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1. ÚVOD 

1.1. Funkční morfologie zdravého plicního řečiště 

Normální plicn í cirkulace funguje jako nízkotlaký systém s vysokým 

průtokem a nízkým periferním cévním odporem (Heath 1977; Janicki, Weber et 

al. 1985). Příčinami nízkého odporu plicních cév jsou struktura jejich stěny a 

velmi nízký bazální tonus hladkého svalu (Heath 1977; Hislop and Reid 1978). 

Plicní cévy jsou mnohem poddajnějš í než cévy systémového řečiště a mají 

tenčí stěnu . U zdravého člověka, žij ícího v normoxii, se hladký sval ve stěně 

periferních plicních cév vyskytuje sporadicky (Hislop and Reid 1978). 

Zatímco jednotlivá orgánová řečiště systémového oběhu přij ímaj í pouze 

část srdečního výdeje, malým oběhem protéká za všech podmínek srdečn í 

výdej celý. Plicní řečiště má schopnost pojmout i značně zvýšený srdeční výdej 

jen s minimálním zvýšením tlaku. Toto je možné díky velké poddajnosti plicních 

céva díky otevření částí cévního řečiště, které nejsou v klidu perfundovány díky 

vyššímu otevíracímu tlaku. 

Distribuce průtoku krve jednotlivými oblastmi plic je regulována téměř 

výhradně lokálními mechanismy. Smyslem této regulace je udržet efektivní 

výměnu plynů a zajistit maximální nasycení krve kyslíkem. Proto jsou 

přednostně perfundovány dobře ventilované alveoly a zároveň je omezen 

průtok tam, kde je alveolární ventilace nedokonalá. Mechanismem, který 

udržuje optimální poměr mezi ventilací a perfúzí alveolů, je vazokonstrikce 

vyvolaná lokálním působením hypoxie - hypoxická plicní vazokonstrikce (HPV) 
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(Weir and Archer 1995). HPV byla Eulerem a Liljestrandem popsána již 

v polovině minulého století (Von Euler and Liljestrand 1946). HPV je typická pro 

plicní cévy a odlišuje je od cév systémových. Vorgánech zásobených 

systémovou cirkulací totiž hypoxie periferní cévní odpor buď přiliš nemění, 

anebo působ í vazodilataci (Yuan, Tod et al. 1990). 

1.2. Hypoxická plicní hypertenze (HPH) 

Plicní hypertenze (PH) je syndrom charakterizovaný chronickým 

zvýšením tlaku v plícnici (PAP), zvýšením plicního cévního odporu (PVR) nebo 

kombinací obou těchto parametrů (Weir 1984). Dále je pro PH charakteristické 

ztluštěn í plicních artérií a hypertrofie pravé komory srdeční (Abraham, Kay et al. 

1971; Hislop and Reid 1977; Rabinovitch, Gambie et al. 1979). 

PH je ve většině případů sekundárním důsledkem jiných plicních či 

kardiálních nemocí , které pak dále závažně komplikuje. Primární PH je velmi 

závažné a naštěstí vzácné onemocněn í. 

Významným podnětem pro vznik PH je chronická alveolární hypoxie. 

Nejčastější příčinou alveolární hypoxie jsou primární onemocnění plicního 

parenchymu ( např. chronická obstrukční plicní nemoc, plicní fibroza, 

bronchiektázie, TBC) (Widimsky 1976). Chronická alveolární hypoxie je typická 

pro obyvatele vysoké nadmořské výšky a je přítomna též u pacientů 

s deformitami hrudní stěny a u pacientů se syndromem spánkové apnoe. 

Chronickou hypoxií vyvolaná PH se pak označuje jako hypoxická plicní 

hypertenze. HPH vyvolaná dlouhodobým vystavením laboratorních 
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zví řat atmosféře s nízkým obsahem kyslíku je nejčastějším přístupem 

umožňuj íc ím studovat patofysiologické mechanismy vzniku tohoto onemocněn í 

(Herget and Pa leček 1975). 

1.2.1. Patogeneze HPH 

HPH se rozvíjí na podkladě vazokonstrikce (Crossno, Garat et al. 2007; 

Oka, Homma et al. 2007) a remodelace periferních plicn ích cév při chronickém 

působení hypoxie (Reid 1986). Původně se předpokládalo, že vyšší tonus 

plicních cév hraje roli hlavně v počáteční fázi expozice chronické hypoxii (na 

začátku rozvoje HPH), protože ve fázi rozvinuté HPH nelze odpor výrazněji 

snížit podáním vazodilatancií. Tuto představu recentně opravili McMurthry a 

koL, když ukázali , že inhibitory Rho- kinázového systému dramaticky sníží PVR 

u již rozvinuté HPH (Stenmark and McMurtry 2005). 

Řada údajů ukazuje, že na remodelaci cévní stěny lze pohlížet jako na 

reakci na její hypoxické poškozen í. Je to komplexní proces, charakterizovaný 

změnami pojivové matrix cévní stěny ve smyslu zmnožení jejích pojivových 

složek a proliferací mezenchymálních buněk (Reid 1986). Výsledkem těchto 

dějů jsou fibróza a muskularizace periferních plicních cév (Herget and Ježek 

1989). Obojí zužuje průsvit céva snižuje poddajnost cévní stěny a tím zvyšuje 

periferní plicní odpor. Konečným důsledkem je vzestup plicního arteriálního 

tlaku. 

Údaje o jednotlivých procesech podílejících se na vzniku HPH jsou 

nekompletní. Na základě dosavadních poznatků z našeho a z jiných pracovišť 
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se domníváme, že chronická hypoxie způsobuje 

mechanismem (obr. 1). 

HPH následujícím 

1.2.1.1. Oxidačn í poškození stěny periferních plicních cév 

Stimulem pro zahájení strukturální přestavby prealveolárních plicních cév 

je oxidační poškození jejich stěny . Za toto poškození odpovídají volné kyslíkové 

radikály (reactive oxygen species - ROS). V současné době existuje již 

dostatečné množství důkazů o tom, že expozice hypoxii je spojená s oxidačním 

stresem plicní tkáně (Block, Patel et al. 1989; Chang, Stelzner et al. 1989; 

Hoshikawa, Ono et al. 1995; Nakanishi, Tajima et al. 1995; Hoshikawa, Ono et 

al. 2001 ). ROS jsou při chronické hypoxii produkovány zejména aktivovanými 

alveolárními makrofágy (DiGregorio, Cilento et al. 1987; Shellito, Sniezek et al. 

1987). Ty se při vystavení chronické hypoxii v plicích zmnožují (Richards, Smith 

et al. 1980) a hypoxie usnadňuje jejich aktivaci a schopnost produkovat H20 2 

(Wilhelm, Sojková et al. 1996). 

Hypoxií indukované uvolnění volných radikálů a následné oxidativní 

poškození cévní stěny podle naší hypotézy stimuluje metabolismus pojivových 

proteinů matrix cévní stěny a v konečném důsledku nárůst jejich produkce a 

rovněž stimuluje proliferaci mezenchymálních buněk . Stimulací proteolýzy a 

proliferace mezenchymálních elementů Je zahájen proces vaskulární 

remodelace periferních plicních cév. 
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Význam ROS pro vznik HPH ukazují studie, v nichž inhibice produkce 

ROS redukuje rozvoj HPH (Nakanishi , Tajima et al. 1995; Lachmanova, 

Hnilickova et al. 2005). 

1.2.1.2. A) Zvýšení metabolismu vláken pojivové matrix stěny 

periferních plicních cév 

Při chronické hypoxii se pravděpodobně radikálovým tkáňovým 

poškozením aktivuje metabolismus pojivových proteinů. Celá řada autorů 

prokázala, že se při rozvoji hypoxické plicní hypertenze ve stěně periferních 

plicních cév zvyšuje metabolický obrat kolagenu (Kerr, Ruppert et al. 1987; 

Bishop, Guerreiro et al. 1990; Botney, Liptay et al. 1993). Klíčové postavení 

v metabolismu kolagenu zastávají specifické matrix-metaloproteinázy (MMP), 

přičemž výsadní pozici má intersticiální kolagenáza MMP-13. Ta je jediným 

enzymem schopným zahájit štěpení rezistentní molekuly kolagenu typu I. MMP-

13 štěpí kolagen typu I na 1/4 a 3/4 fragmenty (Knauper, López-Otin et al. 

1996). Teprve takto vzniklé štěpy kolagenu mohou být dále rozkládány řadou 

dalších již nespecifických proteáz. V periferních plicních cévách zvířat 

vystavených chronické hypoxii byla prokázána jak přímo zvýšená 

kolagenolytická aktivita (Novotna and Herget 1998; Novotna, Bibova et al. 2001; 

Novotna and Herget 2002), tak i přítomnost nízkomolekulárních štěpů této 

velikosti (Novotná and Herget 1998; Novotna, Bibova et al. 2001). Rabinovitch 

prokázala kauzální roli elastolytické aktivity při vzniku vaskulárních změn 

spojených s rozvojem hypoxické plicní hypertenze (Rabinovitch 1999). 
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Za fyziologických okolností jsou metaloproteinázy produkovány ve formě 

neaktivního proenzymu nebo jsou účinně inhibovány tkáňovými inhibitory 

(TIMP). Poškození extracelulární matrix stěn periferních plicních cév nebo 

oxidace aktivního místa metaloproteináz radikálovými produkty jsou možnými 

příčinami aktivace metaloproteináz. V pokusech in vitro bylo prokázáno, že 

takto mohou působit superoxid, peroxid vodíku , oxid dusnatý (NO) i peroxynitrit 

(produkt rychlé reakce superoxidu a NO) (Rajagopalan, Meng et al. 1996). 

Navíc peroxynitrit a zřejmě i jiné radikály jsou schopné inaktivovat tkáňové 

inhibitory metaloproteináz jejich fragmentací (Rathke-Hartlieb, Budde et al. 

2000). Podávání antioxidantů běhěm prvních dnů hypoxické expozice aktivaci 

metalloproteináz účinně brání (Maxova, Novotna et al. 2004) a zároveň 

podstatně omezuje rozvoj plicní hypertenze (Hoshikawa, Ono et al. 1995; 

Lachmanova, Hnilickova et al. 2005). Aktivace MMP zahajuje kaskádu, v níž 

akumulace štěpů kolagenu (Novotná and Herget 1998) stimuluje syntézu 

nových kolagenních molekul (Gardi, Pacini et al. 1990; Gardi, Calzoni et al. 

1994) a celkový metabolický obrat kolagenu tak roste (Bishop, Guerreiro et al. 

1990). 

Metaloproteinázy mohou být v poškozené tkáni plicních cév produkovány 

prakticky všemi mezenchymovými buňkam i . Jejich důležitým zdrojem jsou žírné 

buňky . Ty v časných fázích hypoxie proliferují a jejich množství se významně 

zvyšuje právě v okolí periferních plicních cév (Vajner, Vytasek et al. 2006). 

Klíčovou úlohu aktivace metaloproteináz v mechanismu HPH ukazuje 

naše studie, v níž farmakologická inhibice metaloproteináz zmírnila plicní 

hypertenzi u chronicky hypoxických potkanů (Herget, Novotna et al. 2003). 
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1.2.1.2. BJ Stimulace proliferace mesechymových buněk 

periferních plicních cév 

Zvýšená kolagenolytická aktivita s následnou kumulací štěpů pojivových 

bílkovin je významným stimulem proliferace mezenchymových buněk ve stěně 

periferních plicních cév (Herget, Wilhelm et al. 2000). Mezenchymové buňky 

jsou udržovány v kl idovém stavu tím , že adherují k pojivové matrix. Změna 

kvality pojivové matrix (oxidace, fragmentace) snižuje adhezi mesenchymových 

buněk. Bačáková a kol. prokázali, že zvýšená produkce ROS může působit 

oxidační změny pojivových proteinů matrix cévní stěny (Bacakova, Wilhelm et 

al. 1997). Dále prokázali , že oxidace kolagenu in vitro mění expresi adhesivních 

molekul hladkého svalu (Bacakova, Wilhelm et al. 1997). Navíc pak bylo 

prokázáno, že oxidovaný kolagen stimuluje proliferaci hladkých svalových 

buněk plicních cév více než kolagen neoxidovaný (Bacakova, Wilhelm et a!. 

1997). Oxidace pojiva následně zvyšuje jeho citlivost k proteolýze (Monboisse, 

Gardes-Albert et al. 1988). Nízkomolekulární kolagenní fragmenty mají 

proproliferační efekt. 

1.2.1.3. Fibrotizace, muskularizace, hypertrofie stěny 

periferních plicních cév 

Akumulace kolagenních fibril způsobuje fibrózu cévní stěny, která 

postihuje médii i adventicii (Bishop, Guerreiro et a!. 1990). Buňky hladkého 

svalu hypertrofuji a proliferují do oblasti prealveolárních plicních cév (Reid 
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1986). Jak již bylo zmíněno, zatímco za fyziologických podmínek jsou 

v periferních plicních cévách přítomna jen ojedinělá svalová vlákna (Hislop and 

Reid 1978), při plicní hypertenzi je jej ich médie tvořená souvislým prstencem 

hladkého svalu. Charakteristickým morfologickým obrazem HPH jsou pak 

zúžené periferní plicní cévy s výraznou a jasně definovanou médii , 

oh raničenou dvěma elastickými vrstvami, a s fibrózou adventicie. 

1.2.1.4. Důležité jsou změny v počáteční fázi expozice hypoxii 

Při rozvoji HPH probíhají rozhodující procesy pravděpodobně v počátcích 

expozice chronické hypoxii (p řib ližně v 1. týdnu) . V dalším průběhu hypoxické 

expozice již v plicním řečišti zřejmě nedocházi ke vzniku významných 

funkčních a morfologických změn , které by se zásadním způsobem podíleli na 

progresi HPH. 

U potkanů vystavených hypoxii (10% O2) se HPH rozvíjí v průběhu 

prvních dvou týdnu této expozice, poté se stabilizuje a dále již neprogreduje 

(Herget, Suggett et al. 1978). Zvýšený tlak v plicnici, hypertrofie pravého srdce i 

muskularizace prealveolárních cév byly rovněž zaregistrovány již po prvním 

týdnu hypoxické expozice (Rabinovitch , Gambie et al. 1981). Předpokládáme, 

že radikálové poškození stěny plicních cév, které je klíčovým faktorem v rozvoji 

HPH, vzniká právě v prvních hodinách a dnech působeni hypoxie. Ukázali 

jsme, že tvorba kyslíkových radikálů v plicích rychle stoupá právě na začátku 

hypoxické expozice a pak nejenom dále neroste, ale spíše klesá (Johnson, 

Hodyc et al. 2007). Wi lhelm a spol.potvrdili, že produkce peroxidu vodíku 

14 



alveolárním i makrofágy, izolovanými z plic potkanů na začátku expozice hypoxii 

(po třech dnech hypoxie), je signifikantně vyšší nejenom než produkce 

makrofágy získanými z normoxických kontrol , ale také než produkce 

alveolárními makrofágy získanými z potkanů vystavených hypoxii po tři týdny 

(Wilhelm, Sojková et al. 1996). Hypotézu o významném radikálovém působení 

na začátku rozvoje HPH podporuje i další studie naší skupiny, která prokázala, 

že podávání antioxidantu (N-acetyl-L-cysteinu) pouze v časných fázích 

hypoxické expozice zbrzdilo rozvoj plicní hypertenze podstatně více než jeho 

podávání až v pozdější stabilizované fázi HPH (Lachmanova, Hnilickova et al. 

2005). 

1. 3. Oxid dusnatý (NO) 

Jedním z radikálů, které se mohou účastnit mechanismu rozvoje HPH je 

NO. NO je znám především jako endogenní vazodilatační molekula (Furchgott 

and Zawadzki 1980). Kromě regulace cévního tonu se účastní též mnoha 

dalších důležitých fyziologických a patofyziologických procesů, zahrnujících 

např. modulaci zánětlivé odpovědi, neurotransmisi, hormonální sekreci či 

apoptózu (Furchgott and Zawadzki 1980; Ignarro, Buga et al. 1987; Palmer, 

Ferrige et al. 1987; Moncada, Palmer et al. 1991; Moncada and Higgs 1993; 

Moncada and Martin 1993; Bredt and Snyder 1994). Významnou roli hraje v 

imunitních procesech (Clancy, Amin et al. 1998). NO rovněž inhibuje adhezi a 

agregaci trombocytů, tlumí aktivitu leukocytů a má antiproliferativní účinky 

(Moncada 1994). 
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1.3.1. Biosyntéza NO 

NO vzniká oxidací aminokyseliny L- argininu za vzniku L-citrulinu 

(Furchgott and Zawadzki 1980; Palmer, Rees et al. 1988; Moncada, Palmer et 

al. 1989; Palmer and Moncada 1989; Leone, Palmer et al. 1991; Moncada, 

Palmer et al. 1991). Reakci katalyzuje enzym NO syntáza (NOS)(Palmer and 

Moncada 1989; Leone, Palmer et al. 1991; Knowles 1996; Knowles 1997; 

Stuehr 1997). V současnosti jsou detailně charakterizovány tři izoformy NO 

syntázy: neuronální (nNOS), inducibilní (iNOS) a endoteliální (eNOS). 

V literatuře se můžeme setkat i s jinou klasifikací (NOS I, NOS II , NOS III). 

V této práci používáme rozlišení pomocí písmen. 

Podstatně méně jasnou oblastí jsou NOS izoformy v mitochondriích 

(Ghafourifar and Richter 1997; Giulivi, Poderoso et al. 1998). Z hlediska této 

práce však nejsou podstatné. 

Třebaže konstitutivně exprimované izoformy (nNOS, eNOS) byly poprvé 

popsány v neuronech a endoteliích, jsou přítomny i v mnoha jiných buněčných 

typech (Moncada and Higgs 1993). Jejich aktivita je regulována hladinou 

vápníku a kalmodulinu (Knowles and Moncada 1994; Nathan and Xie 1994). 

V bazálních podmínkách nNOS a eNOS uvolňují relativně malé množství NO 

v odpovědi na podněty různých agonistů, jakými jsou např. acetylcholin 

v cévním endotelu, glutamát v mozkové tkáni nebo kolagén aktivující 

trombocyty. NO produkovaný těmito subtypy NOS plní roli signální molekuly. 

Inducibilní izoforma (iNOS) je kalcium a kalmodulin-independentní. 

Je exprimována makrofágy a jinými buňkami (např. chondrocyty, neutrofily, 

hepatocyty a hladkými svalovými buňkami) (Gaston, Orazen et al. 1994) po 
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stimulaci zánětl ivými cytokiny (IL-1 , TNF, IFN-y) a lipopolysacharidem 

bakteriální stěny (LPS, endotoxin). V tomto případě inducibilní enzym vytváří 

signigikantně větší množství NO než produkují konstitutivní izoformy. Takto 

produkovaný NO působí jako cytotoxická molekula v boji proti invadujícím 

mikroorganismům a nádorovým buňkám (Hickey, Sharkey et al. 1997; Clancy, 

Amin et al. 1998). LPS výrazně zvyšuje expresi iNOS v plicní tkání (Knowles, 

Merrett et al. 1990; Kleschyov, Muller et al. 1998). iNOS mRNA byla 

detekována in vivo v plicích po podání LPS (Griffiths, Liu et al. 1995). Indukce 

iNOS mRNA a nárůst produkce NO byly rovněž pozorovány in vitro po stimulaci 

cytokiny a LPS a to jak v endoteliích (Geiger, Stone et al. 1997), tak 

v hladkých svalových buňkách a. pulmonalis (Nakayama, Geller et al. 1992). 

1.3.2. Reakce NO s radikály 

NO je nestabilní radikál s jedním nepárovým elektronem. 

Z patofyziologického hlediska je významná extrémně rychlá reakce NO se 

superoxidem (02
- -), při které vzniká toxický peroxynitrit (OONO-) (Butler, Flitney 

et al. 1995; Vinten-Johansen 2000). Toxicita peroxinytritu spočívá v oxidaci SH­

skupin bílkovin, atomů železa a síry v biologických molekulách a v peroxidaci 

lipidů . Může rovněž indukovat poškození DNA a apoptózu (Patel, McAndrew et 

al. 1999). 
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1.3.3. Produkce NO v plicní cirkulaci a jeho úloha v regulaci tonu 

plicních cév 

V cévách velkého oběhu je NO trvale produkován a významně se podílí 

na udržování klidového tonu (Rees, Palmer et al. 1989; Gardiner, Compton et 

a!. 1990) Ton icky významná syntéza NO ve zdravé plicní cirkulaci však 

přítomná není. Malé prekapilární plicní tepny a tepénky jsou jedinými cévami 

schopnými podstatnější vazokonstrikce. Jsou označovány též jako cévy 

odporové a jsou rozhodující pro regulaci plicní hemodynamiky. NO syntáza a 

její mRNA v nich lokalizovány nebyly (Xue, Rengasamy et al. 1994; Kawai, 

Bloch et a!. 1995; Shaul, North et a!. 1995; Le Cras, Xue et a!. 1996; Xue and 

Johns 1996; Carville, Adnot et a!. 1997; Tyler, Muramatsu et a!. 1999). Při 

měření produkce NO a jeho oxidačních produktů (NO je v přítomnost i kyslíku 

velmi rychle oxidován) v perfuzátu izolovaných plic zdravého potkana nebyly 

detekovány koncentrace, které by bylo možné měřit byť pomocí velmi citlivé 

chemiluninescenční metody (Isaacson, Hampl et al. 1994). Inhibice syntézy NO 

v preparátech izolovaných plic neměla vliv na bazální cévní tonus (Archer, 

Tolins et a!. 1989; Hasunuma, Yamaguchi et al. 1991). Při studiích prováděných 

in vivo vyvolala inhibice tvorby NO u laboratorních zvířat zvýšení systémového 

tlaku a zároveň pokles srdečního výdeje, ale neměla vliv na velikost tlaku 

v plicnici (Isaacson, Hampl et a!. 1994). Rovněž dlouhodobá inhibice syntézy 

NO potvrdila, že v plicní cirkulaci neexistuje funkčně významná bazální syntéza 

NO. Chronické podávání inhibitorů NOS působí vznik systémové hypertenze, 

tlak v plicnici se ale chronickou inhibicí NOS nezvyšuje (Hampl, Archer et al. 

1993). Ve zdravém plicním řečišti je tedy klidová produkce NO minimální a 
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nepřispívá k udržování plicního cévního tonu na nízké hod notě. Situace se však 

mění při akutně vzniklé hypoxii , kdy produkce NO v plicním řečišti významně 

stoupá. Hypoxie stimuluje expresi NOS v plicích potkanů (Gess, Schricker et a/. 

1997). V kultuře hovězích endoteliálních plicních buněk byl prokázán nárůst 

produkce NO i jeho oxidačních produktů při akutně vyvolané hypoxii. Inhibice 

NO syntázy v preparátu izolovaných plic potencovala vasokonstrikční odpověď 

vyvolanou akutní hypoxií (Archer, Tolins et a/. 1989; Persson , Gustafsson et al. 

1990; Robertson, Warren et al. 1990; Ogata, Ohe et al. 1992; Sprague, 

Thiemermann et al. 1992; Barer, Emery et al. 1993; McCormack and Paterson 

1993; Oka, Hasunuma et a/. 1993; Zhao, Crawley et a/. 1993; Dumas, Dumas 

et al. 1994; Leeman, De Beryl et al. 1994; Persson, Kalzén et al. 1994). Protože 

inhibice NO za normoxických podmínek neměnila bazální tonus, je zesílení 

hypoxické presorické odpovědi při inhibici NO vysvětleno tím , že se NO při 

akutní hypoxii uvolňuje ve větš í míře . Potenciace hypoxické plicní 

vasokonstrikce použitím inhibitorů NOS byla popsána též u lidí - pro přehled viz 

(Hampl and Herget 2000). Syntéza NO je v plicních cévách při akutní hypoxii 

zvýšená a NO zřejmě svým protektivním vazod i l atačním účinkem brání 

nadměrnému vzestupu tlaku krve a tím i mechanickému poškození cévní stěny. 

1.3.4. Úloha NO při vzniku HPH 

Role NO při vzniku plicních vaskulárních změn spojených s plicní 

hypertenzí byla i ntenzivně studována v experimentech na zvířatech 

vystavených chronické hypoxii. Stále však existují rozdílné názory na to, zda 
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produkce NO v průběhu chronické hypoxie narůstá nebo klesá a do jaké míry 

změna produkce NO ovlivní cévní remodelaci a vazokonstrikci při rozvoji 

hypoxické plicní hypertenze. 

Starší studie naznačovaly, že pokles endoteliální syntézy vazodilatačně a 

antiproliferačně působícího NO by mohl být jedním z mechanismů, který 

vyvolává zvýšení plicního cévního odporu v průběhu rozvoje HPH (Rodman, 

Yamaguchi et al. 1990; Adnot, Raffestin et al. 1991; Dinh-Xuan, Higenbottam et 

al. 1991 ; Carville, Raffestin et al. 1993; Maruyama and Maruyama 1994). 

Snížená dostupnost NO p ři chronické hypoxii by mohla působit zvýšení plicního 

cévního tonu a k facíl itaci remodelace cévní stěny a tím k rozvoji HPH. 

Redukce endoteliální produkce NO byla pozorována u dětí s vrozenými 

srdečními vadami (Celermajer, Sorensen et al. 1993) a u dospělých s primární 

PH (Riley, Porszasz et a/. 1997). Na druhé straně Xue a kol. a další prokázali, 

že chronická hypoxie indukuje expresi NOS v hladkých svalových buňkách 

plicních artérií potkanů de novo a zároveň zde také zvyšuje aktivitu NOS (Xue, 

Rengasamy et al. 1994; Shaul, North et al. 1995; Le Cras, Xue et al. 1996; Xue 

and Johns 1996; Carville, Adnot et al. 1997; Frank, Horstman et al. 1998; 

Resta , Chicoine et al. 1999; Tyler, Muramatsu et al. 1999). NO produkovaný při 

chronické hypoxii ve vyšší míře tak může působit proti nadměrnému zvýšení 

odporu v plicních cévách. Tuto možnost podpořily i další studie, které prokázaly, 

že blokáda NO syntézy pomocí NOS inhibitorů zvyšuje perfúzní tlak v plicích 

izolovaných z chronicky hypoxických zvířat mnohem více než v plicích 

normoxických kontrol (Barer, Emery et al. 1993; Isaacson, Hampl et al. 1994) . 

NO též může částečně tlumit rozvoj plicní hypertenze díky své antiproliferační 

aktivitě. Inhibicí proliferace hladkých svalových buněk a fibroblastů může NO 
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příznivě ovlivnit přestavbu cévní stěny . Avšak neméně důležitý je fakt, že NO je 

také velmi aktivní radikál (Freeman 1994) . Expozice účinkům NO po delší dobu 

vyvolá poškození plicní tkáně, které má všechny rysy oxidačního poškození 

(Clutton-Brock 1967; Quinn and Vallance 1993; Anggard 1994). Mimoto 

nestabilní molekula NO rychle reaguje s ROS- zejména se superoxidem (viz 

výše) za vzniku reaktivního peroxynitritu (Rubbo, Radi et al. 1994). Peroxynitrit 

je velmi silný oxidant s krátkým poločasem (Beckman, Beckman et al. 1990). 

Obvykle používaným indikátorem peroxynitritového poškození tkání je 3-

nitrotyrosin. V séru hypoxických zvířat je koncentrace 3-nitrotyrosinu 

v porovnání se zví řaty normoxickými signifikantně vyšší (Herget, Wilhelm et al. 

2000) . Zvýšená koncentrace NO a zároveň ROS v průběhu HPH může 

podmínit tvorbu větš ího množství peroxynitritu a jeho metabolitů a tím 

indukovat poškození stěny plicních cév (Haddad, Pataki et al. 1994; Beckman 

and Koppenol 1996). Z toho vyplývá, že zvýšení syntézy NO při chronické 

hypoxii může mít dva protikladné účinky . Na jedné straně působí NO 

vazoditataci a brání poškození tenkého alveolokapilárního rozhraní. Zároveň 

snižuje proliferaci mesenchymových buněk v cévní stěně a tím zřejmě omezuje 

cévní remodelaci, čímž brzdí rozvoj plicní hypertenze. Na druhé straně může 

NO v počáteční fázi vystavení hypoxii naopak sám přispívat k radikálovému 

poškozeni plicní tkáně a tím ke vzniku plicní hypertenze (Hampl and Herget 

2000). 

V naší studii jsme proto vycházeli z předpokladu, že pokud' NO díky své 

radikálové povaze přisp ívá k poškození stěny periferních plicních céva podílí 

se tím na rozvoji HPH, děje se tak především na začátku expozice hypoxii 

Očekávali jsme tedy nárůst syntézy NO v plicích v průběhu prvních dní 
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expozice hypoxii a tudíž nárůst koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu . 

Zároveň jsme předpokládali, že inhibicí syntézy NO v tomto období (1 . týden 

chronické hypoxie) můžeme zredukovat PH, zatímco inhibicí NO syntézy 

v pozdějším období expozice chronické hypoxii (3. týden chronické hypoxie) 

bychom již PH neměli ovlivnit. 

1.3.5. Úloha iNOS v patogenezi HPH 

Původně se změny produkce NO v plicních cévách přisuzovaly změně 

exprese či aktivity eNOS. Carville a kol. však poskytli důkazy o tom, že ve 

zvýšené míře produkovaný NO v izolovaných plicních artériích potkanů 

vystavených dlouhodobé hypoxii nepochází z endotelu (Carville, Adnot et al. 

1997). To naznačuje , že při chronické hypoxii by mohl být NO v plicních tvořen 

jiným subtypem NOS. Ačkoliv se za fyziologických podmínek iNOS v plicních 

cévách nenachází, při chronické hypoxii zde byla její přítomnost opakovaně 

prokázána (Xue and Johns 1996; Resta, O'Donaughy et al. 1999). 

Předpokládali jsme proto, že při chronické hypoxické plicní hypertenzi může být 

dalším významným zdrojem NO právě iNOS. 

Jelikož je iNOS zvýšeně exprimována při tkáňovém poškození (Darley­

Usmar, Wiseman et al. 1995), předpokládali jsme, že NO je na začátku 

expozice chronické hypoxii zvýšeně produkovaný právě díky zvýšené aktivitě 

iNOS. Očekávali jsme proto, že imunohistochemické vyšetření prokáže expresi 

iNOS v plicních cévách potkanů vystavených chronické hypoxii na začátku této 

expozice. Jestliže je NO podílející se na rozvoji HPH generovaný v časných 
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fázích CH převážně iNOS izoformou, potom inhibicí syntézy NO pomocí 

selektivního inhibitoru iNOS izoformy - L-N6-(1-iminoethyl)lysine (L-NIL) 

podávaného v tomto období zredukujeme PAP chronicky hypoxických zvířat 

stejně účinně jako pomocí neselektivního inhibitoru všech izoforem NOS - NG
_ 

nitro - L - arginine methyl ester (L-NAME) podáváného rovněž v té době. 

Testování této hypotézy bylo dalším z cílů této práce. 

1.4. Žírné buňky a jejich úloha při rozvoji HPH 

Žírné buňky (heparinocyty, mastocyty) jsou distribuované téměř ve 

všech tkáních a orgánech. Soustřeďují se převážně v místech, která jsou 

v kontaktu se zevním prostředím tj . v podkožních a podslizničních oblastech. 

Sem přicházejí jako nediferencované progenitorové bu ňky, které zde proliferují 

a vlivem mikroprostřed í se diferencují v jednotlivé subtypy. Jejich 

cytoplazmatická (sekreční) granula obsahují mediátory s různými účinky: 

biogenní aminy, proteoglykany, proangiogennní faktory, proteolytické enzymy a 

další. Žírné buňky se tak podílejí na řadě fyziologických a patofyziologických 

procesů. Jsou též buňkami, které perivaskulárně spouštějí zánětovou odpověď. 

Poznatky posledních let ukazují, že žirné buňky zasahují do dějů , jejichž 

společným rysem jsou změny pojivové tkáně: remodelace cévní stěny 

provázející vznik aterosklerózy (Kelley, Chi et al. 2000) a angiogeneze. 
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Akumulace žírných buněk ve stěně plicních cév a v jejich okolí při 

chronické hypoxii byla popsána již před čtyřiceti lety (Kay, Waymire et al. 1974; 

Tucker, McMurtry et al. 1977). O něco později vznikly i studie, které ukázali, že 

u chronicky hypoxických zvířat inhibice degranulace žírných buněk do jisté míry 

redukuje rozvoj HPH (Kay, Suyama et al. 1981). V této době byly žírné buňky 

dávány do souvislosti s rozvojem HPH především kvůli jejich schopnosti 

uvolňovat serotonin. Předpokládalo se totiž, že jednou z možných příčin vzniku 

plicní hypertenze je vazokonstrikce plicních cév vyvolaná serotoninem 

uvolněným z žírných buněk. 

Třebaže serotonin (5-hydroxytryptamin, 5-HT) obvykle působí u řady 

živočisnich druhů plicní vazokonstrikci (Voelkel 1997), u lidí je jeho 

vazokonstrikční vliv na plicní cévy podstatně slabší (Widimsky 1975) . Je tedy 

zřejmé , že i pokud se tento mechanismus u lidí uplatní, není úplným 

vysvětlenim vlivu serotoninu na změny vzniklé v plicní cirkulaci při rozvoji HPH. 

Charakteristickou známkou PH je proliferace buněk hladkého svalu ve stěně 

plicních cév. Jak je dnes známo, serotonin a jeho transportní molekula (5-HTT), 

hrají důležitou roli ve stimulaci proliferace hladkých svalových buněk plicních 

cév a to nejenom u experimentálního modelu PH, ale též u lidí s primární i 

sekundární PH (Eddahibi, Fabre et al. 1999; Marcos, Fadel et a!. 2004). Tento 

mechanismus by se mohl uplatnit v patogenezi HPH avšak není ještě zcela 

přesně objasněn . 

Dnes se o účasti žírných buněk v mechanizmu rozvoje HPH uvažuje 

především díky jejich kolagenolytickému potenciálu. V hypoxické tkání, jak již 

24 



bylo zmíněno výše (kap. 1.2.1 .2.A), jsou žírné buňky důležitým zdrojem 

kolagenolytických metaloproteináz (Tozzi, Thakker-Varia et al. 1998). 

Vzestup kolagenolytické aktivity na začátku chronické hypoxie má 

kauzální roli v rozvoji HPH (Bacakova, Wilhelm et al. 1997; Novotná and Herget 

1998). Podávání specifického inhibitoru kolagenolytických metaloproteináz 

(MMP) současně s vystavením chronické hypoxii totiž značně omezuje rozvoj 

plicní hypertenze (Herget, Novotna et al. 2003). 

Maxová a kol. prokázali , že v žírných buňkách, izolovaných z plic 

laboratorního potkana a následně vystavených hypoxii, je celková aktivita 

kolagenolytických enzymů zvýšená a jejich sekreční granula jsou naplněna 

intersticiální kolagenázou MMP-13 (Maxova, Novotná et al. 2002). Intersticiální 

kolagenáza MMP-13, která zahajuje degradaci kolagenu, podmiňuje vznik 

typických nízkomolekulárních štěpů kolagenů (1/4 a 3/4 fragment) (viz kap. 

1.2.1 .2 A). Množství kolagenních štěpů této velikosti je v extraktu periferních 

plicních artérií větší na počátku hypoxické expozice (Novotna, Bibova et al. 

2001). Toto zjištění svědčí pro působení intersticiální kolagenázy MMP-13 

(Novotna and Herget 1998; Novotna and Herget 1998) specificky právě na 

začátku rozvoje HPH a tudíž i pro roli jejiho zdroje - žírných buněk v tomto 

procesu . 

Vajner a kol. navíc ještě přímo prokázali , že žírné buňky se zvýšenou 

expresí MMP-13 se koncentrují na začátku expozice chronické hypoxii v těsné 

blízkosti periferních plicních cév (Vajner, Vytasek et al. 2006). 

Tato skutečnost podporuje naší hypotézu, podle které pl icní 

perivaskulární žírné buňky přispívají k vaskulární remodelaci při rozvoji HPH 

tím, že v prvních dnech chron ické hypoxie uvolňují kolagenolytické enzymy. 
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Předpokládali jsme proto, že pokud zabráníme degranulaci žírných 

buněk na začátku expozice chronické hypoxii , zamezíme tím uvolnění jejich 

proteolytických enzymů včetně MMP - 13. Tímto mechanismem by mělo být 

zabráněno štěpení kolagenu v periferních plicních cévách. Nízkomolekulární 

štěpy kolagenu jsou, jak bylo zmíněno výše, jedním z možných stimulů 

remodelace cévní stěny. 
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2. CílE POKUSŮ 

V první části naší práce jsme se zabývali roli NO v mechanismu rozvoje 

HPH. Zároveň bylo našim cílem najít zdroj NO syntézy v plicích při chronické 

hypoxii. 

Na začátku rozvoje HPH je klíčovým momentem poškození stěny 

plicních cév následkem zvýšené tvorby ROS (Kinnula, Crapo et al. 1995). 

NO, jehož tvorba je během hypoxie rovněž zvýšená, velmi snadno reaguje 

s ROS za vzniku dalších cytotoxických derivátů (např. peroxynitrit) (Rubbo, 

Radi et al. 1994). Je proto možné, že NO zvýšeně produkovaný v prvních 

dnech hypoxické expozice, přispívá k oxidačnímu stresu plicní tkáně a podílí se 

tak na radikálovém poškození stěny plicních cév. 

Při tkáňovém poškození je zvýšeně exprimována iNOS izoforma 

NO - syntázy (Darley-Usmar, Wiseman et al. 1995). Předpokládáme proto, že 

NO je při chronické hypoxii zvýšeně generovaný právě tímto subtypem NOS. 

Dosavadní výsledky experimentů naší skupiny naznačily, že kritickým obdobím 

pro rozvoj plicní hypertenze jsou první dny hypoxické expozice. 

Důležité je proto, zda syntéza NO narůstá právě v této fázi hypoxické 

expozice. 

Dlouhou dobu byly pro chronickou inhibici NO syntézy používány 

neselektivní inhibítory NOS : Nomega-nitro-L-arginin metylester (L-NAME) 

nebo NG -monometyl-L-arginin (L-NMMA) (Rees, Palmer et al. 1990; Hampl, 

Archer et al. 1993; Moncada 1994). Metodologicky to bylo velmi výhodné, 

protože tyto inhibitory moh li být zvířatům dlouhodobě podávány ve vodě 

k napájení. Na začátku devadesátých let byl objeven selektivní inhibitor iNOS 
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izoformy- L-N6-(1-iminoethyl) lysin (L-N IL) (Moore, Webber et al. 1994). L-NIL 

byl použit v experimentech in vitro a u anestezovaných zvířat. Nebyla však 

k dispozici data týkající se selektivn í a účinné dávky L-NIL pro dlouhodobé 

perorální podávání. Jedním z cílů naší studie bylo zj istit zda se iNOS podílí na 

rozvoji HPH. To znamenalo zkoumat následky dlouhodobé inhibice iNOS 

pomocí jejího selektivního inhibitoru. Protože, jak jsme již uvedli, nebyla dosud 

stanovená selektivní a efektivní dávka tohoto inhibítoru pro jeho dlouhodobé 

perorální používání, bylo naší snahou v první řadě stanovit tuto dávku. 

C ILE PRVNI ČASTl PRÁCE: 

1. stanovit efektivní a selektivní dávku L- NIL pro jeho dlouhodobé podávání 

2. zjistit zda se NO zvýšeně produkovaný při hypoxii podílí na rozvoji HPH 

3. zjistit zda zdrojem NO při rozvoji HPH je iNOS 

4. monitorovat změny tvorby NO v průběhu expozice chronické hypoxii 

5. monitorovat změny tvorby metabolitů ROS a NO tj. nitrotirosinu (derivátu 

peroxynitritu) v průběhu expozice chronické hypoxii 

V druhé části naší práce jsme se zaměřili na roli žírných buněk 

v mechanismu HPH. 

Účast žirných buněk na remodelaci periferních plicních cév (Ri ley, 

Thakker-Varia et al. 2000; Novotna and Herget 2002) při vzniku HPH byla 

zvažována na základě údajů, které prokázali jejich podíl na vzniku vaskulárních 

změn při rozvoji aterosklerózy. Dalším faktem, který podpořil tuto hypotézu bylo 
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zjištění , že v prvních dnech expozice chronické hypoxii je zvýšená 

kolagenolytické aktivita (Novotná, Herget et aJ. 1999). Je známo, že důležitým 

zdrojem kolagenolytických enzymů jsou jsou žírné buňky (Tozzi, Thakker-Varia 

et al. 1998). 

C ílE DRUHÉ ČASTl PRÁCE: 

1. zjistit zda se žírné buňky podílej í na remodelaci periferních plicních cév při 

rozvoji HPH 

2. zjistit zda zablokování degranulace žírných buněk v časné fázi hypoxické 

expozice ovlivní velikost PH více než na konci hypoxické expozice, kdy je 

PH již rozvinutá 
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3. METODIKY 

V této kapitole jsou nejprve obecně popsány použité experimentální 

techniky, anestézie a pod. Poté následuje kapitola, která se zabývá detailním 

uspořádáním jednotlivých pokusů . 

3.1. Laboratorní zvířata 

Pokusy byly prováděny na dospělých samcích potkana (Ra/us norvegicus) 

laboratorního kmene Wistar z konvenčního chovu (Anlab). Hmotnost zvířat se 

pohybovala v rozmezí od 250 9 do 450 g. Během pokusů byla zvířata 

ošetřována běžným způsobem v místním zvěřinci. Počty zvířat v nádrži se říd i ly 

vyhláškou č . 207/200 Sb., o ochraně , chovu a využití pokusných zvířat. Ke 

krmení zvířat byly použity standartní peletové diety (Dieta pro myši a potkany 

v SPF chovech, Mlýn Kocanda- výroba krmných směsí, Jesenice u Prahy) a 

pitná voda ad libitum. 

3.2. Anestézie 

V pokusech byly operace a měření prováděny v celkové anestézii s použitím 

Thiopentalu 1 % (Thiopentalum natricum) aplikovaného intraperitoneálně 

v dávce 40mg/kg tělesné hmotnosti, Rometaru 2% (Xylazinum 

hydrochloridum) aplikovaného intramuskulárně v dávce 16mg/kg a Narkamonu 

(Ketamini hydrochloridum) intraperitoneálně v dávce 100mg/kg. Úroveň 

anestézie byla kontrolována reakcí na bolestivý podnět a sledováním 

pravidelnosti dýchání. 
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3.3. Indukce a hodnocení vzniku hypoxické plicní hypertenze 

Pro vyvolání hypoxické plicní hypertenze byla zvířata vystavená chronické 

hypoxií v izobarické hypoxické komoře Fi02 ;:;;; 0,1 (kap. 3.4.1) . Přítomnost HPH 

byla hodnocená katetrizačním vyšetřením krevního tlaku v plícnici (PAP) (kap. 

3.4.3.1) bez otevření hrudní dutiny, váhou srdečních oddílů a kvantitativn ím 

morfologickým vyšetřením plicních cév (kap. 3.5.2 ). 

3.4. Použité techniky 

3.4.1. Izobarická hypoxická komora 

V experimentech uvedených v této práci byla k vytvoření modelu plicní 

hypertenze použitá izobarická hypoxická komora (Herget and Palecek 1985). 

Jedná se o uzavřený systém, ve kterém vzduch cirkuluje průtokem 6-8 Umin 

okruhem, který slouží k odstraňovan í vlhkosti, CO2 a tepla vytvořených 

metabolickou či nností zvířat. CO2 je absorbován v nasyceném roztoku 

hydroxidu draselného (KOH) a pevným CO2 absorbentem tzv . "nátronovým 

vápnem" (pevná směs NaOH a Ca20H). Tento absorbent navíc změnou barvy 

granulí signalizuje převýšení kapacity obou absorbérů. Součástí okruhu je také 

chladící jednotka, která slouží ke kondenzaci vodních par a k odvádění 

přebytečného tepla. Obsah kyslíku v hypoxické komoře průběžně snímá 

Clarkovo elektroda, jež p ři poklesu koncentrace kyslíku pod libovolně 

nastavitelnou mez samočinně zapne čerpadla, která dočerpávají do komory 

vzduch. Tím je obsah kyslíku v hypoxické komoře udržován na požadované 

úrovni. Pojistným prvkem bránícím vzniku přetlaku je přetlakový vodní ventil. 

Ventil tvoří trubice, která je vyvedená z komory do nádoby naplněné vodou cca 
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1 cm pod vodní hladinu. Koncentrace CO2 v komoře je pravidelně (á 10 min.) 

měřena a registrována. Navíc je zde již zmíněný barevný indikátor ("nátronové 

vápno"). Zařízení nevyžaduje trvalý dohled ani mimořádná bezpečnostní 

opatření . 

S minimálními nároky na údržbu (výměna KOH, nátronového vápna, péče o 

zvířata) může být v provozu po dobu několika týdnů. Izobarická hypoxická 

komora umožňuje vystavit libovolnému stupni hypoxie na jakoukoliv dobu 

současně až 30 potkanů . Ve všech experimentech byla expozice hypoxii 

přerušená na dobu 30 min., a to každý 2.-3. den expozice, pro nutný úklid 

akvári í a krmení zvířat. 

3.4.2 Měření NO ve vydechovaném vzduchu 

Koncentraci NO ve vydechovaném vzduchu jsme měřili pomocí 

chemoluminiscenčního analyzátoru (CLD 77 AM chemiluminescence analyzer, 

EcoPhysis, Duernten , Switerland). 

Na základě měřeni koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu jsme stanovili : 

a) efektivní dávku selektivního inhibitoru iNOS - L-NIL pro jeho chronické 

perorálni podáváni 

b) produkci NO v průběhu expozice chronické hypoxii a zároveň účinnost 

inhibice NO syntézy při této expozici 
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a) stanovení efektivní dávky L-NIL pro dlouhodobé perorální podávání 

(kap. 4.1.1) 

Při tomto měření byla zvířata uvedená do celkové anestesie (ketamin + xylazin), 

poté jim byla provedená tracheotomie a zavedená tracheostomická kanyla. 

K tracheostomické kanyle byl připojený rezervoár vyrobený z kondomu, do 

kterého byl zachycován vydechovaný vzduch. Rezervoár byl připojený 

k tracheostomické kanyle pomocí třicestného ventilu , který umožňoval 

akumulaci vydechovaného vzduchu v rezervoáru a zároveň bránil míchání 

vdechováného a vydechovaného vzduchu . Zvířata vydechovala vzduch do 

rezervoáru po dobu 2 minut. 

b) stanovení produkce NO při chronické hypoxii a inhibice syntézy NO 

při chronické hypoxii (kap.4.1.2, kap.4.1.3, kap. 4.1.4) 

Toto měření se provádělo opakovaně v průběhu hypoxické expozice a bylo 

prováděno u bdělých zvířat. Každé zvíře bylo pro tento účel umístěné do 

vzduchotěsné nádoby (2, 1 L). Nádoby byly před umístěním zvířat propláchnuty 

a naplněny vzduchem z tlakové nádoby s jasně definovanou směsí plynů , bez 

obsahu NO. Proto vzduch v nádobě před umístěním zvířat NO bezpečně 

neobsahoval. Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu byla měřená po 15-

ti minutové akumulaci vydechovaného vzduchu v nádobě. 
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3.4.3. Hemodynamická měření 

Při měření hemodynamických parametrů byla zvířata uvedena do celkové 

anestesie (thiopental) . Měřili jsme tlak va. pulmonalis (PAP), srdeční výdej 

(CO) a systémový střední arteriální tlak (SAP). 

3.4.3.1. Katetrizace plícnice 

Tlak v a. pulmonal is byl měřen pomocí tvarovaného termoplastického 

polyethylenového katétru (vnějš í p růměr 1.1 mm, vnitřní průměr 0,75 mm). 

Katétr byl do plicní artérie zaváden cestou vypreparované v. jugularis interna 

při zavřeném hrudníku u spontánně ventilujících zvířat (Herget and Palecek 

1972; Hampl and Herget 1990). Nejprve byla cestou vena jugularis interna a 

vena cava superior do pravé srdečn í komory zavedena vodící kanyla (vnitřní 

průměr vodící kanyly je 1.2 mm). Když byla špička vodící kanyly v pravé srdeční 

komoře , byl z ní vysunut polyethylenový katetr. Jeho konec byl předem teplem 

tvarován tak, aby se ihned po vysunutí z kanyly začal otáčet nazpět do 

výtokové části komory. Jemnou manipulací byl pak katétr zaveden do plícnice. 

Když byl katrétr bezpečně umístěn v hluboko v plicnici, vodící kanyla byla 

odstraněná. Katétr naplněný roztokem heparinu byl připojen k tlakovému 

snímači. Jeho výstup jsme sledovali na monitoru. Informaci o lokalizaci katétru 

poskytuje tvar křivky na monitoru obdobně jako při zavádění Swan-Ganzova 

katetru, užívaného k monitoraci hemodynamických parametrů v humánní 

medicíně. 
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3.4.3.2. Měření minutového srdečního výdeje 

Měření srdečn ího minutového výdeje jsme prováděli při otevřen í hrudníku a 

umělé plicní ventilaci . Poté, co jsme získal i validní hodnoty PAP, byla zvířatům 

provedená tracheotomie, jíž byla zavedená tracheostomická kanyla . Cestou 

tracheostomické kanyly byla zvířata venti lována pomocí ventilátoru 

normoxickou směsí plynů, frekvencí 60 dechů/ min. , (pozitivní tlak na začátku 

vdechu 10 cm H20 , tlak na konci výdechu O cm H20). 

Srdeční výdej byl stanoven na základě měření průtoku krve ascendentní aortou 

pomocí ultrazvukového průtokoměru (2,5mm SS-series s J reflektorem + T 

106 flowmetr, Transonic System, Ithaca, NY, USA). Z tohoto důvodu jsme 

provedli sternotomii. Krevní ztráta při tomto výkonu byla minimální. Hodnota CO 

vztažená k tělesné hmotnosti je srdeční index (CI) . 

Hodnoty získané touto metodou jsou nižší (díky anestézii a thorakomii) než 

skutečné hodnoty měřené in vivo při intaktním hrudníku. Srovnání mezi 

jednotlivými skupinami bylo možné díky tomu, že touto chybou byly 

systematicky ovlivněné všechny skupiny. 

3.4.3.3. Měření systémového středního arteriálního tlaku 

Systémový střední arteriální tlak byl měřen přímou metodou pomocí 

polyethylenové kanyly zavedené do a. carotis interna. Katétr byl připojen 

k tlakovému snímači a monitoru. Toto měření bylo provedeno u zvířat v celkové 

anestezii. Pouze v experimentu , kdy jsme stanovovali selektivní dávku L-NIL 

(kapitola 4.1.1), byl SAP měřen neinvazivní metodou na ocasní tepně potkanů 

(Heller and Hellerova 1998) u bdělých zvířat. 
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3.5. Kvantitativní morfologická vyšetření 

3.5.1. Analýza váhy jednotlivých srdečních oddíl ů 

Jedním z parametru reflektujících chronickou hypoxii indukovanou plicní 

hypertenzi je hypertrofie pravé srdeční komory. Po provedení všech 

plánovaných měření, byla srdce vyjmutá z hrudníku. Levé srdeční komory se 

septem (LV+S) byly odděleny od pravých komor (RV) a tyto oddíly byli zváženy. 

Poměrem váhy (RV/LV+S) lze vyjád ř i t míru hypertrofie pravé komory při plicní 

hypertenzi (Fulton 1952). 

3.5.2. Histologické vyšetření 

Muskularizaci plicních arteriol během chronické hypoxie lze hodnotit počítaním 

podílů muskularizovaných periferních arteriol k celkovému počtu tenkých cév 

(Herget and Palecek 1978). K histologickému vyšetření jsme plíce připravoval i 

fixací v 10% roztoku neutrálního formolu . Plíce jsme tímto roztokem pln ili 

tracheou pod hydrostatickým tlakem 12 cm vodního sloupce. Ve stejném 

roztoku pak zůstali uloženy na několik dní k další fixaci. Po zalití do parafinu 

byly připraveny frontální řezy v úrovní hilu. Ty byly barveny hematoxylinem­

eozinem. Na barvení elastických vláken byl použit modrý trichróm. Z každého 

zvířete byl vyšetřen vždy celý řez plící při zvětšení 25 x 16 (přibližně 160 polí). 

V připravených řezech jsme hodnotili všechny cévy, které měly průměr menší 

než 50 Ilm. Jako muskularizované jsme označili ty cévy, které měli dvojitou 

elastickou vrstvu na více než polovině svého obvodu. Poměr jej ich počtu 

k celkovému počtu distenzních plicních cév vyjádřuje míru muskularizace 

periferního plicního řečiště (Herget, Suggett et al. 1978). 
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3.6. Statistické zpracování výsledků 

Pro statistické zpracován í výsledků byly podle počtu srovnávaných skupin 

použity testy : nepárový t-test nebo ANOVA následovaná Fischerovým post 

hoc testem. Pracovali jsme s programem Stat View, verze 5.0.1 (SAS 

Institute, Cary , Ne). Hladina významnosti p < 0.05 byla považována za 

signifikantní. Výsledky jsou uváděny jako průměrné hodnoty ± SEM. Počty 

měření pro danou veličinu jsou uvedeny v tabulkách a na obrázcích. 

37 



4. PROTOKOLY JEDNOTLIVÝCH POKUSŮ A VÝSLEDKY 

4. 1. INDUKCE INOS INICIUJE ROZVOJ HPH (PŘílOHA A) 

4.1.1 . Stanovení dávky L-NIL pro dlouhodobé perorální podávání 

PROTOKOL POKUSU: 

Pro určení role iNOS při tkáňovém poškození bylo nutno stanovit efektivní a 

selektivní dávku iNOS inhibitoru - L-NIL pro chronické perorální podávání. 

POROVNAvALI JSME 4 SKUPINY ZVíŘAT: 

Skupina L-NIL 3 mg/l dostávala L-NIL v dávce 3 mg/l, (n= 7). 

Skupina L-NIL 8mg/l dostávala L-NIL v dávce 8 mg/l, (n=7). 

Skupina kontrolní dostávala čistou vod u, (n=8). 

Pro porovnání jsme použili dobře popsaný a dlouhodobě používáný neselektivní 

inhibitor NOS - L-NAME ve standartně používané dávce, proto 

Skupina L-NAME dostávala L-NAME v dávce 500 mg/I, (n=7) . 

L-NIL a L-NAME jsme potkanům podávali rozpuštěný ve vodě 

k napájení.Selektivita L-NIL byla nepřímo prokázána měřením SAP. 

Inhibice eNOS působí nárůst systémového arteriálního tlaku (Rees, Palmer et 

al. 1989). Abychom se ujistili , že L-NIL v námi stanovených dávkách neinhibuje 

eNOS, měřili jsme SAP neinvazivní metodou na ocasní tepně potkan ů po třech 

dnech podávání L-NIL (kap. 3.4.3.3). 

Poté byla zvířata uvedená do celkové anestesie (ketamin+ xylazin) a byla jim 

provedená tracheostomie a zavedená tracheostomická kanyla . Vydechovaný 
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vzduch byl zhromažďovaný po dobu 2 min. do upraveného kondomu 

připojeného k tracheostomické kanyle. Koncentraci NO ve vydechovaném 

vzduchu jsme měři li chemoluminiscenčním NO analyzátorem (kap. 3.4.2 a). 

Bezprostřed ně po prvním měření koncentrace NO jsme potkanům k indukci 

expresse iNOS aplikovali LPS (5 mg/kg tělesné hmotnosti) do v. jugularis 

interna. Poté jsme koncentraci NO analyzovali po 60, 120, 180 a 240 min. 

VÝSLEDKY: 

Před aplikací LPS byla koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu na hranici 

detekčního limitu NO analyzátoru (1ppb) a nebyly výrazné rozdíly mezi 

jednotlivými skupinami. Hodinu po aplikaci LPS se hladina NO ve 

vydechovaném vzduchu nezměnila , ale po 2 hod. jsme již zaznamenali nárůst 

koncentrace NO. U zvířat , kde syntéza NO nebyla blokována žádným 

z inhibitorů , koncentrace NO dále narůstala až do 4. hodiny po aplikaci LPS, 

kdy jsme pokus ukončili. U skupiny s dávkou L-NIL 3 mgll byl nárůst 

koncentrace NO v dalším průběhu ztlumen o 50%. Vyšší dávka L-NIL již 

neměla další inhibiční účinek na tvorbu NO, proto skupina L-NIL 8mgll měla 

v porovnání se skupinou L-NIL 3mgll podobný časový průběh nárůstu 

koncentrace NO (obr. 2) . Tím byla stanovená maximální efektivní dávka. 

L-NAME (v podané dávce) zredukoval koncentraci vydechovaného NO více než 

L-NIL. 

39 



Vydechovaný NO 150 
(ppb) kontrolní skupina 

100 
L-NIL 3 mg/I 

L-NIL 8 mg/I 
50 

L-NAME 

O 

hodiny po aplikaci LPS 

Obr. 2. Selektivní inhibice iNOS při perorálním podávání L-NIL 

L-NIL 3 mg/l = skupina, která dostávala L-NIL (3 mg/I), L-NIL 8mg/l = skupina, 
která dostávala L-NIL (8 mg!)I, kontrolní = skupina, která dostávala čistou 
vodu, L-NAME= skupina, která dostávala L-NAME (500 mgll). Data jsou 
uváděná jako průměrné hodnoty ± SEM . 

Signifikantní nárůst SAP vyvolala aplikace L-NAME, nikoliv L-NIL byť ve vyšší 

dávce (obr. 3). To dokazuje, že maximální efektivní dávka L-NIL (8mgll) inhibuje 

aktivitu iNOS, ale nepůsobí neselektivně na eNOS. Protože IC 50 L-NIL pro 

nNOS izoformu je podle literatury 30x větší než pro iNOS (Moore, Webber et 

aJ. 1994), lze předpokládat, že L-NIL v dávce použité v tomto experimentu 

nebude mít vliv ani nNOS. 
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Obr. 3. Inhibice iNOS nepůsobí vzestup SAP 

L-NIL 
3 mg/I 

L-NIL 
8 mg/I 

L-NIL 3 mgll = skupina, která dostávala L-N IL (3 mgll) , L-NIL 8mgll = skupina, 
která dostávala L-NIL (8 mg/I), kontrolní = skupina , která dostávala čistou 
vodu , L-NAME = skupina, která dostávala L-NAME (500 mg/I). Data jsou 
uváděná jako průměrné hodnoty ± SEM. 
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1-TÝDENNí HYPOXIE 

4.1.2. Inhibice NOS v průběhu jednotýdenní hypoxické expozice 

PROTOKOLPOKUSU : 

K testovaní hypotézy, pod le které se NO podílí na rozvoji iniciální fáze 

hypoxické plicní hypertenze, jsme 24 potkanů po dobu 1 týdne vystavili hypoxii 

(10% O2) v hypoxické normobarické komoře. V průběhu této expozice byl jedné 

skupině zvířat podáván ve vodě k napájení L-NAME-neselektivní inhibitor všech 

tří izoforem NOS v dávce 500 mg/! . Další hypoxická skupina dostávala ve vodě 

k napájení selektivní inhibitor iNOS-L-NIL v námi stanovené dávce pro 

chronické perorální užití , a to 8mgll . Zbylá zvířata, vystavená po dobu jednoho 

týdne hypoxii , dostávala pouze čistou vodu. Podávání NOS i nhibitorů jsme 

zahájili již 3 dny před hypoxickou expozicí , aby v době zahájení hypoxické 

expozice byla v krvi a tkáních již účinná koncentrace inhibitorů. 

Porovnávali jsme hypoxické skupiny, kterým jsme podávali inhibitory NOS, 

s hypoxickou skupinou, kde nebyl podáván ani jeden z inhibitorů, a se 

skupinou, která žila v normoxických podmínkách. 

POROVNÁVALI JSME TYTO 4 SKUPINY: 

Skupina H 1 týden - skupina vystavená hypoxii (10% O2) po dobu 1 týdne bez 

podávání inhibitoru NOS, (n= 7). 

Skupina H 1 týden + L-NIL - skupina vystavená hypoxii (10% O2) po dobu 

1 týdne. Zvířatům této skupiny byl v době hypoxické expozice podáván L-N IL 

v dávce 8mgll, (n= 8). 

42 

! 



Skupina H 1 týden + L- NAME - skupina vystavená hypoxii (10% O2) po dobu 

1 týdne. Této skupině byl v době hypoxické expozice podáván L-NAME 

v dávce 500mgll , (n=9). 

Skupina N··- skupina, která žila po celou dobu expermentu v normoxii a nebyl jí 

podáván ani jeden z inhibitoru NOS, (n=8). 

V tomto pokusu byla použita běžně užívaná efektivní dávka L-NAME pro 

dlouhodobé použití t.j. 500 mg!1 g (Pechanova and Bernatova 1996; Tucker, 

Ledingham et al. 2000). 

Selektivní a efektivní dávka L-NIL 8 mgll pro dlouhobé použití byla stanovená 

námi (kap. 4.1.1). 

Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu byla měřená bezprostředně po 

ukončení hypoxické expozice. Měření byla prováděná u bdělých zvířat. Zvířata 

byla umístěná ve vzduchotěsné nádobě. Koncentrace NO byla měřená po 15-

ti minutové akumulaci vydechované vzduchu ve vzduchotěsné nádobě (kap. 

3.4.2. b). 
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VÝSLEDKY : 

Tělesná hmotnost 

Všechna zvířata vystavená hypoxii měla nižší hmotnost než zvířata, která žila 

v normoxických podmínkách. Kromě toho zvířata , kterým byl v prů běhu 

jednotýdenní hypoxické expozice zároveň podáván L-NIL, měla navíc 

signifikantně nižší hmotnost než zvířata zbylých dvou hypoxických skupin. 

Systémový arteriální tlak, srdeční výdej 

Týdenní aplikace L-NIL na rozdíl od L-NAME nevyvolala signifikantní nárůst 

SAP. Tím byla nepřímo potvrzena selektivita L-NIL. Aplikace L-NAME vedla 

k signifikantnímu poklesu CI (tab. 1). Podávání L-NIL pokles CI nepůsobilo 

(ačkoliv počet naměřených hodnot byl v této skupině nižší) . 

Hypertrofie pravé komory 

Expozice hypoxii po dobu jednoho týdne nevedla k signifikantní hypertrofii 

pravé komory (tab . 1) a nebyly zaznamenány rozdíly v hmotnosti pravé komory 

mezi jednotlivými hypoxickými skupinami. Pravděpodobně proto, že podávání 

L-NAME v průběhu hypoxické expozice způsobilo vzn ik systémové hypertenze, 

byla hmotnost levé komory a septa (LV+S) vyšší u skupiny, které byl podáván 

L-NAME, než u skupiny, které byl podáván L-NIL (L-NIL nepůsobil vzestup 

SAP). Poměr hmotnosti pravé komory k hmotnosti levé komory a septa 

(RV/LV+S) byl naopak signifikantně vyšší u skupiny, která dostávala v průběhu 

hypoxie L- NIL (tab. 1). 
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Skupina CI (ml/kg/min) RV (mg) LV+S (mg) RV/LV+S 

N 101 ± 7 (6) 182 ± 10 604 ± 19* 0.30 ± 0.02 (8) 

H 107 ± 6 (5) 153 ± 7# 440 ± 8 0.35 ± 0.02 (7) 

H+L-NAME 74 ± 3* (7) 149 ± 9# 460 ± 711 0.32 ± 0.0211 (8) 

H + L-NIL 99 ± 15 (3) 160 ±4 420 ± 14 0.38 ± 0.02# (9) 

Tab. 1: CI , RV, LV+ S, RV/LV+S 

N = kontrolní skupina žijící v normoxii , H = skupina vystavená 1 týden hypoxi i 
(10% O2) , jíž nebyl v průběhu hypoxické podáván inhibitor NOS, H + L-NAME = 
skupia, které byl v průběhu hypoxické expozice podáván L-NAME (500mgll), H 
+ L-NIL = skupina, které byl v průběhu hypoxické expozice podáván L-NIL 
(8mgll). 
CI = srdeční index, RV = hmotnost pravé komory srdeční, LV+S = hmotnost 
levé komory srdeční se septem, RV/LS + S = poměr hmotností pravé srdeční 
komory a levé komory srdeční se septem. 
* p< 0.05 skupina lišící se od všech ostatních skupin 
# p < 0.05 skupina lišící se od normoxické skupiny 
" p < 0.05 skupina líšící se od hypoxické skupiny, která dostávala L-NIL 

Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu 

Po 15 minutové akumulaci vydechovaného NO byla jeho koncentrace 

sign ifikantně vyšší u zvířat vystavených jednotýdenní hypoxii než u zvířat z 

normoxické skupiny. Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu byla 

signifikantně snížená u zv í řat, kterým byla v průběhu hypoxické expozice 

zároveň blokována syntéza NO pomocí selektivního i neselektivního NOS 

inhibitoru (obr. 4). 
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Obr. 4. Nárůst koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu v průběhu Jednoho 
týdne expozice hypoxii je inhibovaný podáváním L-NAME i L-NIL 

N = kontrolní skupina žijící v normoxii, H 1 týden = skupina vystavená 1 týden 
hypoxii (10% O2), jíž nebyl v průběhu hypoxické expozice podáván inhibitor 
NOS, H 1 týden+L-NAME = skupina, které byl v průběhu hypoxické expozice 
podáván L-NAME (500mg/l), H 1 týden+L-NIL = skupina, které byl v průběhu 
hypoxické expozice podáván L-NIL v ( 8mg/l). 
* p< 0,05 hypoxická skupina H se statisticky významně liší od skupiny 
normoxické N. 
+ p < 0.05 hypoxické skupiny, kterým byl podáván L-NAME nebo L-NI L se 
signifikantně liší od hypoxické skupiny, které inhibitory podávány nebyly. 
Data jsou uváděná jako průměrné hodnoty ± SEM. 

46 

II 



PAP· inhibice NOS v průběhu jednotýdenní expozice hypoxii redukuje PH 

Jeden týden hypoxické expozice vedl k signifikantnímu nárůstu PAP u všech 

hypoxických zvířat oproti zvířatům žijícím v normoxii (obr. 5) . U potkanů, 

kterým byl v průběhu hypoxické expozice podáván selektivní nebo neselektivní 

inhibitor NOS, byl PAP sig nifikantně nižší než u potkanů, kterým ani jeden 

z inhibitoru podán nebyl. Mezi skupinami, kterým byl podáván L-NIL a L-NAME 

nebyly signifikantní rozdíly v PAP. 

PAP 40 
(mmHg) 

30 

* 

20 

10 

o ----L----'-__ -'--_ 

N H 1 týden H 1 týden 
+ L-NAME 

* + 

H 1 týden 
+ L - NIL 

Obr. 5. Inhibice NOS v průběhu jednotýdenní hypoxické expozice red ukuje PH 

N = kontrolní skupina žijící v normoxických podmínkách, H 1 týden = skupina 
vystavená 1 týden hypoxii (10% O2), jíž nebyl v průběhu hypoxické podáván 
inhibitor NOS, H 1 týden + L-NAME = skupina, které byl v průběhu hypoxické 
expozice podáván L-NAME (500mgll), H 1 týden + L-NIL = skupina, které byl 
v průběhu hypoxické expozice podáván L-NIL (8mg/l) . 
* p < 0,05 všechny t ři hypoxické skupiny (H, H 1 týden + L-NAME, 
H 1 týden+ L-NIL) se statisticky významně liší od skupiny normoxické N. 
+ P < 0,05 hypoxické skupiny, kterým byl podáván L - NAME nebo L - NIL se 
statisticky významně lišf od hypoxické skupiny, které inhibitory podávány 
nebyly. Data jsou uváděná jako průměrné hodnoty ± SEM. 
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3-TÝDENNí HYPOXIE 

4.1 .3. Inhibice NOS v průběhu prvn ího týdne 3-týdenní hypoxie 

PROTOKOLPOKUSU : 

V této fázi pokusu jsme zj išťovali, zda byl úči nek inhibice NOS na začátku 

hypoxie překonán pokračující hypoxickou expozicí, přestože byla inhibice NOS 

v té době již přerušená. Pro tento účel jsme 3 skupiny laboratorních potkanů 

vystavili po dobu 3 týd nů hypoxii (10% O2) opět v hypoxické normobarické 

komoře . Kontrolní skupina zv ířat žila v normoxii. 

Dvěma skupinám hypoxických zvířat byly ve vodě na pití podávány inhibitory 

NOS (L-NAME 500 mgll nebo L-NIL 8mg/l) . NOS inhibitory byly zvířatům 

podávány 3 dny před chronickou hypoxickou expozicí a v průběhu prvního 

týdne expozice. Třetí hypoxické skupině byla podávaná čistá voda. 

POROVNAvALI JSME TYTO 4 SKUPINY: 

Skupina N- kontrolní skupina žijící v normoxii, (n=6) . 

Skupina H - skupina vystavená 3 týdny hypoxii (10% O2 ), jíž nebyl v průběhu 

hypoxické podáván ani jeden z inhibitoru NOS, (n=8) . 

Skupina H 3 týdny + L-NAME 1. týden - skupina, které byl v průběhu 

1. týdne třitýdenní hypoxické expozice podáván ve vodě na pití neselektivní 

inhibitor L-NAME v dávce (500mgll), (n=7) . 

Skupina H 3 týdny + L-NIL 1. týden - skupina, které byl v průběh u 1. týdne 

třítýdenní hypoxické expozice podáván ve vodě na pití selektivní inhibitor L-NIL 

v dávce 8mgll, (n=8). 
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V průběhu 3- týdenní hypoxie nebyly mezi jednotlivými skupinami pozorovány 

rozdíly vobjemu vypité tekutiny. Po 3 týdnech hypoxické expozice byly 

měřeny SAP, PAP, CO, CI , (RV/LV+S) a vydechovaný NO. 

V ÝSLEDKY: 

Tělesná hmotnost 

Potkani vystavení chronické hypoxií po dobu 3 týdnů měli signifikantně nižší 

hmotnost než potkani, kteří žili v normoxických podmínkách (tab. 2). 

Systémový arteriální tlak, srdeční výdej, hypertrofie pravé komory 

V hodnotách SAP a CI nebyl mezi jednotlivými skupinami rozdíl (tab. 2). 

U všech hypoxických skupin byl signifikantní nárůst RVI LV+S (tab. 2) . 
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Skupina 

N 

H 

H+L-NAME 

1. týden 

H+L-NIL 

1. týden 

CI (ml/min/kg) 

127± 15(6) 

104 ± 5 (7) 

127 ± 12 (4) 

109 ± 13 (8) 

Tab. 2: CI , RV, LV, RV/LV+S 

RV (mg) LV+S (mg) RV/LV+S 

183 ± 7* 703 ± 21* 0.26 ± 0.01* (6) 

285 ± 15 620 ± 23 0.46 ± 0.02 (8) 

275 ± 12 627 ± 17 0.44 ± 0.03 (7) 

238 ± 15t 525 ± 23t # 0.45 ± 0.03 (8) 

N ; kontrolní skupina žijící v normoxii , H ; skupina vystavená 3 týdny hypoxii 
(10% O2) , jíž nebyl v průběhu hypoxické podáván ani jeden z inhibitoru NOS, 
H + L-NAME 1. týden ; skupina, které byl v průběhu 1. týdne třitýdenní 
hypoxické expozice podáván ve vodě na pití neselektivní inhibitor L-NAME 
v dávce (500mg/l), H + L-NIL 1. týden = skupina, které byl v průběhu 1. týdne 
třítýdenní hypoxické expozice podáván ve vodě na pití selektivní inhibitor L-NIL 
v dávce 8mg/l. 
CI; srdeční index, RV = hmotnost pravé komory srdeční , LV ;hmotnost levé 
komory srdeční , RV/LS + S ; poměr hmotností pravé srdeční komory a levé 
komory srdeční se septem. 
* p< 0.05 normoxická skupina N se signifikantně liší od všech hypoxických 
skupin (H , H + L-NIL 1. týden, H + L-NAME 1. týden) 
t p< 0.05 hypoxická skupina (H + L-NIL 1. týden) se signifikantně liší od 
ostatních dvou hypoxických skupin (H + L-NIL 1. týden, H + L-NAME 1. týden) 
# p < 0.05 hypoxická skupina H + L-NIL 1. týden se signifikantně liší od 
hypoxické skupiny H + L-NAME 1. týden 
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Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu 

Na konci hypoxické expozice byla koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu 

u všech zvířat, vystavených chronické hypoxii , zvýšená. Toto zvýšení bylo 

podobné u všech hypoxických skupin (obr. 6). 

vydechovaný 20 
NO (ppb) 

15 

10 

5 

o 

H 3 týdny H 3 týdny 
+ L-NAME 
1. týden 

H 3 týdny 
+ L-NIL 
1. týden 

Obr. 6. 2 týdny po přerušení inhibice NOS nebyly signifikantní rozdíly 
v koncentraci NO ve vydechovaném vzduchu 

N = kontrolní skupina žijící v normoxii, H = skupina vystavená 
týdny hypoxii (10% O2), jíž nebyl v průběhu hypoxické podáván ani jeden 
z inhibitoru NOS, H 3 týdny + L-NAME 1. týden = skupina, které byl v průběhu 
1. týdne třitýdenní hypoxické expozice podáván ve vodě na pití neselektivní 
inhibitor L-NAME v dávce (500mg/l), H 3 týdny + L-NIL 1. týden = skupina, 
které byl v průběhu 1. týdne třítýdenní hypoxické expozice podáván ve vodě na 
pití selektivní inhibitor L-NIL v dávce 8mg/l. 
Přerušovaná horizontálně vedená čára ukazuje hladinu vydechovaného NO u 
normoxických kontrol. 
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PAP- inhibice NOS v prvním týdnu 3-týdenní hypoxie redukuje PH 

U všech zv ířat, která byla vystavena 3-týdenní hypoxii, byl PAP signifikantně 

vyšší než u zvířat normoxických . Jak jsme očekávali, byl PAP po třech 

týdnech hypoxické expozice vyšší než po jednom týdnu expozice. Další rozdíly 

ve velikosti tlaku va. pulmonalis byly mezi jednotlivými hypoxickými skupinami, 

a to v závislosti na tom, zda jim byl nebo nebyl podáván selektivní inhibitor NOS 

tj. L- NIL. Na konci 3. týdne hypoxické expozice byl PAP signifikantně nižší u 

potkanů, kterým byl podáván L-NIL na začátku hypoxické expozice (1. týden), 

než u těch, kterým nebyl podáván ani jeden z inhibítorů (obr. 7). Ačko l iv byly 

hodnoty PAP, ve skupině, která dostávala L-NAME velmi podobné hodnotám ve 

skupině , která dostávala L-NIL, PAP skupiny, která dostávala L-NAME, se ale 

překvapivě signifikantně nelišil od hypoxické skupiny, u které nebyla NO 

syntéza blokována. Příčinou je zřejmě nižší počet naměřených hodnot. Když 

jsme však hodnoty PAP obou skupin (L-NAME, L- NIL) spojili a srovnali se 

skupinou, které žádný z inhibitorů nebyl podán, zjistili jsme signifikantní rozdíl 

v PAP: skupina zvířat , které při hypoxické expozici nebyl podáván inhibitor NO 

syntézy, měla PAP s ig nifikantně vyšší (23 ± 1,5 vs. 28 ± 1,7 mmHg, P = 0,026). 

52 



PAP 
(mm Hg) 

40 

30 

20 

10 

o 

* 

N H 3 týdny 

* * + 

H 3 týdny H 3 týdny 
+ L-NAME + L-NIL 

1 . týden 1. týden 

Obr.7. Inhibice NOS v průběhu prvn ího týdne 3-týdenní hypoxie redukuje PH 

N = kontrolní skupina žijící v normoxii, H 3 týdny = skupina vystavená 3 týdny 
hypoxii (10% O2), jíž nebyl v průběhu hypoxické podáván ani jeden z inhibitoru 
NOS, H 3 týdny + L-NAME 1. týden = skupina, které byl v průběhu 1. týdne 
třitýdenní hypoxické expozice podáván ve vodě na pití neselektivní inhibitor L­
NAME v dávce (500mgll), H 3 týdny + L-NIL 1. týden = skupina, které byl 
v průběhu 1. týdne třítýdenní hypoxické expozice podáván ve vodě na pití 
selektivní inhibitor L-NIL v dávce 8mgll 
·p<0.05 všechny hypoxické skupiny (H 3 týdny, H 3 týdny + L-NAME 1. týden, 
H 3 týdny + L-NIL 1. týden) se signifikantně liší od normoxické skupiny N 
+ p< 0.05 skupina H 3 týdny+L-NIL 1. týden se signifikantně liší od H 3 týdny 
Data jsou uváděná jako průměrné hodnoty ± SEM. 
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4.1.4. Inhibice NOS v průběhu posledních 10 dnů 3-týdenní hypoxie 

PROTOKOLPOKUSU : 

Tento experiment byl prováděn proto, abychom zjistili zda inhibice NOS 

v pozdější fázi hypoxické plicní hypertenze bude mít účinek podobný tomu, 

jaký jsme viděli u inhibice NOS na začátku HPH. Potkani byli po dobu tří týdnů 

vystaveni účinkům chronické hypoxie (10 % O2), jak je opakovaně popsáno 

výše. V posledních deseti dnech j im byly obvyklým způsobem podávány 

L-NAME (500mg/l) nebo L-NIL (8mg/l) . Další skupina potkanů byla rovněž 

exponována hypoxii , ale ani jeden z inhib itorů témto potkanům podáván nebyl. 

POROVNÁVALI JSME TYTO 3 SKUPINY: 

Skupina H = skupina vystavená 3 týdny hypoxii (10% O2), jíž nebyl v průběhu 

hypoxické expozice podáván ani jeden z inhibitoru NOS, (n=8) . 

Skupina H 3 týdny + L-NAME 3. týden = skupina, které byl v průběhu 

3.týdne hypoxické expozice podáván ve vodě na pití neselektivní inhibitor­

L-NAME v dávce (500mg/l), (n=8) . 

Skupina H 3 týdny + L-NIL 3. týden = skupina, které byl v průběhu 

3.týdne hypoxické expozice podáván ve vodě na pití selektivní inhibitor­

L-NIL v dávce 8mg/l , (n=8). 

Měření jednotlivých hemodynamických parametrů (CO,CI, SAP, PAP) a 

koncentrace NO bylo provedeno stejným způsobem jako v předchozích 

experimentech. 
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VÝSLEDKY: 

Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu 

Před zahájením aplikace inhibítorů NOS (L-NAME, L- NIL) tj. před začátkem 

3. týdne hypoxické expozice byla koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu 

zvýšená u všech hypoxických skupin stejně. Na konci inhibice NO syntézy tj. na 

konci 3. týdne hypoxické expozice byla koncentrace NO ve vydechovaném 

vzduchu signifika ntně snížená u skupin, kterým byly inhibitory NOS (L-NAME i 

L-NIL) podávány v prů běhu třetího týdne expozice hypoxii (obr. 8). 

Systémový arteriální tlak 

SAP byl podle očkávání jednotýdenní blokádou NOS pomocí neselektivního 

inhibítoru L-NAME zvýšen, zatímco podávání neselektivního blokátoru 

L-NILnemělo na velikost SAP vliv. 

PAP- inhibice NOS v průběhu posledních 10 dnů 3-týdenní hypoxie 

nemá významný vliv na rozvoj HPH 

PAP skupin. kterým byly podávány oba typy NOS inhibitorů ve třetím týdnu 

hypoxické expozice, se signifikantně nelišil od hypoxické skupiny, ve které 

nebyla NO syntéza blokována. Byla však zaznamenána tendence k nárůstu 

PAP ve skupině , které byl podáván L-NAME, a naopak tendence k poklesu PAP 

ve skupině, která dostávala L-NIL (obr. 9). 

Hypertrofie pravé komory 

Hmotnost pravé komory i RV/LV+S byly překvapivě nižší u skupiny. která 

dostávala L-NAME v průběhu posledního týdne třítýdenní hypoxie, než u 
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zbylých dvou hypoxických skupin. Pro tento výsledek nemáme uspokojivé 

vysvětlení. Je možné, že se jedná o nespecifický účinek L-NAME (Archer and 

Hampl 1992). Jednotlivé hypoxické skupiny se navzájem nelišily v hmotnosti 

levé komory. Podání L-NIL neovlivnilo hmotnost levé komory. 

vydechovaný 20 
NO (ppb) 

15 

10 

5 

o 

_ p řed NOS inhibicí 

H 3 týdny H 3 týdny 
+ L-NAME 

3. týden 

H 3 týdny 
+ L-NIL 
3. týden 

Obr.8. Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu je podáváváním 
inhibítorů NOS v posledních 10 dnech 3-týdenní hypoxie signifikantně snížená 

N = kontrolní skupina žij ící v normoxii, H = skupina vystavená 3 týdny hypoxii 
(10% O2), jíž nebyl v průběhu hypoxické podáván ani jeden z inhibitoru NOS, 
H 3 týdny + L-NAME 3. týden = skupina, které byl v průběhu 3. týdne 
hypoxické expozice podáván ve vodě na pití neselektivní inhibitor L-NAME 
v dávce (500mgll), H 3 týdny + L-NIL 3. týden = skupina, které byl v průběh u 
3. týdne hypoxické expozice podáván ve vodě na pití selektivní inhibitor L-NIL 
v dávce 8mg/1. 
"'p<0,05 signifikantní rozdí l vzhledem k hodnotám před inhibicí NOS 
"'p< 0.005 signifikantní rozdíl vzhledem k hodnotám před inh ibicí NOS 
Data jsou uváděná jako průměrné hodnoty ± SEM. 
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Obr. 9. Inhibice NOS ve 3. týdnu hypoxické expozice nemá výrazný vliv 
na rozvoj PH 

N = kontrolní skupina žijící v normoxii, H = skupina vystavená 3 týdny hypoxii 
(10% O2) , jíž nebyl v průběhu hypoxické podáván ani jeden z inhibitoru NOS, 
H 3 týdny + L-NAME 3. týden = skupina , které byl v průběhu 3. týdne 
hypoxické expozice podáván ve vodě na pití neselektivní inhibitor L-NAME 
v dávce (500mgll), H 3 týdny + L-NIL 3. týden = skupina, které byl v průběhu 
3. týdne hypoxické expozice podáván ve vodě na pití selektivní inhibitor L-NIL 
v dávce 8mgll. 
# skupina H 3 týdny + L-NAME 3. týden se signfikantně liší od skupiny H 3 
týdny + L-NIL 3. týden 
Data jsou uváděná jako průměrné hodnoty ± SEM. 
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4.1.5. Exprese iNOS v plicních cévách na začátku chronické hypoxické 

expozice 

PROTOKOLPOKUSU: 

Zvířata vystavená hypoxii po dobu 4 dnů (n;;;10) jsme porovnávali se zvířaty 

vystavenými hypoxii po dobu 20- ti dnů (n;;;8) a se zvířaty, která žila 

v normoxických podmínkách (n;;; 9). 

Po uplynutí hypoxické expozice byla zvířata usmrcená přerušením krčního 

oddílu míchy v hluboké chloralhydratové anestesii (300 mgl kg t. hm .. Tanda , 

Olomouc, Česká republika). Poté byla levá plíce vyjmutá a celá fixovaná 

Bakersovým roztokem. Posléze byla tkáň levé plíce zalitá do parafinu a byly 

připraveny řezy o tloušťce 4-6 !lm, ty pak byly barveny hematoxylinem­

eozinem, toluidinovou modří, kresylovou modří, aldehyd fuchsinem. Pomocí 

monoklonálních protilátek anti-iNOS jsme detekovali expresi této izoformy 

v jednotlivých úsecích plicního arteriálního řečiště, v pleuře a dýchacích 

cestách. V této části experimentu jsme spolupracovali s doc. MVDr. Luďkěm 

Vajnerem, CSc. , vedoucím Ústavu histologie a embryologie 

2. lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Praze. 

VÝSLEDKY : 

Hypoxie působí přechodný nárůst exprese iNOS v plicních cévách 

na začátku chronické expozice 

V plicích, izolovaných z potkan ů žijících v normoxických podmínkách , nebyla 

detekována exprese iNOS. Naproti tomu po 4 dnech hypoxické expozice byla i 

NOS detekována ve všech plicních artériích všech průměrů. Maximum výskytu 

iNOS bylo ve svalové vrstvě artérií. Navíc byla iNOS detekována v pleuře, 
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ve stěně dýchacích cest a ložiskově též v intraalveolárních septech. V pleuře a 

dýchacích cestách byla iNOS detekována též u zvířat vystavených hypoxii po 

dobu tří týdnu. Exprese iNOS ve stěně plicních cév byla přechodná. Po třetím 

týdnu hypoxické expozice byla expresse iNOS ve stěně plicních cév minimální. 

4.1.6. Změny koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu v průběhu 

expozice chronické hypoxii 

PROTOKOL POKUSU: 

Chronická hypoxie je spojena se zvýšenou produkcí NO v plicní cirkulaci 

(Hampl and Herget 2000) . Nicméně není jasné, zda se tento nárůst objevuje 

zakrátko po zahájení hypoxické expozice může tedy přispívat k oxidačnímu 

poškození v začátcích plicní cévní remodelace. 

Koncentrace NO byla měřená obden v průběhu 26-ti denní hypoxické expozice 

(10%OÚ a v následujících 4 dnech po návratu zvířat na vzduch. Koncentrace 

NO byla měřená po 15-ti minutové akumulaci vydechovaného vzduchu ve 

vzduchotěsné nádobě u bdělých zvířat (kap. 3.4.2.b). Pro odlišení podílu 

horních dýchacích cest a plicní tkáně k nárůstu vydechovaného NO byl 

proveden doplňkový experiment. 

U skupiny zvířat, která žila v normoxických podmínkách a skupiny, která byla 4 

dny vystavená hypoxii (10%02) byla koncentrace NO ve vydechovaném 

vzduchu měřená nejdříve po 10 minutové akumulaci vydechovaného vzduchu 

ve vzduchotěsné nádobě ( viz kap. 3.4.2. b) . Protože je známo, že produkce 

NO paranasálními a nasál,ními dutinami je značná (Dillon, Hampl et al. 1996), 

předpokláda l i jsme, že NO bude z těchto oddílů difundovat do vzduchotěsné 
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nádoby i přes nepřítomnost nasální ventilace. Podíl plicní tkáně a dolních 

dýchacích cest na vydechovaném NO byl určen po měření koncentrace NO ve 

vydechovaném vzduchu po "vyřazení" horních dýchacích cest z ventilace. 

Zvířatům z tohoto důvodu byla provedena tracheostomie a vydechovaný vzduch 

byl zachycován do upraveného kondomu připojeného k tracheostomické 

kanyle (kap. 3.4.2. a.). 

VÝSLEDKY: 

Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu byla zvýšená na začátku 

expozice chronické hypoxii 

U zvířat žijících v normoxických podmínkách byla koncentrace NO ve 

vydechovaném vzduchu nízká. V prvním dnu hypoxické expozice došlo k 

markantnímu ná růstu koncentrace NO. Koncentrace NO narůstala až do 5. dne 

hypoxie. Poté došlo k jejímu poklesu a po zbytek hypoxické expozice už zůstala 

koncentrace NO i přes denní a individuální variabilitu stabilní. Při návratu do 

normoxických podmínek hladina NO klesla v podstatě k výchozím hodnotám 

v průběhu 4 dnů (obr. 10). 

Při měření koncentrace NO ve vzduchu vydechovaném přímo z tracheální 

kanyly byly po 4 dnech hypoxické expozice naměřeny 2 x větší hodnoty u 

hypoxických zvířat než u kontrol. Rozdíl mezi koncentrací NO ve vzduchu 

zachyceném z tracheální kanyly a ve vzduchu kumulovaném 15 minut ve 

vzduchotěsné nádobě při spontánní ventilaci odrážel koncentraci NO, kterou 

k vydechovanému NO přispěli horní dýchací cesty. Nenalezli jsme zde rozdíl 

mezi hypoxickými a nor~oxickými zvířaty. Z toho vyplývá, že zdrojem NO ve 
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vydechovaném vzduchu je perifern í část dýchacích cest případně plicní 

cirkulace. 
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Obr. 10. Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu je zvýšená na začátku 
expozice chronické hypoxii 
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4.1.7. Koncentrace nitrotyros inu v plicní tkáni po 4. dni 

hypoxické expozice 

PROTOKOL POKUSU: 

Pro podporu naší hypotézy, podle které NO vytvořený na začátku chronické 

hypoxie přispívá k tkáňovému poškození, byla pomocí ELISA metody měřena 

koncentrace markeru produkce peroxynitritu-3-nitrotyrosinu . Koncentrace 

3-nitrotyrosinu byla stanovena v extraktu Iyofilizované plicní tkáně normoxických 

a hypoxických (4 dny) potkanů . 

V ÝSLEDKY: 

Koncentrace nitrotyrosinu v plicní tkáni byla zvýšená po 4. dni 

hypoxické expozice 

Koncentrace nitrotyrosinu v extraktu plicní tkáně izolované z potkanů 

vystavených 4 denní hypoxii (1065 ± 96 nmol/g extraktu proteinu) byla 

signifikantně vyšší (P 0,0023) než v plicní tkáni potkanů žijících v normoxických 

podmínkách (791± 57 nmol/g) . To prokazuje vyšší produkci peroxynitritu -

produktu interakce NO a superoxidu (Beckman and Koppenol 1996). 

ZÁVĚR : 

1 / NO SE PODILí NA ROZVOJI H P H NA ZAČÁTKU EXPOZICE CH 

2/ ZDROJEM NO NA ZAČÁTKU ROZVOJE HYPOXICKÉ PLICNí HYPERTENZE JE INOS 
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4.2. INHIBICE DEGRANULACE žíRNÝCH 

EXPOZICE CHRONICKÉ HYPOXII 

(PŘiLOHA 8) 

PROTOKOL POKUSU: 

BUNĚK NA ZAČÁTKU 

V této studii jsme testovali hypotézu, podle které bude podávání kromoglykátu -

látky, která brání degranulaci žírných buněk a tím pádem i uvolnění MMP, na 

začátku expozice CH, redukovat HPH. 

Tři skupiny laboratorních potkanů byly po dobu 3 týdnu vystaveny chronické 

hypoxii (10 02%). Zvířatům ze dvou hypoxických skupin byl podáván 

kromoglykát sodný (Sigma Aldrich, 40 mg/kg tělesné hmotnosti , 

intraperitoneálně). Jedné skupině byl kromoglykát podáván v prvních 4 dnech 

expozice hypoxii , tato skupina byla označená jako DSCG+H. Potkanům druhé 

hypoxické skupiny byl kromroglykát podáván až na konci hypoxické expozice, 

konkrétně poslední 4 dny expozice. Tato skupina byla označená jako 

H+ DSCG. Potkanům v třetí hypoxické skupině nebyl kromoglykát podáván 

vůbec, a skupina byla označená jako H. Čtvrtá skupina zvířat žila po celou dobu 

v normoxii a zvířatům této skupiny kromoglykát rovněž nebyl podáván , byla 

označená jako N . 
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TESTOVALI JSME TYTO 4 SKUPINY ZVíŘAT 

Skupina H+ DSCG - skupina vystavená 3 týdny hypoxii (10% O2) jíž byl 

kromoglykát podáván na konci hypoxické expozice, (n=8) . 

Skupina DSCG+H - skupina vystavená 3 týdny hypoxii (10% O2 ) jíž byl 

kromoglykát podáván v prvních 4 dnech expozice hypoxii, (n=13). 

Skupina H - skupina vystavená 3 týdny hypoxii (1 0% O2), jíž nebyl v průběhu 

hypoxické expozice podáván kromoglykát, (n=13). 

Skupina N - skupina žijící v normoxii , jíž nebyl podáván kromoglykát (n=13) . 

Po třech týdnech chronické hypoxie byly všem zvířatům měřeny SAP, PAP, CO. 

Po změření hemodynamických parametrů byla zvířata uvedená do hluboké 

anestesie (thiopental 40mg/kg) a byly jim odejmuty srdce a plíce. Poté byla 

pravá komora srdeční oddělená od levé se septem a tyto oddíly byly zváženy. 

Míru hypertetrofie pravé komory určil poměr hmotností pravé komory a levé 

komory se septem. Plíce byly nap lněny neutrálním formolem infundovaným 

tracheou (20cm H20) a poté byly ve formolu uchovány 4 týdny. Jednotlivé řezy 

plicní tkáně byly obarveny hematoxilinem, resorcinem a fuchsinem a bylo 

odečteno % dvojitě laminovaných periferních plicních cév, jak je popsáno 

v kapitole 3.5.2. 

V doplňujícím experimentu jsme 5 potkanů ze skupin (N, H, DSCG) po 4 

dnech hypoxické expozice uvedli do celkové anestesie a po usmrcení 

(přetětím bříšní části aorty a vykrvením) jim byly vyjmuty plíce. Z plicn í tkáně 

byly izolovány plicní artérie 3. a 4. řádu. Tyto artérie byly naštěpeny pepsinem a 

supernatant s kolagénem byl analyzován pomocí SDS- PAGE elektroforézy. 

Doba 4 dnů byla určená na základě výsledku naších předchozích studií. 
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Výsledky těchto studií potvrdily signifikantně vyšší množství 

nízkomolekulárních štěpů právě v prvních dnech expozice chronické hypoxii. 

VÝSLEDKY : 

Tělesná hmotnost 

Na začátku experimentu se zvířata jednotlivých skupin významně nelišila 

tělesnou hmotností. Na konci experimentu měli potkani, kteří byli vystaveni 

chronické hypoxii, signifikantně nižší hmotnost než potkani žijící v normoxických 

podmínkách (tab. 3) . 

Skupina BW CO SAP RV/LV+S 
(g) (ml/min) (mmHg) 

N 425 ± 8 #61 ± 3 #114 ± 4 0,245 ± 0,006 

H 337 ± 5 * #37 ± 3 * 112 ± 4 0,541 ± 0,033 * 

DSCG+H 
329 ± 2 * ##38 ± 3 * 111 ± 5 0,467 ± 0,028 * + 

(časně) 

H+DSCG 
349 ± 7 * 35 ± 2 * 118 ± 4 0,470 ± 0,020 * + 

(pozdně) 

Tab. 3: Hemodynamické parametry (CO, SAP, RV/LV+S) 

N = kontrolní skupina žijící v normoxii, H = skupina vystavená 3 týdny hypoxii 
(10 % O2) , jíž nebyl v době expozice podáván kromoglykát, 
DSCG + H = hypoxická skupina, které byl kromoglykát podáván v průběhu 
prvních 4 dnů expozice 3-týdenní hypoxii hypoxii, 
H+DSCG = hypoxická skupina, které byl kromoglykát podáván v průběhu 
posledních 4 dnů expozice 3-týdenní hypoxii 
CO = srdeční výdej , SAP = střední systémový arteriální tlak, RV/LV+S = poměr 
hmotností pravé srdeční komory a levé srdeční komory se septem 
*p< 0,001 hypoxická skupina se statisticky významně liší od skupiny 
normoxické 
+ p < 0,05 hypoxické skupiny s časnou a pozdní aplikací kromoglykátu se liší 
od hypoxické skupiny, které kromoglykát nebyl podáván 
# data od 7 zvířat, ## data od 6 zví řat 

65 



PAP- podávání kromoglykátu v průběhu prvních 4 dnů chronické hypoxie 

sign ifikantně redukuje PH 

Všechna zvířata vystavená hypoxii měla významně vyšší PAP (p< 0,0001) než 

zví řata normoxická. Avšak u zvířat, kterým byl podáván kromoglykát v prvn ích 

čtyřech dnech hypoxické expozice, byl tlak v plicnici významně nižší (p< 0,05) 

než u zbylých dvou hypoxických skupin (obr. 11). 

Systémový arteriální tlak 

Expozice chronické hypoxii ani podávání kromoglykátu neovlivnily systémový 

arteriální tlak. 

Srdeční výdej 

Srdeční výdej byl signifikantně nižší u všech hypoxických zvířat (p< 0,0001) 

v porovnání se zvířaty žjícími v normoxických podmínkách. Mezi jednotlivými 

hypoxickými skupinami nebyl zaznamenán výrazný rozdíl v srdečním výdeji. 
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Obr. 11. Podávání kromoglykátu v průběhu prvních 4 dnů chronické hypoxie 
signifikantně redukuje PAP na konci 3. týdne hypoxické expozice 

N = kontrolní skupina žijící v normoxii, H = skupina vystavená 3 týdny hypoxii 
(10 % O2) , jíž nebyl v době expozice podáván kromoglykát, 
DSCG + H = hypoxická skupina, které byl kromoglykát podáván v průběhu 
prvních 4 dnů expozice 3-týdenní hypoxii hypoxii, 
H+DSCG = hypoxická skupina, které byl kromoglykát podáván v průběhu 
posledních 4 dnů expozice 3-týdenní hypoxii 
*p< 0,05 skupina DSCG + H se statisticky významně liší od zbylých dvou 
hypoxických skupin. 
Data jsou uváděná jako průměrné hodnoty ± SEM. 

Muskularizace periferních plicních cév 

Aplikace kromoglykátu v časné fázi expozice hypoxii částečně snížila 

muskularizaci perifern ích plicních cév. Procento dvojitě laminovaných 

periferních plicních cév (%DL) bylo sign ifikantně nižší (p < 0,001) u skupiny, 
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která dostávala kromoglykát na začátku hypoxie (skupina DCSG+H) 

v porovnání s hypoxickou skupinou, které kromoglykát nebyl podán vůbec 

(skupina H) a také nižší (p< 0,05) v porovnání se skupinou, která dostávala 

kromoglykát až na konci hypoxické expozice (skupina H+DSCG) (obr. 12) 
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Obr. 12. Podávání kromoglykátu v průběhu prvních 4 dnů chronické hypoxie 
signifikantně redukuje procento dvoj itě laminovaných periferních plicních cév 
(%DL) 

N = kontrolní skupina žijící v normoxii , H = skupina vystavená 3 týdny hypoxii 
(10 % 02), jíž nebyl v době expozice podáván kromoglykát, 
DSCG + H = hypoxická skupina, které byl kromoglykát podáván v průběhu 
prvních 4 dnů expozice 3-týdenní hypoxii hypoxii, 
H+DSCG = hypoxická skupina, které byl kromoglykát podáván v průběhu 
posledních 4 dnů expozice 3-týdenní hypoxii 
*p< 0,05 skupina DSCG + H se statisticky významně liší od zbylých dvou 
hypoxických skupin . 
Data jsou uváděná jako průměrné hodnoty ± SEM. 
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Hypertrofie pravé komory srdeční 

Poměr hmotností pravé komory k hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S) byl 

signifikantně nižší u zví řat , kterým byl během hypoxické expozice podáván 

kromoglykát než u zvířat kterým kromoglykát podáván nebyl. Překavpivě byl 

(RV/LV+S) signigikantní nižší nejen u skupiny, které byl kromoglykát podáván 

na začátku hypoxické expozice J ale též u skupiny J které byl kromoglykát 

podáván na konci hypoxické expozice (p< 0,05) (tab. 3). 

ZÁVĚR: 

1/ KROMOGLYKÁT PODÁVANÝ V ČASNÉ FÁZI HYPOXIE SIGNIFIKANTNĚ SNIŽUJE PH 

2/ KROMOGLYKÁT PODÁVANÝ V POZDNí FÁZI HYPOXICKÉ EXPOZICE PH NEOVLIVNí 
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5. DISKUZE 

5.1 INDUKCE iNOS SE PODílí NA ROZVOJI HPH 

Tato studie prokázala, že ná růst produkce NO v plicích v průběhu 

prvních dnů chronické hypoxie se významnou měrou podílí na zahájení 

procesu, který v konečném důsledku vede ke vzniku HPH. Podstatná je přitom 

produkce izoformou iNOS. Inhibice NO syntézy v prvních dnech hypoxické 

expozice částečně bránila zvýšení tlaku v a. pulmonalis. V tomto ohledu byl 

selektivní inhibitor iNOS (L-NIL) stej ně účinný jako neselektivní inhibitor (L­

NAME). 

U skupiny pokusných zvířat, která byla hypoxii vystavena další dva týdny, byl 

PAP trvale snížen, přestože L-NIL těmto zvířatům již nebyl dále podáván. Na 

druhé straně, ve fázi, kdy plicní hypertenze byla již rozvinutá , neměla inhibice 

NO syntézy vliv na PAP. Nález výrazné přechodné exprese iNOS v plicních 

cévách po 4 dnech hypoxické expozice také potvrdil účast iNOS na rozvoji HPH 

v prvních dnech hypoxie. Hodnoty NO ve vydechovaném vzduchu rovněž 

ukazují na zvýšenou produkci NO na začátku hypoxie. 

NO je znám předevš ím díky svému vazodilatačnímu působení. Inhalačně je 

užíván při léčbě novorozeneckých plicně hypertenzních krizí. Na druhé straně 

je NO také radikál schopný přímo nebo po reakci s jinými reaktivními 

sloučeninami (peroxynitrit) poškozovat tkáně. Poškození stěny plicních cév 

reaktivními sloučeninam i kyslíku na začátku expozice hypoxií iniciuje proces 

vaskulární remodelace, který nakonec vede ke vzniku plicní hypertenze (Igari , 

Tatsumi et al. 1998; Lachmanova, Hnil ickova et al. 2005). Nález zvýšené 
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koncentrace nitrotyrosinu v plicní tkáni po 4 dnech hypoxické expozice 

podporuje naši hypotézu , podle které zvýšená produkce NO (prostřednictvím 

iNOS) v iniciální fázi expozice hypoxií přispívá k radikálovému poškození cévní 

stěny a k rozvoji plicní hypertenze. S tímto faktem koresponduje i zjištění, že 

koncentrace nitrotyrosinu v séru byla zvýšena po 4 dnech hypoxické expozice, 

ale ve třetím týdnu hypoxické expozice byla její hladina opět normální. Zvýšená 

hladina nitrotyrosinu v plicích byla nalezena i u pacientů s plicní hypertenzí 

(Bowers, Cool et al. 2004). 

L-NIL v dávce 8mg/l aplikován ve vodě určené k napájení zvířat výrazně 

redukoval množství NO ve vydechovaném vzduchu po stimulaci LPS, třebaže 

ne v takovém rozsahu jako neselektivní inhibitor L-NAME v dávce 500 mg/I. 

Tato skutečnost je v souladu s faktem, podle kterého LPS může indukovat 

nejenom expresi iNOS, ale také expresi nNOS a eNOS (Comtois, EL-Owairi 

et al. 1999; Harada, Imaki et al. 1999; Iwase, Miyanaka et al. 2000) . Poněkud 

překvapivé je zjištění , že ani vyšší dávka L-NAME nesnížila hladinu NO ve 

vydechovaném vzduchu po stimulaci LPS pod hranici detekovatelnosti naším 

přístrojem . Je to vysvětlitelné tím, že určité množství NO je tvořeno strukturami 

mimo přímý dosah cirkulace. Např. makrofágy mohou být stimulovány 

k produkci NO po kontaktu s LPS v krevním oběhu, poté však cirkulaci opustí a 

osídlí alveolární prostory, kde může být penetrace L- NAME limitována. 

Redukce PAP při inhibici NOS v průběhu prvního týdne expozice hypoxií nebyla 

spojena se snížením hypertrofie pravé komory. Hypertrofie pravé komory je 

důsledkem jejího tlakového přetížení při chronickém zvýšení tlaku v plicnici. 

Nicméně mnoho studií naz.načilo, že při plicní hypertenzi nemusí být hypertrofie 
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pravé komory vždy přítomná. Je takéznámo, že v některých experimentech, 

kdy byl snížen PAP, byla redukce hypertrofie pravé komory mnohem menší 

(Underwood, Bochnowicz et al. 1998; Tyler, Muramatsu et al. 1999). Chronická 

plicní hypertenze může být expe rimentálně vyvolána i bez přítomnosti 

hypertrofie pravé komory (Chen, Chen et al. 1999). 

Nárůst hmotnosti pravé komory proporc ioná lně k nárůstu PAP byl zaznamenán 

u mláďat potkanů vystavených intermitentní hypoxii od 4. dne věku, ale 

podobná signifikantní korelace nebyla nalezena u starších zvířat (Kolar, 

Ostadal et al. 1989). Je docela pravděpodobné, že chronická hypoxie může 

mít i přímý účinek na hypertrofii komory, nejen sekundárně prostředn ictvím 

vzestupu PAP. Tato možnost je podpořená pozorováním, kdy při chronické 

hypoxii vznikla též hypertrofie levé komory srdeční (Kolar, Ostadal et al. 1989). 

Účinek inhibice NO syntézy na rozvoj HPH byl předmětem mnoha studií. 

Ty ale nebyly specificky zaměřené na iniciální stádium expozice chronické 

hypoxii. Mnoho z nich prokázalo, že akutní aplikace neselektivních inhibitorů 

NOS vyvolá podstatně větš í vazokonstrikci v plicích chronicky hypoxických 

potkanů v porovnání s potkany žijícími v normoxii. Naproti tomu potkani, kterým 

byl v průběhu 3-týdenní hypoxické expozice podáván L-NAME, neměli větší 

plicní hypertenzi než potkani vystavení stejnému stupni hypoxie, ale bez 

aplikace NOS inhib ítorů (Hampl, Archer et al. 1993). Výsledky naší stud ie 

nabízejí jedno možné vysvětlení tohoto paradoxu. Jedná se zřejmě o kombinaci 

trvalé redukce plicní hypertenze prostředníctvím inhibice iNOS v prvním týdnu 

chronické expozice a zároveň protichůdně působícího nárůstu plicní 
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hypertenze v pozdějších fázích hypoxické expozice, kdy je omezen účinek 

eNOS. 

Existuj í studie, které ukázaly, že podávání selektivního inhibitoru iNOS 

po celou dobu expozice chron ické hypoxi i (3-4 týdny) nemá vliv na rozvoj plicní 

hypertenze (Resta, O'Donaughy et al. 1999; Tyler, Muramatsu et al. 1999). 

V naší studii podávání inhibitoru iNOS působilo redukci plicní hypertenze. Tuto 

diskrepanci může vysvět l it fakt, že naše pracovní skupina zahájila podávání 

inhibitoru iNOS j iž 3 dny před expozici hypoxii, abychom měli na začátku 

expozice efektívní hladinu tohoto inhibitoru v krvi a ve tkáních. Tedy role iNOS 

v remodelaci plicních cév v se vztahuje k začátku expozice hypoxii. 

V naší studií je poprvé popsané chronické perorální použití L-NIL pro 

selektivní inhibici iNOS in vivo. Byli již popsány metody, kdy byl L-NIL 

aplikován kontinuální infuzí nebo opakovanými injekcemi (Schwartz, Mendonca 

et al. 1997; Resta , O'Donaughy et al. 1999). Naše metoda aplikace ve vodě k 

napájení je praktická. Nevýhodou může být rozdílný příjem tekutiny jednotlivými 

zvířaty na začátku expozice hypoxií. Pro toto období je totiž charakteristický 

snížený příjem tekutiny. N icméně v naší studii byl příjem L-NIL v prvním týdnu 

expozice dostatečný . To dokazuje měření koncentrace vydechovaného NO. U 

hypoxických zvířat , kterým byl podáván L-NIL byla koncentrace 

vydechovaného NO velmi podobná koncentraci, jakou měla zvířata žijící v té 

době v normoxii. Tudíž inhibice iNOS tímto způsobem aplikace jej ího inhibítoru 

byla účinná. 

Mnoho autorů prokázalo při expozici chronické hypoxii zvýšenou hladinu 

mRNA pro NOS a dokonce i zvýšenou hladinu samotného proteinu NOS (viz 
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review (Hampl and Herget 2000). Většina těchto studií se zaměřila na aktivitu 

eNOS anebo nespecifikovala jednotlivé subtypy NOS. Zároveň však existují 

studie, které prokázaly zvýšení mRNA iNOS nebo samotného enzymu na konci 

expozice chronické hypoxii v homogenátu celých plic (Le Cras, Xue et al. 1996; 

Igari , Tatsumi et al. 1998; Palmer, Semenza et al. 1998; Resta, O'Donaughy et 

al. 1999; Fagan, Morrissey et al. 2001). Dvě práce popisují zvýšenou expresi 

iNOS v průběhu prvního týdne hypoxické expozice u potkanů. Vobou 

případech jde ale o homogenát celých plic bez specifikace místa přesné 

exprese (Xue and Johns 1996; Teng, Li et al. 2002). Naše skupina doplnila tyto 

údaje dalšími výsledky, které prokázaly, že iNOS je exprimována v prvních 

dnech hypoxie hlavně v plicních cévách, a to především v jejich médii . Navíc 

naše data ukazují, že při delším působení hypoxie přetrvává zvýšená exprese 

iNOS vepitelu dýchacích cest, ale v plicních cévách je již obtížně 

detekovatelná. Zdá se tedy, že při dlouhodobé expozici hypoxií je hladina 

proteinu iNOS v plicích celkově zvýšená (Igari, Tatsumi et al. 1998; Fagan, 

Morrissey et al. 2001), avšak tyto studie nemohou prokázat extravaskulární 

expresi iNOS (Fagan, Morrissey et al. 2001). Naše data potvrzují hypotézu, že 

exprese iNOS v plicních cévách stoupá v prvních dnech expozice hypoxií a 

poté se vrací k výchozím hodnotám. 

Existují ojedinělé studie, které ukázaly, že zvýšená exprese iNOS nemusí být 

doprovázena zvýšenou produkcí NO (Lovchik, Lipscomb et al. 1997; Cadogan, 

Hopkins et al. 1999; Cucchiaro, Tatum et al. 1999). Tudíž pro potvrzení naší 

hypotézy o kauzálním nárůstu syntézy NO na začátku rozvoje HPH bylo 

nezbytné prokázat, že je v plicních cévách na začátku hypoxické expozice 

zvýšená nejenom exprese iNOS, ale také že skutečně narůstá v tomto období 
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i syntéza NO. O zvýšené tvorbě NO v průběhu chronické hypoxie obsažně 

pojednává přeh led (Hampl and Herget 2000). 

Obyvatelé vysokých nadmořských výšek vydechují větší množství NO 

v porovnání s lidmi žijícími v nižších polohách (Beall , Laskowski et al. 2001). 

Protože je při pobytu ve vysoké nadmořské výšce dostupnost kyslíku, díky jeho 

nizkému parciálnímu tlaku ve vdechovaném vzduchu snížená, může zvýšení 

průtoku krve plícemi pomoct zlepšit dodávku O2 do tkání. HPV je hlavním 

mechanismem, který reguluje průtok krve plícemi. V zájmu optimálního 

okysličení krve jsou přednostně perfundovány dobře ventilované alveoly a 

naopak v oblastech nedostatečně ventilovaných je průtok krve nižší. Tento 

mechanismus se uplatňuje v místech s normálním atmosférickým tlakem a týká 

se izolovaných okrsků plic, které jsou z různých příčin hůře ventilovány (West, 

Dollery et al. 1964). Protože ale ve vysoké nadmořské výšce jsou hypoxické 

všechny oblasti plic, výsledná povšechná vazokonstrikce nepůsobí redistribuci 

průtoku krve, nýbrž nárůst plicního arteriálního tlaku. Při dlouhodobém pobytu 

ve vysoké nadmořské výšce vznikají pak v plicní cirkulaci kromě funkčních 

změn také již výše opakovaně popisované změny morfologické, které mají za 

následek zvýšení periferního plicního cévního odporu. Následkem 

dlouhodobého přetěžování pravé srdeční komory při zvýšeném periferním 

plicním odporu pak její hypertrofie (West, Dollery et al. 1964). Přesto mnoho lidí 

žijících ve vysoké nadmořské výšce nemá plicní hypertenzi ani hypertrofii pravé 

srdeční komory. Je tedy jasné, že existuje faktor, který se význanou měrou 

podílí na regulaci průtoku krve plicemi v hypoxii. Tímto faktorem je s velkou 

pravděpodobností NO, uplatňující se v tomto případě především jako 

vazodilatační agens. Zv-ýšená produkce NO v plicích představuje zřejmě 
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prostředek zmírňující vazokonstrikci, tím pádem zabraňuje také snižení průtoku 

krve plícemi a nakonec i přívod kyslíku do tkání. Takto je možné vysvětlit vyšší 

produkci NO v plicích u Tibeťanů a jiných národů žijících ve vysokých horách. 

Nicméně změny produkce NO v průběhu prvních dnů hypoxické expozice zatím 

nebyly zkoumány. Ukázali jsme ná růst koncentrace NO ve vydechovaném 

vzduchu už od prvního dne expozice chronické hypoxii (obr. 10). Ačkoliv je toto 

měření proveditelné relativně jednoduše, jeho limitací je nejasnost původu 

vydechovaného NO. Nejsme totiž schopni tímto způsobem lokalizovat topický 

zdroj vydechovaného NO. Významným zdrojem vydechovaného NO jsou horní 

dýchací cesty; hlavně nasální a paranasální dutiny (Lundberg, Farkas-Szallasi 

et al. 1995; Dillon, Hampl et al. 1996). Provedli jsme proto další experiment, ve 

kterém jsme prokázali , že za vzestup vydechovaného NO v prvních dnech 

expozice chronické hypoxii je odpovědný oddíl respiračního traktu pod úrovní 

trachey. 

V normoxii je NO generovaný izoformou eNOS (Vaughan, Brogan et al. 2003). 

Protože pomocí L-NIL anebo L-NAME byla koncentrace NO ve vydechovaném 

vzduchu hypoxických zvířat zredukována na úroveň vydechovaného NO zvířat 

žijících v normoxii je možno maximum vydechovaného NO přičíst aktivitě 

iNOS (obr. 4). Měření koncentrace NO ve vzduchu akumulovaném ve 

vzduchotěsné nádobě je nenáročnou metodou pro stanovení produkce NO u 

bdělých zvířat. Ačkoliv jsme jako zdroj NO označili plíce, je možné, že takto 

naměřený NO může pocházet také z kolon (činností baktérií) nebo ze žaludku. 

Protože ale hypoxií indukovaný vzestup vydechovaného NO byl kompletně 

inhibován aplikací L-NIL nebo L- NAME , předpokládáme , že jeho zdrojem je 

plicní tkáň. 
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Třebaže naše výsledky prokázaly, že iNOS je důležitou součástí inciální fáze 

rozvoje HPH, neobjasnili jsme, zda zvýšená exprese iNOS na začátku expozice 

CH je příčinou nebo důsledkem poškození stěny plicních cév, které je příčinou 

jejich remodelace. Je možné, že má NO v iniciální fázi HPH převážně škodl'ivý 

ú činek . Proto zřejmě inhalace NO, u ARDS (Kaisers, Busch et al. 2003) a u 

perzistující plicní hypertenze novorozenců (Kinsella, Walsh et al. 1999; Clark, 

Kueser et al. 2000) nezlepšuje dlouhodobě výsledky těchto stavů. 

5.2 INHIBICE DEGRANULACE žíRNÝCH BUNĚK NA ZAČÁTKU 

EXPOZICE CHRONICKÉ HYPOXII TLUMí ROZVOJ PH 

Inhibice degranulace žírných buněk podáváním kromoglykátu v prvních 

4 dnech expozice chronické hypoxii s ig n ifikantně snížila PAP. Předpokládáme, 

že kromoglykát tlumí rozvoj HPH především tím, že zabrání uvolnění MMP. 

Inhibice degranulace žírných buněk totiž zároveň brání akumulaci 

nízkomolekulárních štěpů kolagenu v periferní části plicního řečiště. Tento 

nález je v souladu s nálezy Novotné a Hergeta, kteří zjistili, že farmakologická 

inhibice kolagenolytické aktivity MMP bránila rozvoji HPH a omezila výskyt 

nízkomolekulárních kolagenních fragmentů ve stěně periferních plicních artérií 

(Herget, Novotna et al. 2003). 

Důležité je rovněž zjištění, že kromoglykát tlumí rozvoj HPH, jenom pokud je 

podáván na počátku expc;>zice hypoxi i. Jeho podávání v pozdějších fázích již 
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HPH neovlivní. To podporuje naší hypotézu, podle které jsou první dny 

hypoxické expozice rozhodující pro rozvoj HPH. 

Jak bylo diskutováno výše, první týden hypoxické expozice je charakterizován 

poškozením plicní tkáně vlivem radikálů (Herget, Wilhelm et al. 2000; Wilhelm, 

Vankova et al. 2003; Lachmanova, Hnilickova et al. 2005). Vajner a kol. popsali 

změny distribuce žírných buněk exprimujících MMP - 13 v plicích zvířat 

vystavených 4 a 20 denní hypoxii. U zvířat, vystavených 4 denní hypoxii, tyto 

buňky výrazně převládají v adventicii prealveolárních arteriol (Vajner, Vytasek 

et al. 2006), u zvířat vystavených hypoxii po dobu 3 týdnů z této oblasti mizí a 

nacházejí se v oblasti cév vodivých (Vajner, Vytasek et al. 2006). Rabinovitch a 

kol. již v roce 1979 prokázali, že hypoxická vaskulární remodelace začíná 

v prvním týdnu expozice hypoxii (Rabinovitch, Gambie et al. 1979). Domníváme 

se, že remodelace periferních plicních cév je zahájená aktivací intersticiální 

kolagenázy MMP-13, která štěpí kolagen na 1/4 a 3/4 fragmenty. Fragmenty 

této velikosti jsou typicky přítomny v periferních plicních artériích hypoxických 

zvířat (Novotna, Bibova et al. 2001) a mohou stimulovat metabolismus kolagenu 

v plicní tkáni (Gardi , Calzoni et al. 1994). 

Zjistili jsme, že podávání kromoglykátu, byť jenom v častém úseku 

chronické expozice-(ať už na jejím začátku nebo konci)-signifikantně snižuje 

hypoxií-indukovanou hypetrofii pravé komory. Stejné výsledky získali i jiní 

autoři, kteří inhibovali degranulaci žírných buněk pomocí kromoglykátu po 

celou dobu hypoxické expozice (Kay, Suyama et al. 1981). V rozporu s tímto 

Mungall a kol. nezaznamenali protektivní účinek kromoglykátu na hypertrofii 

pravé komory u potkanů vystavených chronické hypoxii (Mungall 1976). 

Nicméně tato skupina použila ve svém experimentu 4-krát nižší dávku 
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kromoglykátu než my ( 10 mg/ kg i.v.). Zhu a spolupracovnici nezjistili rozd íly 

v PAP, v hypertrofii pravé komory, ani muskularizaci periferních plicních cév u 

intaktních myší a u myší s deficitním genem pro žírné buňky vystavených 

chronické hypoxii (Zhu, Kradin et al. 1983). Na rozdí l od naší skupiny (Vajner, 

Vytasek et al. 2006). Zhu a kol. nepozorovali odlišnou distribuci žírných buněk 

vlivem hypoxie ani u intaktních myší. Toto je možné vysvětlit tím, že množství 

žírných buněk je v plicích normálních myší v porovnání s potkany zanedbatelné. 

Tucker a kol. pozorovali ši rokou variabilitu v počtu plicních žírných buněk mezi 

jednotlivými zvířec ími druhy (Tucker, McMurtry et al. 1977). Počet žírných 

buněk koreluje pravděpodobně se závažností plicní hypertenze. 

Kromoglykát zabraňuje vyplavení jak mediátorů preformovaných (např. 

histaminu, kininů) tak i mediátorů , které jsou syntetizovány až po stimulaci 

prostaglandiny či leukotrieny a působí tak jako protizánětlivý činite l (Matsuo, 

Shimoda et al. 2000). V klinické praxi je kromoglykát používán většinou k 

potlačení lokálních alergických projevů nebo systémově při léčbě mastocytozy. 

Působí pravděpodobně prostřednictvím fosforylace 78 KDa proteinu moesinu, 

který působí přeskupení membránového cytoskeletu a obklopuje sekreční 

granula (Theoharides, Wang et al. 2000) . Tímto mechanismem může tedy 

zabránit vylití všech mediátorů včetně růstových faktorů, chemotaktických 

faktorů a proteáz. Steiner a kol. prokázali, že blokáda degranulace žírných 

buněk signifikantně inhibovala mikrovaskulární zánětovou reakci na 

systémovou hypoxii (Steiner, Gonzalez et al. 2003). V systémových cévách 

hypoxie zvyšuje produkci ROS, stimuluje adhezi a migraci leukocytů a zvyšuje 

permeabilitu cév. Všechny tyto mechanizmy jsou zahrnuty v patogenezi HPH 

(Hampl and Herget 2000) . . 
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Poměr hmotností pravé komory k hmotnosti levé komory a se pta byl nižší u 

potkanů, kterým byl kromoglykát podáván na začátku hypoxické expozice a 

překvap ivě i u potkanů, kterým byl podáván až na konci expozice. Vysvětlení 

spočívá v odlišném účinku kromoglykátu na plicní a srdeční tkáň. Brower a kol. 

preventivním podáním kromoglykátu zabránili nárůstu počtu žírných buněk a 

aktivity metaloproteináz v srdci potkanů s aortokavální fistulí (Brower, Chancey 

et al. 2002). Zdá se proto, že kromoglykát může mít přímý účinek na srdce. 

Zmnožení žírných buněk v okolí periferních plicních cév se vztahuje pouze na 

počáteční období expozice hypoxii (cca 1. týden). Po 3 týdnech hypoxické 

expozice je počet žírných buněk v této oblasti srovnatelný s počtem žírných 

buněk vokolí prealveolárních plicních cév zvířat žijících v normoxii (Vajner, 

Vytasek et al. 2006). To vysvět luje proč podávání kromoglykátu na konci 3-

týdenní hypoxické expozice neovlivní pl icní vasku lární remodelaci a cévní 

rezistenci. Na rozdíl od toho Rakusan a kol. demonstrovali trvalé zmnožení 

žírných buněk v srdci potkanů v průběhu celého období hypxie (4 týdny) 

(Rakusan, Sarkar et al. 1990). Zajímavým nálezem této studie je, že v srdci 

potkanů s hypertenzí renálního původu nebyly žírné buňky zmnoženy. Z toho 

vyplývá , že zmnožení žírných buněk v srdečním svalu nesouvisí s tlakovou 

zátěží srdce. 
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5. 3. OBECNÁ DISKUSE ZÁVĚRO 

Podle naší hypotézy souvisí patogeneze změn plicní cévní struktury při HPH 

s tvorbou ROS v plicní tkání při chronické hypoxii. Proces remodelace plicní 

vaskulatury je zahájen štěpením vláken extracelulární matrix. Rozhodující 

postavení v metabolismu extracelulární matrix mají proteolytické 

metaloproteinázy. Předpokládáme, že ROS stimulují vaskulární remodelaci tím, 

že aktivují tyto kolagenolytické enzymy. 

Zvýšená kolagenolytická aktivita má za následek uvolnění nízkomolekulárních 

štěpů kolagenu, které se akumulují v médii a v adventícii stěny periferních 

artérií. Tyto fragmenty, které pak dále stimulují vlastní metabolismus kolagenu 

(Gardi, Calzoni et al. 1994) aktivují navíc proliferaci mesenchymových buněk ve 

stěně plicních cév (Bacakova, Lisa et al. 2002). Výsledkem této kaskády je 

nárůst periferního pl icního cévního odporu a v konečném důsledku zvýšení 

plicního arteriálního tlaku. 

Analýzou exktraktů periferních plicních cév potkanů vystavených chronické 

hypoxii se zistilo, že pokud byl potkanům v průběhu chronické hypoxie podáván 

antioxidant N- acetylcystein, nebyly v těchto extraktech nalezeny typické 

nízkomolekulární štěpy kolagenu (Herget, Novotna et a!. 1999). V cévách 

potkanů , kterým v průběhu chronické hypoxie antioxidant podáván nebyl, byly 

tyto fragmenty přítomny ve významném množství. To potvrzuje význam 

zvýšené produkce ROS v patogenezi remodelace periferních plicních cév při 

HPH. 
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Charakter kolagenních štěpů (3/4 a 1/4 štěpy kolagenu typu I) svědčí o 

působení intersticiální kolagenázy, která patří do skupiny tkáňových 

metaloproteináz a je označována jako MMP13 (u hlodavců) . Zvýšená aktivita 

MMP 13 při chronické hypoxii byla prokázáná i přímo (Herget, Wilhelm et al. 

2000). 

Aktivace kolagenolýzy je jedním z důležitých patogenetických 

mechanismů cévní remodelace. Chronická hypoxie působí muskularizaci 

periferních plicních cév s následným zvýšením PAP vedoucím k hypertrofii pravé 

srdečni komory. Všechny tyto parametry byly u zvířat vystavených chronické 

hypoxii, kterým byl zároveň podáván specifický inhibítor MMP - batimastat, 

signifikantně sníženy (Herget, Novotna et al. 2003). Rovněž nízkomolekulárn í 

štěpy kolagenu v extraktu jejich perifern ích plicních cév nebyli přítomny (Herget, 

Novotna et al. 2003). 

Regulace tvorby a uvolňování metaloproteináz je dosud nejasná. Jejich 

významným zdrojem jsou aktivované žírné buňky (Tozzi, Thakker-Varia et al. 

1998). Je známo, že metaloproteinázy jsou syntenizovány a skladovány 

v sekrečních granulech ve formě neaktivních proenzymů. Jejich přeměna 

v aktivní enzymy může nastat působením serinových proteáz produkovných 

přímo v žírných buňkách (Welle 1997). Dalšími látkami, které mohou aktivovat 

tkáňové metaloproteinázy jsou volné kyslíkové radikály, NO a jej ich společné 

produkty, jejichž tvorba při hypoxii stoupá (Rajagopalan, Meng et al. 1996; 

Wilhelm, Sojková et al. 1996; Johnson, Hodyc et al. 2007). 

Podle naší hypotézy aktivace kolagenolýzy úzce souvisí se zvýšenou 

produkcí ROS a následným radikálovým poškozením cévní stěny na začátku 

hypoxické expozice. Ukázali jsme, že podání antioxiantu N- acetylcysteinu brání 
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hypoxií indukované aktivaci metaloproteináz in vitro (Maxova, Novotna et al. 

2004). V in vivo studiích bylo prokázáno, že podání antioxidantů zabrání rozvoji 

rozvoji hypoxické plicní hypertenze (Lachmanova , Hnilickova et al. 2005) . 

Aktivace metaloproteináz působením ROS je možná několika cestami: 

1. Aktivní místo MMP je redox sensitivní a reaguje tedy na změny 

koncentrace ROS (Rajagopalan, Meng et al. 1996). 

2. Tkáňové inhibítory MMP mohou být fragmentovány a inaktivovány 

působením radiká lů (Rathke-Hartlieb, Budde et al. 2000). 

3. Samotné oxidační poškození extracelulární matrix stěn periferních 

plicních je stimulem aktivace metaloproteináz. 

ROS navíc přímo působí oxidačn í změny vazivových protei nů 

(Monboisse and Bore11992; Bacakova, Wilhelm et al. 1997). Takto pozměněné 

vazivové proteiny účinně stimulují proliferaci hladkých svalových buněk 

(Bacakova, Wilhelm et al. 1997). Je pravděpodobné, že se mění adhese 

mesenchymových buněk k pojivové matrix (Bacakova, Usa et al. 2002). 

Peroxidací lipidů buněčných membrán mohou ROS působit změny funkce 

mesenchymových buněk a jejich membránových receptorů. Navíc ROS 

zasahují i do metabol ismu buněčné DNA a mohou tak ovlivňovat enzymatické 

reakce v cytosolu buněk. 

Chronická hypoxie je spojená se vzestupem NO produkce v plicích 

(Hampl and Herget 2000). Xue a kol. demonstrovali zvýšenou expressi NOS 

v plicích chronicky hYJi>oxických potkanů současně s charakteristickými 
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histologickými změnami doprovázejícími PH (Xue, Rengasamy et a!. 1994). 

Toto zvýšení exprese zaznamenali na začátku rozvoje HPH (Xue and Johns 

1996). Vyšší syntéza NO p ři chronické hypoxii vystavuje plicní tkáň nebezpečí 

oxidačního poškození, vznikajícího v důsledku radikálové povahy NO a zvláště 

jeho agresivního metabolitu peroxynitritu. Peroxinytrit vzniká reakcí NO a 

superoxidu, který je také syntetizován ve vyšší míře při tkáňovém poškození . 

Oxid dusnatý, superoxid a peroxynitrit jsou mocnými aktivátory metaloproteináz 

(Rajagopalan, Meng et a!. 1996) . Tímto způsobem se NO podílí na vzn iku 

strukturálních vaskulárních změn v průběhu rozvoje HPH. 

Dosavadní zjištění naší skupiny i jiných skupin zabývajících se studiem vzniku 

HPH ukazují, že morfologické, biochemické a hemodynamické změny 

charakteristické pro HPH jsou přítomny j iž v průběhu prvního týdne hypoxické 

expozice. 

PROKÁZALI JSME, ŽE NA ZAČÁTKU HYPOXICKÉ EXPOZICE: 

1. Stoupá produkce kyslíkových radikálů v plicích (Wilhelm, Sojková et a!. 

1996; Johnson, Hodyc et a!. 2007). 

U laboratorních potkanů podání antioxidancií (NAC) před expozicí hypoxii 

a/nebo v prvním týdnu expozice hypoxii inhibuje signifikantně rozvoj HPH. 

Podají-Ii se antioxidantia zvířatům s rozvinutou HPH jsou bez efektu 

(Lachmanova, Hnilickova et a!. 2005) . 

2. Stoupá produkce NO v plic ích (Hampl, Bibova et al. 2006). 
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Inhibice syntézy NO v prvních dnech hypoxické expozice částečně brání 

zvýšení tlaku v a. pulmonalis. Ve fázi , kdy je Ph již rozvinuta nemá inhibice NO 

syntézy vliv na velikost PAP (Hampl , Bibova et al. 2006). 

3. Množství kolagenních štěpů velikosti, která je charakteristická pro 

působení MMP 13, v extraktu periferních plicních artérií je signifikantně 

vyšší (Novotna, Bibova et al. 2001). 

4. Žírné buňky ,které jsou zdrojem kolagenolytických metaloproteináz se 

v iniciálním stádiu HPH soustřeďují v okolí prealveolárních plicních cév (Vajner, 

Vytasek et al. 2006). 

5. Inhibice degranuluce žírných buněk v časné fázi hypoxické expozice 

signifikantně snižuje PH. Inhibice degranulace žírných buněk v pozdní fázi 

hypoxické expozice PH neovlivní (Baňasová, Maxová et.aI.2008). 

První dny expozice chronické hypoxii kdy dochází k radikálovému poškození 

plicní cévní stěny, aktivaci mesenchymálních struktur a indukci plicní 

vaskulární remodelace jsou rozhodujícím obdobím pro vznik HPH. 
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6. ZÁVĚRY: 

1 I NO se podílí na rozvoj i HPH na začátku expozice CH 

2 I Zdrojem NO na začátku rozvoje hypoxické plicní hypertenze je iNOS 

31 Kromoglykát podávaný v časné fázi hypoxické expozice výrazně snižuje 

plicní hypertenzi 

41 Podávání kromoglykátu v pozdní fázi hypoxické expozice PH neovlivní 

51 Degranulace žírných buněk představuje důležitý mechanismus v remodelaci 

plicních cév při hypoxií- indukované pl icní hypertenzi 
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doj: I O,11521ajplung,000232005.-Pathogcnesis uf hypOXII: pulmu­
nary hypenen~iun is iniliated by oxidativt: i.njury tu Lhc pulmllnary 
va,,,ular ..... alL Becausc nilfic oxide (NO) 'an conlfibulc to \I\id:llive 
~tresS and bccause the inducible isofonn of NO ,ynlhll~c (iNOS) i, 
often upregulaled in lL~,ociaLion wiŮ] ti.suc injury, \Ve hypOÚlcsilCU 
lhal lNOS-dcrivcd NO panicip le in Ů]e pulmonury vUMeulur wall 
injury al the ODsel ol' hypoxie pulmonary hypenen. ion. An cffcclíve 
anJ scleclive uose of :ln 'NOS inhibitor, L-N"-( l-imin(Jcthyl)l)'~illc 

(L-NLL), for chroníe perorallrCalmenl ..... as Hna uctermincd (II mwl in 
drinking walcr) by mea~uring elŮlaJcd O c0n~cnlfmJl1n mu ~y~lcrnjc 
anerial pf . sure aflu LPS injcelion under ketamine+Kylalinc un H­

thesia. A \epar.ne balch of mL~ wn~ lhen cxposed to hYP\l.d (10 ' 0;1.) 

and gi\'cn L-. LL nr a non~clcet ivenhibilor of ull I O ~ynthuse~ , 

W-nilfo-L-arginin.: methyl eSler (L-NAME, 500 m!)./I . in drlruJnl! 
..... aler. SoŮ] Inhibitor" applicd jU~1 before and during I-wk hypoxiu, 
cqually reduced pulmonary urterial pre. urc (PAP) rnCl1~urcd umler 
ketamine+x.ylazine anesthcsia, Ir bypoxia .::antinueu fur 2 mun' wk 
after I-:\'LL lfeatment wa.~ disconLinued, PAP \\Ia, 'llll Illwcr lhun ilJ 
untreated hypo>.ic conLrOls, Immunostnining of lung e~~ťl~ ~huweu 

Ilegligible iNOS pre~ence in cunlfol raL~, \triki og i os c:xpre~ iun 
alkr 4 day~ oj' hypoxia, :.Ind relum ol' í OS immuno~Ulinín llJWanl 
nonllal!y low lc:vcls after 20 days llf hypoxia. I.ung NO produ uun. 
measured as NO concenLrnLion in cx.haled 00, wus markcdly c!'VUlCU 
as carly a' on IJ1C /iN day of hypoxia. We t:oncluuc lhm LruJl~iCIll 

i. OS induclion in the pulmonary v35cular wal! at lhe tl ·ginnlnj!. nf 
chronie hypoxia panicipalcs in the paŮ]ogencsis of pulmonary hyper­
lenSlOll, 

pulmonary ci.n:u lation; nilfic oxide; ral; indueibll: nilllc II idl: 'yu , 
thase 

SrNCE THE DI COVERY TH T ~c OXIDE tNO) b lonm.'lI in 
mammalian cells as an endogenou' mcdiutor, many ultCl1lpl~ 
werc made to dctine its possible role in thc pUlhogcnc.1 uf 
pulmonary hypertcn ion (rcviewed in Ref. 23). AltlloUgh thc 
capucily of lung vessels tO produce NO c.ln bl! I\!dueeu in 
terminal phases of severe pulmonary hypertension (15), possi­
bly due to Ů]e progrcssive cndothelia! damagc. I c~~ udvuneed 
stagcs (al least in adul ts) are 35 ociated with incrcu 'd cxpre • 
sion nf NO syn!hasc {NOS) and augmented NO produ don 
(reviewed in Ref. 23). This is particularly well do umcnl'd in 

Addres~ for reprinl requcst' and othcr correspondence: V 'Iav !lampl, Depl. 
uf Phy~íolllg) , le. Univ. Second Medical chool. Plt.ells"-a 1101221 , 1'0 
()() Pmgue 5. (',cch Rcpublic (e-mail: vaclav,hampl@If2.tunl.t/ ). 

thc frequcntly uscd (lnd c linicalLy relevant model of puLmonary 
hypertcllsion clieited by ehronie hypoxia. 

ln principle. HS tbc actions af NO in thc hody are mu ltifm;­
'Lcd. tWll mait) functional con, equcnce. of Ů]C elevated lung 
NO synthcsis in chronic hypoxic pulmonary hypertcnsion an: 
p()~sible. On (Jnc hand, !hc vasod ilator and antiproliferati e 
cťfccts of NO may limit the extent of pulmonary vascular 
rcsi ·tancc clcvation. Thi~ possibi!ity is support >d by nUOlerous 
rcp l rtlo thut acute administration of NOS bJockers, ~uch as 
~'-oitro-J.-arginine methyl ester ~L-NAME), increa.~es perfu­
sicn prcs!>ure in lungs isolated from ehronicaJly hypoxie an i­
m tis more than in nonnoxic contro!s U'eviewcd in RcL :!3), On 
thc lltllcr hund, Jue t its radiclll oalurc, NO may cootributc to 
tllc nxidatiy injury to the walls of thc pulmonary esscls lhat 
uppcars to initiate their lUorphological remodel ing (27, 28. 35) , 

uch II hypertension-prornoůng effect may more or Je s negate 
th' lllne- and prllJifcration-rcducing effcrts . 

. videncc is accumu!ating thut thc princi pal fn:c radica l 
jnsult that iuitiates lhc process of vasculur remodcling occurs 
during thc tirst few days of chronic hypoxia. Por examplc. 
indexe!'. of pulmonu.ry hypertension. determined at the end fa 
prolonged hypoxia, are reduccd in r:lts that were trealcd with 
antioxidants ut thc bcginning ať lb cxposure (28, 35). By 
analogy. the prcsent tudy was de igned to test the hypothcsis 
lhal clcvatcd lung NO production in thc first fcw days af 
duunie hypoxia contributes to thc úevel pment of pulmanary 
hypcrtcnsion, pre. umably by contri buting to oxidative v:lScular 
wul! injury. Wc rcasoncú thal if!his hypolhesis were rruc, thcn 
trcallllent with NOS inhibitor anly during tbc first wcek of 
hypox.ia would rcsult in rcduced pu!monary hypertension. 

Chronic hypoxiu incrca es NOS cxprcssion in the Lung 
vcsscls rcvicw d in Reť. 23) . Traditionally, functional role 
wus implicitly us umcd for the endothelinl NOS isoform 
tcNOS). The possible roL of tbe inducible OS (iNOS, also 
cal1cd NOS Ir) is unknown , yet there are analogies fTom other 
llrguns that iNOS is fun tionaUy significunt in siruations cha.r­
actcrizcd by tissue injury . Thercfore, we also hypothcsized lhat 
NO parti 'iputing in tbe pathogencsis of pulmomlry hypcrten­
sion ut !he bcgioning of chronic hypoxla is produced mostly by 
iNOS. Tl\!alment nf hypoxie mts with a relatively selcctive 
iN S inhibitor, l.-N'-~ l -iminoethyl)l sine (L-NIL) (21, 40) 
was use<! to t st this hypothesi '. ln addition, iNOS expression 
wus cvaluatcd with immunohist chemistry at the initial and 
tlll un~cd Magcs of hypoxia (day.~ -I and 20. respectively) . lbe 
rcsults werc reportcd io a prcliminury fOflU6, 21 . 

The c ,t~ nf rubl i ation o f lhis anicle wen: defrJyed 10 pan by the pa, ment 
(lľ puge ch ge" ľhl! anicle must thereforc: be bereb)' man..cd "Odl'é'rl~tť'ml'nl" 
11\ OCCI n.l.incc with 18 ,1. . . Seclil'll 1714 slIlely tt) inůical~ \hi, fa t. 
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Lil rNOS INDUC'TION lNI nA rns IIYPOXIC' PlILMONAR Y IIYPERTENSION 

METHOl>S 

The peojccl was perfurmcu on adull male WblUJ' 'pedlh.: plllh\lgcn­
free rals (Anlab, Praguc, C7ech Rcpub lie) . Thc cxperiment~ cun· 
fonned 10 lhc huropcan ommunÍly and Nalional In~liluleN ol' He Ihh 
guidclines for u~ing xperimenlal animuls IlIld wcre approvcd by Ihc 
Animal Re,carcb Commiltee ol' Ihc Charle, nive~ily Scconu 1~'lI ­

ica l Sehoul. nles~ ~Ialed olherwise. ull drugs WCl'ť fmm Sigma 
(Prague. Clech Republie). 

Duse of L-NIL for lon,l( -rt>rnl. {)(!mral I/,Il' in rul,l , I II. hll~ hecu 
'poncd to rcl"lively sclCl.:uvcly inhibil i OS. hUL nul UŮl'1 • 'OS 

i~ororrm. in in vi lro cllpcrim nlS IlIlU when aum i nl~l 'rcd IIculc ly lil 

ane,llleli~cd animals (40), Hawever, no uala werc IIVllllllbl' rcgal'llintl 
effectivc and ,el~ccívc uo~e for a prolonged, peroral udm 111 I truliun. 
To hnd i4 we gaye onc group ar rols 1.-1\'11. in drinking waLer Ul a do c 
of 3 mg/l (n = 7); IInolher gNup rcccivc:cl 8 mg/l (ll 7). Tbc lhinl 
gruup reeeived plain walcr tu serv a\ eontrlll~ (/I - ll), A, Q 

compari,on wil.h u well-dc~ ribed. non.~eleclivc NOS blud; r, th' 
ťounh group rc.:ceived l.- AME (500 rogll. /I = 7). Hcellu inhlhluon 
of eNO b known lO incrcal>C 'y'tcmic anerial prcs~urc (SAP) (47), 
we rnca~ured ~yslolic w'terial prcssure noninvlIsively Wilh " lull L'\Jff 
15) aJter 3 uay' uf trcaUt\cnt tO roake sure lhat L-NU t tJle ~ckCICd 

do,es did not inhibil e OS. Sub~equenlly. lhc ni" were ane~Ůlelil d 
ilh ketarninc (lOO mg/kg body WI ip) and lI:yl""inc ( 16 mg/kg lm) 

and inLUbateú via I racheolomy , Ex.haled gas wn, co llccleu vla II 

lWO way valvc inl n small ba!; (madc frum " condom). 111' gr\mp, 
did not úiffcr in lhe lime needed to fil I lhe bag ( 2 min) , O 
concentrulion in Lhc collecled ga, W3, una lY7cd wilh II chcmllumi­
nescenee anal~/cr (CLO 77 AM; ccoPhysic,. Duerntcll, Swll/crlund). 
After tbe IlrM NO meusurcmcnl. lhe raLs were injeclcd wlili Lrs (5 
mg/kg body wl) inlO lhc jugular vcin 10 induce i OS e J1r..;~sl\ln 
Elthaled ga\ ~O analys is wa, lhen repeated every 60 min . 

Inhihilion ol' NOS dl/ring 1-lI'k hyfloxiu. To lc~t lhc hypolhc\i, I hUl 
:-;0 contribule\ to thc: palhogcnelll of Ůle initinl phu of pulmonary 
hypc.:nension. 24 rob were exposed to I wl.. hypo. iu (IO'~ Ch) ln II 

nonnobnric hypoxie chorobcr (22). Dunng ilic c:xpo.ur.:. lheir t\rl,ů< 
ing waler was supplementcd eit.her Wilh u nonseleclive inhibilor of all 
I O isofonu'. L- AME (500 msll. /I = 8). ar wilh a ~elcclivc tNOS 
inhibitor, L-NU, (M mglI. n - 9). Tbe treatment WíŮl O ' hlllCkcro. 
~taned 3 days before lhe hypoxie cxposun! to makc UIl: lhul c1'fcclivc 
:-':OS inhibiliun had bccn achic\'c:d by lhc timc hypoxia 0e8uII lPl8. I). 
Thc do~es were bascd on literature data (l.-NAMEl (45, ~..j) und tlUI 
experimcnt dcscribed above (L-NlL) . Thc gmups ll'ClllCd wilh NOS 
in.hlbitors wat! compared wilh unlrc:aLCd hypoxie ( I (l% 0 1. I wk; " -
7) und norrnoxic (/I = tl) controls. In aU experiment'. Ihc hypo ie 
..:humbc:r WaS opcncd ťor up to 30 min vcry 2-3 d3y~ !t)r clcaninj! "11.1 

fccding. 
ImmediaLCly aftce tenninacíon of lhe hypoxie '~[1u,ur', c hulet.l 

O wa, mcm.ured I confirm thc effeetivenes~ of , OS Inhlbhion. 
Eacb ral wa, seuled mdividually in a glas\ jar (2.1 I) nushcd wilh 
NO-frec: alI. Afler 15 min. NO accumulalcd in lh jllr was mC'l~ul'Cd 

wilh chemiluminesccnec NO analyzer. 
Aftc.:r omplcling lhc eAhaled , O measuremcnl . wc 1II1e~Ůlelll·tl 

lbt: ["'JlS (kclamine + xylaljnc II above), ThclI carolltl lIrU:ly WLL~ 
anoulated \0 mea!>ure mean SAP. nder oscilloseoph:: I:Iulduncc, tbc 

pullTlonary ancry WII' Ůlen calhC:lcrizc:d wilh a lhcrmoplu'ticali) 
,haped polyclllylcne culhcler (l.l mm outer and 0.75 ioncr dlumClcr) 
via II right jugular vein inlrodueer. a. prcviously dcscrihcd [12, 2tl) 
Aľler we oblained II stablc readmg of mCIlll pulmonury arterlul 
pre~surt: (pAP),lhe ruLS wece intubated viu tracheoLomy und vcnliluled 
wilh molO air ut - 60 bre;tlhs/mín (pcak inspiralory prcs'llre I!) 

cmH20, peak cxpiralory pre. ~u.re O cmH20). Thc che'l WIL opell d in 
midline. and a\ mu h as po~ iblc exua care WII~ taken to llvoit.l Ůl ' 
r.J\)' bleeding. Aseending aorlU blood How wa~ meu uretl wltb an 
ultra\onic How mel r (1.5 mm SS-serie" with J rencclor J'I06 How 
meter; Trunsonic Systems, Ilhaca, NY) liS un '/llmmc <ll' Ci\rdluc 
llUtpot (20. 42). This valuc rela( ive LO body weillht i\ 'pntteJ ll~ 
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Hg. I. SchclI1uli( of lhc timing af 'hronÍ<! nilric o~i<k synlhu\C (NOS ) 
blocknd · in rclalion III hypo~ic "xpo'ure. In one ..el of experi menl'. mL, 

r~,eived NOS blocktN (J'I-l-nilrť>- l.-argininc methyl ,,'Ier (I-NAMI:l) M l-N"­
I I i\l\lntl<!lhylly,inc Il·NlLII jU'l bclore und dW'ing II I-\\'k hypoxie~. pt)'ur~ 
lI/111 pnir ol' bar!'), ln nnoth ' 1' <oel. tbc u'CatmenL wilh NOS blockers wa, lhe 
'illIlC. llul hypoxia cOllunut.'d aner cC.''illlion of NOS blocl.al!l! for 2 more wk 
r"lIlldl,. prur of han.). In lhe 3rt! 'cl. lhe hypoxie ""po'ure wa, ůle 'amc liS in 
lhe IIllddl,. ~t (3 wk ). bul NO wa~ blocked only dunng lhc.: la,1 10 day~ 
I/'nf"'," piůr ol' t>ar,). NOle lh l lhc durutlcl1l of thc lrCDLmem wilh the NOS 
Il1h l hllt1~ w , ulwuy' Ihc »UIllC. ce \ U·THOOS 1'01 dClailed dcscriplion CH 
du mic hypoxin. 

ClllŮiu.: index (CI) , 111e valu!':s obruilll!d WiŮl lhi~ mClholl arc knuwn 
lil he luwcr tb.1O Ůluse ln vivo duc 10 lhc aneslhc. ia anu espccially tbc 
lhoracolomy; howcver.lhi~ crrnr systcmuli 'aUy tlffce!!' a ll experimen­
tul groups, ~o Ihul meuningful inlergroup compari~ons are possib le. 
Pinully. thc hean wus removed. and right ventricl >-lll- lerl V ntricle 
plu\ scplum W l wcighL rJtio (R lL V+S ) wa. u!\cd ,,~ an inuex lIr 

righl vCnlricular hypcnmphy us\ociuled wilh pulmonary hypcn n­
,llln (18) 

NOS Inhibilion dl/rillg IIU' fir.\1 wuk tlf Cl 3-lI'k hyptlxiu.. To IC,I 

whclllcr ŮlC fl'ccl' ol' NOS inhibiuon at.lhe beginning of hyp0ll: ia are 

overcomc by conlinued. prolonged hypm.iu arltr discOl\l inuat illn 01' 
lhc NOS blockade. un cxperimenl wos perforrncd i n which Ůlrel: 
swup' ar ral~ wen: exposed lO 3-wk hypoxia ( 10% 02, aod compared 
Wllh a normoxlc control group (II ~ 6) . Oť ŮlC groups exposed to 
hypoxiu, lWO rcccived _ 'OS bloeker in drinking watcr (L-NAME 500 
mg/l. /I = 7; ur 1-~'aL II mgll, /I = 8) for thl! laSL 3 day~ beron: lhe 
hypo ie expo\ urc Hnu during Ůle fl",,1 wcck uf hypox.iu (Fig. I). Tllc 
lllird hypOXie group rt 'l:ivcd n lJ"Catn1cnt (II = 8). Wl: Jill nul 
llb~crvc any difl'erenees among lhc groups in tbe amounl of walcr 
cIlt'L\umed. Afler wk ol' bypoxia. ex.haled NO, SAP. PAP, I. :lnd 
R {LV + were me~l~urcd as dc\crihed above, 

NO ' i/lltihili/lll dl/rillg Iht' 11.\1 IU tllI)'S (~r II 3-11'1.: h)"/Joxia. This 
·x.pcrimclll wus pcrrorrncd 10 'ee whelher chroni.: NOS inhib iLion 
~larllnl! afler pulmonary hypenension has ulready devt:lopcd woulJ 
havc cffccIs similar LO ŮlOSt: scen wilh OS inhib ilion uuring lhe lirsl 

ce\. of h)poxia. RaL' wer e posed lO hypoxia for 3 vli. as described 
obovc. For Ihe last 10 duys nr hypo iu. lhe animtlls rece ived e ilhcr 
I - ll. (ll mtz/I. n = 8) or L-NAME (500 mg/l .1l = 10) in lheirdrinking 
waler (fi~ . II Eight rals expo ed 10 hypo,~ia recc i d no treaunent (O 

,crve us l.'Ontrol. , Mcw uremenll were lhe same a.~ in lhe I-wlo. hypoxia 
"l\ld (I! halcd 'O, SAP. PAP. 1, RVILV+S). 

iNO imlllll/whil'rll IU!nlivr,.y, Ral~ expo~ed tO hypoltia ( 10% ;!) 

for 4 dlly~ (fl = LO) ar :!O day' ( /I = M) wece compared wilh nine 
norrnoxic ontrlll~. Aflcr k.illing lhe rats by cutung lheir ccrvical 
vcncbrol colum n in dcep chloml hydrme ancsthesia (300 mg/kg body 
Wl Ip; Tamd ... Olomouc, ('(ech Republ ic), we [;Kt:d Iht: wholc leťl 
lunl! wilh Buker', nuid (Ind cmbedded it in puraľfin . Slides (4 - 6 f.lm 
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rNOS lNDUC'TION LNITlArBS IIYPOXl PULMONARY lWPBRTENSION Ll3 

Lhick) werc ~laincd witb hemaloxylin and cosin. I:n!syl fUM bim!. 
aLdehyde luchsine. Gomori ,jlver SlalO. and to luidinc bluc. Aťler 
mic:rowuvc oven antigen rcuieval (52). cndogcoous alknUne ph spJw­
tase Will ilŮlihilcd by ICvUffilzole. and nonspecilic bmdlng wu~ 
blocked by 10'if eSA in Tri~buffered .aline. The secli,)n~ wcrc Lhcn 
íncubated for 24 h Wilh monoclonal anu-i, OS anubody (l :2 ) (II 
room lCmpcralure in a hwnid chambcr. Robbit an li -moll~e pl'llyclonul 
anLibody lahd~d witb alkalioc pho phalase Cl :50) Wus u~ed U~ II 

. econdary anúbody for 30 mln and Lhen visualized wlth Pa't Roo 
fRlNaphLhol AS-MX (Sigma FA ST lablels). 111e slidc:s WCII: \.'Oun· 
tcrstaincd wiLh hematoxylin und mountcd in gclulin Th' prim.U)' 
anLibody was omiued in conuol measurcments. sing un lmul!t'­
analyz ing ~ofLware LUCI General (Lahomlory lmnglng. Pm1!ut'. 
Clech Republic), an ob. erver (J. l1hll1() blinded 10 lhe group u .. illn 
ment ol' tbe specimens delennined . cpanltely Lhc perccnlul!c uf vCN~c1~ 
wiLh pOSilivc immunosl1Iining for smull prealveolar anerie~ r20~O 
f.l.m in diamcler). small muscular merie. (50-100 fJ.m). und lurl!cr 
;mcrie~ ( > !CIO p m) 'n1C slíde areas (2J-8 1 rnm~) ODd J I:' I lal 
numbers of vesscl<; per .. lide (141-498) did not difrcr , llInH!cunll y 
umong Lhc groups. 

E.dU/led NO in c:hrunic " 'Jlf/xiu. Evilknce i~ uvailahlc for Increa\.:J 
pulmonury , O producLion in chronic hYPoltia (reviewcd in ReJ'. 23). 
Hnwever. il i. unJ.;n\1wn whe(her lhi~ illcrea~C' o 'eurN .. non enough ll) 
be uble LO c:onLribuLC to Ihc radical injury at Lha beglnnlnJj uf Lhe 
pu lmonary vascular remodeling. To find out, we mea,urctl ",haJeJ 
NO in inlaCt. con cious mLS as descnbed ln In/lillllion of NOS dll/·juR 
I-IVIi. Irypo.r:ia (L5-min collcction in 2.1-1 jar) . The meU\uremerll, wcre 
pcrformed once cvery 1-2 days durin!: a 26-day exposure to hyro lil 
r LO% Ol) and in subsequcnt 4 day~ rccovery in room a1r Tu dllin­
guish the contribuLion of upper airways and lung Lissl1c to Lhe e>JHllcd 
NO, II supplemcntury experimem \Vas performed in whkh nonno>.ic 
conuol rals and 4-day hypoxic rlllS were ane. lhetizccJ (ůliop~nIIlL 40 
mg/kg body WI Lp) and intubalcd vin a LCachcotomy. NO in thel! 
cxhaled breath was firsl mea~urcd arter placing Lhem for 10 min Intu 
Lhc 2.1 -1 jar. <ll. Jescribed above. Because NO productlun in thc nose 
and paraoasal sinuses is known tO be very Il1rge (14, ]9). wc e p~CIl'd 

111m j O would di ffuse inLo tbe jar evcn in thc l1h~cncc of Ilu~u l 

venLilation. To measure 'O prOdl1Clion inlO lhe ex.holcd uir frum Lh' 
lung Lissue und lower airway~, lhe ex.halsLC for NO meu,uremcoI WUN 
tbcn coUected directly from tbe lracheal tub us in tbc eXJlerl,"enL~ 
wiLh LPS (sec D(J.\·~ oj L-NIL JIIY /mlg- Il'ml. IIt'rm"CI/ liSt' 1/1 WH' . 

Ni/rmyrosiTle in IlIlIg /i.\'.\'III'. To SUppOrl aur hypulhcsls lhal 111-

l; reased lung NO producLion al Ihe beginn ing of hypoxie cXp\lw~ 
conuibutes LO olddaLive lissue injury, wc used compctilivc HLlSA ln 

A 
150 

meu~ure 3-nitro{yro~il1l: conc'::nlmuon in solubk eXlIllC( ol' lyophJilcd 
lunl! lis~ue ol' eantrOl and 4-day hypoxiI; rat~. Niuoťyrosine is con­
,iúcrcLlIl \uitoblc murker oJ pCIOxyoiuite production. wbich ori ginate~ 

[mm II ery rapid reacl ioo berween NO und superoxide (5) The 
Jclajl~ ol' tung Ilssue preparotion and ELISA dctcnn inaLion. using ou r 
own ml)u~e manoclonul antib~ldy uSain, I niuOlyrosine aod commer­
ciul unů·mou~c 19 rabbi l antibody conjugaled wiLh pero. idu~c. ar 
Lle~l:rihed eL cwherc r 17). ilrolyrosine con.:'nr.ralion was expressed 
per gram of eXLracled protew, delennined by lhc bicinchoninic acid 
meLhud (50). 

Slmi.\'Iic'1I1 uIIlIl\'.I'i.\'. Dala werc IInalyl.cd 'Ialislically u, ing SlatVicll. 
S,O.l ~onware (SAS ln,tilulc. ary. NC) and pre~cnted as means ± 
r Unpaired He~1 or (lne-factor AI OVA followed will, Fisher', 

prulccled leasl'Ri~ni[jcaOl differencc pOSI hoc tcSl were u$cd for group 
comparison~ u, appropriate. P < 0.05 was considered Slalistically 
\ignlncant. Becau~.: nOl aU measurements were successful in all 
unimals (c.g .. bl cding prevcnlcd CI measurcment in some ra[s) . lhc 
ul.'luul II for ('ach valut' is giv'n in Lhe figures and table .. 

RF. ·lJI.TS 

/)o.l'e of I.-N/I.. for pero",/ IJdmill,strcttio/l . Before tbe LPS 
JnjccLion. tbc concentration of NO in tbe colle ted exhalate was 
duse to tbc detection limit of tbe chemiluminescence NO 
una.ly7.cr (~ I ppb). and no differences among the groups could 
bc tliscernl.'d (Hg. 2 . ExhaJcd NO did not change I h after LPS 
mj [ion. hut it was clevatcd by 2 h after LPS . In rats that werc 
not treated with any NOS b[ocker, Ůle exhaled NO continued Lo 

risc for the remainder f the experiment t4 h post-LPS ) tFig. 
2A). The in rcaRC in cxhaled NO was bluntcd by -50% by ~ 
mg/I I -NIL. Th.e higher J.-NU .. dose (8 mgll) did nOl bave any 
further inhibitory eťfect l~ompared with 3 mgrl L-Nrr.., irnplying 
that rnaximaLJy effective d se wa. rcacbetl (Pig . 2A). L-NAME 
reduccd cxhalcd NO ven more tban L-NIL (Fig. 2A). ystolic 
artcriRl pressurc was signitic<tntly elcvated by L-NAME treat­
IlIcnt (e nfirming eNOS inhibitionl, but not by ithcr L-NrL 
dosc (Fig. 1B). This suggest<; tbat the maximally effective 
-NIL dose again t iNOS t8 mg/I) did not cau. e any measur­

able nonsclcctivc illoibition of eNOS. Because IC50 of L-NlL 
for th third NOS isoforrn. nNOS ( OS I), is aJrnost 30X 
high'r than tbal for iN OS (40), wc surlllised that the dose af 

NlL u. cd in our cxperimems had no effec t on nNOS . 
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L NIL 
3m\it'1 
L·NIL. 
8 mg/I 

L·NAME 

Conlrol L·NAME 3 mg/l 
(B) (7) (7) Bart 

Hg. 2. Sdccli, prulongcd induclble NOS liNOS) inhibitioll wllll II .11 NU .. Outu ar' l1\~an, SE; ns rl1r boLh pančl s W"C in Lhc parenthe,e. ID B. A: in contml 
rol< InOl !rerucd wiLh NOS inhibilOr) . LPS injectiOn eucited 0 marJ"cd. tlm~-depclJ" lit ri\C in NO concenlrnliol\ in e1.h,Ile.l hre"ůl. Thi, i ncr~ase was subslanliaUy 
,mall", in ral! gheJl:l mg/I t -Nu.. in rlrinJJng water for 3 du)'s beru/'\: LPS. A highcl' L· NIL dl,l\e I.H IIlg/l) .lid not ha,e any signilicalll uddilional inhibitory ef1<,cl. 
,ugge~ting lha! a ma1.imally cffecllvc do~ bad ~n reached. H.'Jmled NO cOIlL'Cntrolion w,,-, reducetl the mo~t in IUt, trerued wim a noo!oelcclive NOS inhibitor. 
L-NAME (500 mg/l l. NOle lhaL cxhuled NO did nOI dirrer bctwcCtl nrl~ UCUl d wilh 1.-NAMH und Ihe higher t-NlL dose (8 mg!l) . B: syslolic ,y,temic arterial 
IJlood pres,urc ISAP) mC:bured i1l3wnke mts "elc 31e<llJ)' Ihc!'lOn de"tl .. N S Inbllll1or. I-NAMI:!. bul nOI hy cither of mc t~,led do,cd of L-NU". ~ugge'lillg 
thal t-NlL al Lhc'oC dosc, docs 001 inhibit endoŮlelial NOS (eN SI. "P - O.O'! valuc diffc;·, fmm the corre. pťJlldi ng value in th" oolllrol gr . up . 
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Ll4 INOS INDUCTION INlTIATB IIYI'OXIC P LMONARY l lYPHRTENSION 

Table I . Body weight, eart/iac index. righr mul 'cji \'(',"rit'l phl.\' .l't'pflll/l I\'f'( w<' ight. (Ind rheir 
ratio (RVILV+S) in /lormoxic (Ind 1-wk hypoxii' mf,\' 

Group BW,lI n , nll'1II1n I.kll , 
RV,ma LV + S. mg RVILV I S 

N 297~6·(l!) lOl -l 7 (ll) IHl 10 fi04 + IQ* 0.30 č: O.02 (8) 
II I wk 227 517) 107 ' fl (~l 153 ' 7; 440 .:. X 0.15 . 0.02 (7) 

H I wl<. · r.-NAME 223 ::' '\ I !I) 7.J .!. 1- i7J 149='Jt 460 ::: 7* 0.32::.0 .02§ lilI 
II ! wl- r L-NIL 20')=47 Oll 9'J:!; 15 (1) ltiO::4 420= 14 O.JN :t: ().02.t 19l 

Oata are means ::!: SE. liS are ln the parenthe>es. BW, body wt; I. can.llac iil,J~X; RV. righl venu'icle: LV + S. leh entricle plus septum; N, noml0Xla; H. 
h)'poxin. H 1 wl.. T L-NAME. ml>; Ll'<!aled with jI,O-nilro-L-"llIlnQn~ _thyl é'\ r ( '\00 ml,l:/I) r,.". '\ u"y~ b.lf 1'<: "nu during Q (- wk e. posure 10 hypox ia; H I wl< + 
L-NlL, r<lL' U'calcd wilh L-N"-Il-iminocthyl) I)'Mnc 18 11ll!In (Ol' 1 doly, hdore Ulld durinl! II I-wk cxpu<,utl! ln hypoxla . • p < OJ) group differs ťrom aH othcr 
group'. t l' < (LOS gmup difTers fmm other hypuxie grť!up~. ; p () , O~ lImup lUI'ICrs ("rum nll1mo~ic group .. P 0.05 gruup djlTcr~ ľram I -NlL-lr.:atcd group. 

Inhihiti"" oj NO . duriflg I-wk hypo,ria redut:t'.f pullflO/wrl' 
h)'rertellsioll. As expceted, all rat5 expo cd to I-wk hypoxiu 
bad lowcr body weighl tban nonnoxíc conlTols . In addition, thc 
rdts treated in hypoxia wíth I.-Nll.. were slightly bul 'ligniti­
cantly ligbter tban tbc remainíng hypoxie groups (Table 1). 
Aftcr a 15-mln aeeumulation of exhrucd NO. In. e ncentrulilll\ 
in a :L1-l jar was ignificantly higher in l -wk hyp xic rats 
compared with normoxic control:.. Tbis hypoxia-induccd clc­
vatioo of cxhaled NO was prevented by each ol' tbe NOS 
inhibitors lFig. 3AJ . Sclectivity of L-NIL was indlr erly con ­
finned by tbc ťaet lhat řt did not elevatc AP. unlí"-e the 
nonseleetive NOS inhibitor L-NAME (Fig. :lB). 

One week nf bypoxia Wa.'I ufficient to signHiculltly elevu!e 
PAP compared with normoxic controls (Fig. 3e) . In rU!1> 
rreated wíth the NOS inhibitors during hypo ia. PAP was 
slighlly bUL signitieantly lower than io hypoxie eontrob, <llhei! 
still higber rllan in oomloxic control (Fig. 3C). PAP ilit! 1101 

diffcr bctween the L-NAME- and L-NlL-t.realcd hypoxie 
groups. Trcatment witb L-NAME eau. ed a ~ignitieunt l!'e­
duction (Table I). as reported previously (20). Thi' \ u.s Ill)t 
scen with L-NlL; however. the number of succ s~ful CI llIťU­

surements in tbis group was low. Onc weck of hypolŮu Wll. nut 
sllfticient to produce Slatistical1y signi1icant right vcntriculur 
hypertrophy. and thcrc wece no differenccs among tJl' hypoxi 
groups in tbc weighL of the right ventricle (Tuble I). Probubly 
becau~e of tbe L-NAME-indueed sy temic hypcrtcnsioll. tll' 
lcft ventricle plus septum weight was higher in tbc L-NAM ' 

A B 

:o 100 

thun in th L-NlL-treated hypoxie rdt~, leading to highcr RVI 
LV + S in tllC lattťf group (Tuble I). 

Redut't;o/l oj' plllmon",)' hypertellsion by NOS inhihitioll 
liL/ring the ,jirsr week oj' II 3-wk hypoxia. RHIS exposed to 

hypoxin for 3 wk had lower body weight than orresponding 
controb. living in rOClln :lir (Table 2). At the cnd of the 
expo ure, NO oncentration in tbe exha.led air was simi larly 
el vllted io ull hypoxie groups (Fig. 4A). Chronie hypoxie 
puLlllonary bypertension wm l:vident from markedly elevated 
PAP al thc cnd af 3-wk hypoxie cxposurc comparcd with 
nOfmoxie controls (fig . 4C). A · cxpccted, PAP was higher 
aťtcr ~ wk than after I wk oť hypoxia . At tbe end of thc 3- k 
hypoxie cxpo~ure. PAP \Vas higber in uotrealcd, bypox.k con­
trols than in ruts trelltcd during the tirst week ot exposun: with 
I -NlL. dcspite thc 2-wk lug from Lhc end uf thc L-NIL treat­
mellt t rig. 4C). AltllOUgh thc PAP was numcrically simi lar ill 
thc j-NAME gmup to that in tbe L-NIL group, the diffcrence 
bctween the ťormer nnd the untreated bypoxje controls did not 
rcach ~tatistical significanee, perhaps du La lhe lower number 
of ~uccessfu l PAP mcasuremcnt~ in the L-NAME group. If 
ham NOS hlockade group~ were pooled, their PAP was l>ig­
nificantly lower than that of the untrcaled hypoxie group 
(23 . 1 ::!: 1.5 vs. 28 .1 ::!: 1.7 mmHg, P = 0.026). Thc groups did 
not difťer in SAP aod CI (fig . 48 and Table 2) . Compared wilh 
noonoxic controls, all hypoxie group. had si.milarly increa~cd 
RV/LV+S (Tuble 2). 
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(7 ) (6) 

Hg. 1. NOS inbibilion during a I -wk hypoxia n:duc', pulmonu ry h)'pellClI,l\ln. IJ,llu Ilfl: lIle.uns + SH."~:lI'C in Ih" [lurenthc,es . A: clevation of NO conce.nLrdlion 
in Ihe ex.halcd air. induccd by I-wb. h poxia, is bloc1..cd by bvlh L·NAMh und L·N1L lreut1l\Cllt. pmving thcireffťctivcnc~' . R: mean SAP i, elevaled by L-N"ME. 
bUl nOI I_- NIL.. trcatmeOl. c. cludmg cNOS inhibition by L-NII •. C; inmá'le ln mce.o ruhnonary ortcriul pn:ssure (PAP). induced bj I-wk hypollia. is blurllct.l by 
ooocom.itant NOS lnblbllion. N. !'Dl, kCpl in n rmollia; H 1 wk. I l, ('~p<l~clllO hypi'xia for I wk; \I I wb. + L-NAME. rats trealcd wílh L-NAME (500 mg/I) for 
3 days beCo", <I.Il<i dunng a I-wb. expo.u", 10 hypoxia. H_I wk l l.-NIL., ilIl!< l!'Clllell wilh I · NI!. (8 ml!ll) ~ r 3 duys before nnd duríng" I-wb. cxposun: t h)'poxia. 
$P < 0.11'; v,. N, + P < 0.05 vs. II I wk . liP < 0 .05 v~ . ull oth.:r lll\lll[h 
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JNOS lNDUC'TION INITIi\TH IIYPOXIC' PULMONARY HYPERTENSION LIS 

Tahle 2. nw, CI, RV. ond LV+S wN \\'eighr onu thejr rutio rR '/1_\ + );/1 nonnoxir ra/s and rar,l' rreoccu witl! 
NOS illhihito/'s dL/ri/lg che JsI wl!ek ol a 3-\\'el'/'; hypoxltl 

JJlJUp BW.!I Cl tni 'min I kw , 
RV, mll IV +S, mg RVfLV S 

N 185+ 15*(6 ) 127· I ~ (fil 1M3' 7* 701 · 21" O.2fJ 1- 0.0 1"'(61 
H J wl.. 25 J: S (H) l().l ~ ( II 2KS· 15 620 I 2.1 0.46 J. OJ)2 (K) 
H 3 wk + l -NAME 1st wk .265:!:5 (7) 1 27~ 1::0 ( ) 275.t12 627 :,:: 17 O.44± n.03 (7 ) 

"3 wk L-NIL 1'1 ",1 241J:!:3110 Jt)y= II Ol) 238± 15',' S25:,::2J + :~ o 45 :!: ().IlJ (~) 

DalJl are meaJ.ls:':: E, I/.t are in lhc parcnlhc..e, . NOS, OIuk n.lde ylllhn~c: II 1 w],. + I-NAM!' h l wk. r;IlS treuled with L-NAME (500 mg/l) for J day' 
beforc and during \h" bt week nf a 3-wk hypo .• i.:: ;:,x(JII,ure: 111 wk + t -NU 1,\ w\... rol!! t.reot -d WI\h l -NLL (R mglll for" da)" before and during the Isl week 
of a 3-w'" hypuxi.: eA[lU~ure . "p <. C).O I Ilonnoxic gmup dtrrel' Irom all hypoxk I!t1lUp'. t P 0 .0.'\ l.-NU..-tJ ·.\led gmup dirfe" frum the untrealcd hypo., ic genup. 
t P < 0.05 L-NIL-lrcaIW gl'\'\up differ.. (mm the L-NAME-lrť.(II\!d LIJ\IUp. 

NOS il/hibi/ion durill8 chl' Ih;,.d wl'ek of hypo.l'le, IIl' ,\' liuh­
eJJect Ofl pu/mol/ary hY{Jenell.~ion . Just b~forc thc inttiatitlll \.ll 
the NOS hlockcr treatmeot, thc ex.hnled NO I 'veis wcre ~im 
ilarly elevated in all hYPol\ic groups. Al tllc cnd ať tbc NOS 
blockade during the third week of hypoxia, the exhulcd NO 
was mark dly reduced hy hoth L-NAME and L NlL (Pig 51\ ) 

As expectcd, SAP was clevated hy l -wk · NAME udmin 
islcred .iust hefore the measu.rement, whercus t NIL h Id 1\\1 

cffect on SAP fig . 5B). Tbe groups treutcd with NOS blo 'ker" 
in the last wcek of hypoxia did not differ significnntly ln PAP 
from the umreateú hypoxie cootrols, olthough thcrc W<l!\ a 
leodeocy for incrcasc in the group given I.-NAME aud for 
rcduction in the L-NIL group (Fig. Se) . There wcrc ilO ŮlfJcr· 
ences among the groups in [(Tahle 3). 

Surprisingly. both the right ventricle weight und R V lL S 
were lower io thc group given L-NAME during the lusl wcck of 
hypoxia Lhan in the remaining hypoxie groups (Table 3). Wc 
do not have any explanatioo ~ r this perplex iog Obscrvlltiou, 
exccpt perhaps :ome non pccific effcct of L-NAME (2, 3, 8. 
46, 53) . Lcft ventrieular weights did not diff r ~twcen 
these groups. L-NIL had 00 cffect 00 the vcntricular wcighlb 
(Table 3). 

Hvpoxia transiently elevates iNOS eX{Jressiofl IfI /tll/ll \'e.\·' 
sels. Expression of iNOS was not detected in lun~ Nel:[j(Jn 
froro contr I rals living in n rmox.iu tFig. 61\). Gy cllntrust. 
almost ull pulmonary arterics of all sizes showcd ~trt1ns p{)!.i 

tivc iNOS immunostaining after 4 days of hypoxia (Figh. 68 

A B 
20 

O..l----­

anu 7), The stuining wus localized predominantly to the smollth 
musclc luycr. ulthough, to a lesser degrec, it was dcteeted ul. o 
in th' intima nnd adventitia. Ln addition to the vcssel ', iNOS 
immuflo. taining was p sitiví! also i the pleura, airway walb, 
!Ind foca1ly in the interalveolar scpta. Tbe positive ~tainiog in 
rhe pleura aud uirways was also evidcnt in che lung' of rats kept 
in hypoxia for 3 wk . Howevcr, thc iNOS immunostaioing io 
thc wal1s of pulmonary vcssels of all ' izes was no lo ngí! r 
appurent in the, l: aoimaLs and did not differ from normoxic 
controLs tFigs. 6C and 7). We observed au incrcase io the total 
numh r uf lurgc Pulllll)llury "ssels per 1111112 in the 3-wk 
hYPol\ ic group (0.70 ::t:: 0.05) eompared with both the 4-day 
hypoxie (0.45 ::t:: 0.06) and contr J rat (0.42:!: 0.07). There 
wcrc no stutisticully !\ignificant differeoces in the oumbers of 
other ves 'cb among the groups . 

['.. \/rah·d NO i/ll'reasf'S eurl)' 1/1 ('hral1 ic hr{Joxia. Conct::ntra­
dun llf NO in cxhalcd uir \Vus low when the animals livcd in 
normoxiu but increased markedly on the tirst uay of hypoxie 
cx.posure. lt continued to rise until dlly 5, then leveled off, and, 
dcspite d ily !lnd individua] vuriations. remained essentially 
,tuble for the rest of thc hypoxie exposu re (Fig. 8A). Tbe NO 
1 'veis started to drop n the first day of room uir recovery and 
approached the normally low values hy day -4 of recovery (Fig. 
HA). ln tht! ~upplcmentary experiment, exhaled NO measured 
dircctly fmm the trucheul tube doubled afte r 4-day hypoxia 
ťompared with the norm xic group (Fig. 8/J). Tbe difference 
betwccn the trachcal tube eo lleetion aod jar accumulation, 
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~e,,,,Lioll nf NOS b\ockade Ihere are no _igniticant diffcccllcc' ln e~hal~J NO lť\ ' I, runong h)(1<)xic animak Th~ lIo11cd hOliton l31 line illdicate, lhe level 11\ 

normo.\ ic contro" frnm Fig. 3A . B: 2 wk after ccs~ati II ol' NOS blocluJd there W'C ilO ~Ignificaol differcnccs in SAP. C; increa.'iC in PAP. inJuc.::d by 3-wk 
hypoxia. i, ~malJer in rut~ tre3ted wilh r -NLL Ol the hegin ninl! of th ' ~Jlp(l~UI't'. II 3 \VI,.. rnt~ cxposcd to hypoxin (or 3 wk; II 3 wl. + -NA ME I 'I wk. rub C~(JII..eů 
to hypoxitl for 3 w\" 0.00 treated with I.-NAME (500 I\lSI\) f('lf'\ dlly' beh\fe 'md dudng lh c "'I we,,\" of Ih e"p<lsun:: H '\ wI.. + l.-Nu.. ISI wl... ml> cxpo..ed 10 
hypoxia for 3 w\.. nd treated wilh L-Nu.. (l! mg/I) for J duy, heťOI'l! ~l\d dunu!! lJ l<! I,t wa:cl.. l)( lhe e~po,urc. " P ...: O.OS vs. N. -f P < 0.05 " . II 3 w ... . 
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Fig . 5. NOS inhibition ůuring Ih" Ia.·ll JO day, o u 3-wk hypoMll DalI! ill~ ruCUI1" ~. '" are in Ihc plu"llth~,,~' . A: in 3 grou(l' e"p,)s.:d III hypoJ<iu. NO 
com:"ntmtion in exh:'lJed air wa~ .. imilur before !hc irlluatinn of NOS brock,uJe nIkl" :! wlo. uf hypo~iu nnd uec:rca. d ,ignilicllUlly after 10 days of L NLL or 
L-NAME ~al1l1enL The d tled h ri70ntalline indiC<lte~ thc Incl in f1ul"1nox ic ~Ol1tro" I'rom I-'ig. 311. 8: SAP 10 rob J..ept in hypoxia ~ r 3 wlo. w3~ in rea'td by 
l -NAME treatmcnl during lhc laSl 10 days befo/\! tbc Il1c.a~urcllleI1L I -NIL huli no cfťect. C: PAP. elevated by 3 wk of bypollia, wa' nol 'ignilical1lly reůuccd 
by NOS inhibilion during th<! la,1 10 days ofthc ell(ll1'Ufe. 11 ~ wk II NAMl-' lrd .... J... ml, cx.po~d I<) '-wk hypoxil!:md Ire led wilh L-N MI::. (500 mg/I) tluring 
lhe 1",,1 10 day'; II :3 __ k . ~- NLL Jrd wk, mis exposcd to )-wJ.. hytJO}(lu und treut 'd wllh L· NIL (tl mg/I) during lhc 1a.\1 I () Ů3y' . • p < 0.0005 ", . pre NOS blod. 
".p < 0.05 vs. pre NOS block, + P -< O.OS vs . a ll othcr group'. /fP ~ (Ul.'! V~ . 11 , wk+L-NU 3rd wk. 

reflecting the comribution of dlC upper airwuys, ůiú nlll !litťer 
betwccn lhc hypox.ic and normoxic group. (Fig. ~8) . indicatiug 
lhat thc , oun;e of lhc elevated NO exhalation in hypóxiu is th..: 
lower re. piratory trucl. Although the contribulinn nf the uppcr 
airways remains remarkablc. it does not rise in hypo iu. 

Nitrotyro.vifle OllcelllratiOll ill rhe IUflJ(s is 1'1('\'(lIed tl/kl' 4 
days ofllypoxia. The concentraůon of nitrotyrosinc wa~ hi~her 
(P = 0.023) in CXLracts fmm IWlg ti uc of rat~ cxpos -d to 
hypoxia for 4 days (1,065 ::!: 96 nmoUg of exlrocted prutcin; 
/I = 6) tban in extrdcts rrom contrů! lungs (791 ::!: 57 nmoUg; 
/I = 8) . This i.mplics grca!cr expo!iure to peroxYllltritc, thc 
product of rcucti Dn af NO with superoltide (5). In n!used 
l1itrotyro jne !cvels in Jung tisBue aflcr 4 day~ of hypoxla wa. 
aho confirmed by immunoblot analys is (data not hown) . 

I>!SCUSSION 

This study sbows Úlut inemusetl NO production in (or near) 
tbc pulmonary vascular wull during tbc first duy!\ ll[ hypoxíu, 
mostly by tbe iNOS isoform, eOl1tributcs to rhe iniliuuon of II 

proeess that evel1tua.lly rcsults in pulmonnry hypertension, Oť 
our results, especialJy the following support this conclu~ilJn : 
tbc PAP rise io the initial day of hypoxie exposure WH partly 
inbibited by coneomitant NOS iohibition. In this r gard.lple -
tiv iNOS inhibitor wa~ 0 - cffective as the nonl'elcctivc hlocker 
of all NOS isofoons . If iNOS bloekade was then di~continucu 
anů ilie hypoxie cxpo~urc eontinued, che pulm nury hyp rten ­
sion did not completely "catch up"; jt was still rcduced IIllbe 

'nu of a 3-wk hypoxia. On Úle other hanů . to days ' treatment 
with NOS inhibitor~, ~tarled afler the hypoxie pulmonary 
hypcrtcnsion had alrcudy developcd. did not have signifieant 
cťfect on PAP. The role of iNOS in tbe fin.t days of hypoxia i~ 
furthcr supported by thc finding of markedly aod tran iently 
'lcvated eltprCSSioll oť iNOS in Jung vcssels Oll the fourll1 duy 
of hYPl1xin. Our exhuled NO datu document the 'Ievated lung 
NO production llt tbc very ooset of hypoxiu. 

NO i best knOWD for its marked vasodilator aetivity . As 
~uch, exogcnous NO is useful in clinieal management of ucule 
pulmol\ary byperteosivc cnscs (for rcview, see e.g., Ret. 19). 
However, NO i, u!so a rcaetive radieal capable of tissue i lljUry 
eilher dírcct ly or aftcr reacting with ther radicals. For exam­
pic. an cx.trcllIcly fast macrion of NO wirb superoxide yields a 
hil1hJy cytotoxic peroxynjtrite (5). Therc i:. evidence that oxi­
t.lulivc injury of the pulmonary vnseu lar wal! at lhc beginning 
of hyp xia initiatcs Úle proecss of vaseu lar rem deling lhat 
cventunlly results io pulmonary hypertel1sion (28, 35). Our 
prel>cnt data ~how thal cndogenous NO affects Úle initiaJ 
ucvdopmcnt of ehmuic hypoxie pulmonary hypertcnsion. The 

1I11odilator wld unriproliťcrative properties ť NO do not pre­
vajl nt t.his initial phase because otherwi e the NOS inhibitors 
would huve to aggravate, rather than reduee, pulmonary hy­
pcrt nsioD. Thc eonclusion lhat in ľcased NO produetion by 
iNOS ut thl! initial stage of hypoxia promotes the development 
uf pulm Llary hypertension by contriburing to oxidative vascu­
lar wal! injury il> supported by OUL b ervaŮon of in reased 

Table 3. 8W, Cl, RV afld LV+S wel weighr a/ld (lIelr mr/o (RVII V tS) ;11 rars rrp(l{(' d IVith NOS 
i/llzibitors durillg rhe fast wťl'k oj a 3-wk hypoxiu 

Group DW. H n. mHll1n I ·k~ I RV, mg LV+S, mg RVILV tS 

H 1 wk 253:::5 lil) tll::t'l171 2fi9::: lll 5:1 1:tIK 0.5 1 :t(1.021 'J 
11 3 w"- ... L-NAMI:o 3rd wl.. 265=.:I~( 10) 'n::\) I~I 214=9-';' 5~ I =22 (j.3!) :tO.02" " I 1111 
113 wk + l -NIL 3rd w\.. 2-P-'-6181 97 15 lil) 275 1-1 509 H 0.54 -, 11.02 (Hl 

Datli are mean, -+ _. '" are in Ibc purcnth<!ses. 111 wlo. + L-NAMfl11'll wlo., mll treUll'Ů wilh I.-NAME (500 mgll) during lhc l:l.~t ",cek of a 3-w1. bypo~ic 
ťllpo<ure; II 3 w~ I L-NIL 3rd wJ... ml' treQlcd wilh -NLL Olllll!fll durlll Ihe hu "~ek 1)1' II 3-w\o, h)' po~ic exposul"C. * P < 0.05 grou p trcatcd wilh L-N ME 
diITér- farm L-NIL-trc:3Ietl group . . : P < 0.05 group treulcd wllh I ·NAMH dllt~1 IH}1I1 unll"CaleU hypuxie group. 
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A B 

c o 

lung tissue levels of perox.ynitrite marker, nitrotyrosine, ufter 4 
days of bypoxia. Furtber support is provided by our ptevious 
finding tbat serum levels af nitrotyrosine are elevated after 4 
days of bypoxia but normalized at tbe end of a 3-wk exposure 
(27). Consistently elevated lung nitrotyrosine was reported in 
human patients witb pulmonary hypertension (7). 

Because our conclusions rely to a large extenr on tbc L-NLL 
selectivity for iNOS, it was necessary first to determine an 
effective and selective L-NIL dose for cbronic peroral admin­
istration. Tbe effectiveness of various L-NLL doses in inhibiting 
NO produetion was assessed by measurements of exJHtled NO 
levels after a cballenge witb a well-known .iNOS inducer, LPS 
(41), wbereas selectivity toward iNOS ratber tban eNOS was 
inferred from tbe absence of an effect on SAP. L-NLL at 8 mgll 
in drink:ing water markedJy redueed exhaled NO levels ufter 
LPS, a!beit not as much HS the nonseleetive NOS blocker, 
L-NAME, at 500 mg/I. This i5 consistent witb reports tbat, in 
addition to iNOS induction, LPS treatment can increa~e ex­
pression of the remaining NOS isoforms (12, 24, 30, 32). 
Somewhat surprisingly, even tbe tllgb L-NAME do se used did 

100 

(/) Ol BQ ~ Prealveolar O .~ 
~ .~ 

60 ~Sm911 <ll a>- muscular > Cf) 

:e g 
40 ISJ Large Cf) :J 

g,E 
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# .= 20 

O~------~~~~~--~~~ 
Normoxia 4 d hypoxia 3 wk hypoxla 
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Fig. 7. Transieut elev31ion of iNOS immunoslaining in pulmonat)' ve.lH!l s Ul 
the beginning of CH. Percentage (means :t SE) of prealveolat, smrul museular. 
and large pulmonary vessels showing iNOS immunostaining io nOl'mOluu. after 
4 days of hypoxia, and after 3 wk of hypoltia. d, Day," ~ P <: O.()OO I v~ . lhe 
otber grou ps. 

50 11m 

Fig. 6. Transient elevation of iNOS iItunu­
nosltlining in pulmonary vesseb at the begin­
ning of CH. A: smaU prealveolar atleriole 
from a llOJmoxic ral showing relatively thin 
wall, single ela~tic lamina and negative 
iNOS immunostaining. B: small prealveolar 
arteriole from a rat exposed to hypoxia for 4 
days demonstrating distinct wall thickening 
and ,u'oogly positive iNOS iJrummostaining. 
C: smal l prealveolar arteriole [rom a rat e.' ­
posed to hypoxia for 20 days showing wall 
tbickening, double elastic lanůnae, und neg­
alive iNOS immunosluining. D: SOlU" preal ­
veolaJ' ar1eriole ťrom a rat exposcd to h ypox.ia 
for 4 days with primat)' atltibody omitted (neg­
ative conlrol). Origina) magnilication was X40 
in all panels, and the scale bat'S represent 
50 ",m. 

not prevent tbe rise in exhaled NO after LPS completely. It is 
possible tbat some of tbe NO is formed in eomprutments not 
well aecessible from tbe eireuJation. For example, maefO­
phages eould encounter LPS in tbe bloodstream, begin tbe 
process af iNOS induction, and tben leave the vessels taward 
alveolar spaces, where the penetration of L-NAME may be 
limited. 

The reduction in PAP by NOS inhibition during tbe first 
week af hypoxia was not accompanied by a corresponding 
mirigation of right ventricular hypertrophy. Enlargement of tbc 
rigl11 vt:ntricle in chronic hypoxia is a recognized eonsequence 
of PAP elevation. However, severa! studies suggest that right 
ventricular weight and PAP must not always be closely tied. 
For example, various trcatments of experimenta! pulmonary 
hypertension reduced right ventricular hypertrophy less (and at 
higher doses) than PAP (56, 57). Chronie pulmonary hy per­
tension can be elicited ex.perimentally witbout an accompany­
ing right ventricular hypertraphy (l0). Right ventricular weight 
WIlS reported to rise in proportion to PAP elevation in rats 
exposed to chronic intermjttent hypoxia from fourtb day of 
age, but no significant correlation couJd be detected in older 
anima!s (34). Thus it is quite likely tbat chronic hypoxia has 
other eťťects on the ventricular size in addition to those medi­
ated by increased PAP. This possibility is supported by obser­
vations tbat leťt ventricle can also be somewbat enlarged 
(relative to body weight) in chronic hypoxia (34, 43). BecHuse 
NO has antiproliferative effects, it is also possible tbat NOS 
inhibition causes some degree of heart enlargement that ruay 
offset tbe reducing efft.'Ct of tbe lessened afterload. This pos­
sibility is strongly supported by our earlier observation that 
chronic L-NAME treatment in normoxia enlarges both ventri­
clt:s (20) . 

The effects of NOS inhibition on chronic hypoxie pulmo­
nary bypertension have been studied previously, but not spe­
ci:ficaUy at tbe initial stage of tbe exposure. Numerous studies 
demonstrated that acutely applied, nonselective NOS inhibitors 
cause considerably greater vasoconstriction in lungs of chron-
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ica lly hypoxie compared wiŮl normoxic rats, implying clevutcd 
lung NO activity in chronic hypoxia for review. sec Ref. 23) . 
ln an apparent contnlst, rato; givcn L-NAME duríng tht: ct\tirc 
3-wk hypoxie cx.posure did not have more sevcr\! pulmol\ury 
hypertcn, ion than rat., exposed to the samc hypoxiu. but with 
no iub.ibitor treatment (20). Our curreot rcsu lt. offer one 
po:> ibLe inlcrpretation of Ůlat par'.ldox. II could b li combillu 
tion af 4t suslained rcdu tion of pulmona,ry hypcrtcn~iotl by 
iNOS bloc ade in thc firsr week (Fig. 3D) counteractcd by 
augmentation of pulmonary hyperlension by inhihition af ci ' ­
vated eNOS activity in the mure advanccd pha~e nf Ůle hypoxie 
cxposure . 

There are ruso Sludies of chronic admini~tratitln llf ~ le ' tivt! 
iNOS inhibitors (L-NIL and ulllinoguanidinc) durlng lhe enlire 
3- to 4-wk hypoxic exposure. ~howing no cffect on pulnUlnary 
hypertension (48, 55). ln our study. iNOS blockadc during thc 
first wcck of hypoxia reduced pulmonary hypcrtcn~illn . A 
possible explanation nf this discrepancy coulů bc lhe hicl lhal 
we started the administration f NOS blocker. :I days b fore 
hypoxie exposure tO makc sure lhat their blood und tis. ue 
lcvcls werc ut cffective levcls at Ůle moment l1f thc on~ct of 
hypoxia . Ir is thu~ possibLc thal Ůle r Ic of iNO' in vuscular 
wa Ll injury promoůng puhnonary hypertension is coutlned to 
Lbe very beginning of hypoxia . In addition. our i. th> only 
study demonstrating the selective cffectiveness ()f Lbe iNOS 
hlocker at the do~e und rOUle f adminbtrati II used . 

As far ll ' we know, this is the firs t dcscripůol\ of a dU'onk. 
perorul use of L-NIL for selectivc iNOS inhibitioll in vivo. 
Continuous infusion or rcpcated injections nf I N lL wcre 
reported prcviously l48. 49): however. our mCŮlml nI Ilddhl J 

L-NlL to drinking water is much more practical . It ha,' u 
possible dlsadvantage of variaůons in watcr cOllsumption. ThL 
is especiaIJy important at tbe bcginning of hypoxiu. which il. 
typically associated witb reduccd drink.ing. Howcv'r, in \lur 
study thc L-NlL intakc in l -wk hypoxiu was suflicicnt , a. 
evidenced by Ůle suppres ion of cxhaled NO to thc luw Level 
similar to Ůlat in normox.ic ontrols (Fig. 3A ). furtbcrmorc. thc 
exhaled NO was similur aftcr L-NIL treatmcnt in I-wk hypnxiu 
and at Ůle cnd of · 3-wk hypox ia, when water intuke 111 known 
to be normalizcd (Fig. SA). 

Many author~ have rcported clevatcd NOS mRNA and 
protein in lungs and pulmonary ve sel s in chronic hypoxiu (for 
revicw, sec Ref. 23 ). Most of Ůlose srudies either focuscd on 
eNOS or did not diseriminatc bctween NO~ isoform .. Se erul 
studies show elevated iNOS IllRNA Dr protein ,lt lhc 'nd ni a 

pmlonged hypoxia t2-4 wk) in wholc lung homogcmltcs (l b, 
29,36,44.48). We are aware f t\Vo publications that focus on 
lung i NOS llprcssion during tbc tirst weck of hypoxia (51. 
59); using ruts. holh show incrcased iNOS prote in in whole 
Jung homogenatcs. Our pre~ent data funbcr supplement tllis 
ioformation by showing lha t Ůle iNOS inductioD in tlle lim 
day~ nf hypoxia is LocnJized to a major extent in Ůle pulmonary 
vcsscls. especiully lheir mediu (Fig. 6) . Furthermore, our data 
indicatc that WiŮl prolonged hypoxia, iNOS remains expres~ed 
in airwuy cpithclia, but its cxpression in Ůle pulmonary vascu­
lar wal! returns to tlle barely detcctable bascline leve!. Thus i l 
app ·ar.; [hat thc chn'nic hypoxia-induced e levati on of whoLe 
lung iNO protcin in sOUle l29, 36 ) bUl not ull (1 6) studies can 
hc attributcd to thc extruvascular LNOS expres~i(ln . Together. 
nul' data are con 'i tent with Ůle reports of others and wilh the 
hypoŮlc b that Ůle pulmonary vascular wal! iNO xpre. sion 
risc~ ůuring Ůle tlrst ťew day~ of hypoxia and returns loward~ 
buselinc lhcrcafter. 

Enhanced iNOS expression not accompanied by NO ovcr­
prllduetion has been oceasionally reported (9, 13, 37). TI1US to 
~upport our hYr> thesis of a causutivc role of levutcd NO in lhc 
initiution of hypox ie puLm nary hypertension. i l was neceSl>ury 
not on ly to show early i OS induction in Jung vesseb (Figs. ó 
uud 7 J, bUl also to prove Ůlat NO synŮlesi ' actuall y rises 
rapidly aftcr the onsct f hyp x.ia . Elevatcd pu lmonary NO 
prndudion in prolonged hypoxi<t has been reported previously 
(for rcvicw, sec Ref. 13). High-altitude rcsidents have highcr 
cxhaled NO compared WiŮlLow lunders ~4). Howcver, changc~ 
in NO production during the first days of hypoxia have not 
bcen studicd. We show rapidly ri~ing NO production into tlll.: 
exhalcd air in thc fi rs t day, ofhypoxia (Fig. 8A ). AIŮlough this 
rm:asurement is relatively casy 10 perform, it!> main limitation 
is ambigu ity in respcct to Ůle source of lhe detectcd NO. II has 
hecn demon!\truted that (I major source of cxhaled NO are lhe 
uppcr nirways. cspccially tlle nasa.! and paranasal av ities (14. 
39). T hcreforc. we performcd a supplemel1tary experiment to 
show thal while thc majority of NO in ex.i1aled air comes ffom 
upper a.irwayll both io norrnox.ia and hypoxia, the respiratory 
truct bclow the Jevel \,f thc trachca i re~ponsiblc for thc 
incrcase in cxhalcd NO sccn in thc fi rst day of hypox..ia (Fig . 
SlJ ). Furthcrrnorc , nur data show that mo. t of tlle ex.i1aled NO 
inerca. c in hypoxia is attributable to iN S. a it wa$ similarly 
und nlmo\\! ompletely inhibitcd by L-NAME and L-NIL. both 
Ul the bcginning of hypoxia (rig . :lA) and aftcr a more pro-
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longed cxposure trig. SA) . In normoxia. o hnll~t all ' halců NO 
is derived frum e OS (58). 

The measur<'!meDt of NO a.:cumulatiůn in un uirright ':00-

tainer i a simple methoů for chccking NO proůu ·tion in un 
inta t. awake mt. Although we use ir :l.~ an indical rol' lUIlj! NO 
production. other possiblc NO soucces, such us culonic ůcni 
trification bacteria or acidic nitratc n:duction in tbl! blOlllll.:h, 

should be considered. Howcvcr, the hypoxia-induccd ·Ievulioll 
of exhaJ d NO was complctcly prcvented by cach nf tbc NOS 
inhibitor!'. . implying that the collected NO was moslly cxha1cd 
siuce thc altcmativc NO sourccs arc NO indcpcndent (3!!) . 

Although our data prove iNO involvcmcnt in tb' initiul 
phase of tbe development of hypoxie pulmonary hyp rtcn. jun. 
they do not show whether iNOS inductioll is tl CllUHC or II 

consequence of injury to tbc pulmonary vcsscls lhat undl;'rlies 
thcir rcmodeling. II i:. po. sible lhat thc aggravaling in!1ucncc nf 
NO on thc initial phase of pulmonary hypcrtcn ion can con­
tribute to thc findings that inhaled NO does not improvc 
long-term outeom in ucUle re:.pir.ltory ůi~trcs~ ~ynů(\1m t31 
anů in persjstent pulmonary hypcrtension of thc newbllrn {II. 
33). Tbe most cl inically relevant correlate to ouc experimentuj 
situation are probably ucute c"acerbations of ehrooic hypoxie 
conditions . Our data suggcst that in these situations. udding 
even more NO (by inha/ational thel""Jpy) muy havc ůmwbuck, , 
This issuc should aJso be considered in uttcmpts ln trcut 
high-altitude pulmonary edcma with inhuled NO ( I). 
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Abstract 
Bockground:Chronie hypoxia induees lung vaseul ar remod­
eling, whieh resu lts in pulmonary hypertension. Vascular re­
modeling is associated with collagenolysis and actlvatlon 
of matrix metalloproteinases (MMPs). Dne of the possible 
sources of MMPs in hypoxie lung are mast cells . ObJecrlve: 
The role of lung mast cell collagenolytic activlty ln hypoxie 
pulmonary hypertension was tested by the inhibitor of mast 
cell degranulation disodium cromoglycate (DSCG). Meth· 
ods: Rats were treated with DSCG in an early or later phase 
of isobaric hypoxia. Control groups were exposed to hypox~ 
ia only or to normoxia . Lung hemodynamics. muscularlza­
tion and collagen metabolism in the walls of peripheral pul­
monary vessels in the lungs were measured. Results: DSCG 
applied at an early phase of exposure to hypoxia reduc:ed the 
development of pulmonary hypertension, inhibited muscu-
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larlzation in perlpheral pulmonary arterles and decreased 
the amount of collagen cleavage fragments in prealveolar 
vessels. Conclusions: Mast cell degranulation plays a role in 
the in ltiation of hypoxie pulmonary vaseu lar remodeling. 
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Introductlon 

Chronic hypoxia resulLs in hypoxie pulmonary hyper­
leů 'ion (1IPlI) haractcrizcd hy fihrillalion and muscu­
luizuLílln ' r thc wall:; of pcriphera l pulmonary arleries. 
Thc bcginning of vascular rem deling is associaled wilh 
illcrcasccl collagen turnover due to elevalcd fo rmalion 
und dC I ivaUon úr ~pcci fie malrix metal10pr Lei nascs 
MM Ps) 1 ll . Thdr aclivity resulLS in lhe dcposilion oCl ow 

molccular wcighL fragmenls ofcollagen in lhc ve sel wall 
121. Thc 'e rragml!n ts (matrlkines) then sti mulate lhe pro­
lik rJ.lion Irvascular smoolb muscle cell s and fibroblasls 
131. Thc increased collagenolylic aclivity is one of lhc 
cautiativc [aclllrs in lhe palhogenesis ofT lPI J since MMP 
inhibiLion hy administration of Ů1eir speci fic inhibitor, 

lun I l crN~1 
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hatimastat, markedly allenuated the dev !opmcnt Jr 
HPH and pa rt ly prevcnted the thickening or wal1: uf IW 
ripheral pulmonary artcriéS 14J. 

One or the possible sources of MMPs in hypoxk lungs 
are mast cUs. Lung ma l cells (LMCs) conccntrllll' allhe 
onset ofhypoxic xposure close to Lhe walls ofprealv 'olar 
vessels and increasc the formalion of prolcases indudi ng 
collagen-cleaving MMP-13 15J. Moreover, MMP-\3 (ro­
Jenl-type intcrslilial c llagenase). which plays u crucial 
role in cleaving native collagen. is produced by masl cells 
isolated from raL lungs exposed to hypoxia in vitro [6]. 

AII these dala support lhe hypoLhesis lhal LMC-tle­
rived MM P play. a role in Lbe palhogenesis ol' II PH. 
Thereforc, lhis study was designed to lesL whelhl1 r ud­
ministralion of Jisudium cromoglycate COSeC;) - a drug 
lhal blocks LMC Jegranulalion and may thereCote lnhib­
iL the MMP releasc - will affecl thc dcvclnpmcnl of 
H.Pll. 

Material and Methods 

' /udy De~ign 
Four groups of adult male WLHar ralS (Anlab, Pra(!IIl', C/.cch 

Republic) were u ed. Experimcnts wereperformcd ln accord.lIu:e 
will thc ELlrnpean Commun ily and NIH gllidcllllCS fór II NIlIg C),­

pcril1lcnlal an imals. AI! procctlures werc apprtlvetl by 1 hc A II I II lil 1 
Sludles COlllmitlee ar our inslilulioll . 

Tbree groups ofmts werc placcd in an isobar!c hypoxiI. ch.lm­
ber (FI0 2 0.1) [71 for a period of 4 days or 3 weeks. In 2 grn\Jp~ 
cxro cd to byroxla. DSCC (40 mg/kg b.w. i.p. on ce .1 dlly; ' rullll)­

Iyn sod ium ~alt. Sigma A!drich. Praguc, CI.C h Rl'publh:) Wl\ IJ­

ministercd either nt an early phase llf exposurc 10 cbronic bypoJl:­
ia (fl rsl4 days. group DSe\. 1 Jl, 11 13) nr al a lal er pha.~c (lu"'l t1 
days, gr up II ,. DSCC . n 8). Tllc Lhird hypo. i group WM 1I11-

lreated (group I J, n 13). Tbe normoxic group th t scrveJ U~ I.UIl 
lrul (group N. n = 13) was ker l in air. Two . ludíc~ w..:r{· per 
formed . 

I [emouyrwmic MeasuremenL, 
After 3 weeks ofhypoxic or norm . iI.: cxposure III ~lIlnlals ni 

lheN(n - 8),II{n 8),1-1 ~D (X ;(n - lI)andDSCG 111(n ll) 
groups, pulmonary arterial blood pressure (PAP. mm 1-18) WUS 

recorded in rats anesrheriud with thiopental (40 mg/kg h.w. I.p.; 
lCN Czech Repuhlic. ROZloky, zech Republic) nnu SpOI1I.IIlC 

ou 'ly hre,lthing room air, lIsing a calhelcr ill, erted ln thc pl/lim 
nary artcry \'ia tbc right jugular vcin (4, 8J. Y lemic arlerlal blo!)d 
pressure (mm I 19) was measureu in lhe cannuLalcJ lcfl \;nroLld 
drlcry. Cardiac oulpul (ml/min) was estimaled by ultru. onll. ll, W 

probe placcd ar lhe ascending aorta afler upening thc 1.11 'sl umler 
mcchanical wnlUalion with ro J1\ air [91 . A fter lhc 1l1l';I~llrCIl1l'III~ 
f bemodynam ' s. lhc hearl and lung were removed fnJm lne 

I.hest. The righl heart ventridc (RV) nnd thc leťl ventrlcle plus 
scplwn (LV ~ S) werc scparalcd anu wcighted . Tne lung wcrc 
filled with formo l solulion through the trl\chea and slored in lur­
mol for 4 wecks. Lung sections were then tained hy lhe hcma 
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toxylin resorcin-fuch in mcthod, :lnd thc pcrcentage oť douhlc­
IlI1I\1 natec! pcriphenu vessels was Cou nlcd as dest:rihed prcviously 
j·t. 101 

ColI'j,!/ť/l Comp()~itiorl oIthe Wu/ls ofPeripheml Pu /mormry 
Artcrie~ 

An lldditionalS ,1I1illla\s fnlllllhe N.I [<l nu DSCG I I [ groups 
werc ancsthctizcd wilb thiop nta! (40 mg/kg b.w. Lp.) afl cr 4 days 
of hypoxla and ..:ulhanizcd by exsangu inal ion from lhe abdom i­
mtl aorla. Their lungs were rcmoved from the chesl, t.hc 3r I and 
'Hh bran hcs oľtlle pulmunary arlery wcrc dlsseCled . d igcsled by 
pCp~IH. und the upernatanl wilh collagenous prulcins was ana­
Iy/'cd hy SLJS-PAGE clectrophoresis. Thc 4-day period ofhypoxia 
was clccted bc ausc wc kncw rrom our previous sludics lhal CO\­
la.sen (kavage i mo labundttnt al thc carly phase ofthe hypoxiI.. 
exposure lll. 

Stul/.,/le:.; 
Slatistka1 anlllyses were performcd using ANOV will! Fisch­

I.!r's pust-hoc lesl. Valucs of p < 0,0 were cnnsider d sign it1can t. 
'l'lw Tt'sults are prc~cn l<.'d as mcans ± SE. 

Results 

Rals cxpO 'cd lo hypoxia had significantly lowe r body 
weighllhan conlr \ . (table 1). although before the expo­
surl', thcirb Jy wl'ighl did nol J iffer. 

PA tJ was clcvaLcJ i tl all groups cxpo 'ell l) 3 weeks of 
hypoxia; howcvcr. in lhc group of rals lrealeJ wilh OSCG 
during thc fi.rst 4 days of hypoxia. lhe increase was sig­
nificantly lower (p < O.OS) lhan in tlle other 2 groups 
cxpo 'cd tu hypoxia (og. I). Ne ilher hypoxia nor admin­
ililralion uf D arfccled systemic arterial blood pres­
surc. Cardiac oulpul was significantly lower in a11 hy­
pnxia-c 'po 'cd gr UP' lhan in conlro[s (p < 0.00(1 ). No 
J1CCcren c in cardiac oulpul werc secn hetween lhc hy­
poxie group (lable 1). 

Early application oCOSCG parlly prevenlcJ Lhc lhick­
l'ning of thc walls of pcriphcral pulmonary arteries in 
hrl nic hypoxia. Thc perccntage of double-Iaminall'd 

pcriphcral pulmonary vessels Wd significanLly lowcr 
(p < 0.001) in tbe DC G + H group lhan in the II and I J 

+ DS ~G group ' (og. 2). hc RV/LV + S ralio was signio­
cunlly lower in bolh DeSU-lrealed grou.ps compan:J 
with lhc nonlrealcd group H (p < 0.05) (Lable 1). The 
valucs or the hearl weigbt (RV + LV + S) did n t differ 
bclweell the groups (N = 999 ± 20. H = 1.056 ± 36. 
I)CSG + I I = 1.035 ± 44 and H + OSCG = 976 ± 36 mg). 
Thc wcight or lhe RV were significantly highcr (p < 
0.001) in a11 group exp sed to hypoxia lhan in normox­
ic(.ontrol ' (N = 196 ± S, TI ~ 372 ± 24. DC G + II = 32 
± 25 and H + DSCG =: 309 ± 18 mg). The weights of lhc 
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Flg. 1. DSCG Lrt?almt?nl during lht? fjrs t 4 days oe ..:hronk hy­
poxia reduces PAP al lhe eod of 3-week exposure. A II groups 
e>..llosed to hypoxia were significantly differenl (I' < 0.00(1) 
[mm lhe N group. p < 0.05 between the H group and lhe DSCG 
+ H group. 

Table 1. Hemodynami p(lrllll\ele r~ 
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Flg. 2. DSCG llt?illmenl J u riog lbe fir 11 days or (hmnic hypox­
III. decreases lhe percentage of double-laminated periphera l pul ­
monary ves e l (DL). A 11 groups exposed lo bypox ia were signm­
mlllly dllTerenl (p<O.OOOI) (rom lhe N group. p< 0.0001 beLween 
Ih n5 -G I H aod lhe H group. 

Group n Hody welght, g >0. ml/m in SAP, mm Hg RV/LV + , mg/g 

N R 125~!I 6 1 ±3 114 ±4 0.245 ± 0.006 
H 1:1 ol i ±!t"" 37±3**·n 112± ·\ 0.54 I ± 0.0 33" 
DSCG I H (early) II 329± 2** 3!1±3u •b 11l±5 0.467 ± 0.028*' -""-
HI DSCG (hlle) II 34'1±7"" 35 ± 2"" 1l8±4 0.4 70 ± 0.020'" IHt 

The dala are mean~ ± SE. CO C~rdill( ůUlpUl: SAP = syslemic atleria l mean blood pressure . 
.. p < U.05, early and lale DSCG lre,Hed groups versus lhe H group. 
up < 0.001, hypoxie STOUp. versu~ lhl' I group . 
• 1 Data from 7 anima ls; h dulll rrom t'i IOImul . 

LV + S did not differ in groups exposed to hypoXiJ uml 
theywere lower(p<O.OI ) than in normoxie rats (N 802 
± 17, H == 685 ± 16, DCSG + H == 70S ± 25 anu H + 
DSCG = 667 ± 31 mg). 

Analysis of eollagenous extraets from th.:: walls of pul­
monary arteries isolated from DSCG -treated und non 
treated rats exposed for 4 days to hypoxia 'howcd prcs­
ence of the charaeteristie 3/4 and 1/4 fragmcnls 0.1 and 
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('(2 'haiIl, of ollagen type I in a ll groups . Thcse frag­
ments werc pl'escnt in thc normoxie grollp in minule 
amollnts, while thc hypoxie groups showed slIbstantial 
I.juantities (fig. 3a). Densitometric analysis of the frag­
m nts eonfirmed a signifieantly lower density of frag­
ments in extracts from thc group treated with DSCG 
ompared with other animals exposed to hypoxia 

(fíg. 3b). 
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Flg. 3. a Gel electrophoresis pl'ofile of collagenous extrncts rtom peripheral pulmonary arteries shows less col­
lagen fragments in the DSCG ~ H gtoup. CoUl = Standard of collngen type J [rom rat tail. b Relative densities 
of collagen fragments in extrads from petipheral pulmonary arleries. Al and B.J (3/4 and ]/4 fragmenls) of ul 
chain, A2 and B2 (3/4 and 1/4 fragrnents) of 02 chain in the groups H, N and DCSG + H. * P < 0.02 and ** p < 
0.01. DSCG ~ H group versus H gtoup. 

Discussion 

The main finding of our study is that prevention of 
mast cell degranulation by DSCG during the Hrst 4 days 
of exposure to chronic hypoxia significantly attenuates 
the development ofHPH and inhibits thc presence ofcol­
lagen cleavages in the walls of peripheral pulmonary ar­
teries. Although mast cells produce various mediators, 
we suppose that the effect of DSCG is at least partlr due 
to prevention of MMP release because the pharmacolog­
ical inhibition ofhypoxia-indueed collagenolysis attenu­
ates the development ofHPH [4] . 

The fact that only early administration of DSCG had 
an inhibitory effect on pulmonary arterial hypertension 
gives sup port to the theory that the first days of hypoxie 
exposure play a crueial role in the pathogenesis of chron­
ie HPH. In the rat. the HPH develops during the Hrst 1-2 
weeks of hypoxie exposure. Then HPH levels off into a 
steady state and does not progress any further. The Hrst 
week of hypoxie exposure is eharaeterized by radieal 
damage ofthe lung tissue [ll], and the lung mast cells aC­
cumulate in the vicinity of prealveolar pulmonary arter­
ies partieularly in the first week of exposure. In the steady 
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state, after 3 weeks of exposure, most mast cells were 
found near the conduit portion of the pulmonary vascu­
lature [S] . We hypothesize that remodeling ofprealveolar 
pulmonary arteries starts with an increased activity of 
the interstitial collagenase MMP-13 (rodent-like intersti­
Hal collagenase), which c\eaves native collagen into 3/4 
and 1/4 fragments . These fragments are typically present 
in peripheral pulmonary arterie s of hypoxie animals [12] 
and, as reported by Gardi et al. [13]. they ean stimulate 
lung collagen metabolism. We show that the amount of 
these collagen fragments is reduced by inhibition of mast 
cell degranulation. 

Mast cell s degranulate in alveolar hypoxia [14]. Other 
authors [15] inhibited mast cell degranulation in rats with 
DSCG given during the whole period of exposure to 
hypoxia and found less right heart hypertrophy than 
in nontreated hypoxie rats, similarly to our study with 
DSCG treatment for only part of the exposure. The posi­
tlve results in that study were the reason why we selected 
DSCG from the battery of drugs known to inhibit mast 
cell degranulation. In contrast, Mungall [16] did not dem­
on strate a protective effect of DSCG on the right ventrie­
ular hypertrophy in rats exposed to hypoxia. However. 
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the used dose of DSCG was 4 times lower than in our ex­
periment (10 mg/kg b.w. Lp.). Zhu et al. [l 7J Jid nol ob 
serve differcnces in PAP, right ventricular hypcrtrophy 
and periphcral pulmonary vessel muscularizatlon be­
twcen intac t and mast cell-deficient mice c poseli to 
chronic hypoxia. [n contrast to the observations (((lm uur 
group [S). they did not find any effeet of chronic hypoxla 
on the oumber or appearance of mast ce\ls Ul cO/Hr 1 
(mast cell possessíng) mice. As a possible e pl.ullltion. 
they argue by the relative infrequency of mast cclls in the 
normal mouse comparcd with the rat. Tucker ct fil. [L8J 
observed a wide variability in thc number of Jung ma ·t 
cells between species . The number of m\lst cLls on-e ­
lated posítively with the severity ofHPH. 

DSCG ís a compound that inhíbits thc relcase of me­
diators from mast cells and act as an anti-inflammatory 
agent [l9J . The mechanism of action i not fully uoder 
stood, but jt is probably mediated by the phosphoryl. Uon 
of a 78-kDa mast cell protein, which leads to posltlon ­
al rearrangcments of thc membraoe cytoskcleton \lnd 
approachcs plasma and secretory granule mcmbranes 
[20). By this mechanism, DSCG could inhibit the releasc 
ať all mediators including chymotrypsin-Iike protease , 
growth factors and chemotactic factors. Steiner ct al. [ll] 
demonstrateJ thal blockade of mast cell dcgranulation 
significantly inhibited the microvascu lar rcsponsl! to sys 
temie hypaxia (e.g., hypoxia-induced incrcase in reactlvc 
oxygen species. adhercnce and migration of Icukocyles 
and vascular permeability). Al! these mechanisms par­
ticipate in the pathogenesis of HPH 1221. 

Repeated lung inflammations with episode of lung 
hypoxia are an important cause of HPH in paticnlS [23 
251 . lnhibitors of ma. t cell degranulation may miligate 
thc dcvelopment ofHPH in these patients. 

As expected, the RV/LV + S weight ratio incrcased ln 
our H group (rats exposed to chronic hypoxia only) , unJ 
lhis incrcasc was attenuated in Ollr grollp treuted with 
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D G at thc early stage of thc hypoxie exposure along 
with thc inhibition of thc incrcase in P P. Surprisingly, 
the ratlo was similar in both DSCG-treated groups. i.e. 
administrat ion of DSCG for tbc last 4 days ofhypoxia af­
fcctcd thc RV/LV + S weight ratio although it had no ef­
feclon PAP. T his finding could be explained by different 
effccts of hypoxia on mast cell density in the heart aod 
pcripheral pulmonary vessels. An increase in thc mast 
~c lJ dcnsity in the vicinity of prealveolar pulmonary 
blood vessels is rcstricted on ly to thc early phase of hy­
poxie exposurc. After 3 weeks ofhypoxia, thc nllmber of 
mast cells in that location does not differ from that found 
lil normoxia IsJ. This explains why DSCG applicd at the 
I.!nd of hypoxie exposll rc has no effeet on pll lmonary vas · 
cular resistance and vascular remodeling. In contrast, 
Rakusan et aJ. [26J reported a persistent increase in the 
number )f mast cells in hcarts of rats acclimatizeJ to high 
il lUlude for 4 weeks. Thc interest ing find ing of their study 
is thata simílar increase in the heartmast cell density was 
not fo und in rats with renal hypertension. It suggests that 
thc increase in hcart mast cell Jensity is not a simple 
fun lion oťvcntric u lar pre sure load . 

We conclude that administration ofDSCG at an early 
stage ofhypoxia redueed thc development of HPH while 
it is without effeet if administcred at a later stage of hy­
poxie cxposure. Mast ccll dcgranulation appears to be an 
important factor in thc initial phase of pulmonary vascu­
lar remoJeUng. 
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