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1. Souhrn

Prvni ¢ast gedlozené dizertmi prace popisuje zény v metabolické draze arginin-oxid dusnaty na nhodakutniho
poskozeni plic (ALI) navozeného bakterialnim liptysacharidem (LPS) u potkana Wistar. ifo neboi.t. podani 5 mg/kg
LPS Escherichia Coliserotyp 055:B5) byl experiment ukmvan ve 3., 6. a 24. hod. Ve vzorcich plic a jatda sledovana
exprese endotelialni a indukovatelné syntazy NOQBNINOS), arginaz 1 a 2 (Argl, Argll) a transpoitéro L-arginin
(CAT) na arovni mRNA a proteinu. Experimentalni ggédale zahrnovala vy$evani hladiny vydechovaného NO (eNO)
a koncentrace argininu v plaZna tekutig z bronchoalveolarni lavdze (BAL). Model byl dalbacakterizovdn pomoci
biochemickych ukazatiél propustnosti alveolokapilarni membranyfitpmnosti bugk zarétu a indikatod oxidainiho

a nitraniho stresu v dychacich cestach.

Po i.p. podani 5 mg/kg LPS se rozvinulo ALI charakterizo&azvySenou propustnosti alveolokapilarni membrany,
naristem pdtu leukocyfi a zastoupeni neutrofilnich granulotyt diferencidlnim rozptiu v burgéné slozce BAL a otokem
plic. V dychacich cestach a v systémové cirkulgcazre narostla syntéza NO, jak dolozily koncentrace eydwaného NO
(>30krat vyssi) a NOx v BAL (4krat vySsi) a v plazrif»20krat vyssi). Fes tuto skuténost se koncentrace argininu ve
slizni¢ni tekutire v bronSich (analyza BAL) nezmila, zatimco v plazése v 6. hod snizila o 70%. Pt podani LPS doslo
navic k projeum zvySeného oxidaiho stresu v dychacich cestach (zvySena koncenWdZA v BAL) a v porovnani &p.
aplikaci byla pozorovanagtsi infiltrace leukocyit a neutrofit do dychacich cest a byly nalezeny vySSi konceatcatkové
bilkoviny v BAL, coz ¢asté&né zpisobilo samotné.t. podani. Indukce eNO a N(byla naopak nizSi. Nezavisle na ¢est
podani zgsobil LPS v 6. hod od aplikace indukci exprese iN@8teinu v plicni i jaterni tkani. Exprese na\mnomRNA
iINOS poi.p. podani byla zvySena ve 3. i 6. hod. Exprese eN®Sirovni mRNA byla v plicich v porovnani s kontrioln
skupinou signifikant# nizSi. Po podani LPS doslo jiz za 3 hod ke zvyseprese na Grovni mRNA v plicich jak u Argl tak
i Argll, zarovei doSlo ke zvySeni exprese transpdrt&®AT1, -2 a -3. ZvySeni exprese Argll oproti komérdylo vyrazi
vySSi nez v fipact Argl. Poi.t. podani PX experimentalni skupisi.t. aplikaci LPS jsme pozorovali vyrazny pokles eNO
koncentrace NQv plazng a BAL. Déle doslo ke snizeni exprese iINOS namirproteinu, jak v plicich, tak v jatrech. Ostatni
projevy ALl nebyly ovlivreny.

DalSi ¢ast prace vyuZila vySe popsané metodickétppy k charakterizaci modelu ovalbuminem (OVAjukovaného
alergického z&#tu dychacich cest u potkana Brown-Norway. Alergizgmobihala aplikaci 5 mg OVA v kombinaci
s Al(OH):. Rozvoj alergického zé&tu ve studovanych skupinach v porovnani s kontrekuipinou potvrdil zvySeny get
bilych krvinek a vyrazny nést procentualniho zastoupeni eozinofit burééné slozce BAL. ZvySila se propustnost
alveolokapilarni membrany a v BAL byly zaznamenangmky zvySeného oxidaiho a nitréniho stresu (koncentrace MDA
a NQ)). Sledovani exprese na urovni mRNA a pratginokézalo v plicni tkani jak indukci INOS tak i ©8. Exprese Argl
a Argll v plicich se zvysila na trovni mRNA, ale tmgou Western blot byl prokazan figr pouze u Argll a zvySeni exprese
Argl bylo pouze minimélni. Exprese transpoité€AT1 a -2 v plicni a jaterni tkani byla sledovame trovni mRNA a bylo
prokézéano jeji zvySeni wipact obou membranovych transpoitéaro L-arginin.

Treti ¢ast prace uvadi vysledky farmakokinetickych studhirérenych na davkovou zavislost farmakokinetiky intahit
arginaz N-hydroxy-nor-argininu  (norNOHA) a biologickou doptiost po jednorazovém podani intravendzni
a intraperitonealni cestou a inhal& formou aerosolu. Pracaly studii byla vyvinuta a poprvé opublikovana HPin@toda na
stanoveni norNOHA v plazén Poi.v. ai.p. aplikaci v davkach 10 az 90 mg/kg. byla farmakekika norNOHA v plazm
linearni, tj. parametry AUC a,{, se zvySovaly tésf unerné k davce. Pokles plazmatické koncentrace drné faze a Bhem
20 minut po podani se koncentrace snizila pod Jib®ateini hodnoty. V ramci studie byl identifikovan metéibmhibitoru
norarginin za pomoci HPLC s detekci hmotnostni speknetrii. Tvorba tohoto metabolitu byla pozoroadrouze po aplikaci
norNOHA potkarim a nikoli, pokud byla latka inkubovana s plnouiknebo s plazmoin vitro. Po opakovaném podavani
norNOHA i.p. cestou v davce 30 mg/kg jednou démo dobu 5 dni nebyla zaznamenéana vyznamna kumuladgtoru
v plazn® ani znény farmakokinetiky. Oproti prvni davce se nérzvysily hodnoty AUC a G,y Inhibiéni pisobeni norNOHA
na arginazy se projevilo v 90. min po paté davcgSemim pordru koncentraci citrulin/ornitin v plazéno 45 %. Porr
citrulin/arginin se zvySil o 25 %. Po jednorazovdilkaci ani opakovaném podavéani inhibitoru se n&zfa plazmaticka
koncentrace argininu. Po opakovaném podavani noiN®G&i zvysily koncentrace glutaminu a histidinu azsté. Zda tyto
zmeny nefimo ukazuji na snizenou detoxifikaci amoniakuizatiu inhibice arginazy | v cyklu ndoviny je nutné dale atit.
Takovy nezadoucidinek norNOHA by mohl pedstavovat vyznamnougkazku pro vyuziti inhibitoru ve farmakoterapiitca
zejména u paciefits encefalopatii ztdvodu jaterni dysfunkce.



2. Summary

The first part of the theses describes the chaimgée® metabolic pathway of arginine- nitric oxidging a model of acute lung
injury (ALI) induced by bacterial lipopolysacchaeidLPS) in Wistar rats. ALI was induced bp. or i.t. administration of
5 mg/kg LPS Escherichia coli serotype O55:B5). The observational period wasiteated at 3, 6 and 24 hrs following the
administration. After that, the expression was istlicit mMRNA and protein levels of inducible and @helial NO synthases
(eNOS, INOS), arginase 1 and 2 (Argl, Argl), andoationic amino acid transporters (CAT) in lung dnekr tissue,
Experimental work also included the monitoring ahaled nitric oxide (eNO) and arginine concentmagion plasma and
bronchoalveolar lavage fluid (BAL). The model wastlfier characterized by biochemical markers, tlkcas of alveolo-
capillary membrane permeability, the presence ftdimmatory cells and the concentrations of oxidatwnd nitrossative stress
markers in the airways.

After i.p. injection of LPS, a profound increase occurreexhaled eNO and NOx concentrations in BAL and pkasm
The increase in eNO was observed already in 2 lowimg LPS application and its maximum was >30fa@tove the
controls. Afteri.t. application, there were signs of increased oxigadtress in the airways (MDA in BAL). Comparedhwip.
application, greater infiltration of leukocytes anedutrophils in the airways and a higher conceiomatf total protein in the
BAL were detected. Regardless of the route of adhtnation, LPS induced iINOS mRNA and protein expi@s in lung
tissue.The eNOS mRNA in the lung was significanityver than in controls. As early as at 3 hrs follogv LPS
administration, the expression of Argl, Argll and\Tl, -2 and -3 was augmented in the lungs at theNmMevel. The
magnitude of Argll induction was significantly highthan that of Argl. Afteii.t. administration of pentoxiphylline (PX)
combined withi.t. LPS, the increase was abolished of the eNO angddé@centrations in the plasma and BAL. Furthermore,
the protein expression of INOS in the lung andrliwas attenuated.

Another part of the theses was devoted to a mddavalbumin (OVA)-induced allergic airway inflamnia in Brown-
Norway rats. Sensitization of rats was carried siaig OVA in combination with the adjuvant Al (Of)rhe development of
allergic inflammation was confirmed by the increhsaeimber of white blood cells and, in particulaf.tlee percentage of
eosinophils in BAL. Moreover, the permeability dietalveolo-capillary membrane increased and theammration of MDA
and NQ in BAL were elevated. Monitoring of mMRNA and prist@xpression in the lung tissue showed an indoaibiNOS
and eNOS. Both the Argl and Argll enzymes were aedliin the lungs at the mRNA level. However, otlg Argll protein
was markedly increased and the elevation of Arghanlungs was marginal. An increased expressitheamRNA level was
found of the transporters CAT1 and -2 in the lung hver tissues.

The third part of the theses presents, for the firse, the data on the pharmacokinetics of thénasg inhibitor N-
hydroxy-nor-arginine (norNOHA). The bioavailabilityas studied in the Wistar rats after single irtraaus and
intraperitoneal injections and, after intratrachaaplication of the aerosol. The pharmacokinetiesewinear after.p. andi.v.
doses from 10 to 90 mg/kg. The parameters AUC apg i@creased almost in proportion to the dose. Theradese in
norNOHA plasma concentration was biphasic and rapi&l concentration at 20 min was less than 10 %hefnitial one. The
unknown metabolite of norNOHA which eluted durin@EC of plasma extracts was identified as nor-anginvith the help
of mass spectrometry. Formation of this metabalites not observed when norNOHA was incubated witoleviiblood or
plasmain vitro. The second pharmacokinetic study was focusedherrépeated.p. administration of norNOHA and the
changes in plasma amino acid concentrations. Noifiignt accumulation of norNOHA in the plasma oted during
repeated.p. injections at the dose of 30 mg/kg once dailySafays. Only small increases were found betweetiirtsteand
fifth applications in the AUC and {z values. Due to the inhibitory effect of norNOH/Aetkhift was observed from arginine
utilization: the ratio of citrulline/ornithine inhe plasma augmented by 45 % and that of citruliig@ine by 25 %,
respectively. Regardless of the dosing schedul®N@BIA caused no changes in plasma L-arginine. kaflg the fifthi.p.
dose of norNOHA, plasma levels were elevated ofaghine and histidine v plazmWhether or not this finding indirectly
signals inhibition of the liver Arg | and decreasadonia detoxification in the urea cycle shouldréher explored.



3. Uvod do problematiky

Predlozend prace se z#&imje na metabolickou drahu arginin-oxid dusnaty (N®)jeji farmakologické ovlivéni pri
chronickych z&&élivych onemoceini dychacich cest atipakutnim poskozeni plic (ALI/ARDS), které je zivohroZzujici
komplikaci u nemocnych v sepsi. V dychacich cestadhNO dilezité fyziologické regukéni funkce, z nichz nejzn&fsi je
bronchodilaténi a vazodilaténi (Rinek, zajiSéni prednostni perflze ventilovanych oblasti plic krimfaibiéni neurotransmise,
podilejici se na regulaci jmuskové reaktivity. Vysoké koncentrace NO jsou twwwhny ve fagocytujicich likach jako
souwast nespecifické imunitni obranné reakce protiérdkh a intracelularnim paraféiin (Abramson et al. 2001; Nahrevanian
2009).

Mezi chronicka zatlivd onemocini dychacich cest s&adi zejména @duskové astma, chronickd obsttak plicni
nemoc (CHOPN) a intersticialni plicni procesy. Frdmé zmirgnd onemockni predstavuji zavazny zdravotnicky problém
z divodu vysoké prevalence, morbidity a #fgact CHOPN i mortality. Prevalence astmatu u ddgph za poslednich 20 let
vzrostla ze 4 % na 7-10 %. Wté se udava az 15 % (GINA, Report 2012)¢ha €chto onemoceni proto spaebovava
vyznamnouwast prosiedki na zdravotni p#.

V podminkéch alergického z&n dychacich cest je zdrojem vysokych koncentra@ive vzduchu vydechovaném Usty
indukovatelna forma syntazy oxidu dusnatého (iIN@&Eert exprimovana v bronchialnim epitelu po expozicioatergeim
nasledované nastem koncentracemi interleukid a 13 (King et al. 2004; Zimmermann et al. 2003nensi mie je indukce
iINOS prokazovana i v dychacich cestdch nemocny€H®PN, kde je hlavnim problémem oxidié stres a zvySena aktivita
protedz. Vysoké koncentrace NO a superoxidovéhdkahd vedou k tvorb peroxodusitanu, silného nitfiaiho cinidla.
ZvySeny oxidani a nitr&ni stres fispiva k zagtu dychacich cest a vede k poSkozeni jejich stryktu

VySeteni koncentrace NO v dychacich cestach je povazorandiagnosticky ifnosné u osob s atopickym astmatem
a s ciliarni dyskinezi (Ferkol et al. 2006; Singéral. 2010; Singer et al. 2013) a vyzkum probihérady jinych plicnich
onemocgni a dalSich patofyziologickych stayBirrell et al. 2006; Donnelly 2010; Morris 200%).sowasné dob je snaho
0 vyvoj a validace technik schopnych odlisit braatti a alveolarni zdroj NO a tak ziskat informacalergickém z&$u
malych dychacich cest. Na tomto vyzkumném Usilina8e prace podilela st&jjako na o¥fovani gFinosu metody na
vySeteni koncentraci biochemickych indik&ionitratniho stresu v kondenzatu vydechovaného vzduchu rmoceych
s chronickymi onemocamimi plic (Rihak et al. 2010).

Preklinické i klinické studie usilujici o snizenfippmnosti NO v dychacich cestach v podminkach dbkéo zagtu
dychacich cest podanim nespecifickych inhilfittdOS nebo latek selektigninhibujicich INOS poskytly rozporupiné
vysledky (Redington 2006). Negativni &y prinesla dvoji¢ slepa placebem kontrolovana studie s opakovanyaéy@mim
latky GW271540 (specificky inhbibitor iINOS) nemocny s pfiduskovym astmatem. Inhbitor snizil koncentraci
vydechovaného NO, ale namwbil pokles bronchalni hyperreaktivity v testudgmozinem, metacholinem aignnym
alergenem ani snizeni §a eozinofili v brochoalveolarni lavaze (Singh et al. 2007).

Akutni poSkozeni plic (ALI) a syndrom akutni dechdisrg (ARDS) jsou zavazné patofyziologické stauymé etiologie
s vysokou morbiditou a mortalitou. Indukce iINOS asimni uvolgni NO jsou povazovany za jeden zkhNych faktofi
v patogenezi septického Soku €bbvym selhanim, hypoxémii a multiorganovou dysfinketns ALI. ZvySené koncentrace
NO pii sepsi jsou satésti nespecifické imunity, ale zardvisou zodpowdné za systémovou vazodilatadispbi prozagtliveé
a kardiodepresivh Snahy potléit syntézu NO inhibitory NOS imesly rozporuplné vysledky. Podani neselektivnich
inhibitord NOS vedlo ke zvySeniistdniho arterialniho tlaku ale zaraviaké ke zhorSeni plicni hypertenze, snizenicsitie
vydeje a k prohloubeni tkdvé hypoxie (Griffiths et al. 1997; Mitaka et aBal7). Vysledky preklinickych studii zatfenych
na mortalitu a dalsi tdezité klinické vystupy po podéani specifickych aspecifickych inhibitoh NOS @i sepsi byly
nejednotné sievahou pozitivnich za&vi (De Cruz et al. 2009; Kirkebgen et al. 1999).
spolu s nekardiogennim edémem plic iglddku zvySené propustnosti alveolo-kapilarni meémpr Inhalovany NO byl
dlouho povaZovan za idealni selektivni vazodilataipsavujici plicni hypertenzi a perfluzi a zvySugaygenaci krve. Tento
nazor podpiily pozitivni vysledky farmakoterapie inhalovanymON doloZzené na experimentalnich modelech ALlI,
ischemického-reperfazniho posSkozeni a po transpdarilic u velkych zuecich druki (Ryter et al.2011). Také iadk
klinickych studii bylo pozorovanoiechodné (do 72. hod) zlepSeni oxygenatietgrapii inhalovanym NO u doslych
nemocnych s ALI/ARDS (Griffiths et al. 2005; Tayler al. 2004). Systematickéghledy a metaanalyzy studii publikovanych
v poslednich letech nicmé&rukézaly, Ze terapie inhalovanym NO nesnizuje nlitutas dosglych nemocnych s ARDS
(Afshari et al. 2011). Jako moznéiginy jsou zmiiovany gechodny charakter pozitivnicttinkt NO, ,rebound efekt u
nemocnych s plicni hypertenzi, rozvoj methemoglébire a toxicita vysokych koncentraci NO (nitmastres) (Afshari et al.
2011; Gayat et al. 2011).

Poznatky preklinického vyzkumu i klinické studie zmoslednich 10 letech upo#ofi na vyznam Argl a 2
v patofyziologii paduskového astmatu a jinych onemé&aihdychacich cest. Arginazy seéiat se syntdzami NO o spoheyy
substrat arginin a tak mohou snizovat tvorbu N@akci na #izné stimuly a ovlisiovat fyziologické procesy, kterych se
Gcastni (Maarsingh et al. 2008a). Geneticky polynzonfis Arg 1 souvisi s atopii a ovije riziko rozvoje piiduSkového
astmatu (Li et al. 2006; Salam et al. 20QB)é klinické studie upozornily na zvySenou expaagiinaz v dychacich cestach
astmatiki a jeji korelaci se snizenou plicni funkci (Laralet2008) a dale na vztah mezi genetickym polymorém arginaz 1
a intenzitou bronchodilataiho &inku inhalovanych beta2-agonis{Duan et al. 2011). Také u nemocnych s CHOPN a
cystickou fibrézou koreluje aktivita argindzy sitidnemocini (Maarsingh et al. 2008a)nterindividualni variabilitu
koncentrace vydechovaného NO &tids astmatem ovliwje kron® jinych faktofi i geneticky polymorfizmus iNOS a Arg2
(Salam et al. 2011). V preklinickych experimenteefiSovaly inhibitory argindz dostupnost arginine ponstitutivni NOS a
tim i fyziologické ochranné dinky NO v dychacich cestach. Na modeleclidpskového astmatu u malych laboratornich
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zvitat byl prokdzan jejich bronchoprotektivni a protgfivy G¢inek. Navic byly inhibitory arginaz schopné zabtani
anatomickym zrnam zgisobenym chronickym zétem (remodelace pdusky) (Maarsingh et al. 2011; Maarsingh et al.
2009; North et al. 2009). ZvySena aktivita Argléwaim endotelu je davana do souvislosti s nedsisiatl syntézou
vazodilat&né pasobiciho NO pomoci enzymu eNOS, tedyépeih pispivajicim ke zvySenému cévnimu tonu a fibrogenezi
v myokardu u nemocnych s hypertenzi (Bagnost eR@L0), k mikrovaskularni dysfunkci koronarnichéaiit u diabetik
(Gronros et al. 2011) a k ischemicko-reperfuzninoSkpzeni myokardu a jater (Jeyabalan et al. 2008g &t al. 2010).
Nekolik experimentalnich praci naziil® mozné piznivé ovlivreni zmirénych patologickych stdv inhibitory arginaz
(Aristoteles et al. 2013; Durante et al. 2007; Kistia et al. 2008). Indukce ArgZitkem bakterialnich toxin se ntize na
zaklad stejného mechanizmu podilet na zvySené propustbstolokapilarni membrany a rozvoji plicniho edém
nemocnych se sepsi a ALI (Lucas et al. 2012).

Z vySe uvedenych pozndikvyplyva, Ze inhibitory argindz podavané systéinoebo inhaléni cestou by mohly mit
ptiznivé &inky u akutnich i chronickych onemaari dychacich cest, v jejichz patofyziologii ma vgemou gast NO.
Strategie neffmého ovliviéni dostupnosti adinki NO inhibici arginaz by mohla byttimosna na rozdil od inhalace NO,
pouziti inhibitoi NOS nebo suplementace argininu. Posouzeni mozpéimosu takového postupu neni mozné bez
detailrgjSiho studia zm@n v metabolickych drahach arginin-NO za patofyzjdtych staw s pouzitim vhodnych
experimentalnich modela déle bez znalosti farmakologického ovéimh téchto drah inhibitory arginaz. DalSi nem¥én
dulezitou informaci jsou Udaje o osudu inhibitaargindz v organizmu a zakladnich farmakokinetitkgharakteristikach,

s jejichz pomoci je mozné racion&lnavrhnout davkovani ve studiich farmakologicky¢mki.

4. Cile disertatni prace

1. Vypracovat a charakterizovat nasledujici experid@nimodely:
a. model bakterialnim lipopolysacharidem indukovanékotniho poSkozeni plic u potkana Wistar
b. model ovalbuminem indukovaného alergickéhoeaanlychacich cest u potkana Brown-Norway
2. Na obou modelech studovat &my v metabolické draze arginin-oxid dusnaty v dytbla cestach se z&enim na:
a. vydechovany oxid dusnaty
b. koncentraci metabolitoxidu dusnatého (dusitany, désany)
c. koncentraci argininu
d. genovou a proteinovou expresi syntaz oxidu dusoadédrginaz
€. genovou a proteinovou expresi membranovych trandgigoro arginin
3. Posoudit moznosti farmakologického oviéni metabolické drahy arginin-oxid dusnaty s cileadpdit ochranné
Gcinky oxidu dusnatého v podminkach studovanych patofogickych stau s dirazem na farmakokinetiku &iaek
inhibitord arginaz.

5. Metody

5.1. Experimentalni modely a podminky chovu

Pro model akutniho bakterialnim lipopolysacharidiewiukovaného posSkozeni plic byli pouziti potkani éme Wistar SPF
(,specific pathogen-frée Model alergického z&ftu dychacich cest indukovaného ovalbuminem byl agpvan na
potkanech Brown-Norway,ifpozert vnimawjSich k alergizaci. Ve studiich pouzita iath byla chovana v PVC klecich na
drevénych, prachu prostych hoblinach v klimatizovanyckstnostech za kontrolovanych podminek: 12 hodinswselny
cyklus, 50-60% vlhkost, teplota 22+2 °C. #ta néla neomezenyijstup k vo@ a byla krmena komeéné dostupnou dietou
ad libitum.VSechny experimenty probihaly pod dohledem etiak@ise Lék#ské fakulty v Hradci Kralové.

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

Pro vytvaeni LPS modelu byli pouziti dosh samci potkana Wistar SPF o hmotnosti 245+33 igtéBt s.r.0., Konarovice,
Ceska Republika). Zvéta byla nahodhrozdlena do skupin podle #pobu aplikace LPS (tabulka 1). Potkem bylo
intraperitoneals (i.p.) nebo intratracheaén(i.t.) podano 5 mg/kg LPSEEcherichia Coli serotyp O55:B5, Sigma-Aldrich,
Praha,Ceska Republika). Kontrolnim skupinam byl stejnostea podan fyziologicky roztok (FR). Experiment orten
i.p. podanim 50 mg/kg pentobarbitalu sodného (Sigmaiétid St. Louis, MO,USA) a vykrvenim z bifurkacecava do
odbirového systému S-Monovette (EDTA K3E, Sarsted Metiey Niimbrecht, Bmecko). Po vykrveni byla provedena
bronchoalveolarni lavaz (BAL) celkovym objemem 1Dcimadného sterilniho fyziologického roztoku rélhého na dvakrat
3 ml a jednou 4 ml. V8echnii t/zorky byly na za¥r spojeny do jednoho objemu. V krvi byl stanovetkovy paet burgk za
pouziti Blrkerovy korirky. Dale byl v krevnim nétu pomoci setelného mikroskopu a barveni roztokem Giemsa-
Romanowski (Penta, Prahdeska Republika) stanoven diferencialni rasidbilych krvinek. Zbyly objem krve a tekutina
z BAL byly centrifugovany po dobu 10 mirripl 800 g a 4 °C. Plazma a supernatant z BAL bylyda doby analyzy
uchovavany $ -80 °C. K burk¢nému sedimentu z BAL bylofiddno 20 pl supernatantu a 10 ul suspenze byldifmou
k uréeni celkového piiu burék a zbytek pro zhotoveni rt a diferencialni rozpet burgk v BAL. Plice a jatra byly ihned
po vyjmuti oplachnuty ve chladném fyziologickémtada (4 °C) a po osuSeni ihned zmraZeny v tekutésikd a uloZzenyip
-80 °C.



Tabulka 1:Prehled experimentalnich skupin: model s akutnim pp&kim plic indukovanym LPS. Vysledky
v kontrolnich skupinach nevykazovaly &my v éase a byly slateny do jedné skupiny

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

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

K vytvoieni tohoto modelu byli pouziti samci kmene BrownrMay (Charles River Laboratories, Sulzfel&recko) ve st
2-3 mésice a odlesné hmotnosti 236+32 @virata byla ndhodnrozdilena do ti skupin: kontrolni skupina (K), skupina
alergizovanych potkan(A) a skupina alergizovanych a nasledné provokgetampotkar (A+P). Potkani z&azeni do skupiny
A+P byli alergizovani podanim 5 mg OVA (Albumin frochicken egg white, Grade V, Sigma-Aldrich, Prafiaska
Republika) v kombinaci s Al(OH)(c=13 mg/ml, Sigma-Aldrich, Prah&eska Republika) a FR (B|Braun, Prateska
Republika). Nésledh byla provedena provokace nebutimam podanim 1% roztoku OVA podle tabulky 2 za ptuzi
ultrazvukového inhalatoru MIKRON 2000 (R.T.E. s.r.BrahaCeska Republika). Potkani ze skupiny K a A byli primkni
stejnému schématu alergizace a provokace jako piotta skupiny A+P. Potkém ze skupiny K byla aplikovana gm
Al(OH); (c=13 mg/ml) rozpusha ve steriinim FR, poté nasledovalo nebudligapodani FR namisto 1% roztoku OVA.
Potkani ze skupiny A byli alergizovani st&jlako potkani ze skupiny A+P, provokace byla netailiim podanim FR.

Za 24 hod od provokace byli potkani uspépi podanim 50 mg/kg pentobarbitalu sodného (Sigmaidid St. Louis,
MO,USA). Po té byli potkani usmrceni vykrvenim #funkace v.cava nasledoval stejny postup pro @dbvzorki jako
u modelu akutniho poSkozeni plic bakterialnim liplgpacharidem u potkana kmene Wistar viz viSe.

Tabulka 2: Schéma alergizace a provokace ovalbuminem (OVA)

den studi cesta poda aplikované mnoZzst
1 alergizace intraperitonealni 5 mg v 1 mifevi
4 alergizace intraperitonealni 5 mg v 1 mitevi
9 alergizace subkutanni 5 mg v 0,5 mlfevi
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

5.2. Farmakokinetické studie s inhibitorem argindz N°-hydroxy-nor-L-argininem (norNOHA)

Byly provedeny dv¥ farmakokinetické studie. Prvni byla studie farmiketiky norNOHA v davkach 10, 30 a 90 mg/kg
podanych jednorazeévako bolus temi cestami a tav., i.p. ai.t. Druh& studie srovnala farmakokinetiku norNOHA&wde
30 mg/kg podavané jednou denirp. po dobu 5. dni (den 5) s kinetikou po prvni dagaen 1). V prvni studii byli pouziti
potkani kmene Brown-Norway obou pohlavi o hmotnd€D-280 g. Ve druhé studii byli pouZiti samci paik Wistar
0 hmotnosti 240-30@. Zajmem studie bylo ijedevSim posoudit, zda sé¢i ppakovaném systémovém podavani &eim
farmakokinetika norNOHA nafklad indukci metabolizmu nebo Zmami ledvinné clearance.

Opakované odiry pIné krve ped zahajenim a v ploéhu farmakokinetické studie byly provéd/ z kanyly v a. carotis
Po kazdém odivu bylo odebrané mnozstvi krve nahrazetislpSnym objemem sterilniho fyziologického roztola celou
dobu odri vzorki krve na stanoveni norNOHA byli potkani v pentoli@lbvé narkdze (50 mg/kigp. podani) adini teplota
potkani byla udrzovana na 37+1 °C. Aby byl celkovy objedebrané krve v experimentu trvajicim maxingalr20 min
limitovan objemem 2,5 mlipsowasném nahrazovani odebrané krve fyziologickym katg byli potkani randomizovéani do
dvou skupin s odliSnymi odbovymi intervaly. Namitené koncentiai Udaje byly z tohotoidvodu vyhodnoceny metodami
popul&ni farmakokinetické analyzy. Po poslednim &byl potkan usmrcen vykrvenim z bifurkacecava.



5.3. VySetifovaci metody

5.3.1. Vydechovany oxid dusnaty

K vySeteni koncentrace NO byl vyuzit chemiluminiséehanalyzator CLD88sp (Eco Medics AG, Duernten, cvgko).
Principem ndteni je chemickd reakce NO s ozonerh,kperé vznikaji vySsi oxidy dusiku, které emitafeni ve viditelné
oblasti spektra (chemiluminiscence) detekovanénttobiem. Ri vySeteni byl potkan umish do hermeticky uzaene
plastové komory o objemu 3 |, ktera bylgeg néfenim napléna vzduchem zbavenym NO. Po 10. minutach bylieteventil
spojujici komoru s nasavaci kanylou analyzatorarec&ntrace NO byla stanovena ve vzorku vzduchunvoke.

5.3.2. Dusitany a dustnany v plazmé a BAL

Pro stanoveni koncentrace dusitandusinani (NOXx) byla pouzita HPLC metoda s fluoreséindetekci ktera je modifikaci
metody publikované Woitzikem a kol. (Woitzik et &001). Principem metody je enzymaticka redukceictiast nitrat
reduktazou na dusitany a nasledna derivatizace¢ahiisd,3 diaminonaftalenem (Sigma-Aldrich, USA) za annaftotriazolu,
ktery je po té detekovan.

5.3.3. Malondialdehyd v plazmé a BAL

Pro vlastni stanoveni malondyaldehydu (MDA) bylauZita modifikovana HPLC metoda dle Pilze (Pilz ét 2000).
Stanoveni je zalozeno na derivatazici MDA 2,4—difeydrazinem. Vznikly derivat je poté stanoven HPIlfetodou
s UV/VIS detekci.

5.3.4. Stanoveni N-hydroxy-nor-L-argininu (norNOHA) a argininu v plaz mé&

Koncentrace norNOHA a argininu v plagra BAL byla stanovena origindlni HPLC metodou vyitou pro @ely nasi studie

(Hroch et al. 2012). Vzorky po SPE extrakci na kédich Waters Oasis MCX 1 ml (30 mg) byly otggay pod dusikem. Po
resuspendovani odparku v MilliQ wéda derivatizaci o-phtaldialdehydem byla koncentraceNOHA a L-arg stanovena
HPLC metodou s fluorescemi detekci.

5.3.5. Spektrum aminokyselin v plazng

Spektrum aminokyselin ve vzorcich plazmy bylo steamm kometné dodavanou HPLC metodou s fluoresirindetekci
vyuzivajici fedkolonovou derivatizaci (AccQ tag kit Waters, M, MA, USA) (Reverter et al. 1997). Stanovenived
Ing. Luckk SiSpera CSc. z Ustavu fyziologie Légké fakulty v Hradci Kralové.

5.3.6. Celkova bilkovina v BAL

Ke stanoveni celkové bilkoviny ve vzorcich plazByL a homogenatech tkérbyl pouZzit spektrofotometricky koma
dodavan kit Bicinchoninic Acid Protein Assay (BCRierce,USA).

5.3.7. Poket leukocyti a diferencialni rozpaiet v BAL a v krvi

Celkovy p@et leukocyi byl stanovovan pgtanim v 50 dednichétvercich Burkerovy kordirky po rekaci vorku BAL nebo
plné krve s Tirkovym roztokem v pém 1:20. Pro p&itani byl vyuzit sételny mikroskop B3 (Fisher Scientific, Pardubice,
Ceska Republika) s okularem WF 10X (din/18MM) a &kjeem 40/0,65 (160/0,17).

Po obarveni néta plné krve nebo BAL dle Giemsa-Romanowského bylyagrech pdéitany neutrofily, eozinofily,
bazofily, lymfocyty a makrofagy za pouziti imerzaibleje pro mikroskopii (Carl Roth GmbH+CO.KG, Kartihe, Nmecko)
switelného mikroskopu B3 (Fisher Scientific, Pardubiceska Republika) a s okularem WF 10X (din/18MM) aiizmim
objektivem objektivu 100/1,25 (160/0,17).

5.3.8. Sledovani exprese proteiti (Western blot)

Tkarg byly homogenizovany na ledu pomoci homogenizatditta turrax (ULTRA-THURAX, lka, Staufen, SRNjikrat na
stupéi 4 a potéiikrat pomoci ultrazvukového homogenizatoru UP 1(6¥klus 0,5, amplituda 80, Hielscher, Teltow, SRN).
Vzorek tkak o hmotnosti 5 g byl zhomogenizovan &tipasobném objemu (w/v) studeného homogemiteo pufru (50 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1% Triton-X (v/v), 1 mM DTT &MSF, 10 mg/l aprotinin, pepstatin-A a leupeptit] H4).
Homogenét byl centrifugovan 10 miii 250 g a teplat 4 °C. Ziskany supernatant byl ultracentrifugovéndebu 30 minut
pfi 19 000 g a 4 °C. Po ultracentrifugaci byl sup&nauchovavanip-80 °C. Supernatant ziskany homogenizaci (100 pg
proteinu na jamku) byl separovan v SDS-PAGE polylamidovém gelu. 10% pro arginazu I, Ilpaaktin a 6,25% pro
stanoveni eNOS a INOS. Po separaci v gelu bylyeprgtpeneseny na nitrocelul6zovou membranu (BioRad Labnes
Inc., PrahaCeska Republika). Pofgnosu byla membrana ponechana za mirného michadolmo 1 hod v 5% roztoku
odtwnéného miléka v pufru Tris sfdavkem 0,1 % Tween 20 (TBST) éwbdu blokace zbylych volnych vazebnych mist
laktoglobuliny. Po promyti v TBST byla membrana ubkvana s primarni protilatkou po dobu 1,25 hadlgboratorni
teplo€. Po odstraéni prebyt&né primarni protilatky promytim v roztoku TBSiRsledovala inkubace gigluSnou sekundarni
protilatou po dobu 1,25 hod é&pza laboratorni teploty. Po vymyti membrany v TBB{la provedena detekce pomoci
chemiluminiscediniho ¢inidla (ECL kit, GE Healthcare Europe GmbH, Fretdpiiémecko). Snimek ziskany expozici na film
(Hyperfilm, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburgnid¢cko), byl po naskenovani (ScanMaker i900, UMAXilligh,
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Némecko, Ceska Republika) dale kvantifikovan za pouZiti pesgn QuantityOne (BioRad Laboratories Inc.,Prabeska
Republika).

5.3.9.Sledovani exprese mRNA (qRT-PCR)

Analyza genové exprese byla provedena metodou qBR -®vyuzitim systému Applied Biosystem 7500 HTtRResal- Time
PCR systém (Applied Biosystem, Carlsbad, CA, USA)ARbyla z homogenatu vzorku tkani izolovana pomkmmegné
dodavaného RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Holarskk homogenizaci plicni a jaterni tkamyl pouZzit automaticky
homogenizator MagNA lyser (Roche, Basel, Svycarskkare byly homogenizovany za pomoci skéeych kuliek
o praméru 1,2 mm v RTL pufru (saiést soupravy RNeasy Mini Kit). Vifpads jaterni tkég byly pouzity dva homogenizai
cykly 15 s i 6 500 rpm. Pro plicni tkabylo nutné homogenizai cyklus opakovatrikrat. K prepsani RNA do cDNA byl
pouzit kome&né dodavany Hig Capacity cDNA Reverse Transcription(Kpplied Biosystem, Carlsbad, CA, USA). Teplotni
program byl nasledujici: 25 °C po dobu 10 min, 8% dobu 2 hod, 85 °C po dobu 3 s, ochlazeni vzone4 °C. Do reakce
probihajici v duplikatu bylo pouZzito 30 ng cDNA.oPamplifikaci templatu byl pouzit TagMan®Fast Unisal PCR Master
Mix (Applied Biosystem, Carlsbad, CA, USA) a Tag-M& Gene Expression Assay mix (Applied Biosysten|sbad, CA,
USA) pro dany gen. Jako endogenni kontrola byl pdBAPDH (Applied Biosystem, Carlsbad, CA, USA).Zay teplotni
program byl: 1 cyklus 95 °C po dobu 3 min, 40 &y&b °C po dobu 10 s, 60° C po dobu 30 s.

K relativni kvantifikaci genové exprese byla poazihetodaAACt. Jedn& se o jednoduchy aritmeticky model, jehoz
zakladnim pedpokladem je stejnad efektivita amplifikace cilowvéfiarge) a referetiniho housekeepinggenu. Vypaéet
pomeru mnozstvi cilového genuisi genu referetnimu:

R =2 —-AACt
kde: AACt = ACt testovaného vzorku ACt kontrolniho vzorkuACt testovaného vzorku = Ct cilovéhar@e) genu — Ct
refereniho (ousekeepinggenu.

5.4. Farmakokineticka a statisticka analyza

Nekompartmentovou farmakokinetickou analyzou byfaadnoceny profily pimérnych koncentraci po sléeni dat od zvéat

v kazdé experimentalni skugirByl pouZzit program Kinetica verze 4.0 (InnaPh@seporation, Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA). Populai farmakokineticka analyza metodou nelinearnihaehmvani sotasného vlivu definovanych
a nahodnych faktdrbyla provedena v programu Monolix, verze 4 (zdhdjp://wfn.software.monolix.org). iPstatistickém
hodnoceni ziskanych dat bylo ndjé zohled&no jejich rozlozeni. Pokud se vyrazhsSilo od gausovského rozloZeni, byla
analyza provedena analyzou rozptylu (ANOVA) po hitgaické transformaci dat. Pokud rozlozeni odpolddgausovskému,
byl pouzit t-test a it vzajemném srovnavanii ta vice experimentalnich skupin ANOVA. Testovaylblprovedeno na hladin
vyznamnosti alfa=0,05. Pro statistické zpracovayly tpouzity programy Statistica 8 (StatSoft, InGulsa, OK, USA),
GraphPad Prism, verze 5.02 (GraphPad Software, llacJolla, CA, USA) a SigmaStat 3.1 (Systat Sofevknc., Erkhart,
Germany).

6. Vysledky
6.1.  Model akutniho poskozeni plic bakteriadlnim lipopolysacharidem u potkana Wistar

6.1.1. Zmény v metabolické drdze arginin-oxid dusnaty a indilétory nitraéniho a oxid&niho stresu po
intraperitonealnim podani bakterialniho lipopolysacdaridu

Casovy pribéh koncentrace exhalovaného N@®.o i.p. podani 5 mg/kg LPS do$lo ve 2. hod k signifikamininafistu
koncentrace eNO. Nést kulminoval 6-8 hodin od podéni. Statisticky ngnné rozdily mezi LPS a kontrolni skupinou byly
zaznamenany ve vSecalasovych intervalech dwem prvnich 24 hod po podani. Hodnoty eNO ve 2.4ah@di byly
srovnatelné a zvySené oproti vychozi hodrigbkrat. Za 48 h se koncentrace eNO vratila néhegt hodnotu, jak ukdzalo
sledovani u dvou dalSich potkafl,2 a 1,9 ppbied podanim LPS a 1,3 a 1,2 ppb po 48 hod.).

Koncentrace NQ, v tekutiné z bronchoalveolarni lavdze a v plazg Po i.p. podani LPS doSlo k vyraznému fstu
koncentrace NQv BAL i plazms. Koncentrace NQv BAL byla vyssi v intervalu 24. hod od aplikacB$ nez po 6 hodinach.
V priméru doSlo ke 4,4nasobnému (24 hod, p<0,001) a 208mé&snu néarstu NQ, (6 hod, p<0,001). V plazénse hodnota
NOx zvysSila v ptiméru 14kréat (6 hod, p<0,001) a 23krat (24 hod p<0)ptEdy podstathvice nez v BAL. Byl gejmy casovy
posun indukce NQsmErem k pozdsjSim intervaim po podani oproti koncentraci eNO, ktera kulminavaintervalu 6-8
hodin.

Koncentrace argininu v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze V BAL nebyly po podani LPS vdavce 5 mg/kg.
pozorovany zréeny koncentrace argininu oproti kontrolni skupifv plazne€ za 6 hod od podani LPS dosSlo k hlubokému
poklesu koncentrace argininu 0 71 % (p<0,01). Zh@d se jiz koncentrace vyrazneliSila od kontrolni skupiny.
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6.1.2. Propustnost alveolokapilarni membrany a bugény zanétlivy infiltrat v dychacich cestach

Koncentrace celkové bilkoviny v tekutiré z bronchoalveolarni lavadze V 6. hod po podani LPS byl pozorovan statisticky
signifikantni nafist koncentrace celkové bilkoviny vBAL o 35 % veowrani s kontrolni skupinou (0,15+0,03 vs.
0,11+0,03 g/l, p<0,01). Za 24 hod po podani se &otrace celkové bilkoviny v LPS a kontrolni skupireliSila.

Hmotnost plic. Pramérny pongér mezi hmotnosti plic agkesnou hmotnosti byl ve skuginLPS ve srovnani s kontrolni
skupinou vyssi 0 9,5 % za 6 hod (NS) a 0 23% (K& 24 hod po podani.

Pocet leukocyti a diferencialni rozpaiet v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze a v krvi.Analyza bugéné slozky BAL
ziskané centrifugaci ukazala v LPS skupinach opkmitrolni skupi® signifikantni vzestup pidu leukocyfi v 6. i 24. hod
a sowasny naist zastoupeni neutrofilnich granuloyt diferencialnim rozpitu (Tabulka 1). Zatimco mirny niést
celkového pétu leukocyti v intervalu mezi 6. a 24. hod jiz nebyl statisyiokjznamny. Vyrazié se dale zvySilo procentualni
zastoupeni neutrofilv buré¢né slozce BAL z 11,8 na 21,6 % (p<0,001). ZvySextipleukocyti a zastoupeni neutrafibylo
nalezeno i v krvi (Tabulka 3).

Tabulka 3: Poset leukocyt a zastoupeni neutrafilv BAL a krvi. Hodnoty jsou piméry +SD
pro 5-12 zufat ve skupin. Statisticka vyznamnost oproti kontrole: * p<0,65; p<0,001.

FR.p. LPS i.p. 6h LPSi.p. 24h
leukocyty v BAL (10/1) 1,79+0,49 3,48 + 0,56 4,34 £1,08+
neutrofili v dif.  rozpd@tu .
BAL (%) 5,71 +1,98 11,83 £2:9 21,6 +4,83¢
leukocyty v krvi (16/1) 2,83 +0,66 4,64 1,77 4,51 £1,268*
neutrofifi v dif. rozp@tu v | 17 g6 45 64 44,83 +10,72 | 50,6 +0,61
krvi (%)

6.1.3. Zmény exprese gefi ovliviiujicich metabolickou drahu arginin-oxid dusnaty po intraperitonedlnim podani
bakterialniho lipopolysacharidu

Exprese iINOSbyla signifikant® a vyrazg zvySena jiz veieti hodig od intraperitonealniho podani LPS a to ve srovnani
s kontrolni skupinou 150krat (p<0,001) v plicicB@0krat (p<0,001) v jaterni tkarda 6 hod. od podani exprese ve srovnani
s 3. hodinou poklesla, ale staléepvavalo 30nasobné (plice, p<0,001) a 90nasobwr®,@p1) zvySeni oproti kontrolni
skupirg.

Exprese eNOSv plicni tkani klesla ve 3. hodinod podani LPS o 64 % (p<0,001) oproti kontrole6.\hodiré od podani
pietrvavalo snizeni o 40 % (p<0,05). Exprese eNO&aerii tkani nebyla ve sledovanéasovém intervalu podanim LPS
statisticky vyznam&ovlivnéna.

Exprese Argl v plicni tkani byla za 3 hod po podani LPS zvySer# % oproti kontrolni skup#FR i.p. (p<0,01). Za 6 hod
dosSlo k poklesu az na 64 % ur@vaxprese v kontrolni skupinV jatrech byla exprese Argl v LPS skupinach pedvai
kontrolni skupiny. Rozdil v 6. hod po podani bytitticky vyznamny. Bylo pozorovano snizeni na 67ufévrs exprese
v kontrolni skupig, tj. 0 33 % (p<0,01).

Exprese Argll v plicni tkani byla za 3 hod po podéani LPS opikadntrolni skupig zvySena 3,2krat (p<0,01) a za
6 hod poklesla na Uroitesrovnatelnou s kontrolni skupinou. V jaterni tk@oikani v LPS skupinach byla exprese vyrazn
zvySena za 3 hod a 6 hod po podani (12,7krat a&,9<0,001).

Exprese membranového transportéru CAT1byla ve teti hodi od podani LPS v plicni tkani zvySena 5,5krat (p€Q)
a v jaterni tkani 7,5krat (p<0,001) oproti kontroEa 6 hod po podani jiz nebyl rozdil mezi Grovrprese CAT1 u LPS
a kontrolni skupiny statisticky vyznamny (1,4nadobelicich a 1,5nasobek v jatrech).

Exprese membranového transportéru CAT2v plicni tk&ni u skupiny LPS za 3 hod po podaniabzlySena dvojnasobn
(p<0,001). Za 6 hodin od podani jiz byla expredd”$ a kontrolni skupithsrovnatelna. Podani LPS négpbilo statisticky
vyznamné rozdily v expresi tohoto transportéruterja tkani oproti kontrolni skupn

U exprese membranového transportéru CAT3oSlo po podani LPS jak v plicni tak v jaternirtkk vyznamnému néstu.
Ve treti hodirt od podani se exprese CAT3 zvysila 5,8krat v i¢=<0,001) a 9,6krat v jatrech (p<0,001). ZvySerparese
transportéru fetrvavala v plicni i jaterni tkani i za 6 hod padgai LPS. Ve srovnani s kontrolni skupinou bylaregp CAT3
v plicni tkani 3krat vyssi (p<0,001) a v jatrecliktat vyssi (p<0,001).
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6.1.4. Zmény exprese proteimi ovliviiujicich metabolickou drahu arginin-oxid dusnaty pointraperitonealnim podani
bakterialniho lipopolysacharidu

V plicni tkéni byla metodou Western blot za 3 i 6 hod po podar§ hBlezena zvySena exprese prdi@MOS (1,5 a 1,6krat,
p<0,001), Argl (4,5 a 3,7krat, p<0,001) a Argll§Xh 1,4kréat, p<0,001), zatimco exprese eNOS se ¢r8lam

V jatrech se exprese uvedenych profeimeznénila nebo se zvysila mémez v plicni tkani. Exprese iNOS se zvysila 1,2kra
(p<0,05) za 3 hod a 1,4kréat za 6 hod po podani (pR8,05). Exprese eNOS a Argl se v jatrech n@dla a rozdily v expresi
Argll oproti kontrolni skupii nedoséahly ve 3. ani 6. hod statistické vyznamrasgiSeni o 20 a 25%).

6.1.1. Zmény v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a indilatory nitra éniho a oxida‘niho stresu po podani LPS:
srovnani intraperitonealniho a intratrachealniho padani

Koncentrace exhalovaného NO Stejnd davka 5 mg/kg LPS vedla kvyrazaySsi indukci eNO v 6. hodin po
intraperitonealnim v porovnani s intratrachealniodgmim. Pai.p. podani byla koncentrace eNO zvySena oproti kamitrol
skupirg 32kréat, zatimco pot. podani pouze 4,8krat (Tabulka 4).

Koncentrace NQ, v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze a v plazth Také vySeaeni NOx v BAL a v plazm ukazalo
shodrg s eNO na vyrazjSi vliv LPS po podani.p. nezi.t. Koncentrace NQbyla zvySena v BAL 2,7krat.p.) a 1,6kratit.)
av plazrg 12,9krat ((p.) a 3,8kratit.) (Tabulka 4).

Koncentrace malondialdehydu v tekutiré z bronchoalveolarni lavaze VySeteni MDA v BAL ukazalo na zrimy oxidani
stres v dychacich cestach vyvolany samotnou icstfiiologického roztoku do trachey. Koncentrac®Mbyla zvySena
4,8krat oproti skupi® s intraperitonealnim podanim fyziologického roztolNaopak LPS uroweoxidainiho stresu déle
vyznamig nezvysil a ndrst MDA nebyl pozorovan ani po jeho intraperiton@modani (Tabulka 4).

Tabulka 4: Souhrnné vysledky vybranych markev BAL a plazn¥ porovnani pa.p.a i.t. aplikaci
LPS. Hodnoty jsou aritmetické {meéry+SD pro 8-18 zu@t ve skupitt. Statistickd vyznamnost oproti
kontrole:*** p<0,001 (i.p. vs. ip, i.t. vs i.t.) 8tisticka vyznamnost i.p. vs i.t.; 711 p<0,001

FRi.p. FRi.t. LPS i.p. LPSi.t.
eNO (ppb) 1,8+1,4 2,62 +1,67 56,9 + 21,07 | 12,43+3,9 "
NOXx v BAL (uM) 3,04+1,75 2,45+ 0,98 8,33+ 451 3,85+ 0,89
NOx v plazng (uM) | 7,89 + 3,05 571+21 102,1 + 41755 | 21,56 + 6,78
MDA v BAL (uM) 0,11 + 0,06 0,52 + 0,11 0,1 +0,03 0,69 + 0,1Y
celkové bilkovina (g/)] 0,11 + 0,03 0,36 + 0'¥'5 0,15 + 0,0' 0,88+0,26
hmotnost plic | 1,06 +0,15 1,06 0,11 1,16 +0,13 1,15+ 6,12
(% teélesné hmotnosti)

walt s ®

6.1.2. Propustnost alveolokapilarni membrany a buwény zangtlivy infiltrat v dychacich cestach po podani LPS:
srovnani intraperitonealniho a intratrachealniho paani

Koncentrace celkové bilkoviny v tekutiré z bronchoalveolarni lavaZze Podobg jako tomu bylo v fipac MDA, i celkova
bilkovina v BAL byla zvySena 3,7krat samotnou itraahealni instilaci fyziologického roztoku. Bakéémi LPS zpisobil
dalSi podstatné zvySenigpnérné koncentrace celkové bilkoviny na 2,4nasobekb(li@ 4). Integrita alveolokapilarni
membrany tedy byla ovliéma jak samotnou intratrachealni aplikaci t&kgmnosti vysoké koncentrace LPS v dychacich
cestach, protoze samotny LPS podapy koncentraci celkové bilkoviny zvysSil pouze o 34(%3krat). Tento rozdil nebyl
statisticky vyznamny ip sowtasném testovani vSech skupin analyzou rozptyluskeddym testem. #Pvzajemném testovani
t-testem.p. skupin s nizkymi rozptyly koncentrace bilkovinyldyiskéana hodnota p=0,015.

Pramérny pomér mezi hmotnosti plic a €lesnou hmotnostibyl ve srovnani s kontrolni skupinou vyssi o 9,5N&) po
intraperitonealnim podani a o 15 % (p<0,01) painachealnim podani LPS (Tabulka 4).

Potet leukocyti a diferencialni rozpatet v BAL a v krvi. Analyza buiéné slozky BAL ukazala v 6. hod po podani LPS
signifikantni vzestup pdu leukocyfi a sodasny naifist zastoupeni neutrofilnich granuloyt diferencialnim rozpiu, ktery
byl podstati vétSi po intratracheélnim podéani. Také samotna natthealni aplikace fyziologického roztokélmv dychacich
cestach odezvu a zvySila vysledky obou \igteit Pa@et leukocyt v krvi byl signifikantré zvySen po intraperitonealnim
podani, zastoupeni neutrdfiVyrazré narostlo v obou LPS skupinach i vlivem intratra@hé aplikace fyziologického roztoku
(Tabulka 5).
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Tabulka 5: Paiet leukocyil a zastoupeni neutrafiv BAL a krvi. Hodnoty jsou vyjainy jako peimer
+SD pro 8-18 (ptet leukocyt) a 6-8 (diferencialni rozget) zviat ve skupid. Statistickd vyznamnost
oproti kontrole:*** p<0,001 (i.p. vs. .ip., i.t. vist.) Statisticka vyznamnost i.p. vs i.t.: T11 @1

FRi.p. FRiL. LPSi.p. LPS i.t.
leukocyty v BAL (16/1) 1,89 + 0,49 2,74+ 172 3,48+ 0,56 9,99+ 2,71
neutrofili v dif. - rozp@tu | 5 7, , 4 o7 40,71 +8,64 | 11,83+295 | 78,4 11,55 1"
BAL (%)
leukocyty v krvi (18/1) 2,83 +0,66 2,69 +0,85 464+170 |293+1,21
Erevlft(r(f/’j)'m Vil TOZPEW V| 17 064 564 | 39,71+4,11 | 44,83+10,75 | 59,8 + 13,46

6.1.3. Vliv pentoxifylinu na indikatory nitra ¢niho a oxidatniho stresu po intratrachealnim podani LPS

Intratrachealni instilace pentoxifylinu (50 mg/kty rozdtlené do 2 davek) snizila koncentraci vydechovaného ERQ)

a koncentraci NQ v plazng az na Urovie kontrolni skupiny. Koncentraci NOx v tekutiaz bronchoalveolarni lavaze snizila
pouze ¢asténé. Koncentrace malondialdehydu sesnmita pouze miréh a rozdily mezi skupinami nedosahly statistické
vyznamnosti: vlivem LPS se mifrzvysila a pentoxifylin tento nést casté&né snizil.

6.1.4. Vliv pentoxifylinu (PX) na propustnost alveolokapilarni membrany a bunéény zangtlivy infiltrat v dychacich
cestach po intratrachealnim podani LPS

Intratrachealni podani PX po podani LPS vygamaovlivnilo koncentraci celkové bilkoviny v BAL,op¥r hmotnosti plic
a €la, paset leukocyt a zastoupeni neutrafilv diferencialnim rozpgu burééné slozky BAL

6.1.5. Zmény exprese proteima ovliviiujicich metabolickou drahu arginin-oxid dusnaty pointratrachealnim podani
bakterialniho lipopolysacharidu a vliv pentoxifylinu

Indukovatelna syntdza oxidu dusnatého (iNOS)Poi.t. aplikaci LPS doSlo k 1,9nasobnému (p<0,001jistarexprese iNOS
v homogenétech plicni tkdnPodani PX snizilo expresi proteinu o 70 % (p<0Q)Qfbd Urové exprese u potkain kterym byl
podan intratrachea&dfyziologicky roztok. Pentoxifylin dale zcela patiaindukeni viiv LPS na expresi iNOSV jatrech byly
nalezy velmi podobné s tim rozdilem, Ze expreseIN®© ve skupiLPS i.t. zvySila pouze 1,4krét, tj. 0 40 %.

Endotelialni syntaza oxidu dusnatého (eNOS)Po podani LPS nedoslo ve srovnani s odpovidajiadmirolnimi skupinami
ke zneéné exprese eNOS v homogenatech plicni. Podani pdylioxi se projevilo mirnym sniZzeni exprese eNOSliernp
tkani jak v kontrolni tak v LPS skuginV jatrech byla exprese eNOS ve vSech skupindm¥nsatelna. Statisticky vyznaman
ale pouze miravyssi (+ 6 %) byla exprese ve skupltPS+PX i.t. ve srovnani s kontrolni skupinou RR i.

Arginaza | (Argl) . Poi.t. podani LPS doslo v plicni tkani k 2,4nasobnémw(pel) zvySeni exprese Argl. Pentoxifylinu
casté&né snizil tento nérst. Exprese Argl v jatrech nebyla ovldma podanim LPS ani pentoxifylinu.

Arginaza Il (Argll) . Exprese Argll v plicichbyla poi.t. podani LPS zvySena 1,6krat (p<0,001). Podani péwliox
prekvapiv zvysilo expresi Argll ve srovnani s kontrolni skupu FR i.t., které byl aplikovan fyziologicky ra#. V LPS
skupirg zpasobil pentoxifylin pokles exprese 0 20 % (p<0,@E3prese byla ale vySSi nez v kontrolni skéR i.t. Po podani
LPS doslo vjatrech k mirnému fétu exprese Argll o 26 % (p<0,001) v porovnani presi v kontrolni skupih
a podani pentoxifylinu zcela zabranilo tomuto zwvjse

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

6.2.1. Zmény v metabolické draze arginin-oxid dusnaty a indilatory nitra éniho a oxidaniho stresu v podminkach
alergického zarétu dychacich cest u potkana Brown-Norway.

Koncentrace NQ, v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze a v plaz# Ve srovnani s kontrolni skupinou K bytancentrace
NO, v BAL ve skupinach A a A+P zvySena o 71 % a 72j%4,, 7krat (p<0,001). V plazénse zvysila 0 40 % a 50 % (p<0,05)

Koncentrace malondialdehydu v tekutir® z bronchoalveolarni lavaze.U alergizovanych potkadnse po provokaci

ovalbuminem (skupina A+P) zvySila koncentrace MDBAL v porovnani s kontrolami 1,6krat (+ 60 %, p&D) oproti
koncentraci MDA u kontrolni skupiny. Ve skupiA nebyl natist koncentrace o 21 % statisticky vyznamny.
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Koncentrace argininu v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze U alergizovanych potkdnse po provokaci ovalbuminem
(skupina A+P) zvysila koncentrace argininu v BAL stevnani s kontrolami 1,5krat (+ 47 %, p<0,01plazne nedoslo ke
statisticky vyznamnym zémam napi¢ skupinami.

6.2.2. Propustnost alveolokapilarni membrany a bumény zarétlivy infiltrat v dychacich cestach v podminkéch
alergického zarétu dychacich cest u potkana Brown-Norway.

Koncentrace celkové bilkoviny v tekutié z bronchoalveolarni lavaze Ve skupit A+P bylo pozorovano mirné zvyseni
koncentrace celkové bilkoviny (+17 %), ale rozdil fiouze hraniné signifikantni (ANOVA, p=0,07).

Hmotnost plic. Praimérny porér mezi hmotnosti plic astesnou hmotnosti byl ve skugii\ o 15 % vySSi nez u kontrol, ale
tento rozdil nedosahl statistické vyznamnosti. kigpge A+P doslo ke zvySeni 0 17 % (p<0,05).

Potet leukocytii a diferencialni rozpatet v tekutiné z bronchoalveolarni lavaze a v krvi. Analyza buti¢né slozky ziskané
centrifugaci BAL ukazala, Ze ve skupiA se paet leukocyt zvysil ve srovnani s kontrolni skupinou 5,2kr&@®01) a ve
skupirg A+P 8,4kréat (p<0,001). Dale doslo v obou skupin&aharkantnimu ndistu zastoupeni eozinofilnich granulacyt
v diferencialnim rozp&tu a to 6,8krat ve skupinA (p<0,001) a 7,5krat ve skugimA+P v BAL oproti kontrolni skupi&

V plazmg doSlo oproti kontrole k 14nasobnému (p<0,001) enySve skupid A a k 7,8nasobnému(p<0,001) zviSeni ve
skupirg A+P (p<0,001) ZvySeni fitu leukocyfi byl nalezen i v krvi.

6.2.3. Zmény exprese gef ovliviiujicich metabolickou drahu arginin-oxid dusnaty v ppdminkach alergického zastu
dychacich cest u potkana Brown-Norway.

Exprese iNOSna Grovni mRNA byla zvySena ve skupid i A+P, a to 2,7krat (p<0,001) a 2,8krat (p<0,004 jatrech doslo
ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese iINOS paugkupiny A+P (1,6kréat, p<0,01) oproti kontrole.

U expresi eNOS doslo ke zrsnam pouze v plicni tkani. Ve skugis doslo ke zvySeni 1,4kréat oproti kontrolni skupin
(tj. 0 40 %, p<0,05) a ve skupi\+P 1,3krat,(tj. 0 30 %, p<0,05).

Exprese Argl v plicich se vyrazh zvysila jak u skupiny A, tak u alergizovanych aywkovanych potkaih (A+P). Ve
srovnani s kontrolni skupinou se mnozstvi mRNA #uoy$ 9krat a 8,1krat (p<0,001)

Exprese Argll se v plicni tkani zvySila 2,4krat (p<0,001) u skuypA a 3,1lkrat (p<0,001) u skupiny A+P. ExpreseglAr
a Argll na trovni mRNA se v jatrech neznila.

Exprese mRNA transporténi CAT1 a CAT2 byla zvySena v plicni tkani a wipack CAT1 i v jaterni tkani. V plicni tkani
doslo k vyraznému néstu CAT1 ve skupit A (3,4krat, p<0,01) a zvlaSwe skupig A+P (9,9krat, p<0,001). V jaterni tkani
doslo k mirnému zvySeni CAT1 (1,4krét, tj. 0 40840,05) pouze u skupiny A+P. Exprese CAT2 na UrovRINA v plicich
se zvySila mé#1 2,1krat ve skupiA a 1,7krat ve skupthA+P, zatimco v jatrech se neémila.

6.2.4. Zmény exprese proteimi ovliviiujicich metabolickou drahu arginin-oxid dusnaty v ppdminkachalergického
zanétu dychacich cest u potkana Brown-Norway.

U skupiny A+P doSlo k signifikantnimu zvySeni exgeenzyni iNOS, eNOS a Argll v homogenétu plicni tkaa to o 39-
44 % (p<0,001, p<0,01 u e NOS) nad Gnpexprese u kontrolni skupiny, zatimco rozdily v resp Argl nebyly statisticky
vyznamné. U alergizovanych potkare skupiny A dosSlo k mirnému zvySeni exprese el{$38,05) a Argll (p<0,01, nast
0 21-22 %). Exprese iINOS a Argl se od kontrolnipsky neliSila. V jatrech nedoSlo k signifikantnirmnam u zadného ze
sledovanych enzyin

6.3.  Farmakokinetika inhibitoru argindz norNOHA

6.3.1. Srovnani farmakokinetiky po jednordzovém injelénim podani intravendzni a intraperitonealni cestoua po
intratrachealni aplikaci aerosolu

Nekompartmentova analyza koncentr&niho profilu norNOHA v plazmé. Poi.v. podani byl pokles koncentradietelrs
bifazicky a rychly. Probihal paral@live vSech 3 davkovych skupinachigemz piimérné koncentrace za 20 min po podani
byly niz§i nez 10 % z hodnot nejvySSich koncentmutrenych ve 3. minKoncentrace extrapolovana dasu 0 (@)

a celkové plocha podrikkou primérna koncentracéas (AUG..) se zvySily v pouzitém davkovém rozmezi 8,4krat2kiét,

tj. témet Gmérné k 9nasobnému néstu davky.

Po intraperitonedlni aplikaci bylo maximum naivke prtimérnd koncentracéas (G.a) poOzorovano ve druhém
odhkérovém intervalu (5 min) a hodnoty.& se [iliS neliSily od koncentraci ve 3. min. | g@. aplikaci byly pifibéhy
koncentranich profili ve vSech davkovych skupinach paralelni a bifazieke rychlost poklesu v prvni a druhé fazi sddisi
mére nez poi.v. podani. Charakteristiky rychlosti a miry biologiclostupnosti G« a AUG., se v davkovém rozmezi 10-
90 mg/kg zvysily 11,3krat a 12,6krat, tj. miraice neZz gimo Unerné k namstu davky. Absolutni biologicka dostupnost F,
odhadnuté jako po&n hodnot AUG._, (i.p./i.v.) v davkovych skupinach 10, 30 a 90 mgdkgjla 80; 92 a 124 %.

NejvysSi nan'ené koncentrace norNOHA v plagmoi.t. podani aerosolu byly vyragzmizsi nez pa.v. ai.p. aplikaci.
DalSi odliSnosti byly mnohem vy3si hodnoty, tkteré upozornily na ovlivini vysledku odhaduwz v intervalu 45 az 90 min
pokratujici absorpci norNOHA z dychacich cest (flip-flametika). Hodnoty 4, z tohoto dvodu bylo nutné povazovat za

14



faleSrg zvySené a nepouzitelné pro vypo extrapolovanéasti AUC. Pro nemoznost odhadu AgJCnemohla byt vypéitana
ani biologicka dostupnost.

Analyza kinetiky absorpce norNOHA po intraperitonedni a intratrachealni aplikaci dekonvoluci profilia pramérnych
plazmatickych koncentraci. Pro ol¥ cesty podani a ve vSech 3 davkovych skupinachihoxstl kinetiku absorpce lépe
biexponencialni ne? monoexponencialni model (p<®),0Koeficient determinace? rcharakterizujici dsnost proloZeni
experimentalnich dat modelem byl vZzdy vySsi ne®®,®arametry modelu uvadi tabulka Beghost odhadu charakterizovala
standardni chyba menSi nez 15 % u vSech paramiesorpce.

Po aplikaci.p. ai.t. probihala absorpce &wma paralelnimi procesy: rychlejSimsapodobnymi hodnotami pdlasu {,,a
a pomalejSim .as hodnotamif,,a, které byly delSi pa.t. nezi.p. podani. Hodnotay$,& poi.p. podani byla v rozmezi 10-
15 min zatimco pra.t. aplikaci byla v rozmezi 21-42 min. Hodnoty F ige. podani odhanuté dekonvoluci uvadi tabulka 6.
Dekonvoluci odhadnuté hodnoty F pb aplikaci aerosolu po davkach 30 a 90 mg/kg bylyaws# nizSi nez po podani
stejnych davekp. (tabulka 6).

Populaéni farmakokineticka analyza. Koncentrace norNOHA v plazfrpoi.v. podani nejlépe vystihl dvou-kompartmentovy
model s eliminaci prvnihtadu z centralniho kompartmentui Rodnoceni modelu byla pouzita graficka a stafistianalyza
odchylek mezi nagfenymi a predikovanymi koncentracemi. VSechny patamaodelu byly pesré odhadnuty, coz dolozila
nizka hodnota relativni chyby odhadu (RSE v rozrbeaz 12 % pro vSechny parametry, viz tabulka 7).

Tabulka 6. Kinetika absorpce norNOHA dekonvoluci po intrafmrealni a intratrachealni aplikaci v davkach 10, 3
a 90 mg/kg. Parametry biexponencialniho modeluodee probihala paraléindvéma procesy, rychlejSim (al) a
pomalejSim (a2); biologickd dostupnost (Fyaesti davky dostupné rychlym (Fal) a pomalejSim @sem absorpce

(Fa2).

Intraperitonealni aplikace Intratrachealni aplikac

Parametry 10 mg/kg 30 mg/kg 90 mg/kg 10 mg/kg Bk 90 mg/kg
Kar (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) 15 2,7 2,0 0,98 1,7 1,9
ty/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
Fa2 (%) 52,9 47,7 87,4 43,3 35,3 30,9

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

Tabulka 7. Popul&ni farmakokinetické parametry norNOHA.

Parametr I.v. aplikace l.p. aplikace I.t. aplikace

Pramer (RSE) 11V Primer (RSE) 11V Primer (RSE) 11V
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.kg") 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
Fai1 (%) na na 27 (13%) 36% 14 (20%) 72%
Fa: (%) 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 (11%) 21%
Residual variability 0,14 (6%) na 0,28 (4%) na 1680(4%) na

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

Individualné odhadnuté koncentrace norNOHA velmi #@bsouhlasily s nasiienymi hodnotami. Rmérna chyba
odhadu byla -0,3 % (95% 1S:-1,6 az 1,1 %) @nmirna absolutni chyba byla 7,7 % (95% 1S:6,7-8,6 @élkova (CL) a inter-
kompartmentova (Q) clearance a zdanlivy distifhobjem centralniho kompartmentuJ\hezavisely na davce. Distriéni
objem periferniho kompartmentu {Va elimin&ni polctas druhé faze beta,f) byly nizSi po davce 90 mg/kg v porovnani
s davkou 10 mg/kg. Zavislosti mezieinimi hodnotami £a AUG, poi.v. podani a davkou jsou znazény na grafu 1.
Pontru velikosti davek 1:3:9 (10, 30 a 90 mg/kg) odpaly pongry stednich hodnot farmakokinetickych paranietr
v jednotlivych davkovych skupinach 1:3,2:7,40(G 1:3,4:7,3 (AUG). ZvySeni G a AUG pii vzestupu davky z 10 na
90 mg/kg bylo tedy o 19 % nizSi nez odpovidajictistu davky. Nicméh analyza rozptylu aplikovana na davkov
normalizované hodnoty parametfC, /davka a AUG., /davka), neprokazala statisticky vyznamné rozdibzi davkovymi
skupinami a tedy farmakokinetickou nelinearitu ugpmaett C, (p=0,12) a AUCO» (p=0,30).

Popul&ni modelovani farmakokinetiky norNOHA v plagmoi.p. podani bylo provedeno spolu s koncetttieni Udaji
po i.v. aplikaci. Jako p&ateini hodnoty parameirCL, Q, V¢ a V; byly pouzity populéni odhady ziskané samostatnym
modelovanim koncentraci pe. podani.
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V souladu s vysledky dekonvoluce modédkdgpoklada dva paralelni procesy absorpce al a eftoTpostup vedl
k presnym odhaiin farmakokinetickych paramétr=,;, F.,, ki1 @ ko se standardni chybou odhadu v rozmezi 10 az 13 %
(tabulka 7). Populmi stedni hodnoty rychlostnich konstant absorpge &k ks, ¢inily 0,31 a 0,071 mifl a odpovidajici
polodasy absorpce;a; @ ti242 dosahly hodnot 2,2 a 9,8 min. V porovnani s pojsie procesem a2 se z mista absorpce
vsttebala mensiast davky rychlym procesem al (27 %, F=71 %). Mezi davkovymi skupinami nebyly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily v hodnotéachtSiny paramefr farmakokinetického modelu (tabulka 7). Hodnoty F~a se
s davkou zvySovaly (p<0,0001). Zdanlivy distibi objem periferniho kompartmentu; ¥yl nejwtsi po davce 10 mg/kg.
Relativni zvySeni @meérné hodnoty Gay (1:4,5:12) a hodnoty AUEC, (1:4,9:12) byla vySSi nez odpovidajici relativmiény
davky (1:3:9) (graf 1). Davkavnormalizované hodnoty pro.ga AUG,., ukazovaly trend k niz§im hodnotdm po davce 10
mg/kg neZz po vySSich davkach, ale statistickd wymwst rozdii byla pouze hraghi (p=0,13 a p=0,056). Stejrjako
v pripact i.v. podani tedy farmakokinetika nevykazala vyznamnéhgllky od linearity. V rozmezi aplikovanych dave&rn
NOHA bylo G.x po i.p. podani nizsi nez {£po i.v. podani (p<0,001). V hodnotach AYC nebyly nalezeny mezi ¢éma
cestami podani statisticky vyznamné rozdily.

Vysledky simultanniho modelovani koncegtrich dat poi.t. ai.v. aplikaci ukazuji, Ze kinetika absorpce norNOHA
z dychacich cest je v porovnani s kinetikou igm podani charakterizovana nizsi hodnotou biologid&étupnosti F (53 %)
a 4krat niz8i hodnotou abseénp konstanty k. Absorgni proces a2 byl vyraznpomalejSi pi absorpci z dychacich cest:
polocas /a2 byl 43,3 min ve srovnani s 9,8 min pp. podani. Vztah mezi davkou a,&sa AUG., uvadi graf 1. Relativhimu
zvySeni davky v pogu 1:3:9 odpovidal vyrazmizsi nez proporcionalni nést G,..(1:1,5:4,6) i AUG., (1:2,2:5,4).

Normalizovana hodnota (g, tj. poner C.,/davka, byla signifikanth vyssi po davce 10 mg/kg v porovnani s vySSimi
davkami. Porr AUC, . /davkase snizoval s rostouci davkou a signifikantni rblgi nalezen mezi davkovymi skupinami 10
a 90 mg/kg. Hodnota CL byla signifikagitay3si a {3 byl kratSi po davce 90 mg/kg v porovnani s davkount/kg. Hodnota
F byla signifikantg vySSi po davce 10 mg/kg v porovnani s ostatnirkaii. Také pa.t. podani nargrené koncentrace nor-
NOHA vyborre souhlasily s koncentracemi predikovanymi popoimm modelem . Ukazatele spravnostifaqmosti predikce
MPE a MAPE doséahly hodnot 0,7% (98-% CI: -0,9 &) 2,7,7%, 95-%CI:6,8-8,6).

Graf 1: Zavislosti mezi $ednimi hodnotami (+SD) gateini koncentrace pav. podani @, maximalni
koncentrace pap. ai.t. podani G a plochy pod #vkou plazmatickych koncentraci AYC a davkou.
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6.3.2. Opakované intraperitonedalni podani nor-NOHA

Graf 2 znazatuje ptimérné koncentrace (+SD) norNOHA v plaznpotkani v zavislosti natase po podani 30 mg/kg
jednorazov i.v. ai.p. a po 5. davce po opakovaném podavani jednou desrv intervalu 24 hod (den 5). Farmakokinetické
parametry odhadnuté nekompartmentovou analyzou {NG#ofili primérné koncentrace a vysledky dekonvaliianalyzy
shrnuje tabulka 8.

Vysledky populané kompartmentového modelovani ukazaly, Ze plazmatidocentrace norNOHA pov. injekci dokve
vystihuje dvoukompartmentovy model s eliminaci phen‘adu z centralniho kompartmentu. VSechny parameipuiainiho
modelu byly pesré odhadnuty. Relativni chyba odhadu (RSE) se pohgllaomezi 8 a 18 % (tabulka 9). Predikce koncentraci
Bayesovou metodou s vyuZitim poptrigho modelu se ukazala byt spravnaespa. Chyby predikce charakterizovai@dni
chyba -2,8 %, kterd nebyla statisticky odliSna adly (95% interval spolehlivosti: -7,2 az 1,6 ) &esini absolutni chyba
11,5 % (95% CI: -8,4 aZ 14,6).

S ohledem na vysledky dekonvdhi analyzy, byly dva paralelni vstupy prvniiddu al a a2 fmany do
farmakokinetického modelu pro inhibitor norNOHA oy i.p. Pomoci simultdnniho porovnani dabi.p. ai.v. podani bylo
mozné odhadnout kinetické parametry charakterizafisorpci s fjatelnou ffesnosti (tabulka 8). Popdfd model vykazoval
dobrou spravnost asnost fi predikci koncentraci po prvni i paté davceaeshi chyba predikce byla -1,1 % (95-% CI: -5,3
az3,1)a0,9% (95 -% ClI: -3,9 az 2,1)i@ahi absolutni chyba 11,1 % (95-% CI:8,1-14,1)83%,(95-%Cl:4,9-8,7).

Statisticky souhrn individualnich hodnot farmakakiokych parameir ziskanych Bayesovou metodou je uveden
v tabulce 8. V hodnotach celkové clearance),(interkompartmentové clearance (Q), distiiho objemu centralniho
kompartmentu (¥), distribuizniho objemu periferniho kompartmenturf\a terminalniho eliminaiho pol@asu (5 ) nebyly
mezi skupinami signifikantni rozdily. P@las t,,, byl signifikantré kratSi poi.v. podani v porovnaniigp. podanim (p<0,05).
Podle gedpoklad byly nejvyssi psateini koncentrace norNOHA naiifeny poi.v. podani. Pimérna hodnota G.x po paté
i.p. davce byla o 31 % vySSi nez po davce prvni (p5)daké hodnota AU, vysSi 0 17 % (p< 0,05) dolozila mirny nar

16



biologické dostupnosti. Palasy absorpceyty a tpe byly kratSi po péaté.p. aplikaci. Malé ale statisticky signifikantni
rozdily mezi prvni a patoip. aplikaci byly zjis&ny také v hodnotach FoFa F,, (Tabulka 10).

Graf 2: Pimérné (SD) koncentrace norNOHA v plagnvynesené na A/ linearni a B/ logaritmické stupmizavislosti na
¢ase po jednordzovém podani davky 30 mg/kg v intmdzei a intraperitonealni.f. den 1) injekci a po 5. davce po

opakovanénip. podavani stejné davky jednou démnintervalu 24 hodi(p. den 5).
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Tabulka 8: Vysledky nekompartmentové analyzy a analyzy alisdrkinetiky dekonvoluci zavislosti pmérné
koncentrace norNOHA v plazimacase po jednordzovém intravendznim. @plikace)a intraperitonealnimg.
aplikace, den 1) podani davky 30 mg/kg a po 5. elpaopakovaném intraperitonealnim podavani stfnéy
jednou denév intervalu 24 hod.if. aplikace, den 5).

Parametr I.v. aplikace I.p. aplikace,den 1 l.p. aplikace, den 5
Co, Crnax (HMOI/)? 568 139 221

T max(min) NA 5 3
AUCo, —  (minpmoll) 4967 3703 4349
(min.umol/L)

AUC (min.umol/l) 4225 3824 4400
A, (min®) 0,0348 0,0387 0,0472
tyo (Min) 19,9 17,9 14,7
MRT, MTT (min)° 12,5 26,6 19,3
Kaz (Min'™) NA 0,307 0,396
Kaz (Min™) NA 0,0524 0,0821
t1/2,22(mMin) NA 2,26 1,75
t1/2 a2(mMin) NA 13,2 8,44
Fa1 (%)° NA 31,3 53,1
Faz (%) NA 58,9 51,9

F (%) NA 90,2 105

Vyswtlivky: a...koncentrace extrapolovana dasu 0 min (@) je uvedend pro i.v. podani; b...MRT, MTT#edhi pobytovy
¢as po i.v. podani a&dnicas tranzitu (=MAT + MRT, kde MAT jefstinic¢as absorpce) po i.p. podani absorpce probihala
paralelr¢ dwma procesy rychlejSim (al) a pomalejSim (a2), lojiclké dostupnost (F) &sti davky dostupné rychlym (Fal)
a pomalejSim procesem absorpce (Fa2), rychlostngtemty a poldasy absorpce, charakterizujici absemp procesy al a
a2 (K, ka2, 1221117229

Koncentrace aminokyselin v plazné Pramérné koncentrace argininu v plagnv zavislosti nagase jsou znazo&ny

v Grafu 3. Vychozi koncentracefqu podanim noNOHA se mezi skupinami neliSily. V camiadné skupiny nebyly
pozorovany zrény v koncentrace plazmatického argininu po podamiN@HA nebo fyziologického roztoku.Aplikace
norNOHA jednou derthpo dobu 5 dni #a za nasledek vyznamné zvySeni koncentrace aitrfth 25 %, p<0,01). Hladiny
argininu a ornitinu se ve skugimpotkari, kterym byl podavan inhibitor norNOHA, neliSily agfsledki v kontrolni skupis.
Primérna hodnota koncentfaiho pongru citrulin/ornitin byla 3,2 (SD 0,8) po podani MDHA, zatimco v kontrolni skupén
dosahla hodnota tohoto pém 2,2 (SD 0,3). Opakované podavani norNOHAsgbilo tedy zvySeni o 45 % (p<0,02) Ram
koncentraci citrulin/arginin se zvysil o 25 % (p&02) z 0,63 (SD 0,056) u kontrolni skupiny na 0(@®70) ve skupi s
aplikaci norNOHA, zatimco pogn ornitin/arginin byl v obou skupinach srovnatelr§29 (SD 0,05) vs. 0,26 (SD 0,07),
p=0,42. U potkaf s aplikaci norNOHA byl zaznamenén isirkoncentrace histidinu (+15 %), glutaminu (+11&éhreoninu
(+28 %), zatimco hladina glycinu byla ve srovnakostrolni skupinou o 11 % nizsi.
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Tabulka 9 : Parametry poputaiho farmakokinetického modelu

Parametr l.v. aplikace l.p. aplikace, den 1 I.p. aplikace, den 5
Prameér (RSE) IV Pramér (RSE) 1V Piimér (RSE) v

V1 (I/kg) 0,252 (12%) 20% 0,296 (9%) ne 0,293 (9%) ne
Ke (Min'™) 0,166 (8%) 16% 0,149 (7%) ne 0,148 (7%) ne
kyz(min™) 0,050 (16%) 27% 0,034 (11%) ne 0,035 (11%) ne
Koo(min'™) 0,057 (18%)  49% 0,049 (11%) ne 0,050 (10%)  ne

Fa1 (%) na na 32,2 (24%) 18% 25,4 (42%) 34%
Faz (%) na na 58,6 (15%) 37% 77,6 (15%) 4,9%
Kag (Min™) na na 0,37 (29%) 25% 0,84 (10%) 13%
Koz (Min™) na na 0,051 (12%) 12% 0,089 (14%) 19%
rezidualni chyba 0,19 (19%) ne 0,19 (12%) ne 0,16 (13%) ne

Vyswtlivky: na...neaplikovatelné pro i.v. podani, ne.graetr nemohl byt odhadnut

Tabulka 10: Statisticky souhrn individuélnich hodnot farmakuiickych parameirziskanych Bayesovou metodou
s vyuzitim populdniho modelu po jednorazovém intravendznim. @plikace) a intraperitonedlnimp. aplikace,
denl) podani davky 30 mg/kg a po 5. davce po omakém intraperitonealnim podavani stejné davky jedienr

v intervalu 24 hod.i(p. aplikace, den 5).

Paramel l.v. aplikace I.p. aplikace, den l.p. i aplikace, den
Ve (I/kg) 0,254 (0,21-0,308 0,297 (0,26-0,331 0,291 (0,25-0,333
V (I/kg) 0,222 (0,167-0,294) 0,211(0,155-0,285) 0,207 (0,140-0,305)
CL (ml/min.kg") 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)
T max(Min) ne 5,0 (4,3-5,7) 4,00 (3,4-4,7)

Co, Crmax” (LMol/) 670°- "* (553-812) 139" " (111-176) 182" *! (141-236)
AUC (min.umol/l) 4030 (2850-5680) 3502 (2530-4849) 4112 (3217-5256)
ty/54 (MiN) 2,89° %% (2,47-3,38) 3,54" (3,30-3,81) 3,53 (3,24-3,87)
ty/z6 (Min) 17,2 (12,9-23,1) 18,8 (15,6-22,5) 18,6 (15,7-22,0)
ty/2 a2(MinN) ne 1,9 (1,8-2,0) 0,87 (0,79-0,83)
ty/2,a2(Min) ne 13,6 (13,0-14,3) 7.8 (7,0-8,7)

F (%) ne 91,2 (78,3-106) 104 (99,1-109)
Fai (%) ne 32,3 (30,1-34,7) 25,9 (21,2-31,6)
Faz (%) ne 58,3 (46,1-73,8) 77,6 (77,0-78,2)

Vyswtlivky: Uveden je geometricky fmer a interval odpovidajici pimeruzSD. #...koncentrace extrapolovana dasu 0 (G) byla

vypaiitana po i.v. podani; Tukeéy test (p<0.05): iv.... signifikangodliSné od vysledku po i.v. injekci; ipl...sigkaftre odliSné od
vysledku po prvni i.p. injekci (den 1); ip5... sfikantné odliSné od vysledku po paté i.p. injekci (den \Bysledky t- testu
srovnavajiciho skupiny i.p. den 1 a i.p. den 5p&0.05, b...p<0.01, c...p<0.001;

Graf 3: Pramérné (SD) koncentrace argininu v plagmo i.p. a i.v. podani
norNOHA A/ po prvni a B/ po paté davce norNOHA nebo
fyziologického roztoku.
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6.3.3. Identifikace metabolitu norNOHA v potkani plazmé

Na chromatogramech vzarkplazmy po podani norNOHA potkam byl pozorovan pik neznamé latky, ozeaé za mozny

metabolit norNOHA. Tento pik nebytipomen na chromatogramech extfagtazmy po pidani norNOHA k vzorkm plazmy

nebo pIiné krve potkana a inkubagivitro. Molekulovd hmotnost iontu a digeych ionfi z experimentu MSs gihlédnutim
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k fragmentanimu schematu ukazala na norarginin jako pgpedobny metabolit norNOHA (Hroch, Havlinova, Nobiknd
Chladek 2012). Pro dalsi identifikaci byl zakoupstandard norNOHA od spaieosti IS Chemical Technology (Sanghaj,
Cina). Latka ale nebyla dodana v poZzadovaiséott a s analytickym certifikatem. Proto nebyla pouZiéo kalibrani
standard pro stanoveni norargininu. &ddu dalSiho potvrzeni vysledku identifikace nezédéatky jako norargininu, byla
latka gidana do plazmy potkana, vzorek byl podroben ektralderivatizaci a nagknut na kolonu. Reteéni ¢as derivatu se
shodoval s pikem neznadmé latky a identifikace pydévrzena na zékl&diontu [M+H]+ s pondrem m/z 365, aduktu
[M+Na]+ s pongrem m/z 387 a dimeru [2M+H]+ s pénem m/z 729. Dal$i potvrzeni poskytla spektra'M® MS derivatu
standardu norNOHA s OPA fipraveného v ultréistévod infundovaného do proudu mobilni faze befitgmnosti
chromatografické kolony (Hroch, Havlinova, Nobiiad Chladek 2012). Koncentrace norargininu v plagmpo podani 10
mg/kg norNOHA potkaiim Wistar jakai.v. bolus snizovaly ve srovnani s norNOHA podstgiomaleji.

7. Diskuze

7.1. Model akutniho poSkozeni plic bakterialnim lipopolysacharidem u potkana Wistar

Model endotoxémie po podani bakterialniho lipopatysridu je jednoduchy&@sto vyuzivany. K projéim endotoxémie po
podani LPS pét dysfunkce endotelu se zvySenou permeabilitougnedujici vazodilatace a pokles krevniho tlaku,taku
poskozeni plic, akutni poSkozeni ledvin s hypopril poklesem glomerularni filtrace a Sokovy stgwaevy tkdové
hypoxie.

Po i.p. aplikaci LPS doSlo u potkénk vyraznému zvySeni hladiny exhalovaného eNO acé&otmace NQ
v bronchoalveolarni tekuténa plazng. ZvySeni bylo zaznamenéano jiz ve 2. hod od podémaximum koncentrace eNO bylo
mezi 4. a 6. hod od aplikace. Za 48 hod doslo kgmnkeNO na Urovekontrolni skupiny. Popsangasovy profil koncentraci
eNO odpovida literarnim udap (Lee et al. 2001; Rolla et al. 199Zke a spolupracovnici popsali davkové zavisly linéa
narist eNO pd.v. davkachLPSE. coliv rozmezi 1 az 10 mg/kg/ s maximem ve 4. hod u potkana Sprague-Dawley. ehiyS
davky na 20 mg/kg dalsi ndt eNO nezpsobilo (Lee et al. 2001). V naSi praci jsme nalezdil mezi podanim stejné davky
LPSi.p. ai.t. cestou. Pd.p. aplikaci doslo k vyrazh vy§Simu naistu eNO a koncentraci NGak v BAL tak v plazr.
Nezavisle na cestpodani zpsobil LPS indukci exprese iNOS proteinu v homogemgicni tkar v 6. hod. Exprese iINOS na
arovni proteinu byla zvySena také v jatrech. Exprpsoteinu eNOS se po podani LPS n&zila. Exprese na Urovni mRNA
iINOS byla zvySena ve 3. i 6. hod pp. podani. Za 6 hod byla exprese iINOS na Urovni mR\N¥Sena vice v jatrech nez
v plicich. Casné zvySeni exprese iNOS na Grovni mRNA jizieti hodiré s naslednym poklesem je jev, ktery je v litetatu
dohkie popsan (Agorreta et al. 2003; Mori et al. 199Bproti zvySené expresi INOS mRNA, exprese eNOS mRiyka
v plicich v porovnani s kontrolni skupinou sigréfikre nizSi. Existuji poznatky z recentnich studii, Zeregulace arginaz,
kterou jsme ukazali i v nasi studii, nasleédmede k inhibici aktivace a exprese eNOS (Durahi@.e2007). Po intratrachealni
aplikaci exprese mMRNA iINOS nebyla sledovana.

Poi.t. podani LPS doSlo v souhlase se&gyjinych autofi (Xia et al. 2007) k proje\m zvySeného oxidaiho stresu
v dychacich cestach (zvySena koncentrace MDA v BAle) srovnani &.p. injekci byla ¥tSi infiltrace leukocyl a neutrofiii
do dychacich cest a byly nalezeny vySSi koncentalt®vé bilkoviny v BAL. ZvySena koncentrace cel&dilkoviny v BAL
je jednim ze znakzvySené propustnosti alveolokapilarni membrangréije pro ALI/ARDS charakteristicka, Také zvySeni
procentualniho zastoupeni neutrdfje povazovano za charakteristicky znak probitapidhLl (Liu et al. 2013; Tuli et al.
2001). Zmgny téchto paramefr oproti skupig s i.p. podanim fyziologického roztoku byly pozorovany i skupiré si.t.
podanim fyziologického roztoku, coz ukazuje nésgvek samotné intratrachealni kanylace k patologickgmEnam.
Inhalatni a v mensi nii€ intratrachealni podani LPS je vhodny model respirinfekce gram-negativnimi bakteriemi, ale také
zaretlivych proces a posSkozeni dychacich cest po inhalaci prachowgstic s vysokym zastoupenim organické hmoty jako
nag. v zenédélstvi a potravingském piéimyslu (mlyny). Cigaretovy kauobsahuje vyznamné koncentrace LPS, ktery tak
prispiva k progresi CHOPN a zvySujedeb exacerbaci. Experimentalni modely s inhalaci biafl tedy vypowdni hodnotu i
ve vztahu k neutrofilnimu zé&tu u CHOPN a jeho akutnimu vzplanuti pxacerbaci (Kharitonov et al. 2007; Mdéller et al.
2012; Thorn 2001).

Bylo publikovano velmi malo klinickych studii, kéersledovaly eNO u nemocnych se sepsi. U nemocnyxtelsu
plicni ventilaci a pneumonii byly koncentrace vy#8Z u ventilovanych nemocnych bez pneumonie (Aelred. 2001; Brett et
al. 1998). Autdi téchto studii uvagi podstaté mensi indukci NO, nez jsme pozorovali na nasemahnd/ysledky nowjsi
klinické studie ukazaly na trojnasobné zvySeni elN@emocnych s pneumonii v septickém Soku, zatinesboeni se sepsi
jiné nez respiréni etiologie a ventilovani nesegtfinemocni ndli hodnoty eNO nezvySené. Koncentrace,N(lazné v obou
skupinach septickych nemocnych byly ve srovnanéraatnymi bez sepse dvakrat sikrt vyssi (ten Oever et al. 2013).
Zajimavé informace v tomto ohleddimesly také kontrolované studie se zdravymi doblmiky, kterym byl podan LP&.
coli v davce 2 ng/kg.v.. Tato velmi nizkd davka endotoxinu vyvolala chéeaktickou zastlivou reakci s nérstem tlesné
teploty na 38 °C, tachykardii a vyraznym zvySeniondentraci TNF, IL-6, -8 a -10 v krvi. Maximalni zvySeni eN&nilo
50 % a bylo zaznamenano ve 4. hod (Soop et al.;286dp et al. 2009)Z uvedeného srovnani vyplyva, Zze nemocni
s gramnegativni sepsi vydechuji podstatizSi koncentrace eNO, nez jsme pozorovali v hasiperimentech u potkana.
Vydechované eNO u nemocnych navic reaguje zvyS@uoinze u respikami pneumonie a sepse, coz ukazuje na plice jako
hlavni zdroj vydechovaného NO. Ke stejnémuézawedly i studie u dobrovolniks experimentathnavozenou endotoxémii
poi.v. podani LPSE. coli, u nichz byl pozorovan charakteriticky vzestupo&yt zarétu jako u experimentalniho modelu, ale
eNO a koncentrace N@ plazng byly zvySené pouze 2 aZz 3krat (Dandona et al. 010

Experimentalni studie zaiftené na mortalitu a dalStiézité klinické vystupy po podani specifickych aspecifickych
inhibitori NOS ¥ sepsic¢asto uvadji pozitivni vysledky (De Cruz et al. 2009; Kirkedmget al. 1999)Neselektivni a iNOS
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selektivni inhibitory NOS a glukokortikoidy u pothia s endotoxémii snizuji eNO atmik neutrofilnich granulocyit do
dychacich cest. Na rozdil od inhibitoNOS ale glukokortikoidy na experimentalnich modblenavic potléuji expresi
cytokini zarétu a vyrazsji snizuji organové postizentipsepsi (Birrell et al. 2006; McCluskie et al. 2Q0Klicmérg zajem o
vyuziti inhbitoii NOS v klinické praxi sniZila rozsahla kontrolovasi@idie s neselektivnim inhibitorem N-monomethyl-L-
argininem, ktera bylaipdiasré ukortena z dvodu trendu k ndistu mortality o 10 % oproti skupirs placebem (Lopez et al.
2004).

Inhalovany NO, snizujici plicni hypertenzi a zvygujperfuzi plic a oxygenaci krve, byl dlouho powaan za idealni
selektivni vazodilatans pouzitelné za patologickgtzhii spojenych s indukci iINOS a relativnim nedostatkirstupnosti NO
syntetizovaného konstitutivnimi NOS s ochrannok@inTento nazor byl podpen pozitivnimi vysledky

Stale vice poznatko metabolické draze arginin-NGfipsepsi ukazuje na skuteost, Ze za patofyziologické projevy
v kardiovaskularnim systému je z velkdisti zodpo¥dna nedostatea aktivita eNOS vedouci ke snizeni pidsych @inka
NO produkovaného timto enzymem. Zviggti septickém Soku dochazi figvySeném srdmim vydeji k porucham prokrveni
organ a tkani zfisobenym systémovou vazodilataci, snizenou perit&wii rezistenci a zvySenou propustnosti cé¥niyst
VSechny tyto projevy jsoufiEitany indukci iINOS a nadprodukci NO timto enzymetérovei vznika relativni nedostatek
argininu a kofaktar pro konstitutivni formy NOS a dochézi i k tzv. pazeni eNOS, kdy tento enzym nesyntetizuje NO ale
superoxidovy radikal (Annane et al. 2000}i Bepsi vyraz#é klesd koncentrace argininu v plagntoz souhlasi s naSimi
vysledky za 6 hod po podani LPS. Pokles podle kabéinych studitaso¥ predchazi indukci INOS a je #ipoben snizenou
syntézou argininu z citrulinufpdevsim v ledvinach (Luiking et al. 2009; Mungerkt2006). Autdi starSi publikace dokonce
posali vztah mezi snizenou koncentraci argininuy@enou mortalitou id sepsi (Freund et al. 1979). Vysledky dalSich istud
ukazuji na synchronizovanou indukci iINOS, argirggransportér CAT1 a -2 nejenip endotoxémii ale i u alergického z#in
(Scumpia et al. 2002; Zimmermann et al. 2006). thaenych v septickém Soku je aktivita argindzy zpk zvySena a
koreluje s pétem neutrofiti v krvi (Darcy et al. 2013).

Po podani LPS doSlo jiz za 3 hod ke zvySeni expré@3BA Argl i Argll v plicich, nicmén zvySeni exprese Argll oproti
kontrole bylo vyraz# vysSi nez v fipack Argl. Nalezcasného zvySeni exprese Argl je t&st&né v rozporu s vysledky
publikovanych studii, Zze k indukci exprese a akjitbhoto enzymu dochéazi az v pozlh fazi, tj. za 6 az 12 hod ( Colleluori
et al. 2001; Mori, et al. 1998;. Aktivace Argl vzulsjSi fazi zagtu podporovana protizétlivymi cytokiny I1L-4,-10 a -13 je
davéna do souvislosti s iniciaci procesu hojerd, gz Argl zaji&¥uje syntézu polyaminha prolinu (Getz et al. 2006). Jiz za
3 hod po podani LPS doSlo na drovni mRNA ke zvySeqirese transportérCAT1, -2 a -3 v homogenétu plic. ZvySena
exprese genu CAT1 je v literdiobecy davana do souvislosti s reakci organizmu n#zzdizné etiologie, kterd zvysuje
naroky na dostupnost argininu (Fernandez et al4R@rozagtlivé mediatory TNFe, interferony a IL-13 uvoliujici se po
podani LPS indukuji expresi CAT2 (King, et al. 20Dklin et al. 2001; Visigalli et al. 2004; Yang &t 2004). Naopak
v tekutirg z BAL se koncentrace argininu né&nila. Pokud je moznétpdpokladat, Ze koncentrace v BAL odrazi dostupnost
argininu v dychacich cestach, pak j@editym zjiS€nim, Ze dostupnost neklesé tiep indukci iINOS a argindz a vyrazné
zvySeni syntézy NO. Je mozné usuzovat na souviglbsto nalezu gasnou indukci membranovych transpartgro arginin
v homogenatu plicni tk&njiz za 3 hod po podani LPS, které jsdajme schopné udrZovat intracelularni koncentrace angini
ve strukturnich bitkdch dychacich cest a plic aitkdch zastu na potebné vysi.

Methylxantiny jako pentoxifylin (PX) a teofylincinkuji protizargtlivé u patologickych stay spojenych se zvySenou
expresi TNFa. Predpokladanymi, ale dosud ne zcela objagmi mechanizmy protizé&tiivého (Einku jsou inhibice
fosfodiesteraz vedouci ke zvySeni cAMP a snizenoge exprese TNB-a aktivace histon deacetylazy 2 petligci genovou
expresi prozatlivych mediatofi (Barnes 2013; Deree et al. 2008). V publikovangithdiich PX u endotoxemickych potkan
vyrazreé snizil koncentraci TNFrv plazneé a BAL a potl&il expresi prozagtlivych cytokini a naopak zvySil koncentraci
protizarétlivého cytokinu IL-10 (Coimbra et al. 2006; OlivaiJunior et al. 2010)Po i.t. podani PX jsme v nasi studii
pozorovali vyrazny pokles eNO a koncentrace,N@lazn& a BAL. Tento nalez odpovida vSeobe&giijimanému nazoru ze
PX inhibuje NFKB zavislou genovou transkripci a syntézu mediaarétu zahrnujicich NO syntetizované iNOS (Aikawa et
al. 2011; Deree et al. 2008; Lessa et al. 2008taRzlal. 1997; Zhang et al. 2010). V souladu sdoglo k poklesu exprese
iINOS jak v plicich, tak v jatrech. Nena$li jsmeiteratie preklinickou praci, kterd by popsala sniZenouresiparginaz
v plicni tk&ni vlivem PX u endotoxémie indukovane% nebo na jiném modelu sepse. Na tomtodrjestajimavé uvest, ze ve
starSi klinické studii s doslymi nemocnymi v&zké sepsi zlepSila dlouhodobg. infuze PX kardiovaskularni parametry u
nemocnych a snizila mortalitu o 13 %. Tento roméflosahl statistické vyznamnosti pro malg¢gianemocnych (Staubach et
al. 1998). Také v neonatologii PXitahuje stale pozornost, protoze ve 4 klinickyaldgth malého rozsahu a v Cochra&ov
souhrnu auth dosgli k zawru, Ze PX snizuje morbiditu a mortalitu (o 60 %navorozend se sepsi a nema nezadouci
Gcinky, z nichz nejobavaisi je v této populaci nemocnych intrakranialnideeni (Haque et al.2011; Lauterbach et al. 1999).

Akutni poskozeni plic je stale aktualni téma v iklké medicig. Vysledky recentnich studii nazfilg, ze zvySena
exprese arginazigpiva ke zvysSeni propustnosti endotelialni barigrlg edému plic i ALI a to potlatenim produkce NO
syntdzou eNOS. Je otazkou, zda je mozné inhibgihaz ovlivnit nejeniasnou zagtlivou fazi, ale i signalni drahy a dalsi
déje iniciujici naslednou fibroproliferaci plic. Padte fibroprodukce je iniciovana bezpi@sirt po spuini zartlivé reakce,
museji byt snahy o ovliwmi dlouhodobych naslediplicniho posSkozeni cileny do prvni fazesné za¢tlivé reakce

7.2. Model ovalbuminem navozeného alergického astmatu potkana kmene Brown Norway

Navodit eozinofilni alergicky z&h dychacich cest se symptomy jako jsou dusnositidugkova hyperreaktivita je u hlodadvc
pomérné komplikované. Navic zadny z pouzivanych mddeéni schopen&né napodobit firozeny pibéh priduSkového
astmatu u paciefit | pres nedostatky ale experimentalni modely ufm@Z studovat kkové patobiochemické
a patofyziologické pochody uimtusSkového astmatu a postupy jejich terapeutickétiengni (King et al. 2004; Zimmermann
et al. 2006).
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V naSi studii jsme pouzili potkany kmene Brown Naww ktéi jsou vnima¥jSi k navozeni alergického z#n. Fi
zavad@ni modelu jsme vychazeli ze schematu alergizacéieaeém na pracovisti prof. MUDr. Gabriely Néeaé, DrSc.
(Ustav farmakoldgie, Univerzita Komenského v Biatis Jesseniova lekarska fakulta v Martine), vedktejsme pouze mien
upravili davkovani a typ pouzitého ovalbuminu. Rojzalergického zatiu potvrdil zvySeny peet bilych krvinek oproti
kontrolam a to jak u skupiny A tak u skupiny A+Reména vyrazny nést procentualniho zastoupeni eozinofilburé¢né
slozce BAL. Ri zarttu také dochazi ke zvySené propustnosti alveolddapi membrany pro bilkoviny. K poSkozeni
alveolokapilarni membrany doSlo ve skupf+P, tj. u alergizovanych potkarpo nebulizaci ovalbuminu, ktera vyvola akutni
vzplanuti alergického zé&tu. V této skupit se zvySila hmotnost plic, hrang signifikantni byl vzestup koncentrace celkové
bilkoviny v BAL. Na zvySeny oxidai stres ukazala koncentrace MDA v BAL.

Naopak zvySenou syntézu NO v dychacich cestach jsozerovali jak u alergizovanych potKarfskupina A), tak
u alergizovanych potkdnpo nebulizaci ovalbuminu (skupina A+P). V obou gkach narostla koncentrace N® BAL.

V této fazi studie jsme nefth moznost vyuzit fimé neinvazivni r¥eni vydechovaného NO pro dlouhodobou zavadu
analyzatoru NO, kterou se servisni firmpoddilo opravit az po 6. gsicich. Je zajimavé, Ze étdi dosglych s atopii je
koncentrace vydechovaného eNO také zvySedarnigpritomnosti symptorin alergického onemoéni hornich a/nebo dolnich
dychacich cest, tj. alergické rymy nebdguskového astmatu, a to v zavislosti nétpgozitivnich vysledi v koznim prick
testu na pyly, roziee a plisg (Scott et al. 2010; van Amsterdam et al. 2003).

Sledovani exprese mRNA a protijprokazalo indukci INOS a eNOS v plicni tk&ni. Navni proteinu bylo toto zvySeni
patrné az po bronchoprovokaci, tj. ve skdpid+P. MnoZstvi mMRNA bylo zvy3ené jak ve skupi+P tak ve skupi& A.
ZvySena exprese a aktivita INOS byla u padiestalergickym astmatem mnohokrat popsana. ZvySepiese na urovni
mRNA a proteinu zejména v bronchialnim epitelu vikdezvySeni hladiny exhalovaného eNO a ke zvySencéntrace NQ
Hladina eNO koreluje s intenzitou zdm v priduskadch a klesa v fiéhu 1 az 2 tydth po zahajeni protiz&tlivé
farmakoterapie inhatmimi kortikosteroidy (Zimmermann et al. 2006). Kbongivni formy NOS (eNOS a nNOS) jsou
primarre zapojeny do ovlivéni bronchialniho a vaskularniho tonu @gwskové reaktivity. K ovlivéini dochazi neurotropni i
myotropni cestou mechanizmy &adti cGMP i jinymi. Snizena syntéza NO enzymem chspiva ke vzniku prduskové
hyperreaktivity u alergického astmatu jak na prekkych modelech, tak i u paciéns astmatem.; (de Boer et al. 1996;
Maarsingh et al. 2006; Ricciardolo et al. 2001; Banhal. 2001; Vonk et al. 2010). Navic NO synteiemé eNOS vykazuje
schopnost inhibovat z&nv dychacich cestach tim, ze potig@e aktivaci NFkB. Nasled® se sniZzuje exprese iINOS fady
prozéargtlivych cytokini (Maarsingh et al.2008a).

Argl a Argll jsou konstitutivl exprimovany v cel§dad tkani. Ke zvySeni jejich exprese v plicni tkanicdazi po
vystaveni plic alergenu (Maarsingh et al. 2008aiti&nam et al. 2008; Vonk et al. 2010). ZvySenquresi Argll na drovni
proteinu jsme nalezli v plicni tk&ni jak u skupiAytak u skupiny A+P. V fipac Argl doSlo k minimalnimu zvySeni exprese
pouze u skupiny A+P. Nicmé&ma urovni mRNA doSlo k signifikatnimu zvySeni expe argindz | i 1l. V extrahepatalnich
tkanich je arginaza zapojendegevSim do syntézy L-prolinu, ktery je prekurzorpno syntézu kolagenu, glutamatu a
polyamini (spermin a spermidin). Zarovese arginazy &astni imunitni odpasdi organizmu. ZvySena exprese arginaz vede
k vy$Simu riziku vzniku prduSkové hyperreaktivity (viz nize), také dochazizkgSené produkci polyamina L-prolinu, coz
jsou hlavni slozky podilejici se na plicni remodeléing et al. 2004; Maarsingh et al. 2008a; (gat al. 2012; Santhanam,
et al. 2008; Vonk et al. 2010; Zimmermann et aD&0ZvySena aktivita a exprese arginaz v plikaht byla prokazana nejen
v in vivomodelech, ale také u nemocnych s astmatem.(Madrsingl. 2008c).

Exprese CAT1 se obeg&rvySuje i zagzi organizmu a fi nedostatku argininu (Fernandez et al. 2004). gy zaret
charakterizuje zvySena exprese argig@mnz dochazi k vierpani zasob argininu a stoupaji naroky na jehtsprart. Nasledh
se zvySuje exprese CATL. King a kolektiv ve svélistuvadsji, Ze u astmatickych mysi dochéazi v plicich keSang expresi
CAT2 na urovni mRNA, cozifipisuji zvySené pdehe transportu L-argininu do bek. (King et al. 2004; Zimmermann et al.
2006). Zimmerman a spolupracovnici ve své studinamenali, Ze i rozvoji alergického astmatu je sinindukovana
exprese CAT2 a arginaz.

V naSi studii doSlo jak ke zvySeni exprese argim@zirovni proteinu a mRNA, tak k ridtu exprese transporteCAT1
a -2 vplicni a jaterni tkani na Grovni mRNA.Zny v homeostaze L-argininutippivaji k charakteristickym projém
praduSkového astmatu, kterymi jsouiguskova hyperreaktivita, chronicky zém pgrestavba prdusky. U alergického astmatu
dochazi ke snizeni dostupnosti L-argininu pro ktutstni syntazy cNOS a iNOS&kolika mechanizmy. P#tk nim indukce
iINOS a arginaz, které sgebovavaji L-arginin a také inhibice transmembrahové&ansportu argininu zidodu zvySenych
koncentraci kationickych protdinv plazng, nag. eozinofilniho kationického proteinu. Nasledkenous nedostatek
bronchodilaténiho NO a zvySen& produkce superoxidového radikdheroxondusitanu, kteryrippiva k akutni kduskové
hyperreaktivi¢ véasné i pozdni fazi astmatické reakd&ex vivo studie indikuji, ze alergenem indukovan&icarskova
hyperreaktivita mze byt potléena podanim L-argininu a L-citrulinu, heparinu nébbibitoru argindz (Ahmed et al. 2013;
Ahmed et al. 2012; de Boer et al. 1999; Kumar e2@03; Maarsingh et al. 2004; Meurs et al. 2002hledem k tomu, Ze
aktivita argindz je P alergickém astmatu zvySena, mohla by zvySenadkabkubstratu podavanim L-argininu nebo
L-citrulinu vést k nezadouciipstavié praidusky podptené ¥tsi syntézou kolagenu. Z tohotéwbdu se podavani inhibitoru
arginaz nejlépe inhatai cestou zda byt vyhodjim postupem, nelsdy zajistilo zvySenou dostupnost L-argininu a éynt
bronchoprotektivniho a protizétivého NO @i sowasr snizené syntéze extracelularni matrix éduskach (Maarsingh et al.
2008b).

7.3. Farmakokinetika inhibitoru arginaz norNOHA

Poi.v. ai.p. aplikaci v davkach 10 az 90 mg/kg. byla farmakekita norNOHA v plazma linearni, tj. parametry AUC a
se zvySovaly téff amerné k davce. Pokles plazmatické koncentracé dwojfazovy charakter. Po podani. a i.p cestou byl
inhibitor velmi rychle eliminovan z plazmy. To jeseuladu s vysledky sledovani inkiibiho Einku norNOHA u potkaf in
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vivo (Reid et al. 2007). Absolutni biologicka dostupnBspoi.p. podani byla vysoka. Hodnota F siekvapiv zvySovala
s davkou afekratila 100% po davce 90 mg/kg i.p., coz je mozné wilgv z ¢asti interindividualni variabilitou
farmakokinetiky a Zasti chybou zfisobenou relativhmalo p&etnymi skupinami potkan NizSi hodnota plochy podikkou
AUC v pongru k podané davce 10 mg/kg. pak mohla byt nap zpisobena ztratami latky v méspodani ped absorpci
(vazba, degradace apod.) a ty mohly byt rel&tmaSi po vysSich davkach.

Rada studii provedenych s hlodavci zdokumentoviimivé &inky jak jednorazové aplikace tak opakovanétonebo
i.p. podavani norNOHA v rozmezi davek pouzitych v riadétické studii (Bagnost et al. 2008; Bagnostle2@10; Gronros,
et al.2011; Jung et al. 2010; Reid et al.2007)v¥&e zmhovanych studiich latka efektigrinhibovala aktivitu argindz a tim
podpdila zvySenou syntézu NO syntazami NOS. Akutni tisxiclorNOHA je velmi nizka. Injekce norNOHA v davce
800 mg/kg samin potkana kmene Lewis ndiobila zadné z#my chovani zvfat, €lesné hmotnosti, biochemickych hodnot
v krv a histologickych nalézna vnitnich organech (Reid et al. 2007).

Endogenni latka N-hydroxyarginin (NOHA) je réak meziprodukt v dvojstufmvé syntéze NO z L-argininu. Ma vlastnosti
inhibitoru arginaz, ktery je ale nachazen ve vehizkych koncentracich zZidodu velmi rychlé metabolickéigminy na
L-citrulin bud’ enzymatickou cestou za katalyzy NOS, cytochromyOPa dalSimi hemoproteiny nebo neenzymatickou aesto
v reakci se superoxidem (Clement et al. 2006; \sky et al. 2002).

L-arginin v redukni metabolické draze popsané u sawa katalyzy komplexem membrarovazanych enzyfn
v hladkém endoplazmatickém retikulu a v mitochoiotiti zahrnujicim cytochrom b5 reduktazu, cytochrbf a mito-
chondrialni enzym katalyzujici redukci na atomuikiusmitochondrial amidoxime reducing component“ARC) (Clement,
et al. 2006; Kotthaus et al. 2011). Tyto reduktéajrokou substratovou specifitou detoxikuji xemtika a aktivuji proléiva
s hydroxylovou skupinou na dusiku (Gruenewald e2@08; Havemeyer et al. 2006)

Inhibitor norNOHA je analog NOHA &tzcem kratS§im o jeden atom uhliku, ze kterého seotiete vyznamné ni¢ NO

z davodu nizké afinity k NOS (Mansuy et al. 2004). \5hatudii jsme nalezli na chromatogramu extiiae vzorki plazmy,
pik neznamé latky, mozného metabolitu. Metabolitdiitomen ve vzorcich odebranych jiz v prvnich &alvych intervalech
po podani norNOHA. if¢dpokladali jsme, Ze analogicky jako u endogeiyl&lOHA mize norNOHA podléhat redukci. Za
pomoci HPLC s detekci hmotnostni spektorometrppaadilo prokazat, Ze neznamym metabolitem je skugenor-L-arginin.
Tvorba tohoto metabolitu byla pozorovana pouze plikaci norNOHA potkafim a nikoli, pokud byla latka inkubovana
s plnou krvi nebo s plazman vitro (Hroch et al. 2012).

Pri 1é¢bé praduskového astmatu a CHOPN je &ippreferovana inhatai cesta podéani, protoze je schopna zajistit vysoké
lokalni koncentrace v a zarové systémova dostupnostiea je relativié mald a tim je snizeno riziko nezadouci¢mki.
Priznivé ovlivreni remodelace plicni tk&n bronchoprotektivni a protizétiivy Géinek inhal&né podavanych inhibitdr
argindz byly opakovanprokazany na modelu jmusSkového astmatu u hloddvéMaarsingh et al. 2011; Maarsingh et al.
2009) Jelikoz v literattie nebyly k dispozici tdaje o farmakokinetice a égstvé dostupnosti po inh&tdm podani, provedli
jsme farmakokinetickou studii s intratrachealniilgadi norNOHA formou aerosolu. K aplikaci norNOHAlpouzit specialni
katetr s porézni Sghou, ktery v zavislosti na viskozitaplikovaného roztoku tvb castice aerosolu o velikosti 10-30 um
(Cryan et al. 2007). Lzefpdpokladat, zéastice takové velikosti byly zachycenkedevSim v proximalniasti dychacich cest,
které jsou méh prostupné nez distaldast a alveoly pro hydrofilni nebo nabité molekudkq je norNOHA (Gonda 2006;
Tronde et al. 2003). Farmakokinetiku norNOHA chéeakovala ve srovnaniigp. cestou pomala a nekompletni absorpce
z dychacich cest. Absolutni biologicka dostupnogirwnéru doséhla 53 %. Takto vysoka dostupnost neekyapiva.

V rozsahlé préaci, kterd sledovala, vztah strukeystémova dostupnostéléa po inhal&nim podani bylo prokazéno, ze
epitelie dychacich cest jsou debprostupné i pro polarni latky s mensi molekulakoj terbutalin (F=74 %) a kromolyn
(F=36 %) (Tronde et al. 2003). Transepitelialnhgort norNOHA v dychacich cestach je pripatobr realizovan pomoci
stejnych transportérjako pro L-arginin, Rmonomethyl-L-arginine a N(1-iminoethyl)-L-lysin (inhibitory NOS). Tyto latk
vyuzivaji pro pinik Calu-3 bikami (lidské bronchiélni epiteliaini bly) na apikalni strantransportér B* a na strah
bazolaterarni transportéfly(Rotoli et al. 2005).

Jak dekonvoléni analyza tak poputai kompartmentové modelovani ukazalo na dvojfazokmetiku absorpce
norNOHA jak poi.p. injekci tak poi.t. aplikaci aerosolu. Pro tento vysledek Ize najibe#adu moznych vysitleni. Rychlost
absorpce se lisi v proximalni a distad@isti dychacich cest a zavisi na aerodynamickémdou inhalovanésastice.Cast
davky tak mohla proniknout hlogp do dychacich cest a mohla byt absorbovana ryichMavic, fagocytujici biky
a mukociliarni clearence maji také schopnost oitliychlost a rozsah biologické dostupnosti inkatapodavanych latek.
Mezi dalSimi moznymi faktory s vlivem na absorpcipo i.p. pdani je mozné uvést vazbu v mistplikace, lokalni
metabolizmus, problémy s rozpustnosti a ionizadeindy.

Po opakovaném podéavani norNOHA. cestou v davce 30 mg jednou dérpo dobu 5. dni nebyla zaznamenana
vyznamna kumulace inhibitoru v plagnizarovei byly zaznamenany jen malé rozdily mezi prvni apé&plikaci v hodnet
AUC a G (narist AUC 0 17 % a Gux 0 31 %). Z vysledk popul@&niho kompartmentového modelovani vyplyva, ze bg tyt
zmeny mohly byt zfisoben zvySujicim se rozsahem (F) a mirou absorpgea{a t,.). Davka inhibitoru byla zvolena
s ohledem na linearitu farmakokinetiky a také nalegky publikovanych studii¢inki latky v kardiovaskularnim systému
(Bagnost et al.2008; Bagnost et al. 2010; Grontas. 2011; Jung et al. 2010; Reid et al. 2007).

Studie umoznila porovnat farmakokinetiku po jedzorém podani davky 30 mg/kg norNOH4. a i.p. cestou
u potkana Wistar s vysledkygrichozi studie s potkany Brown-Norway. iRo aplikaci byla u potkain Wistar zjiSéna vySsi
CL a niz8i hodnota AUC o 33 %. Pp. aplikaci byly hodnoty AUC a G« v praméru nizSi o 48 % a 40 %. Farmakokinetické
modelovani ukazalo rozdily v hodnotach CL afpacdt i.p. podani také dostupnosti F a ptddi absorpce. Pravgodobr se
jedna o odliSnosti ve farmakokinetice mezi pouzityikmeny potkana, protoZe v obou studiich byla jtawgtejna metoda na
stanoveni norNOHA a ostatni experimentalni techsikyaké neliSily.

Koncentrace L-arginu v plazmje ovliviiovana mnoha faktory, jako jsouijem v potra¥, katabolizmus protein
a syntéza de novd z citrulinu. Citrulin je syntetizovan z glutaminglutaméatu a L-prolinu v mitochondriich enteracyt
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PredevSim v ledvinach poté dochazi k vychytavaniitithnu z krve a jeho metabolizmu na L-arginin {\W2009).
Aminokyselina L-arginin se dastni celéiady metabolickych &u véetrg syntézy proteit, reakci vzajemné ipminy
aminokyselin (ornithin, prolin, glutamat, citrulinpyntézy m&oviny a syntézy kreatininu, agmatinu a NO. Plazohdti
koncentrace je vyraZnovlivnéna také transportem do hiky ve kterych jsou koncentrace L-Argkolikanasobn vySSi nez
v plazné. Exprese a aktivita membranovych transpdr@AT také hraje vyznamnou roli (Ricciardolo et 2005). Studie
zkoumajici osud L-argininu zéaného stabilnimi izotopy po podani do organizmuwiglily, Ze giblizng 15 % plazmatického
L-Arg je vyuzivano jako substrat arginazami a jeb % jako substrat pro NOS (Luiking et al. 2012¢viiznamné zgny v
hladirg L-argininu v plazmi zaznamenané v naSich studiich po jednordzovémnpodg# opakovaném podéavani inhibitoru
jsou v souladu s literarnimi poznatky, Zéspivek arginazové cesty k metabolickému obratu Lrangi je minoritni. To déale
znamena, Zze nést produkce NO a jeho protektivniigek po podani inhibitoru argindztimo nesouvisi s koncentraci
L-argininu v plazm. Uvedeny z&ér je zcela v souladu s teorii ozim@anou jako argininovy paradox. Syntéza N@Zm byt
podpdena podanim argininu nebo inhibici arginatdspskuténost, Zze hodnota KNOS je 20 az 50krat niZSi nez koncentrace
argininu v plazns (Béger 2007). B metabolizmu argininu NOS je rozhodujici lokalrdstupnost substratu v mistnzymu
a piitomnost mnoha faktérvcetns transportél, enzymi a jejich kofaktoé (Luiking, Ten Have, Wolfe and Deutz 2012; Ryoo
et al. 2011).

Inhibi¢ni pisobeni norNOHA na argindzy se projevilo 90 min pétépdavce zvySenim pe&nu koncentraci
citrulin/ornitin v plazng o 45 %. Porr citrulin/arginin se zvysil o 25%. Ve dvou studiicangienych na kardioprotektivni
winek norNOHA, byl zaznamenan podobny dsir pongru citrulin/arginin a vysSi nést pongru citrulin/ornitin po
jednorazovémi.v. podani 100 mg/kg norNOHA (Gronros et al.2011; Jeh@l. 2010). Posm ornitin/arginin nebyl v nasSi
studii signifikant® snizen, coz je v rozporu s vysledky jinych aait@@ronros et al. 2011). Moznym vydlenim mize byt, ze
davka norNOHA v nasi studii byla nizSi a vyget koncentraci aminokyselin bylo provedeno v g@ich éasovém intervalu
po podani inhibitoru. Navic snizeni koncentraceitbimu &inkem norNOHA mohlo byt mensi zidodu, Ze i kontrolni
potkani v naSi studii #ti nizSi koncentraci ornitinu v plazm

V posledni dob se v literatiie zvySuje pdet dikazi o tom, Zze norNOHA maifznivé &Einky na kardiovaskularni systém
a dychaci cesty po jednordzovém podani nebo opakovapodavani jednou dehrpo dobu #kolika dni az tydi
v podobnych davkach jako v nasi farmakokinetickiglisi{Bagnost et al. 2008; Bagnost et al., 201@rEos et al.2011; Jung
et al. 2010; Prati et al. 2012; Reid et al.2007axhalni koncentrace nor-NOHA v plaZr@. .« se v nasi studii pohybovala
v rozmezi 130 az 350 pM a koncentrace se snizilal@opM do 90 min po podéani. Pro srovnani, irtmbikinek norNOHA
na argindzu v mySich makrofazich charakterizujéighi konstanta 1=10 uM (Tenu et al. 1999). Ve &le naSich
poznatk o velmi rychlé eliminaci norNOHA je na mésbtazka, zda davkovani jednou d&nnuvedenych studiich bylo
optimalni a zda byastjsi podavéani byvalo nevedlo k lepSim vysléaik

Latka norNOHA je velmi silny kompetitivni inhibitgaterni argindzy potkanin vitro s K= 0,5 uM. Obavu z tohoto
divodu vyvolavd moZnost, Ze by po terapeutickych dékik norNOHA mohlo dojit k nezadoucimu ovkwh jaterni
detoxifikace amoniaku v cyklu nioviny inhibici jaternich arginaz (Custot et al. Z99Alternativni detoxikaéni cesta je
syntéza glutaminu v kosternich svalech a v mozkeni@esen et al. 2000; Girard et al. 1992). Byl@&tp&psano, ze zvySeny
piisun glutaminu enteralni nebo parenteralni cestgguje koncentraci histidinu v piné krvi (Holece®12; Jeevanandam et
al. 1995). V nasi studii doSlo k signifikantnimuritu plazmatickych koncentraci jak glutaminu, takistidinu. Nelze
vyloucit, Ze tyto zm¥ny negfimo ukazuji na snizenou detoxifikaci amoniakuizatiu inhibice argindz. Tato hypotéza ale
vyZzaduje dalSi oxfovani. Na tomto mis&tje vhodné uvést, Ze interpretace émrkoncentraci aminokyselin v plaznje
problematickd bez dalSich informaci, jako jsountké koncentrace, aktivity enzymzapojenych do metabolizmu
aminokyselin, exprese transpoftgzmsny v katabolizmu a syntéze prot&iaj.

8. Zavér

Dizertaini prace se zad#iila na znény metabolické drahy arginin-NO a moznosti jejicirniakologického ovlivéni
inhibitorem argindz norNOHA ip akutnim poSkozeni plic navozeném bakterialninopiglysacharidem u potkana Wistar
a v podminkach ovalbuminem indukovaného alergickatmtu dychacich cest u potkana Brown-Norway.

Vzhledem k ciim dizert&ni prace je mozné zformulovat nasledujiciezgy

1/ U endotoxemickych potk@énWistar poi.p. podani 5 mg/kg LPS E. coli se rozvinulo ALl chaemkované zvySenou
propustnosti alveolokapilarni membrany, iséeém pdétu leukocyfi a zastoupeni neutrofilnich granuloityt diferencialnim
rozpaitu v buré¢né slozce BAL a otokem plic. V dychacich cestachsystémové cirkulaci doSlo k silné indukci iINOSK |
dolozily vyrazré zvySené koncentrace vydechovaného NO (>30 kr&tDa v BAL (4krat) a v plazm (>20krat). Pes tuto
skut&nost se koncentrace argininu ve slénitekutiré v bronSich (analyza BAL) nezmila, zatimco v plazéhse v 6. hod
snizila o 70 %. Na Urovni mRNA se v homogenatu pécjiz ve 3. hod po podani LPS zvysila expreseSN&rgl, Argll,
membranovych transportépro arginin CAT1, CAT2 a CAT3. Exprese genu eNGSUnovni mMRNA se snizila. Metodou
Western blot byla potvrzena zvySena exprese iINQ§I, Argll, exprese CAT nebyla studovana. topodani ve srovnani
s i.p. aplikaci LPS byl zaznamenan nizsi isirkoncentrace NO a NOx , fidt exprese iNOS, Argl a Argll byl vSak
srovnatelny. Jiné projevy ALl ¢etrg oxidatniho stresu byly vyrazysi, ale négla na nich vyznamny podil samotna
tracheostomie a kanylace. Intratrachealni podamitopéylinu potl&ilo indukci INOS a vyrazé snizilo koncentrace
vydechovaného NO a NOx aZz na urduentrolni skupiny. Exprese Argl, Argll a eNOS bydaizena mén Pentoxifylin
neovlivnil dalsi znamky ALI.
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2/ Potkany Brown-Norway se potil@ uspssSre alergizovat a indukovat u nich akutni exacerb&aigického za#tu dychacich
cest nebulizaci ovalbuminu, jak ukazaldegevSim vyrazh zvySena infiltrace leukoc§t a zastoupeni eozinofilnich
granulocyli v BAL a znamky oxidéniho stresu v dychacich cestach. Indukce iINOS admtnace NOx v dychacich cestach
byly mnohem nizSi nez po podani LPS ale exprese¢ #egnaopak zvysila podstétivice. Dale bylo pozorovano zvySeni
exprese Argll, eNOS a transpoft&AT1 a CAT2. Koncentrace argininu v BAL se po hiooprovokaci také zvysila.
3/ V préaci byla poprvé popsana farmakokinetika infoihi argindaz norNOHA u potkénBrown-Norway a Wistar. Ve
farmakokinetickych studiich byly pouzity terapelaiicrelevantni davky a cesty podani navrzené s ehnheda recentni
literarni Udaje o finosu norNOHA u experimentalnich modléardiovaskularnich onemogmi a chronickych obstruktivnich
onemocwini dychacich cest. Byla vyvinuta, rozsahle valid@ava poprvé opublikovana HPLC metoda na stanovaN@HA
v plazngé. Pomoci hmotnostni spektrometrie byl identifikovéretabolit norarginin, ifitomny v plazmnd potkani. Byl
vypracovan populai farmakokineticky model pro norNOHA.
Zawery farmakokinetickych studii jsou nasledujici:
a/ Po jednorazovém podain. ai.p. jako bolus je farmakokinetika norNOHA linearni &avwkovém rozmezi 10-90 mg/kg.
Latka je velmi rychle eliminovana z organizmu. Rskplazmatické koncentrace m& déze a Bhem 20 minut po podani
se koncentrace snizuje pod 10 %§eni hodnoty.
b/ Inhibitor norNOHA podléha reduktivnimu metaboliznmma norarginin. Jde o analogii s endogenni latkou
hydroxyargininem, ktera jefgpménovana na arginin.
¢/ Absolutni biologicka dostupnost po jednorazovigm podani 10-90 mg/kg norNOHA potkim Brown-Norway je
v praméru 98 %. Ri opakovanéni.p. podavani potkaim Wistar v davce 30 mg/kg jednou dérpo dobu 5 dni nedochazi
k vyrazreéjSim zménam farmakokinetiky ani ke kumulaci latky v plazm
d/ Po jednorazovém podani 10-90 mg/kg norNOHA paikarBrown-Norway intratracheanformou aerosolwini
absolutni biologicka dostupnost vipréru 53 %. Latka je, pomalu absorbovana z dychaoésih € poléasem druhé faze
43 min. To je vyhodna vlastnost pro zamyslené wyughibitoru i inhalani farmakoterapii chronickych zéttivych
onemocgni dychacich cest
e/ Pfi opakovaném podavani 30 mg/kg norNOHA potl@nwistari.p. jednou den& po dobu 5 di se &inek inhibitoru
arginaz projevuje zvySenim koncentrace citrulinplazmé o 25 % a porru koncentraci citrulin/ornitin o 45 %, ale
koncentrace argininu v plaznse nenini.
f/ Pti opakovaném podavani norNOHA dochéazi kisér plazmatickych koncentraci glutaminu a histidiNelze vylouit,
Ze tyto zmdny nefimo ukazuji na snizenou detoxifikaci amoniakuixatlu inhibice arginaz. DalSi vyzkum by se&lm
zantfit na otdzku, zda a do jaké miry norNOHA inhibwéerni arginazu | a zasahuje tak do cyklwawiny. Nezadouci
winek norNOHA ve smyslu snizeni detoxifikace amoniddy mohl pedstavovat vyznamnoutgkdzku pro vyuziti ve
farmakoterapii, zejména u paciérst encefalopatii zidvodu jaterni dysfunkce.
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CAT ...transportér pro kationické aminokyselingiNOS...endotelialni syntaza oxidu dusnatéfd?...fyziologicky roztok;
CHOPN...chronickd obstruni plicni nemoc;GINA ... Global initiative for asthmaiNOS...indukovatelna syntaza oxidu
dusnatéhol PS...lypopolysacharidMDA ... malondialdehydmRNA...mediatorova RNAnPNOS...neuronalni syntdza oxidu
dusnatého; norNOHA ...N®-hydroxy- nor-L-arginin; NS...nesignifikantni; gRT-PCR...polymerazova rettzova reakce
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SPF...specific pathogen-fre@BST...tris pufr s gidavkem Tweenu 20
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