. Eliminace byla rychla, jak doklada hodnotéedhiho pobytovéhdasu
(MRT) 12,5 min. Maxima naikvkach koncentracéas byla pozorovana v 5. a 3. min po prvni
a paté.p. aplikaci. Pomdry hodnot (den 5/ den 1) a AUG-, byly 1,6 a 1,15, tj. ukazaly na
zvySeni parameirexpozice organizmu latkou norNOHA o 60 %@ a 15 % (AUG.,) po
5. davce ve srovnani s davkou prvni. Ve vSech velonglazmy odebranych bezpriestre pred
patou i.p. injekci (den 5) byla koncentrace norNOHA nizSi rggodni mez kvantifikace
5 umol/l. Biexponencialni model Iépe vystihl kinetiabsorpce nez model monoexponencialni
(p<0,01). Odhady pot@msi pro rychly (a) a pomaly (2) absorgni proces dosahly 2,3
a 13,2 min. (den 1) a 1,8 a 8,4 min. (den 5). Altsdlbiologicka dostupnost (F) byla 90,2 %
(denl ) a 105 % (den 5) . Hodnoty F ziskané dedtdoicy byly v dobré shagds vysledky
vypoétu F jako pordru parametru AUgG.,, poi.p. ai.v. podani (tabulka 14).

Vysledky populdné kompartmentového modelovani ukézaly, Ze plazméatidncentrace

norNOHA poi.v. injekci dolde vystihuje dvoukompartmentovy model s eliminaeinfinofadu
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z centralniho kompartmentu. VSechny parametry @piho modelu byly fesré odhadnuty.
Relativni chyba odhadu (RSE) se pohybovala mezl8 % (tabulka 15). Predikce koncentraci
Bayesovou metodou s vyuzitim poptriého modelu se ukazala byt spravnarespa. Chyby
predikce charakterizovalarstini chyba -2,8 %, ktera nebyla statisticky odli@dauly (95 - %
interval spolehlivosti: -7,2 az 1,6) @exdni absolutni chyba 11,5 % (95 % CI: -8,4 aZz 14,6)

Tabulka 15: Parametry poputaiho farmakokinetického modelu.

Parametr l.v. aplikace l.p. aplikace, den 1 I.p. aplikace, den 5
FRrCé”g 1\ (PRrC‘SrrI'Eé)r IV Pramér (RSE) IV

V1 (I’kg) 0,252 (12%) 20% 0,296 (9%) ne 0,293 (9%) he

Ker (Min™) 0,166 (8%) 16% 0,149 (7%) ne 0,148 (7%) he

kiz(min™) 0,050 (16%) 27% 0,034 (11%) ne 0,035 (11%) he

kog(min™) 0,057 (18%) 49% 0,049 (11%) e 0,050 (10%) he

Fa1 (%) ne ne 32,2 (24%) 18% 25,4 (42%) 34%

Faz (%) ne ne 58,6 (15%) 37% 77,6 (15%) 4,9%

Ka1 (Min™) ne ne 0,37 (29%) 25% 0,84 (10%) 13%

Kaz (Min™) ne ne 0,051 (12%) 12% 0,089 (14%) 19%

rezidualni chyba 0,19 (19%) ne 0,19 (12%) ne 0,16 (13%) ne

103



Vysledky

Tabulka 16: Statisticky souhrn individualnich hodnot farmakakiokych parametr
ziskanych Bayesovou metodou s vyuzitim pognilajo modelu po
jednordzovém intravendznimy; aplikace) a intraperitoneélnimg(. aplikace,
denl) podani davky 30 mg/kg a po 5. davce po opmiEm
intraperitonealnim podavani stejné davky jednownéerintervalu 24 hodi(p.
aplikace, den 5).

Parametr l.v. aplikace I.p. aplikace, den 1 l.p. i aplikace, den 5
Ve (Ikg) 0,254 (0,210-0,308) 0,297 (0,266-0,331) 0,291 (0,254-0,333)
Vr (I/kg) 0,222 (0,167-0,294)  0,211(0,155-0,285) 0,207 (0,140-0,305)
CL (ml/min.kkg?) 42,3 (30,0-59,7) 44,3 (36,7-53,6) 43,0 (34,6-53,4)

Q (ml/min.kg) 12,8 (10,4-15,9) 10,2 (8,62-12,1) 10,2 (7,92-13,2)
Tmax(min) ne 5,0 (4,3-5,7) 49(3,4-4,7)

Co, Crmax” (Umol/l)y 670" (553-812) 139" "> (111-176) 18% ! (141-236)
AUC (minumol/l) 4030 (2850-5680) 3502 (2530-4849) 41%% (3217-5256)
tiza (MiN) 2,89°4 %% (2,47-3,38)  3,54" (3,30-3,81) 3,53(3,24-3,87)

ty/p (MiN) 17,2 (12,9-23,1) 18,8 (15,6-22,5) 18,6 (15,7-22,0)

tyz a(Min) ne 1,9 (1,8-2,0) 0,82(0,79-0,83)

ta2 a2(Min) ne 13,6 (13,0-14,3) 7°97,0-8,7)

F (%) ne 91,2 (78,3-106) 10499,1-109)

Fa1 (%) ne 32,3 (30,1-34,7) 25%921,2-31,6)

Faz (%) ne 58,3 (46,1-73,8) 77°q77,0-78,2)

Vyswtlivky: a: Uveden je geometricky fomér a interval odpovidajici pimérusSD. #...koncentrace extrapolovana
do casu 0 (G) byla vyp@itana po i.v. podani; Tukéy test (p<0,05): iv.... signifikanémodliSné od vysledku po i.v.
injekci; ipl...signifikanté odliSné od vysledku po prvni i.p. injekci (denifk... signifikantd odliSné od vysledku
po paté i.p. injekci (den 5). Vysledky t- testwaévajiciho skupiny i.p. den 1 a i.p. den 5: a.Q®5; b...p<0,01;
c...p<0,001

S ohledem na vysledky dekonvehi analyzy, byly dva paralelni vstupy prvnitadu
al a a2 pdany do farmakokinetického modelu pro inhibitor@®HA podanyi.p. Pomoci
simultanniho porovnani dapoi.p. ai.v. podani bylo mozné odhadnout kinetické parametry
charakterizujici absorpci sfijatelnou gesnosti (tabulka 16). Popttd model vykazoval
dobrou spravnost ai@snost fi predikci koncentraci po prvni i paté davceie8hi chyba
predikce byla -1,1 % (95-% CI: -5,3 az 3,1 ) a% 995 -% CI: -3,9 az 2,1) aietini absolutni
chyba 11,1 % (95-% CI:8,1-14,1) a 6,8 % (95-%C}3,D).

Statisticky souhrn individualnich hodnot farmakakiokych parametr ziskanych
Bayesovou metodou je uveden vtabulce 16. V hodhot&elkové clearance (7
interkompartmentové clearance (Q), disttihilno objemu centralniho kompartmentuc)V
distributniho objemu periferniho kompartmentufVa terminalniho eliminaiho pol@asu

(ti8) nebyly mezi skupinami signifikantni rozdily. P& 1,2, byl signifikantré kratSi poi.v.
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podani v porovnéani igp. podanim (p<0,05). Podlerqupoklad byly nejvySSi poateni
koncentrace norNOHA naffeny poi.v. podani. Rimérna hodnota Gax po paté.p. davce byla
0 31 % vysSi nez po davce prvni (p<0,05) a takénbed AUG.-, vysSi 0 17 % (p<0,05)
dolozila mirny néist biologické dostupnosti. Pa@lasy absorpceta a e byly kratSi po
patéi.p. aplikaci. Malé ale statisticky signifikantni rozgihezi prvni a patoup. aplikaci byly
zjistény také v hodnotach Fafa Fp (tabulka 16).

Koncentrace aminokyselin v plazné

Primérné koncentrace argininu v plazm zavislosti na&ase jsou znazoény v Grafu 50.
Vychozi koncentraceipd podanim norNOHA se mezi skupinami neliSily. ¥hca zadneé
skupiny nebyly pozorovany zmy v koncentrace plazmatického argininu po podani
norNOHA nebo fyziologického roztoku (tabulka 17).

Graf 50: Pimérné (SD) koncentrace argininu v plazio i.p. ai.v. podani norNOHA A/ po
prvni a B/ po paté davce norNOHA nebo fyziologiakébztoku.
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Koncentrace aminokyselin v plagnve vzorcich odebranych paty den 90 minut po
posledni i.p. aplikaci norNOHA a fyziologického roztoku uvadibtdka 18. Aplikace
norNOHA jednou denh po dobu 5. dni #la za nasledek vyznamné zvySeni koncentrace
citrulinu (o 25 %, p<0,01). Hladiny argininu a dinu se ve skupi potkari, kterym byl
podavan inhibitor norNOHA, neliSily od vysletlkv kontrolni skupid. Primérnd hodnota
koncentrgniho pongru citrulin/ornitin byla 3,2 (SD 0,8) po podani N®HA, zatimco
v kontrolni skupig dosahla hodnota tohoto psm 2,2 (SD 0,3). Opakované podavani
norNOHA zpisobilo tedy zvySeni o 45 % (p<0,02; graf 51). RBokoncentraci citrulin/arginin
se zvysSil o 25 % (p<0,002) z 0,63 (SD 0,056) u kanf skupiny na 0,79 (0,070) ve skupis
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aplikaci norNOHA, zatimco pon ornitin/arginin byl v obou skupinach srovnatelr29
(SD 0,05) vs. 0,26 (SD 0,07), p=0,42. U potkanaplikaci norNOHA byl zaznamenan str
koncentrace histidinu (+15 %), glutaminu (+11 %}haeoninu (+28 %), zatimco hladina

glycinu byla ve srovnani s kontrolni skupinou 0% hizsi.

Graf 51: Koncentr&ni pongr citrulin/arginin a citrulin/ornitin v plazé 5. den po
opakovanychi.p. injekcich 30 mg/kg norNOHA i.p. norNOHA, den 5) a
fyziologického roztoku i(p. FR, den 5) jednou de&nUveden je aritmeticky

praimér+SD.
citrulin/arginin citrulin/ornitin
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Tabulka 17: Koncentrace argininu v plaznpied aplikaci a jeji zémy po jednorazovém podanv. ai.p. a po opakovanémp. podavani
norNOHA v davce 30 mg/kg jednou deénn

skupina ped aplikaci. koncentrace v procentech hodniég mplikaci (0 mirf)

(umol/1)? 0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min 45 min  réh 90 min
l.v. norNOHA, denl 139 (18) 100 100 (0,5) 98,0(5,4),7941) 99,0 (11) 94,1 (16) 90,6 (23) 91,8 (19) 593,5)
l.v. FR Den 1 155 (39) 100 97,2 (4,8) 98,1(11) 102 (1208 (13) 96,4 (11) 98,5(13) 105(27) 112 (20)
[.p. NOrNOHA, den1 162 (5.3) 100 98,3 (6,9) 106 (8,100 (2,0) 115(25) 113(7,9) 92,8 (3,6) 113 (20) 5 (1B)
l.p.norNOHA, den5 122 (21) 100 100 (0,6) 101 (5,3) 72) 115(6,8) 110(4,7) 104 (6,00 102 (6,5 (D9)
l.p. FR, den 5 142 (34) 100 100 (3,6) 97,7 (5,4) 108)(8103(9,3) 110(16) 101 (15) 108(13) 115(12)

Vyswilivky: a...ANOVA aplikovana na koncentracéeg podanim norNOHA neprokazala rozdily mezi skuping=0,39); b...ANOVA pro opakované pozorovani
aplikovana na relativni zemy koncentrace argininu nenalezla statisticky vizné zrény v zadné skupén(p>0,60)
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Tabulka 18: Koncentrace aminokyselin v plazrfumol/l).

l.p.norNOHA, Den 5 I.p. fyz.roztok, Den 5  Fold-diff. P-value

Primer SD Piimér SD

kys. glutamova 65,5 13,7 72,7 15,3 0,90 0,41
serin 178 22,7 201 12,0 0,89 0,058
asparagin 55,6 6,03 53,4 8,63 1,04 0,62
glycin 278 19,0 312 31,8 0,89 0,047
glutamin 638 51,2 577 22,1 1,11 0,024
histidin 75,6 8,16 66,0 2,13 1,15 0,019
taurin 167 57,8 120 17,0 1,39 0,16
threonin 339 49,3 264 35,2 1,29 0,012
citrulin 105 10,3 83,6 12,3 1,25 0,0093
alanin 496 54,3 484 63,7 1,02 0,75
arginin 134 19,7 132 10,0 1,02 0,82
prolin 174 26,5 161 20,9 1,08 0,38
tyrosin 83,1 6,80 80,2 10,1 1,04 0,58
valin 240 34,2 207 21,9 1,16 0,075
methionin 50,7 9,64 48,7 4,41 1,04 0,64
ornitin 34,5 9,61 38,7 9,51 0,89 0,47
izoleucin 127 17,9 111 13,4 1,15 0,098
leucin 223 28,6 192 23,2 1,16 0,063
lyzin 350 22,0 334 28,6 1,05 0,30
fenylalanin 88,4 7,09 79,4 9,84 1,11 0,100

5.3.3. Identifikace metabolitu norNOHA v potkani plazmé

Na chromatogramech vzarkplazmy po podani norNOHA potkam byl pozorovan pik
neznamé latky, oziané za mozny metabolit norNOHA (Graf 52). Tento pibyl
piitomen na chromatogramech extfakiazmy po pidani norNOHA k vzorkm plazmy
nebo piné krve potkana a inkubativitro pii teplot 37 °C.Molekulovd hmotnost iontu a
dceinych ionti z experimentu M%s pihlédnutim k fragmentaimu schematu ukazala na
nor-arginin jako pravgpodobny metabolit norNOHA (Obrazek 1(®roch et al. 2012)
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Graf 52: Reprezentativni chromatogramy a) extraktu plapmikana (blank), b) extraktu
plazmy potkana sifdavkem norNOHA (i, 50uM), argininu (iii, 147uM) a
vnitiniho standardu N-monnoethylargininu (iv, 20M) a c) extraktu plazmy
potkana odebrané dase 5 min. po podani 10 mg/kg norNOHA. s pikem
neznamého metabolitu (ii).
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Obrazek 10:Strukturni vzorec norargininu.
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Pro dalSi identifikaci byl zakoupen standard norMObt spol€nosti IS Chemical
Technology (Sanghaj, Cina). Latka ale nebyla dodana v pozadovatistots
a s analytickym certifikatem. Proto nabyla pouZitio kalibra&ni standard pro stanoveni
norargininu.

Z davodu dalSiho potvrzeni vysledku identifikace nezédatky jako nor-argininu,
byla latka pidana do plazmy potkana, vzorek byl podroben egtrak derivatizaci
a nastiknut na kolonu. Reté&ni ¢as derivatu se shodoval s pikem neznameé latky
a identifikace byla potvrzena na zakiamntu [M+H]+ s pondrem m/z 365, aduktu
[M+Na]+ s pomérem m/z 387 a dimeru [2M+H]+ s pémem m/z 729. DalSi potvrzeni
poskytla spektra MS az MS derivatu standardu norNOHA s OPAfrigraveného
v ultratisté vod infundovaného do proudu mobilni faze bé#gmnosti chromatografické
kolony (Hroch et al. 2012). Koncentrace nor-argininplazné se po podani 10 mg/kg
norNOHA potkaiim Wistar jakoi.v. bolus sniZzovaly ve srovnani s norNOHA podstatn
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pomaleji (Graf 53). JelikoZz nebyla mozna kvantiiganorargininu pro nedostupnost
standardu o dostateé kvalig, bylo pouZito relativniho vyjaeni pomoci ploch pik

Graf 53: Koncentrace norNOHA (ajuM) a nor-argininu (b, relativni vyj&dni

v procentech plochy nejtiho piku) v plaz@é potkari Wistar (n=5) po
podani 10 mg/kg norNOHAVv..

120 - b

¢ (umol.r")

20 4:0 @IO BIG 160 1é0
t (min) t (min)

110



Diskuze

6. Diskuze

6.1. Model akutniho poskozeni plic bakterialnim lipopoysacharidem
u potkana Wistar

Provaéni klinickych studii s nemocnymi v kritickém stavje mimaadre obtizné.
Z tohoto divodu maji experimentalni modely organového poSkiozan selhavani
indukovaného sepsi nebo jiné etiologie velky vyznam studium patobiochemickych
a patofyziologickych zrn spojenych <mito stavy a pro osfovani farmako-
terapeutickych postupnebo vyhledavani novych gilovlivnitelnych I€ivy. V literatuie
jsou dostupné iehledové prace, které hodnotfegnosti a slabiny experimentalnich
modeli zejména z pohledu toho, jak debodrazeji patogenezi a klinické projevy sepse
u pacieni a jaké existuji limity fi extrapolaci vysledk preklinickych studii do klinické
praxe (Poli-de-Figueiredo et al. 2008; Rittirsclalet2007)

Model endotoxémie po podéani bakteridlniho LPS gmgeluchy atasto vyuzivany.
Jinou moznost i@dstavuje intravendzni podani baktérii nebo baki@e zmisobena
porusenim slizenich bariér nap cekalni ligaci a punkci (Doi et al. 2009)
Lipopolysacharidovy model fpdevSim doke odrdzi prvni (hyper-)zétivou fazi
gramnegativni bakterialni sepse s charakteristickygdenim cytokifi jako TNFa a
IL-13, nasledovanou imunitni odp&¥i, ktera zahrnuje uvodni dalSich cytokif (nag.
IL-6, IL-8, IL-10), indukci cyklooxygenazy Il, expsi integriri, aktivaci komplementu,
indukci oxidu dusnatého a mnoho dalSichéanK projeim endotoxémie po podani LPS
pati dysfunkce endotelu se zvySenou permeabilitougnedujici vazodilatace a pokles
krevniho tlaku, akutni poskozeni plic, akutni pa&d ledvin s hypoperfuzi a poklesem
glomerularni filtrace a Sokovy stav s projevyit&@é hypoxie.

Na druhou stranu je pabné zminit #které nedostatky LPS modeluiedevsim,
vnimavost k dinkam LPS je mnohem vysSi &lovéka nez u hlodavc Proto jsou za
vhodrgjSi povazovany velké Ziwesné druhy jako ndp prase a ovce, ale velkym
problémem je pracovni néfoost a nékladnost experimén€asto je kritizovano, Ze studie
jsou provadny s velmi mladymi a zdravymi zwty, zatimco v klinické praxi se sepse
rozviji predevSim u starych osob s komorbiditami nebo u imuppemovanych
nemocnych. Preklinické studie se od klinické praiéde liSi zfisobem farmakoterapie,
ktera byva selektivni a pomijgbné dalSi postupyipsepsi jako volumoterapii krystaloidy

a/nebo koloidy, antibiotickou ¢&u a podavani katecholaniinDellinger et al. 2013;
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Dorresteijn et al. 2005Na rozdil od klinické praxe je farmakoterapie v estmentélnich
studiich zahajovana dasnych stadiich rozvoje sepse nebo se jedna o lgkttké
podavani ped indukci sepse. LEi8iny nemocnych je diagndza stanovena za 12-24phod
rozvoji sepse a {ba naopak probihd v podminkach vice nebo éméwevinutého
organového poSkozeni. Zatimco u nemocnych i vliterapie dochazi k hyperkinetické
cirkulaci, u experimentalnich modede v publikacicliasto setkAvame s hypodynamickym
stavem, hypovolémii a vyraznym poklesem &ndleo vydeje, krevniho tlaku a organove
perfuze (Doi et al. 2009; Sadowitz et al. 2011 ;pEgret al. 1998)

Intraperitonedlni injekce 5 mg/kg LPSEz coli serotyp 055:B5 v nasich podminkach
nevedla k umrti potkan zatimco po davce 10 mg/kg jsme pozorovali 20%tatiar. Jini
autai po davce 5 mg/kgp. pozorovali 50% mortalitu u mladych i starych patkdVistar
(Tanira et al. 1997)

Vzhledem k cili prace studovat metabolickou draihgiren-NO a moZznosti jejiho
ovlivnéni inhibitorem arginaz u onemain dychacich cest spojenych s indukci iINOS
a zvySenou produkci NO je zadouci porovnat vysledls modelu a zgmy stejné
metabolické drahy doprovazejici sepsi u nemocnymbispvané v publikacich. Pigp.
aplikaci LPS doSlo u potkén k vyraznému zvySeni hladiny exhalovaného eNO
a koncentrace NQv bronchoalveolarni tekutina plaznd. ZvySeni bylo zaznamenano jiz
ve 2. hod od podani a maximum koncentrace eNO mgai 4. a 6. hod od aplikace
(graf 1). Za 48 hod se koncentrace eNO snizila noaai kontrolni skupiny. Popsany
casovy profil koncentraci eNO odpovida literarninajich (Lee et al. 2001; Rolla et al.
1997). Lee a spolupracovnici pozorovali davkovéist@viinearni nafist eNO poi.v.
davkachLPSE. coliv rozmezi 1 az 10 mg/kgr s maximem ve 4. hod u potkana Sprague-
Dawley. ZvySeni davky na 20 mg/kg dalSi isireNO nezfisobilo (Lee, et al. 2001).
V nasi praci jsme nalezli rozdil mezi podanim stejidvky LPS.p. ai.t. cestou. Pa.p.
aplikaci doslo k vyraz@vysSimu narstu eNO a koncentraci NGak v BAL tak v plazn.
Nezavisle na cestpodani zfisobil LPS indukci exprese iNOS proteinu v homogenat
plicni tkare v 6. hod. Exprese iNOS na uarovni proteinu bylaSana také v jatrech.
Exprese proteinu eNOS se po podani LPS waden Exprese mRNA iNOS byla zvySena
ve 3. i 6. hod pa.p. podani. Za 6 hod byla exprese iINOS na Urovni mRN¥Sena vice
v jatrech nez v plicichCasné zvySeni exprese iNOS na Grovni mRNA jize#i hodirg
s naslednym poklesem je jev, ktery je wragte &tSim patu studii (Agorreta et al. 2003;
Mori et al. 1998). Oproti zvySené expresi INOS mRNla exprese eNOS mRNA

v plicich v porovnani s kontrolni skupinou sign#fikre nizSi. Existuji poznatky
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z recentnich studii, Ze up-regulace argindz, kigsme ukézali i v nasi studii, nasledn
vede k inhibici aktivace a exprese eNOS (Durantd.e2007). Pa.t. aplikaci jsme expresi
MRNA INOS nesledovali. Také vysledky dalSich puili&nych studii dolozily, ze
systémoveé nebo inhalai podani LPS je nasledovano indukci iNOS, zvySeeMO
a koncentraci NQv plazn€, BAL a v tkanich potkana (Bachetti et al. 2003;ré8i et al.
2006; Su et al. 2007).

Podani LPS.t. vedlo v souhlase se zfty jinych autofi (Xia et al. 2007) k projeim
zvySenéeho oxidaiho stresu v dychacich cestach (zvySena koncenii@A v BAL). Ve
srovnani 9.p. injekci byla &tSi infiltrace leukocyi a neutrofiti do dychacich cest a byly
nalezeny vySSi koncentrace celkové bilkoviny v BAZvySena koncentrace celkové
bilkoviny v BAL je jednim ze znakposkozeni alveolokapilarni membrany, které je pro
ALI/ARDS charakteristické. Také zvySené procentuatmastoupeni neutroiil je
povaZzovano za charakteristicky znak ALI (Liu et2013; Tult et al. 2001). Zrény t&chto
parametit oproti skupig s i.p. podanim fyziologického roztoku byly pozorovany i ve
skupire si.t. podanim fyziologického roztoku, coZ ukazuje nEsmvek samotné
intratrachealni kanylace k patologickym &mam. Podani formou aerosolu nebulizaci jsme
pavodré zkouSeli, ale ukazalo se, Ze plicni davka &nky LPS jsou znéné
nereprodukovatelné. Inhala a v mensi nii¢ intratrachealni podani LPS je vhodny model
respir&ni infekce gram-negativnimi bakteriemi, ale takéétédvych proces a posSkozeni
dychacich cest po inhalaci prachovy&hstic s vysokym zastoupenim organické hmoty
jako nap. v zengdélstvi a potravingském ptimyslu (mlyny). Cigaretovy kauobsahuje
vyznamné koncentrace LPS, ktery takispiva k progresi CHOPN a zvySuje ¢god
exacerbaci. Experimentalni modely s inhalaci LPSi tealy vypowdni hodnotu i ve
vztahu k neutrofiinimu zatu u CHOPN a jeho akutnimu vzplanutfi pexacerbaci
(Kharitonov et al. 2007; Moller et al. 2012; Th@&d01).

Bylo publikovano velmi malo klinickych studii, kéesledovaly eNO u nemocnych
se sepsi. U nemocnych s &ou plicni ventilaci a pneumonii byly koncentrag&si nez
u ventilovanych nemocnych bez pneumonie (Adriel.eR@01; Brett et al. 1998). Auitio
téchto studii uvagji podstatd mensi indukci NO, nez jsme pozorovali na naSemetuod
Vysledky now¥jSi klinické studie ukazaly na trojndsobné zvySehNO u nemocnych
s pneumonii v septickém Soku, zatimco nemocni psi g@é nez respitai etiologie
a ventilovani nesegdtii nemocni nili hodnoty eNO nezvysSené. Koncentrace N(lazne
v obou skupinach septickych nemocnych byly ve saovis nemocnymi bez sepse dvakrat

az tikrat vyssi (ten Oever et al. 2013). Zajimavé inface v tomto ohleduipesly také
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kontrolované studie se zdravymi dobrovolniky, krterfpyl podan LP&E. coli v davce 2
ng/kgi.v.. Tato velmi nizka davka endotoxinu vyvolala chéeaktickou zagtlivou reakci

s nafistem &lesné teploty na 38 °C, tachykardii a vyraznym ewy$ koncentraci TNBs
IL-6, -8 a -10 v krvi. Maximalni zvySeni eN&nilo 50 % a bylo zaznamenano ve 4. hod
(Soop et al. 2004; Soop et al. 2009).uvedeného srovnani vyplyva, Ze nemocni
s gramnegativni sepsi vydechuji podstanivSi koncentrace eNO, nez jsme pozorovali
v naSich experimentech u potkana. Vydechované eN@emocnych navic reaguje
zvySenim pouze u resplird pneumonie a sepse, coz ukazuje na plice jakmihladroj
vydechovaného NO. Ke stejnému &avvedly i studie u dobrovolniks endotoxémii po
I.v. podani LPEE. coli, u nichZ byl pozorovan charakteriticky vzestupogytia zarttu jako

u experimentélniho modelu, ale eNO a koncentracg\N&azne byly zvySené pouze 2 az
3krat (Dandona et al. 2010)

Experimentalni studie zaffené na mortalitu a dalSikézité klinické vystupy po
podani specifickych a nespecifickych inhibtoNOS @i sepsicasto uvadji pozitivni
vysledky (De Cruz et al. 2009; Kirkebgen et al.)99eselektivni a INOS selektivni
inhibitory NOS a glukokortikoidy u potk#@n s endotoxémii snizuji eNO a umik
neutrofilnich granulocyt do dychacich cest. Na rozdil od inhibitoNOS ale
glukokortikoidy na experimentalnich modelech napatlaiuji expresi cytokif zaretu
a vyraziji snizuji organové postizeniipsepsi (Birrell et al. 2006; McCluskie et al. 2004
Nicmére zdjem o vyuziti inhbitar NOS v Kklinické praxi sniZila rozsahla kontrolovana
studie s neselektivnim inhibitorem N-monomethyl#igininem, ktera byla igdasre
ukontena z dvodu trendu k ndiistu mortality o 10 % oproti skupirs placebem (Lopez et
al. 2004).

Inhalovany NO, snizujici plicni hypertenzi a zvyiguperfazi plic a oxygenaci krve,
byl dlouho povaZzovan za idealni selektivni vazddia pouzitelné za patologickych siav
spojenych s indukci INOS a relativnim nedostatkeostupnosti NO syntetizovaného
konstitutivnimi NOS s ochrannou funkci. Tento nakagk podpden pozitivnimi vysledky
farmakoterapie inhalovanym NO doloZzenymi na expentalnich modelech ALI,
ischemického-reperfazniho posSkozeni a po transptamtlic u velkych zviecich druld
(Ryter et al.2011). Také u nemocnych s ALI/ARDSaldvany NO pechodi zlepSuje
oxygenaci krve (Griffiths et al. 2005; Kaisers €t2003; Taylor et al.2004ple zasadni
klinické ukazatele, tj. mortalita u dagdpch nemocnych s ARDS neni ovligma (Afshari et
al. 2011).
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Stale vice poznatko metabolické draze arginin-NQi gepsi ukazuje na skuteost,

Ze za patofyziologické projevy v kardiovaskularnggstému je z velkéasti zodpo¥dna
nedostaténa aktivita eNOS vedouci ke snizeni pgdsych @inka NO produkovaného
timto enzymem. Zvla&tpii septickém Soku dochazi ifipzvySeném srdamim vydeji

k poruch&dm prokrveni orgéna tkani zpsobenym systémovou vazodilataci, snizenou
periférni cévni rezistenci a zvySenou propustrasthi sény. VSechny tyto projevy jsou
pricitany indukci INOS a nadprodukci NO timto enzymeddrover vznika relativni
nedostatek argininu a kofaktopro konstitutivni formy NOS a dochazi i k tzv. pogeni
eNOS, kdy tento enzym nesyntetizuje NO ale supdowi radikal (Annane et al. 2000).
P sepsi vyrazé klesa koncentrace argininu v plagncoz souhlasi s naSimi vysledky za
6 hod po podani LPS. Pokles podle publikovanycHistiasow predchazi indukci INOS

a je zmisoben sniZzenou syntézou argininu z citrulibedpvsim v ledvinach (Luiking et al.
2009; Munger et al. 2006). Aufostarsi publikace dokonce posali vztah mezi srdiden
koncentraci argininu a zvySenou mortalitou na s@frsiund et al. 1979). Vysledky dalSich
studii ukazuji na synchronizovanou indukci INOSyiréz, a transportérCAT1 a CAT2
nejen i endotoxémii, ale i u alergického z#n (Scumpia et al. 2002; Zimmermann et al.
2006). U nemocnych v septickém Soku je aktivitardgy v plaznd zvySena a koreluje
s pa&tem neutrofiti v krvi (Darcy et al. 2013). Suplementaagininu formou kontinualni
i.v. infuze na modelu endotoxémie u prasete zlepSilduge krvi a oxygenaci
splanchnickych orgdna zabranila vzestupu krevniho tlaku v plicni clakiiza sotasné
absence kardiovaskularnich nezadoucighkii (Poeze et al. 2011).

Po podani LPS doSlo jiz za 3 hod ke zvySeni expmeRBIA Argl i Argll v plicich,
nicméré zvysSeni exprese Argll oproti kontrole bylo vyr&azwySsi nez v fipac Argl.
Nalez casného zvySeni exprese Argl je t&#lst&né v rozporu s vysledky publikovanych
studii, Ze k indukci exprese a aktivity tohoto emeydochazi az v pozdjsi fazi, tj. za 6 az
12 hod (Ash 2004; Colleluori et al.2001; 1999; Meti al. 1998; Salimuddin et al.).
Aktivace Argl v pozdjsi fazi zartu podporovand protizétlivymi cytokiny IL-4, -10
a-13 je davana do souvislosti s iniciaci procesjerti, pro &z Argl zaji¥uje syntézu
polyamini a prolinu (Getz et al. 2006). Jiz za 3 hod po pod#®S jsme pozorovali na
arovni mRNA néfist exprese transporteiCAT1, -2 a -3 v homogenéatu plic. ZvySena
exprese genu CATL1 je v literdtu obect davana do souvislosti s reakci organizmu na
zakz nizné etiologie, ktera zvysuje naroky na dostupnaghenu (Fernandez et al. 2004).
Prozastlivé mediatory TNFe, interferony a IL-1B3 uvoliujici se po podani LPS indukuji
expresi CAT2 (King et al. 2004; Nelin et al. 20Wsigalli et al. 2004; Yang et al. 2004).
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Pres hluboky pokles koncentrace L-argininu v plazmedoSlo v tekuti& z BAL ke
zmeéné jeho koncentrace. Pokud je moZznéedpokladat, Ze koncentrace v BAL odrazi
dostupnost L-argininu v dychacich cestach, pak jezitym zjiS€nim, Ze dostupnost
neklesa i pes indukci iINOS a arginadz a vyrazné zvySeni synN@y Je mozné usuzovat
na souvislost tohoto nalezuwasnou indukci membranovych transpart@ro L-arginin
v homogenatu plicni tk&niz za 3 hod po podani LPS, které jsdajmeé schopné udrzovat
jeho intracelularni koncentrace ve strukturniclikdach dychacich cest a plic anach
Zaretu na potebné vysi.

Methylxantiny jako pentoxifylin (PX) a teofylin ¢&inkuji protizargtlive
u patologickych stavspojenych se zvySenou expresi T&dlH¥edpokladanymi, ale dosud
ne zcela objagmymi mechanizmy protizaétlivého &inku jsou inhibice fosfodiesteraz
vedouci ke zvySeni cCAMP a snizeni genové expresed Baktivace histon deacetylazy 2
potlatujici genovou expresi prozétivych mediatoti (Barnes 2013; Deree et al. 2008),
Hlavnim izoenzymem, ktery hydrolyzuje cAMP vitikdch zasgtu, je PDE4. Selektivni
inhibitory PDE4 jako roflumilast se v séasnosti uplatuji v I&cb¢é CHOPN (Spina 2008).
V publikovanych studiich PX u endotoxemickych poikavyrazré snizil koncentraci
TNF-a v plaznt a BAL a potl&il expresi prozagtlivych cytokini a naopak zvysil
koncentraci protizaflivého cytokinu IL-10 (Coimbra et al. 2006; OlivatJunior et al.
2010).Poi.t. podani PX jsme v naSi studii pozorovali vyraznklps eNO a koncentrace
NOx v plazné a BAL. Tento nalez odpovida vSeobe&cprijimanému nazoru Zze PX
inhibuje NFkB zavislou genovou transkripci a syntézu mediéérétu zahrnujicich NO
syntetizované iINOS (Aikawa et al. 2011; Deree eR@08; Lessa et al. 2008; Rolla et al.
1997; Zhang et al. 2010). V souladu s tim doSlolikigsu exprese iINOS jak v plicich, tak
v jatrech. Nenasli jsme v literat preklinickou praci, ktera by popsala snizenouresip
arginaz v plicni tkani vliivem PX u endotoxémie ikduané LPS nebo na jiném modelu
sepse. Na tomto miéistje zajimavé uvest, Zze ve starSi Kklinické studdosglymi
nemocnymi v&zké sepsi zlepSila dlouhodoha. infuze PX kardiovaskularni parametry
u nemocnych a snizila mortalitu o 13 %. Tento rbadflosahl statistické vyznamnosti pro
maly paet nemocnych (Staubach et al. 1998). Také v nelmmaitd®X pritahuje stale
pozornost, protoze u&yiech klinickych studiich malého rozsahu a v Cochvarsmuhrnu
autdi dosgli k zawru, Ze PX snizuje morbiditu a mortalitu (o 60 %hovorozend se
sepsi a nema nezadoudlinky, z nichZ nejobavassi je v této populaci nhemocnych
intrakraniélni krvaceni (Haque et al. 2011; Laukeib et al. 1999)Na druhé stran
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zkuSenosti s protilatkami proti TNé&-a IL-1 nebo s faznimi proteiny neutralizujicimi
TNF-a byly pozitivni u preklinickych modél sepse, ale tyto latky neovlivnily mortalitu
u nemocnych se sepsi (Karzai et al. 2003; McNariaah 1993; Qiu et al. 2011; Tracey et
al. 1987).

Akutni poskozeni plic je stéle aktualni téma v ikké medicig. Vysledky recentnich
studii naznély, Ze zvySena exprese argina#spiva ke zvySeni propustnosti alveolo-
kapilarni membrany a k edému pliti ALI a to potlatenim produkce NO syntazou eNOS.
Inhibitor arginaz S-2-boronoronoetyl-L-cystein shiaktivitu argindz indukovanou
bakteridlnim pneumolyzinem v bkach lidského plicniho mikrovaskularnino endotilu
vitro, zvysil syntézu NO syntazou eNOS a zlepSil baviéuofunkci (Lucas et al. 2012). Je
otazkou, zda je mozné inhibici argindz ovlivnitamejasnou zagtlivou fazi, ale i signalni
drahy a dalSi ge vedouci k nasledné fibroproliferaci plic. Pratofbroprodukce je
iniciovana bezprogtdre po spudini zargtlivé reakce, museji byt snahy o ovlém
dlouhodobych nasledkplicniho poskozeni cileny do prvni fazasné zagtlivé reakce. K
podobnym zagram dosggly i snahy o imunosupresi steroidii pepsi s ALI. S ohledem na
fadu nezadoucich fpdevsim infeknich) komplikaci nebyly nikdy plognsteroidy do
klinické praxe zavedeny (Tang et al. 2009). Daigikum ukaze, zda norNOHA potvrdi
teoretické pedpoklady o tom, Ze by tato latka mohla snizit akutpozdni nasledky

akutniho plicniho poskozeni bez gasného zvySeni rizika infékich komplikaci.

6.2. Model ovalbuminem navozeného alergického astmatu potkana
kmene Brown Norway

Navodit eozinofilni alergicky z&h dychacich cest se symptomy jako jsou dusSnost
a piduskova hyperreaktivita je u hlodavcpomerné komplikované. Navic zadny
z pouzivanych model neni schopen &né napodobit pirozeny pfibéh priduskového
astmatu u pacieft | pres nedostatky ale experimentalni modely uimgizstudovat kiiové
patobiochemické a patofyziologické pochody uiduSkového astmatu a postupy jejich
terapeutického ovlivini (King et al. 2004; Zimmermann et al. 2006).

V nasi studii jsme pouzili potkany kmene Brown Nawy ktgi jsou vnimawjSi
k navozeni alergického z&mn. Ri zavadni modelu jsme vychazeli ze schematu alergizace
ovéfeném na pracovisti prof. MUDr. Gabriely Ndsaé, DrSc. (Ustav farmakoldgie,
Univerzita Komenského v Bratislave Jesseniova BMarfakulta v Martine), ve kterém

jsme pouze mirh upravili davkovani a typ pouzitého ovalbuminu. Rwgjzalergického
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zaretu potvrdil zvySeny peet bilych krvinek oproti kontrolam a to jak u skapiA tak
u skupiny A+P a zejména vyrazny asir procentuélniho zastoupeni eozinofilburé¢né
sloZzce BAL. Ri zaretu také dochazi ke zvysSené propustnosti alveolddayimembrany
pro bilkoviny. K poSkozeni alveolokapilarni membyadosSlo ve skupi& A+P, tj.
u alergizovanych potkdn po nebulizaci ovalbuminu, kterd vyvola akutni \aplti
alergického zartu. V této skupit se zvysSila hmotnost plic, hrang signifikantni byl
vzestup koncentrace celkové bilkoviny v BAL. Na &eyy oxidani stres ukazala
koncentrace MDA v BAL.

Naopak zvySenou syntézu NO v dychacich cestach jgmeeorovali jak
u alergizovanych potkdn (skupina A), tak u alergizovanych potkampo nebulizaci
ovalbuminu (skupina A+P). V obou skupinach naroktiacentrace NQv BAL. V této
fazi studie jsme ne#éli moznost vyuzit imé neinvazivni rreni vydechovaného NO pro
dlouhodobou zavadu analyzatoru NO, kterou se gs#nfiané poddilo opravit aZz po
6. mesicich. Je zajimavé, Ze ¢tdi dosglych s atopii je koncentrace vydechovaného eNO
také zvySena i ip nepitomnosti symptorn alergického onemoéni hornich a/nebo
dolnich dychacich cest, tj. alergické rymy nebidpskoveho astmatu, a to v zavislosti na
poctu pozitivnich vysledik v koZznim prick testu na pyly, rozte a plisg (Scott et al.
2010; van Amsterdam et al. 2003).

Sledovani exprese mRNA a protieiprokazalo indukci INOS a eNOS v plicni tkani.
Na arovni proteinu bylo toto zvySeni patrné az ponichoprovokaci, tj. ve skupin A+P.
MnoZstvi mRNA bylo zvySené jak ve skupid+P tak ve skupi&t A. ZvySené exprese
a aktivita INOS byla u pacieints alergickym astmatem mnohokrat popsana. Zvyseni
exprese na urovni mRNA a proteinu zejména v bratchn epitelu vede ke zvySeni
hladiny exhalovaného eNO a ke zvySeni koncentra€. NHladina eNO koreluje
s intenzitou zatu v praduskach a klesa v{gochu 1 az 2 tydé po zahgjeni protizé&tivé
farmakoterapie inhat@mimi kortikosteroidy (Zimmermann et al. 2006). Kongivni
formy NOS (eNOS a nNOS) jsou primérrzapojeny do ovlivéni bronchialniho a
vaskularniho tonu a pduskové reaktivity. K ovlivéni dochazi neurotropni i myotropni
cestou mechanizmy dsti cGMP i jinymi. Snizena syntéza NO enzymem cN&Spiva
ke vzniku ptiduSkové hyperreaktivity u alergického astmatu jak preklinickych
modelech, tak i u pacieints astmatem. (de Boer et al. 1996; Maarsingh eR@06;
Ricciardolo et al.2001; Samb et al. 2001; Vonk let2810). Navic NO syntetizované

eNOS vykazuje schopnost inhibovat &an dychacich cestach tim, Ze potlge aktivaci
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NF-kB. Nasled® se snizuje exprese iNOStady prozastlivych cytokina (Maarsingh et
al. 2008a).

Argl a Argll jsou konstitutive exprimovany v cel&ad tkani. Ke zvySeni jejich
exprese v plicni tkani dochazi po vystaveni pliergeénu (Maarsingh et al.2008c;
Santhanam et al. 2008; Vonk et al. 2010). ZvySexquiesi Argll na arovni proteinu jsme
nalezli v plicni tkani jak u skupiny A tak u skupinA+P. V pipadt Argl doslo
k minimélnimu zvySeni exprese pouze u skupiny ANecmére na arovni mRNA doslo
k signifikatnimu zvySeni exprese arginaz | i ll.extrahepatalnich tkanich je arginaza
zapojena fedevsim do syntézy L-prolinu, ktery je prekurzorprno syntézu kolagenu,
glutaméatu a polyamin (spermin a spermidin). Zaravese arginazy &astni imunitni
odpowdi organizmu. ZvySena exprese arginaz vede k vys$iniku vzniku ptiduskové
hyperreaktivity (viz nize), také dochézi ke zvysenedukci polyamif a L-prolinu, coz
jsou hlavni slozky podilejici se na plicni remodelaKing et al. 2004; Maarsingh et
al.2008a; Ogino et al. 2012; Santhanam, et al. 2008k et al. 2010; Zimmermann et al.
2006). ZvySend aktivita a exprese arginaz v plikani byla prokdzana nejen n vivo
modelech, ale také u nemocnych s astmatem.(Maarsingl. 2008c).

Exprese CAT1 se obetrevySuje i zagzi organizmu a $ nedostatku argininu
(Fernandez et al. 2004). Alergicky z&rcharakterizuje zvySena exprese argindmz
dochazi k vyerpani zasob argininu a stoupaji naroky na jehospart. Nasledh se
zvySuje exprese CAT1. King a kolektiv ve své studiadji, Ze u astmatickych mysi
dochéazi v plicich ke zvySené expresi CAT2 na urawiRNA, coZz pipisuji zvysSené
potrebs transportu L-argininu do bgk. (King et al. 2004; Zimmermann et al. 2006).
Zimmermann a spolupracovnici ve své studii zaznahehe [ rozvoji alergického
astmatu je sil&n indukovana exprese CAT2 a argindz. V naSi studlilaljak ke zvySeni
exprese arginaz na urovni proteinu a mRNA, takr&sta exprese transporté€AT1 a -2
v plicni a jaterni tkani na arovni mRNA.

Zmény v homeostdze L-argininu fippivaji k charakteristickym projém
praduskového astmatu, kterymi jsou uguSkova hyperreaktivita, chronicky zdn
a prestavba prdusky. U alergického astmatu dochazi ke snizertudossti L-argininu pro
konstitutivni syntazy cNOS a iINOSekolika mechanizmy. P#t k nim indukce iINOS
a argindz, které sp@bovavaji L-arginin a také inhibice transmembramavéansportu
argininu z dvodu zvySenych koncentraci kationickych proteirv plazng, nag.
eozinofilniho kationického proteinu. Nasledkem jsmedostatek bronchodil@&iho NO

a zvySena produkce superoxidového radikalu a pedusitanu, ktery iispiva k akutni
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raduSkové hyperreaktivitv casné i pozdni fazi astmatické reakEa.vivostudie indikuiji,

Ze alergenem indukovana uduSkova hyperreaktivita e byt potléena podanim
L-argininu a L-citrulinu, heparinu nebo inhibitoangindz (Ahmed et al. 2013; Ahmed et
al. 2012; de Boer et al. 1999; Kumar et al. 2008akgingh et al. 2004; Meurs et al. 2002).
Vzhledem k tomu, Ze aktivita arginéz j& alergickém astmatu zvySen4, mohla by zvySena
nabidka substratu podavanim L-argininu nebo LHoiouvést k nezadouci festavis
pradusky podptené tSi syntézou kolagenu. Z tohotaivebdu se podavani inhibitoru
arginaz nejlépe inhalai cestou zda byt vyhodisim postupem, nelfoby zajistilo
zvySenou dostupnost L-argininu a syntézu bronchekgtioniho a protiz&ttlivého NO g
sourasre snizené syntéze extracelularni matrix &duskach (Maarsingh et al. 2008b).

6.3. Farmakokinetika inhibitoru argindz nor-NOHA

Poi.v. ai.p. aplikaci v davkach 10 az 90 mg/kg. byla farmakekika norNOHA
v plazn® linearni, tj. parametry AUC afax se zvySovaly tést umerné k davce. Pokles
plazmatické koncentrace éndvojfazovy charakter. Po podamv. a i.p. cestou byl
inhibitor velmi rychle eliminovan z plazmy. To je seuladu s vysledky sledovani
inhibi¢niho &inku norNOHA u potkat in vivo (Reid et al. 2007). Absolutni biologicka
dostupnost F pa.p. podani byla vysoka. Hodnota F siekvapiw zvySovala s davkou
a prekrccila 100% po davce 90 mg/kgp., cozZ je mozné vysilit z ¢asti interindividualni
variabilitou farmakokinetiky a #asti chybou zfisobenou relativh malo p@etnymi
skupinami potkaf. NiZSi hodnota plochy podikkou AUC v ponéru k déavce 10 mg/kg
i.p. pak mohla byt nap zpisobena ztratami latky v méspodani ped absorpci (vazba,
degradace apod.) a ty mohly byt relativiizsi po vysSich davkach.

Rada studii provedenych s hlodavci zdokumentoviiaivé &inky jak jednorazové
aplikace tak opakovanéhor. neboi.p. podavani norNOHA v rozmezi davek pouzitych
v nasi kinetické studii (Bagnost et al. 2008; Bagjrei al. 2010; Gronros et al. 2011; Jung
et al. 2010; Reid et al.2007). Ve vySe #ovanych studiich latka efektigninhibovala
aktivitu arginaz a tim podpiba zvySenou syntézu NO syntazami NOS. Akutni tibxic
norNOHA je velmi nizka. Injekce norNOHA v davce 80@/kg samém potkana kmene
Lewis nezfisobila Zzadné z#my chovani zvit, €lesné hmotnosti, biochemickych hodnot
v krvi a histologickych nalezna vnitnich organech (Reid et al. 2007).

Endogenni latka N-hydroxyarginin (NOHA) je reéak meziprodukt v dvojstujpvé
syntéze NO z L-argininu. M& vlastnosti inhibitongiaaz, ktery je ale nachazen ve velmi
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nizkych koncentracich zidodu velmi rychlé metabolickéi@meny na L-citrulin b’
enzymatickou cestou za katalyzy NOS, cytochromyOPd45dalSimi hemoproteiny nebo
neenzymatickou cestou v reakci se superoxidem (€erat al. 2006; Vetrovsky et al.
2002). Latka NOHA mize byt podle recentnich studii take&t metabolizovana na
L-arginin v redukni metabolické drdze popsané u savza katalyzy komplexem
membranow vazanych enzyiv hladkém endoplazmatickém retikulu a v mitochdoty
zahrnujicim cytochrom b5 reduktazu, cytochrom b&itochondrialni enzym katalyzujici
redukci na atomu dusiku ,mitochondrial amidoximeduging component® (MARC)
(Clement et al. 2006; Kotthaus et al. 2011). Tyewluktazy s Sirokou substratovou
specifitou detoxikuji xenobiotika a aktivuji préiea s hydroxylovou skupinou na dusiku
(Gruenewald et al. 2008; Havemeyer et al. 2006)

Inhibitor norNOHA je analog NOHA #&ttzcem kratSim o jeden atom uhliku, ze
kterého se netwd ve vyznamné ni¢ NO z divodu nizké afinity k NOS (Mansuy et al.
2004). V naSi studii jsme nalezli na chromatograextrakti ze vzorki plazmy, pik
neznamé latky, mozného metabolitu. Metabolit ktgmen ve vzorcich odebranych jiz
v prvnich odrovych intervalech po podani norNOHAigdpokladali jsme, Ze analogicky
jako u endogenii latky NOHA @te norNOHA podléhat redukci. Za pomoci HPLC
s detekci hmotnostni spektorometrii se pibolgprokazat, Zze nezndAmym metabolitem je
skute&né nor-L-arginin. Tvorba tohoto metabolitu byla poaefina pouze po aplikaci
norNOHA potkaiim a nikoli, pokud byla latka inkubovana s plnou ikmebo S
plazmouin vitro (Hroch et al. 2012).

Pri 1é¢bé praiduSkového astmatu a CHOPN je &ilpreferovana inhatmi cesta
podani, protoZe je schopna zajistit vysoké lok&bricentrace @v a zarové systémova
dostupnost l&va je relativik mala a tim je snizeno riziko nezadouci&mkii. Friznive
ovlivnéni remodelace plicni tké&n bronchoprotektivni a protizéttivy Gc¢inek inhal&né
podavanych inhibitdr argindz byly opakovan prokdzany na modelu jmuSkového
astmatu u hlodavc (Maarsingh et al. 2011; Maarsingh et al. 20Q@Jikoz v literatiie
nebyly k dispozici Udaje o farmakokinetice a sysieéndostupnosti po inhalaim podani,
provedli jsme farmakokinetickou studii s intratraémi aplikaci norNOHA formou
aerosolu. K aplikaci norNOHA byl pouZit specialnatétr s porézni Sghou, ktery
v zavislosti na viskozit aplikovaného roztoku t¥ocastice aerosolu o velikosti 10-30 um
(Cryan et al. 2007). Lzetpdpokladat, Zecastice takové velikosti byly zachyceny
piedevsim v proximalnich dychacich cestach, které& js@ré prostupné nez distalni

(=malé) dychaci cesty a alveoly pro hydrofilni netabité molekuly jako je norNOHA
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(Gonda 2006; Tronde et al. 2003). FarmakokinetilkarN®OHA charakterizovala ve
srovnani 3.p. cestou pomalda a nekompletni absorpce z dychacish @dsolutni
biologicka dostupnost v pméru dosahla 53 %. Takto vysoka dostupnost néskyapiva.
V rozsahlé praci, ktera sledovala vztah struktysiésnova dostupnost dea po
inhalainim podani bylo prokdzano, ze epitelie dychacidt ou dobe prostupné i pro
polarni latky s mensi molekulou jako terbutalin TB=%6) a kromolyn (F=36 %) (Tronde,
et al.2003). Transepitelialni transport norNOHA yelgacich cestach je praymbdobré
realizovan pomoci stejnych transpoitgako pro L-arginin, Rmonomethyl-L-arginine a
N®-(1-iminoethyl)-L-lysin (inhibitory NOS). Tyto latk vyuZivaji pro piinik Calu-3
buitkami (lidské bronchiélni epiteliaini Bky) na apikalni strah transportér B* a na
straré bazolaterarni transportéfly(Rotoli et al. 2005).

Jak dekonvoléni analyza tak poputai kompartmentové modelovani ukazalo na
dvojfazovou kinetiku absorpce norNOHA jak pp. injekci tak poi.t. aplikaci aerosolu.
Pro tento vysledek lze najit celdadu moznych vysileni. Rychlost absorpce se liSi
v proximalni a distalnéasti dychacich cest a hloubkaipiku zavisi na aerodynamickém
praméru inhalovanésastice.Cast davky se tak mohla dostat higjillo dychacich cest
a mohla byt absorbovana rychleji. Navic, fagocgiujiunky a mukociliarni clearance maji
také schopnost ovlivnit rychlost a rozsah biologidostupnosti inhataé podavanych
latek. Mezi dalSimi moznymi faktory s vlivem na aljgi poi.t. ai.p. pdani je mozné
uveést vazbu v mistaplikace, lokalni metabolizmus, problémy s rozpasti a ionizaci
molekuly.

Po opakovaném podavani norNOMA. cestou v davce 30 mg jednou démpo dobu
5 dni nebyla zaznamenana vyznamna kumulace inhibitoplazngé. Zarover byly
pozorovany jen malé rozdily mezi prvni a patoukagai v hodnat AUC a Gnax (narist
AUC 0 17 % a Gax 0 31 %). Z vysledk popul@&niho kompartmentového modelovani
vyplyva, Ze by tyto zrny mohly byt zfisoben zvySujicim se rozsahem (F) a mirou
absorpce (a1 @ tra). Davka inhibitoru byla zvolena s ohledem na Iiitea
farmakokinetiky a také na vysledky publikovanych udst inka latky
v kardiovaskularnim systému (Bagnost et al. 2008gri®st et al. 2010; Gronros et al.
2011; Jung et al. 2010; Reid, et al. 2007).

Studie umoznila porovnat farmakokinetiku po jedzor@m podani davky 30 mg/kg
norNOHAI.v. ai.p. cestou u potkana Wistar s vysledkegchozi studie s potkany Brown-
Norway. Poi.v. aplikaci byla u potkaih Wistar zjiStna vyssi CL a nizsi hodnota AUC
0 33 %. Poi.p. aplikaci byly hodnoty AUC a Gax V praméru nizSi o 48 % a 40 %.
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Farmakokinetické modelovani ukazalo rozdily v hadob CL a v fipact i.p. podani
také dostupnosti F a pdlasi absorpce. Pra¥godobr se jednd o odliSnosti ve
farmakokinetice mezi pouzitymni kmeny potkana, ptet v obou studiich byla pouzita
stejna metoda na stanoveni norNOHA a ostatni exygaitélni techniky se také neliSily.
Koncentrace L-arginu v plazmje ovliviiovana mnoha faktory, jako jsourijem
v potraw, katabolizmus proteina syntézade nov6 z citrulinu. Citrulin je syntetizovan
Z glutaminu, glutamatu a L-prolinu v mitochondriiehterocyii. PredevSim v ledvinach
poté dochazi k vychytavani L-citrulinu z krve @gemetabolizmu na L-arginin (Wu
2009). Aminokyselina L-arginin secastni celétfady metabolickych & vcetns syntézy
proteini, reakci vzdjemné fpmeny aminokyselin (ornitin, prolin, glutamat, citmy)i
syntézy mooviny a syntézy kreatininu, agmatinu a NO. Plazokdti koncentrace je
vyrazre ovlivnéna také transportem do hkiky ve kterych jsou koncentrace L-Arg
nékolikanasobr vySSi nez v plazeh Exprese a aktivita membranovych transpdr@AT
také hraje vyznamnou roli (Ricciardolo et al. 200S)udie zkoumajici osud L-argininu
znaeneho stabilnimi izotopy po podani do organizmuvilily, Ze g@iblizné 15 %
plazmatického L-Arg je vyuZivano jako substrat mégiami a jen 1,5 % jako substrat pro
NOS (Luiking et al. 2012). Nevyznamné @&my v hladit L-argininu v plazn,
zaznamenané v naSich studiich po jednordzovém pdd@o opakovaném podavani
inhibitoru, jsou v souladu s literarnimi poznatkye p@ispivek arginazové cesty
k metabolickému obratu L-argininu je minoritni. @éle znamena, Ze niét produkce NO
a jeho protektivni &inek po podani inhibitoru arginaziimo nesouvisi s koncentraci
L-argininu v plaznd. Uvedeny z&¥r je zcela v souladu s teorii ozioganou jako
argininovy paradox. Syntéza NOu#e byt podptena podanim argininu nebo inhibici
arginaz i pes skuténost, ze hodnota K NOS je 20 az 50krat nizSi nez koncentrace
argininu v plazm (Béger 2007). B metabolizmu L-argininu syntazami NOS je
rozhodujici lokalni dostupnost substratu v ghishzymu a fitomnost mnoha faktér
véetns transportél, enzymi a jejich kofaktoit (Luiking et al. 2012; Ryoo et al. 2011).
Inhibi¢ni pasobeni norNOHA na argindzy se projevilo 90 min patépdavce
zvySenim poréru koncentraci citrulin/ornitin v plazéno 45 %. Porér citrulin/arginin se
zvySil 0 25%. Ve dvou studiich z&enych na kardioprotektivni¢inek norNOHA, byl
zaznamendén podobny @&t pongru citrulin/arginin a vysSi ndst pongru citrulin/ornitin
po jednorazovémv. podani 100 mg/kg norNOHA (Gronros et al. 2011;gJahal. 2010).
Poner ornitin/arginin nebyl v nasi studii signifikarsnizen, coz je v rozporu s vysledky

jinych autofi (Gronros et al. 2011). Moznym vy&ienim nuzZze byt, Ze davka norNOHA

123



Diskuze

v nasi studii byla nizsi a vy¥ehi koncentraci aminokyselin bylo provedeno v gch
¢asovém intervalu po podani inhibitoru. Navic sniZzkoncentrace ornitinu dinkem
norNOHA mohlo byt mensi zdidodu, Ze i kontrolni potkani v naSi studii¢imnizsi
koncentraci ornitinu v plazé

V posledni dob se v literatie zvySuje pdet dikazi o tom, Ze norNOHA ma
piiznivé Einky na kardiovaskularni systém a dychaci cestjedaordzovém podani nebo
opakovaném podavani jednou demo dobu gkolika dni az tyda v podobnych davkach
jako v nasi farmakokinetické studii (Bagnost e8l08; Bagnost et al. 2010; Gronros et al.
2011; Jung et al. 2010; Prati et al. 2012; ReidleR007). Maximalni koncentrace nor-
NOHA v plazng Cax Se v nasi studii pohybovala v rozmezi 130 az 3d0akoncentrace
se snizila pod 10 uM do 90 min po podani. Pro stoinnhibEni iinek norNOHA na
arginazu v mySich makrofazich charakterizuje intmbkonstanta Ig;=10 uM (Tenu et al.
1999). Ve sitle naSich poznatko velmi rychlé eliminaci norNOHA je na mésbtazka,
zda davkovani jednou dehirv uvedenych studiich bylo optimélni a zda &gstjsi
podavani byvalo nevedlo k lepSim vyslédk

Latka norNOHA je velmi silny kompetitivni inhibitojaterni arginazy potkain
in vitro s K= 0,5 uM. Obavu z tohotoistodu vyvolava moznost, Ze by po terapeutickych
davkach norNOHA mohlo dojit k nezddoucimu owéimh jaterni detoxifikace amoniaku
v cyklu maioviny inhibici jaternich argindz (Custot et al. Z99Alternativni detoxikani
cesta je syntéza glutaminu v kosternich svalecimazku (Clemmesen et al. 2000; Girard
et al. 1992). Bylo také popsano, Ze zvySekfigyn glutaminu enteralni nebo parenteralni
cestou zvysSuje koncentraci histidinu v plné krvolétek 2012; Jeevanandam et al. 1995).
V nasi studii doslo k signifikantnimu ri&tu plazmatickych koncentraci jak glutaminu, tak
i histidinu. Nelze vylouit, Ze tyto zmény negimo ukazuji na sniZzenou detoxifikaci
amoniaku z dvodu inhibice arginazy |. Hypotéza ale vyZzadujeStdalétovani. Na tomto
mis€ je vhodné uvést, Ze interpretace éamkoncentraci aminokyselin v plazme
problematicka bez dalSich informaci, jako jsou cfejitkdiové koncentrace, aktivity
enzymi zapojenych do metabolizmu aminokyselin, expresansyortél, zmeny

v katabolizmu a syntéze protéiaj.
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7. Zavér

Dizertatni prace se za#iila na znény metabolické drahy arginin-NO a moznosti
jejich farmakologického ovlivéni inhibitorem argindz norNOHATfpakutnim poskozeni
plic navozeném bakterialnim lipopolysacharidem uk@oa Wistar a v podminkach
ovalbuminem indukovaného alergického &ardychacich cest u potkana Brown-Norway.
Vzhledem k citm dizert&ni prace je mozné zformulovat nasledujiciérgv
1/ U endotoxemickych potk&anWistar poi.p. podani 5 mg/kg LPS E. coli se rozvinulo
ALI charakterizované zvySenou propustnosti alveaflidrni membrany, nastem pdtu
leukocyti a zastoupeni neutrofilnich granulatyt diferencialnim rozp&iu v burécné
sloZzce BAL a otokem plic. V dychacich cestach ayst&@mové cirkulaci doslo k silné
indukci INOS, jak dolozily vyrazh zvySené koncentrace vydechovaného NO (>30kréat) a
NOx v BAL (4krat) a v plazm (>20krat). Pes tuto skui@nost se koncentrace argininu ve
slizni¢ni tekutiré v bronSich (analyza BAL) nezmila, zatimco v plazéhse v 6. hod
snizila o0 70 %. Na Urovni mRNA se v homogenéatu jitize 3. hod po podani LPS zvysila
exprese iINOS, Argl, Argll, membranovych transpartéro arginin CAT1, CAT2 a CATS3.
Exprese genu eNOS na urovni mRNA se snizila. Matodiestern blot byla potvrzena
zvySena exprese iINOS, Argl, Argll. Exprese CAT rabstudovana. Pat. podani ve
srovnani s.p. aplikaci LPS byl zaznamenan nizsitsdrkoncentrace NO a NO zvySeni
exprese INOS, Argl a Argll bylo fplizn¢ srovnatelné. Jiné projevy ALI ¢etre
oxidatniho stresu byly vyrazisi po i.t. aplikaci, ale mla na nich vyznamny podil
samotna tracheostomie a kanylace. Intratrachea@ldénd pentoxifylinu potkélo indukci
INOS a vyrazn snizilo koncentrace vydechovaného NO a,Nf2 na uUrovie kontrolni
skupiny. Exprese Argl, Argll a eNOS byla snizenanéndentoxifylin neovlivnil dalsi
znamky ALI.

2/ Potkany Brown-Norway se poill@ Uspssre alergizovat a indukovat u nich akutni
exacerbaci alergického z#in dychacich cest nebulizaci ovalbuminu, jak ulkazal
predevsim vyrazh zvySena infiltrace leukoc§ta zastoupeni eozinofilnich granulacyt
BAL a zndmky oxid&niho stresu v dychacich cestach. Indukce iINOS admnace NQ
v dychacich cestach byly mnohem nizZsi nez po podBfi, ale exprese Argl se naopak
zvySila podstattivice. Dale bylo pozorovano zvyseni exprese ANOS a transportér

CAT1 a CAT2. Koncentrace argininu v BAL se po brioogrovokaci zvysila.
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3/ V praci byla poprvé popsana farmakokinetika intioiki argindz norNOHA u potkén
Brown-Norway a Wistar. Ve farmakokinetickych stutiii byly pouzity terapeuticky
relevantni davky a cesty podani navrzené s ohlatemecentni literarni Udaje diposu
norNOHA u experimentalnich modelkardiovaskularnich onemo&m a chronickych
obstruktivnich onemod@ni dychacich cest. Byla vyvinuta, rozsahle valid@va poprvé
opublikovana HPLC metoda na stanoveni norNOHA wvzmpia Pomoci hmotnostni
spektrometrie byl identifikovan metabolit norarginigiitomny v plaznd potkari. Byl
vypracovan populmi farmakokineticky model pro norNOHA. Z&y farmakokinetickych
studii jsou nasleduijici:
a/ Po jednordzovém podaiw. ai.p. jako bolus je farmakokinetika norNOHA linearni
v davkovém rozmezi 10-90 mg/kg. Latka je velmi igckliminovana z organizmu.
Pokles plazmatické koncentrace mag¢ didze a bBhem 20 minut po podani se
koncentrace snizuje pod 10 %¢ateni hodnoty.
b/ Inhibitor norNOHA podléhd reduktivnimu metabolizmoa nor-arginin. Jde
o analogii s endogennim inhibitorem arginaz hydesgininem, ktery je fenmgnovan
na arginin.
c/ Absolutni biologicka dostupnost po jednorazovémp. podani 10-90 mg/kg
norNOHA potkarim Brown-Norway je v piméru 98 %. Bi opakovanénm.p. podavani
potkaram Wistar v davce 30 mg/kg jednou dénpo dobu 5 dni nedochazi
k vyrazrejSim zménam farmakokinetiky ani ke kumulaci latky v plazm
d/ Po jednorazovém podani 10-90 mg/kg norNOHA paikanBrown-Norway
intratracheal®é formou aerosolwini absolutni biologicka dostupnost vipxru 53 %.
Latka je pomalu absorbovana z dychacich cest s@a&don druhé faze 43 min. To je
vyhodna vlastnost pro zamyslené vyuZziti inhibitopéi inhalatni farmakoterapii
chronickych zaélivych onemocgni dychacich cest
e/ Po opakovaném podavani 30 mg/kg norNOHA paikakVistari.p. jednou den&é po
dobu 5 difi se &inek inhibitoru argindz projevuje zvySenim koncen# citrulinu v
plazne o 25 % a porru koncentraci citrulin/ornitin o 45 %, ale konaaae argininu v
plazne se nemini.
f/ Po opakovaném podavani norNOHA se zvysuji plaakétkoncentrace glutaminu
a histidinu. Je mozZné, Ze tyto &my negimo ukazuji na sniZzenou detoxifikaci
amoniaku v dsledku inhibice arginaz. DalSi vyzkum by sé& manefit na otazku, zda a
do jaké miry norNOHA inhibuje jaterni arginazu kasahuje tak do cyklu moviny.

Nezé&douci &inek norNOHA ve smyslu sniZzeni detoxifikace amonialy mohl

126



Zagr

piedstavovat vyznamnougkazku pro vyuZziti ve farmakoterapii, zejména uiguatt s
encefalopatii z @vodu jaterni dysfunkce.
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Priloha I: Exprese vybranych protdinovliviiujicich metabolickou drahu arginin-oxid
dusnaty.

1) Exprese vybranych proteirv jaterni a plicni tkani po intraperitonealnim padLPS.

Argl jaterni tk& Argl plicni tk&
“EmET

ERSSSRaEs

LPSip. 6h FRip. LPSip. 3h

FR1ip. LPSip.6h LPSip.3h

FRip. LPSip.6h LPSip.3h Rip N —_
Argll jaterni tk& Argll plicni tkd
INOS jaterni tk& iINOS plicni tka
1 R E—— —— ! oo s |
FRip. LPSip. 3h LPSip.6h
LPSip.3h LPSip. 6h FRip.
R TR
R | —
Rip. LPSip.3h LPSip.6h
eNOS jaterni tké& eNOS plicni tk&

2) Exprese vybranych protdinv jaterni a plicni tkani po intraperitonealnim padLPS a
vliv  pentoxifylinu.
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3) Exprese vybranych protéinv jaterni a plicni tkani v podminkach alergickétarttu
dychacich cest u potkana Brown-Norway.
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