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1. uUvoD

1.1. Funkéni morfologie zdravého plicniho recisté

Normalni plicni cirkulace funguje jako nizkotlaky systém s vysokym
pritokem a nizkym perifernim cévnim odporem (Heath 1977; Janicki, Weber et
al. 1985). Pricinami nizkého odporu plicnich cév jsou struktura jejich stény a
velmi nizky bazalni tonus hladkého svalu (Heath 1977; Hislop and Reid 1978).
Plicni cévy jsou mnohem poddajné€jsi nez cévy systémového rfecisté a maji
tenci sténu. U zdravého ¢lovéka, zijiciho v normoxii, se hladky sval ve sténé
perifernich plicnich cév vyskytuje sporadicky (Hislop and Reid 1978).

Zatimco jednotliva organova recisté systémového obéhu pfijimaji pouze
Cast srdecniho vydeje, malym obé&hem protéka za vSech podminek srdecni
vydej cely. Plicni fedist€ ma schopnost pojmout i znaéné zvyseny srdecéni vydej
jen s minimalnim zvySenim tlaku. Toto je mozné diky velké poddajnosti plicnich
cév a diky otevreni €asti cévniho recisté, které nejsou v klidu perfundovany diky
vySSimu oteviracimu tlaku.

Distribuce pratoku krve jednotlivymi oblastmi plic je regulovana témér
vyhradné lokalnimi mechanismy. Smyslem této regulace je udrzet efektivni
vyménu plynd a zajistit maximalni nasyceni krve kyslikem. Proto jsou
prednostné perfundovany dobfe ventilované alveoly a zaroveil je omezen
pritok tam, kde je alveolarni ventilace nedokonala. Mechanismem, ktery
udrzuje optimalni pomér mezi ventilaci a perfazi alveolli, je vazokonstrikce

vyvolana lokalnim plsobenim hypoxie - hypoxicka plicni vazokonstrikce (HPV)



(Weir and Archer 1995). HPV byla Eulerem a Liljestrandem popsana jiz
v poloviné minulého stoleti (Von Euler and Liljestrand 1946). HPV je typicka pro
plicni cévy a odliSuje je od cév systémovych. V organech zasobenych
systémovou cirkulaci totiz hypoxie periferni cévni odpor bud pfili§ neméni,

anebo plsobi vazodilataci (Yuan, Tod et al. 1990).

1.2. Hypoxicka plicni hypertenze (HPH)

Plicni hypertenze (PH) je syndrom charakterizovany chronickym
zvysSenim tlaku v plicnici (PAP), zvySenim plicniho cévniho odporu (PVR) nebo
kombinaci obou téchto parametrl (Weir 1984). Dale je pro PH charakteristicke
ztlusténi plicnich artérii a hypertrofie pravé komory srde¢ni (Abraham, Kay et al.
1971; Hislop and Reid 1977, Rabinovitch, Gamble et al. 1979).

PH je ve vétsiné pfipadl sekundarnim dlsledkem jinych plicnich ¢i
kardialnich nemoci, které pak dale zavazné komplikuje. Primarni PH je velmi
zavazné a nasteésti vzacné onemocnéni.

Vyznamnym podnétem pro vznik PH je chronicka alveolarni hypoxie.
Nejcastéjsi pfi€inou alveolarni hypoxie jsou primarni onemocnéni plicniho
parenchymu (napf. chronicka obstrukéni plicni nemoc, plicni fibroza,
bronchiektazie, TBC) (Widimsky 1976). Chronicka alveolarni hypoxie je typicka
pro obyvatele vysoké nadmorské vySky a je pfitomna téz u pacientd
s deformitami hrudni stény a u pacient se syndromem spankové apnoe.
Chronickou hypoxii vyvolana PH se pak oznacuje jako hypoxicka plicni

hypertenze. HPH vyvolana dlouhodobym vystavenim laboratornich



zvifat atmosféfe s nizkym obsahem  kysliku je nej¢astéS$im pfistupem
umoznujicim studovat patofysiologické mechanismy vzniku tohoto onemocnéni

(Herget and PaleCek 1975).

1.2.1. Patogeneze HPH

HPH se rozviji na podkladé vazokonstrikce (Crossno, Garat et al. 2007;
Oka, Homma et al. 2007) a remodelace perifernich plicnich cév pfi chronickém
puscbeni hypoxie (Reid 1986). Plvodné se predpokladalo, Zze vys$si tonus
plicnich cév hraje roli hlavné v pocatecni fazi expozice chronické hypoxii (na
zacatku rozvoje HPH), protoze ve fazi rozvinuté HPH nelze odpor vyraznéji
snizit podanim vazodilatancii. Tuto pfedstavu recentné opravili McMurthry a
kol., kdyz ukazali, Ze inhibitory Rho- kinazového systému dramaticky snizi PVR
u jiz rozvinuté HPH (Stenmark and McMurtry 2005).

Rada Gdajii ukazuje, Ze na remodelaci cévni stény Ize pohlizet jako na
reakci na jeji hypoxické poskozeni. Je to komplexni proces, charakterizovany
zménami pojivové matrix cevni stény ve smyslu zmnozeni jejich pojivovych
sloZzek a proliferaci mezenchymalnich bunék (Reid 1986). Vysledkem téchto
déjll jsou fibréza a muskularizace perifernich plicnich cév (Herget and Jezek
1989). Oboji zuzuje prisvit cév a snizuje poddajnost cévni stény a tim zvySuje
periferni plicni odpor. Koneé¢nym duasledkem je vzestup plicniho arterialniho
tlaku.

Udaje o jednotlivych procesech podilejicich se na vzniku HPH jsou

nekompletni. Na zakladé dosavadnich poznatkll z naseho a z jinych pracovist



se domnivame, Ze chronicka hypoxie zpusobuje HPH nasledujicim

mechanismem (obr. 1).

1.2.1.1. Oxidacni poskozeni stény perifernich plicnich cév

Stimulem pro zahjeni strukturalni prfestavby prealveolarnich plicnich cév
je oxidacni poskozeni jejich stény. Za toto po$kozeni odpovidaji volné kyslikove
radikaly (reactive oxygen species - ROS). V souCasné dobé existuje jiz
dostate¢né mnozstvi dikazl o tom, Ze expozice hypoxii je spojena s oxidaénim
stresem plicni tkané (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 pii chronické hypoxii produkovany zejména aktivovanymi
alveolarnimi makrofagy (DiGregorio, Cilent6 et al. 1987; Shellito, Sniezek et al.
1987). Ty se pfi vystaveni chronické hypoxii v plicich zmnozuji (Richards, Smith
et al. 1980) a hypoxie usnadnuje jejich aktivaci a schopnost produkovat H,0,
(Wilhelm, Sojkova et al. 1996).

Hypoxii indukované uvolnéni volnych radikali a nasledné oxidativni
poskozeni cévni stény podle nasi hypotézy stimuluje metabolismus pojivovych
protein(l matrix cévni stény a v kone¢ném dlsledku narlst jejich produkce a
rovnéz stimuluje proliferaci mezenchymalnich bunék. Stimulaci proteolyzy a
proliferace mezenchymalnich elementl je =zahajen proces vaskularni

remodelace perifernich plicnich cév.
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Vyznam ROS pro vznik HPH ukazuji studie, v nichZz inhibice produkce
ROS redukuje rozvoj HPH (Nakanishi, Tajima et al. 1995, Lachmanova,

Hnilickova et al. 2005).

1.21.2. A) Zvyseni metabolismu viaken pojivové matrix stény

perifernich plicnich cév

Pfi chronické hypoxii se pravdépodobné radikalovym tkanovym
poskozenim aktivuje metabolismus pojivovych proteind. Celd fada autorl
prokazala, Ze se pfi rozvoji hypoxické plicni hypertenze ve sténé perifernich
plicnich cév zvySuje metabolicky obrat kolagenu (Kerr, Ruppert et al. 1987;
Bishop, Guerreiro et al. 1990; Botney, Liptay et al. 1993). Klicové postaveni
v metabolismu kolagenu zastavaji specifické matrix-metaloproteinazy (MMP),
pficemz vysadni pozici ma intersticiaini kolagenaza MMP-13. Ta je jedinym
enzymem schopnym zahajit $tépeni rezistentni molekuly kolagenu typu |. MMP-
13 Stépi kolagen typu | na 1/4 a 3/4 fragmenty (Knauper, Lépez-Otin et al.
1996). Teprve takio vzniklé S§tépy kolagenu mohou byt dale rozkladany radou
dalSich jiz nespecifickych protedaz.  V perifernich plicnich cévach zvifat
vystavenych chronické hypoxii byla prokazana jak pfimo zvySena
kolagenolyticka aktivita (Novotna and Herget 1998; Novotna, Bibova et al. 2001;
Novotna and Herget 2002), tak i pfitomnost nizkomolekularnich §tépl této
velikosti (Novotna and Herget 1998; Novotna, Bibova et al. 2001). Rabinovitch
prokazala kauzalni roli elastolytické aktivity pfi vzniku vaskularnich zmén

spojenych s rozvojem hypoxické plicni hypertenze (Rabinovitch 1999).
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Za fyziologickych okolnosti jsou metaloproteinazy produkovany ve formé
neaktivniho proenzymu nebo jsou Gc¢inné inhibovany tkanovymi inhibitory
(TIMP). Po8kozeni extracelularni matrix stén perifernich plicnich cév nebo
oxidace aktivniho mista metaloproteinaz radikalovymi produkty jsou moznymi
pii¢inami aktivace metaloproteinaz. V pokusech in vitro bylo prokazano, ze
takto mohou plisobit superoxid, peroxid vodiku, oxid dusnaty (NO) i peroxynitrit
(produkt rychlé reakce superoxidu a NO) (Rajagopalan, Meng et al. 1996).
Navic peroxynitrit a zfejmé i jiné radikaly jsou schopné inaktivovat tkanove
inhibitory metaloproteinaz jejich fragmentaci (Rathke-Hartlieb, Budde et al.
2000). Podavani antioxidanti bé&hém prvnich dnli hypoxické expozice aktivaci
metalloproteinaz Gc¢inné brani (Maxova, Novotna et al. 2004) a zaroven
podstatné omezuje rozvoj plicni hypertenze (Hoshikawa, Ono et al. 1995;
Lachmanova, Hnilickova et al. 2005). Aktivace MMP zahajuje kaskadu, v niz
akumulace stépl kolagenu (Novotna and Herget 1998) stimuluje syntézu
novych kolagennich molekul (Gardi, Pacini et al. 1990; Gardi, Calzoni et al.
1994) a celkovy metabolicky obrat kolagenu tak roste (Bishop, Guerreiro et al.
1990).

Metaloproteinazy mohou byt v poskozené tkani plicnich cév produkovany
prakticky véemi mezenchymovymi burikami. Jejich dalezitym zdrojem jsou zirné
bunky. Ty v éasnych fazich hypoxie proliferuji a jejich mnozstvi se vyznamné
zvysSuje pravé v okoli perifernich plicnich cév (Vajner, Vytasek et al. 2006).

Klicovou ulohu aktivace metaloproteinaz v mechanismu HPH ukazuje
nase studie, vniz farmakologicka inhibice metaloproteinaz zmirnila plicni

hypertenzi u chronicky hypoxickych potkanti (Herget, Novotna et al. 2003).
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1.2.1.2. B) Stimulace proliferace mesechymovych bunék

perifernich plicnich cév

Zvysena kolagenolyticka aktivita s naslednou kumulaci $tépl pojivovych
bilkovin je vyznamnym stimulem proliferace mezenchymovych bunék ve sténé
perifernich plicnich cév (Herget, Wilhelm et al. 2000). Mezenchymoveé buriky
jsou udrzovany v klidovéem stavu tim, ze adheruji k pojivove matrix. Zména
kvality pojivové matrix (oxidace, fragmentace) snizuje adhezi mesenchymovych
bunék. Bacakova a kol. prokazali, Ze zvy$ena produkce ROS mlze pusobit
oxidacni zmény pojivovych proteini matrix cévni stény (Bacakova, Wilhelm et
al. 1997). Dale prokazali, Ze oxidace kolagenu in vitro méni expresi adhesivnich
molekul hladkého svalu (Bacakova, Wilhelm et al. 1997). Navic pak bylo
prokazano, Ze oxidovany kolagen stimuluje proliferaci hladkych svalovych
bunék plicnich cév vice nez kolagen neoxidovany (Bacakova, Wilhelm et al.
1997). Oxidace pojiva nasledné zvySuje jeho citlivost k proteolyze (Monboisse,
Gardes-Albert et al. 1988). Nizkomolekularni kolagenni fragmenty maji

proproliferaéni efekt.

1.2.1.3. Fibrotizace, muskularizace, hypertrofie stény

perifernich plicnich cév

Akumulace kolagennich fibril zplUsobuje fibrozu cévni stény, ktera

postihuje médii i adventicii (Bishop, Guerreiro et al. 1990). Bunky hladkého

svalu hypertrofuji a proliferuji do oblasti prealveolarnich plicnich cév (Reid
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1986). Jak jiz bylo zminé&no, zatimco za fyziologickych podminek jsou
v perifernich plicnich cévach pfitomna jen ojedinéla svalova vlakna (Hislop and
Reid 1978), prii plicni hypertenzi je jejich médie tvofena souvislym prstencem
hladkého svalu. Charakteristickym morfologickym obrazem HPH jsou pak
ztGizené periferni plicni cévy svyraznou a Jasné definovanou médii,

ohrani¢enou dvéma elastickymi vrstvami, a s fibrézou adventicie.

1.2.1.4. Dulezité jsou zmény v pocatecni fazi expozice hypoxii

Pri rozvoji HPH probihaji rozhodujici procesy pravdépodobné v pocatcich
expozice chronické hypoxii (pfiblizné v 1. tydnu). V dal$im prabéhu hypoxické
expozice jiz vplicnim fecisti zfejmé nedochazi ke vzniku vyznamnych
funkénich a morfologickych zmén, které by se zasadnim zplsobem podileli na
progresi HPH.

U potkan( vystavenych hypoxii (10% O,) se HPH rozviji v prabéhu
prvnich dvou tydnu této expozice, poté se stabilizuje a dale jiZ neprogreduje
(Herget, Suggett et al. 1978). ZvySeny tlak v plicnici, hypertrofie pravého srdce i
muskularizace prealveolarnich cév byly rovnéz zaregistrovany jiz po prvnim
tydnu hypoxické expozice (Rabinovitch, Gamble et al. 1981). Pfedpokladame,
ze radikalové poskozeni stény plicnich cév, které je klicovym faktorem v rozvoji
HPH, vznika pravé v prvnich hodinach a dnech plsobeni hypoxie. Ukazali
jsme, Ze tvorba kyslikovych radikall v plicich rychle stoupa pravé na zacatku
hypoxické expozice a pak nejenom dale neroste, ale spise klesa (Johnson,

Hodyc et al. 2007). Wilhelm a spol.potvrdili, Ze produkce peroxidu vodiku
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alveolarnimi makrofagy, izolovanymi z plic potkanl na zacatku expozice hypoxii
(po tfech dnech hypoxie), je signifikaniné vy$Si nejenom nez produkce
makrofagy ziskanymi z normoxickych kontrol, ale také nez produkce
alveolarnimi makrofagy ziskanymi z potkant vystavenych hypoxii po tfi tydny
(Wilhelm, Sojkova et al. 1996). Hypotézu o vyznamném radikalovém pusobeni
na zacatku rozvoje HPH podporuje i dalsi studie nasi skupiny, ktera prokazala,
Ze podavani antioxidantu (N-acetyl-L-cysteinu) pouze v €asnych fazich
hypoxické expozice zbrzdilo rozvoj plicni hypertenze podstatné vice nez jeho
podavani aZ v pozdé&jsi stabilizované fazi HPH (Lachmanova, Hnilickova et al.

2005).

1. 3. Oxid dusnaty (NO)

Jednim z radikal(l, které se mohou ucastnit mechanismu rozvoje HPH je
NO. NO je znam piedev8im jako endogenni vazodilataéni molekula (Furchgott
and Zawadzki 1980). Kromé regulace cévniho tonu se (€astni téz mnoha
dalSich dulezitych fyziologickych a patofyziologickych procesl, zahrnujicich
napf. modulaci zanétlivé odpovédi, neurotransmisi, hormonalni sekreci C¢i
apoptézu (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). Vyznamnou roli hraje v
imunitnich procesech (Clancy, Amin et al. 1998). NO rovnéz inhibuje adhezi a
agregaci trombocyt, tlumi aktivitu leukocytl a ma antiproliferativni acinky

(Moncada 1994).
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1.3.1. Biosyntéza NO

NO vznika oxidaci 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 syntaza (NOS)(Palmer and
Moncada 1989; Leone, Palmer et al. 1991; Knowles 1996; Knowles 1997;
Stuehr 1997). V soucasnosti jsou detailné charakterizovany tfi izoformy NO
syntazy: neuronalni (nNOS), inducibilni (INOS) a endoteliaini (eNOS).
V literatufe se miZeme setkat i s jinou klasifikaci (NOS |, NOS II, NOS Ill).
V této praci pouzivame rozliSeni pomoci pismen.

Podstatné méné jasnou oblasti jsou NOS izoformy v mitochondriich
(Ghafourifar and Richter 1997; Giulivi, Poderoso et al. 1998). Z hlediska této
prace v8ak nejsou podstatné.

Trebaze konstitutivné exprimované izoformy (nNOS, eNOS) byly poprvé
popsany v neuronech a endoteliich, jsou pfitomny i v mnoha jinych bunéénych
typech (Moncada and Higgs 1993). Jejich aktivita je regulovana hiadinou
vapniku a kalmodulinu (Knowles and Moncada 1994; Nathan and Xie 1994).
V/ bazalnich podminkach nNOS a eNOS uvoliuji relativné malé mnozstvi NO
v odpovédi na podnéty rliznych agonistl, jakymi jsou napf. acetylcholin
v cévnim endotelu, glutamat v mozkové tkani nebo kolagén aktivujici
trombocyty. NO produkovany témito subtypy NOS pini roli signalni molekuly.
Inducibilni izoforma (iINOS) je kalcium a kalmodulin-independentni.

Je exprimovana makrofagy a jinymi burikami (napf. chondrocyty, neutrofily,

hepatocyty a hladkymi svalovymi bunikami) (Gaston, Drazen et al. 1994) po
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stimulaci zanétlivymi cytokiny (IL-1, TNF, IFN-y) a lipopolysacharidem
bakterialni stény (LPS, endotoxin). V tomto pfipadé inducibilni enzym vytvari
signigikantné veétsi mnozstvi NO neZ produkuji konstitutivni izoformy. Takto
produkovany NO plsobi jako cytotoxicka molekula v boji proti invadujicim
mikroorganismim a nadorovym bunkam (Hickey, Sharkey et al. 1997; Clancy,
Amin et al. 1998). LPS vyrazné zvysSuje expresi INOS v plicni tkani (Knowles,
Merrett et al. 1990; Kleschyov, Muller et al. 1998). INOS mRNA byla
detekovana in vivo v plicich po podani LPS (Griffiths, Liu et al. 1995). Indukce
INOS mRNA a narist produkce NO byly rovnéz pozorovany in vitro po stimulaci
cytokiny a LPS a to jak vendoteliich (Geiger, Stone et al. 1997), tak i

v hladkych svalovych bunkach a. pulmonalis (Nakayama, Geller et al. 1992).

1.3.2. Reakce NO s radikaly

NO je nestabilni radikal sjednim neparovym elektronem.
Z patofyziologického hlediska je vyznamna extrémné rychla reakce NO se
superoxidem (02’ 7, pfi které vznika toxicky peroxynitrit (OONO-) (Butler, Flitney
et al. 1995; Vinten-Johansen 2000). Toxicita peroxinytritu spoCiva v oxidaci SH-
skupin bilkovin, atom( Zeleza a siry v biologickych molekulach a v peroxidaci
lipiddi. Mize rovnéZ indukovat poskozeni DNA a apoptézu (Patel, McAndrew et

al. 1999).
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1.3.3. Produkce NO v plicni cirkulaci a jeho aloha v regulaci tonu

plicnich cev

V cévach velkého obéhu je NO trvale produkovan a vyznamné se podili
na udrzovani klidového tonu (Rees, Palmer et al. 1989; Gardiner, Compton et
al. 1990) Tonicky vyznamna syntéza NO ve zdravé plicni cirkulaci vSak
pfitomna neni. Malé prekapilarni piicni tepny a tepénky jsou jedinymi cévami
schopnymi podstatnéj$i vazokonstrikce. Jsou oznaCovany téz jako cévy
odporové a jsou rozhodujici pro regulaci plicni hemodynamiky. NO syntaza a
jelil mRNA v nich lokalizovany nebyly (Xue, Rengasamy et al. 1994; Kawai,
Bloch et al. 1995; Shaul, North et al. 1995; Le Cras, Xue et al. 1996; Xue and
Johns 1996, Carville, Adnot et al. 1997; Tyler, Muramatsu et al. 1999). Pri
méreni produkce NO a jeho oxidacnich produktl (NO je v pfitomnosti kysliku
velmi rychle oxidovan) v perfuzatu izolovanych plic zdravého potkana nebyly
detekovany koncentrace, které by bylo mozné mérit byt pomoci velmi citlivé
chemiluninescenéni metody (Isaacson, Hampl et al. 1994). Inhibice syntézy NO
v preparatech izolovanych plic neméla vliv na bazalni cévni tonus (Archer,
Tolins et al. 1989; Hasunuma, Yamaguchi et al. 1991). Pfi studiich provadénych
in vivo vyvolala inhibice tvorby NO u laboratornich zvifat zvySeni systémového
tlaku a zaroven pokles srdeéniho vydeje, ale neméla vliv na velikost tlaku
v plicnici (Isaacson, Hampl et al. 1994). Rovnéz diouhodoba inhibice syntézy
NO potvrdila, Ze v plicni cirkulaci neexistuje funkéné vyznamna bazalni syntéza
NO. Chronické podavani inhibitorG NOS plsobi vznik systémové hypertenze,
tlak v plicnici se ale chronickou inhibici NOS nezvySuje (Hampl, Archer et al.

1993). Ve zdravem plicnim fecisti je tedy klidova produkce NO minimalni a
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nepfispiva k udrzovani plicniho cévniho tonu na nizké hodnoté. Situace se v8ak
meéni pii akutné vzniklé hypoxii, kdy produkce NO v plicnim fecisti vyznamné
stoupa. Hypoxie stimuluje expresi NOS v plicich potkanl (Gess, Schricker et al.
1997). V kultufe hovézich endoteliainich plicnich bunék byl prokazan narst
produkce NO i jeho oxidac¢nich produktl pfi akutné vyvolané hypoxii. Inhibice
NO syntazy v preparatu izolovanych plic potencovala vasokonstrikéni odpovéd
vyvolanou akutni hypoxii (Archer, Tolins et al. 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 al. 1993; Zhao, Crawley et al. 1993, Dumas, Dumas
et al. 1994; Leeman, De Beryl et al. 1994; Persson, Kalzén et al. 1994). Protoze
inhibice NO za normoxickych podminek neménila bazalni tonus, je zesileni
hypoxické presorické odpovédi pfi inhibici NO vysvétleno tim, ze se NO pfi
akutni hypoxii uvolfiuje ve vétsi mirfe. Potenciace hypoxické plicni
vasokonstrikce pouzitim inhibitorid NOS byla popsana téz u lidi - pro piehled viz
(Hampl and Herget 2000). Syntéza NO je v plicnich cévach pfi akutni hypoxii
zvysena a NO ziejmé& svym protektivnim vazodilataénim uc€inkem brani

nadmérnému vzestupu tlaku krve a tim i mechanickému poskozeni cévni stény.

1.3.4. Uloha NO pfi vzniku HPH

Role NO pfi vzniku plicnich vaskularnich zmén spojenych s plicni

hypertenzi byla intenzivné studovana v experimentech na zvifatech

vystavenych chronické hypoxii. Stale vSak existuji rozdilné nazory na to, zda
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produkce NO v pribéhu chronické hypoxie narlista nebo klesa a do jaké miry
zmeéna produkce NO ovlivni cévni remodelaci a vazokonstrikci pfi rozvoji
hypoxické plicni hypertenze.

Starsi studie naznacovaly, Ze pokles endoteliaini syntézy vazodilatacné a
antiproliferaéné pusobiciho NO by mohl byt jednim z mechanismd, ktery
vyvolava zvyseni plicniho cévniho odporu v pribéhu 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).
Snizena dostupnost NO pfi chronické hypoxii by mohla plsobit zvyseni plicniho
cévniho tonu a k facilitaci remodelace cévni stény a tim krozvoji HPH.
Redukce endotelialni produkce NO byla pozorovana u déti s vrozenymi
srdec¢nimi vadami (Celermajer, Sorensen et al. 1993) a u dospélych s primarni
PH (Riley, Porszasz et al. 1997). Na druhé strané Xue a kol. a dalsi prokazali,
ze chronicka hypoxie indukuje expresi NOS v hladkych svalovych bunkach
plicnich artérii potkant de novo a zaroven zde také zvySuje 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 produkovany pfi
chronické hypoxii ve vy$$i mire tak muze pUsobit proti nadmérnému zvyseni
odporu v plicnich cévach. Tuto moznost podpofily i dalsi studie, které prokazaly,
ze blokada NO syntézy pomoci NOS inhibitorli zvy$uje perfuzni tlak v plicich
izolovanych 2z chronicky hypoxickych zvifat mnohem vice nez v plicich
normoxickych kontrol (Barer, Emery et al. 1993; Isaacson, Hampl et al. 1994) .
NO téz mlze castec¢né tlumit rozvoj plicni hypertenze diky své antiproliferacni

aktivité. Inhibici proliferace hladkych svalovych bunék a fibroblastl mize NO
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prizniveé ovlivnit pfestavbu cévni stény. AvSak neméné dilezity je fakt, ze NO je
také velmi aktivni radikal (Freeman 1994) . Expozice G¢inkiim NO po delsi dobu
vyvola poskozeni plicni tkédné, které ma vSechny rysy oxida¢niho po$kozeni
(Clutton-Brock 1967; Quinn and Vallance 1993; Anggard 1994). Mimoto
nestabilni molekula NO rychle reaguje s ROS- zejména se superoxidem (viz
vyse) za vzniku reaktivnino peroxynitritu (Rubbo, Radi et al. 1994). Peroxynitrit
je velmi silny oxidant s kratkym polo¢asem (Beckman, Beckman et al. 1990).
Obvykle pouzivanym indikatorem peroxynitritového poskozeni tkani je 3-
nitrotyrosin.  V séru hypoxickych zvifat je koncentrace 3-nitrotyrosinu
v porovnani se zvifaty normoxickymi signifikantné vyssi (Herget, Wilhelm et al.
2000) . Zvysena koncentrace NO a zarovenn ROS v pribéhu HPH mize
podminit tvorbu  vétsiho mnozstvi peroxynitritu a jeho metabolitd a tim
indukovat poskozeni stény plicnich cév (Haddad, Pataki et al. 1994; Beckman
and Koppenol 1996). Ztoho vyplyva, Ze zvySeni syntézy NO pfi chronické
hypoxii mize mit dva protikladné Gc¢inky. Na jedné strané pusobi NO
vazodilataci a brani poSkozeni tenkého alveolokapilarniho rozhrani. Zaroven
snizuje proliferaci mesenchymovych bunék v cévni sténé a tim zfejmé omezuje
cévni remodelaci, ¢imz brzdi rozvoj plicni hypertenze. Na druhé strané muze
NO v pocatecni fazi vystaveni hypoxii naopak sam pfispivat k radikalovému
poskozeni plicni tkané a tim ke vzniku plicni hypertenze (Hampl and Herget
2000).

V/ nasi studii jsme proto vychazeli z pfedpokladu, ze pokud NO diky své
radikalové povaze pfispiva k poskozeni stény perifernich plicnich cév a podili
se tim na rozvoji HPH, déje se tak pfedevS§im na zaCatku expozice hypoxii

Ocekavali jsme tedy narlst syntézy NO v plicich v prubéhu prvnich dni
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expozice hypoxii a tudiz narist koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu.
Zaroven jsme predpokladali, Ze inhibici syntézy NO v tomto obdobi (1. tyden
chronické hypoxie) muazZeme zredukovat PH, zatimco inhibici NO syntézy
v pozdéjsim obdobi expozice chronické hypoxii (3. tyden chronické hypoxie)

bychom jiz PH neméli ovlivnit.

1.3.5. Uloha iNOS v patogenezi HPH

Plvodné se zmény produkce NO v plicnich cévach pfisuzovaly zméné
exprese Ci aktivity eNOS. Carville a kol. vSak poskytli dikazy o tom, Ze ve
zvySené mife produkovany NO v izolovanych plicnich artériich potkant
vystavenych dlouhodobé hypoxii nepochazi z endotelu (Carville, Adnot et al.
1997). To naznacuje, ze pri chronické hypoxii by mohl byt NO v plicnich tvofen
jinym subtypem NOS. Ackoliv se za fyziologickych podminek iNOS v plicnich
cévach nenachazi, pfi chronické hypoxii zde byla jeji pfitomnost opakované
prokazana (Xue and Johns 1996; Resta, O'Donaughy et al. 1999).
Predpokladali jsme proto, Ze pfi chronické hypoxické plicni hypertenzi mtlize byt
dalsim vyznamnym zdrojem NO pravé iNOS.

Jelikoz je INOS zvySené exprimovana pfi tkafiovém poSkozeni (Darley-
Usmar, Wiseman et al. 1995), predpokladali jsme, ze NO je na zacatku
expozice chronické hypoxii zvysené produkovany pravé diky zvySené aktivité
INOS. Ocekavali jsme proto, Zze imunohistochemické vysetieni prokaze expresi
INOS v plicnich cévach potkanl vystavenych chronické hypoxii na zaéatku této

expozice. Jestlize je NO podilejici se na rozvoji HPH generovany v ¢asnych
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fazich CH pfevazné INOS izoformou, potom inhibici syntézy NO pomoci
selektivniho inhibitoru INOS izoformy -  L-N6-(1-iminoethyl)lysine (L-NIL)
podavaného v tomio obdobi zredukujeme PAP chronicky hypoxickych zvifat
stejné U&inné jako pomoci neselektivniho inhibitoru véech izoforem NOS - N&-
nitro — L - arginine methyl ester (L-NAME) podavaného rovnéz vté dobé.

Testovani této hypotézy bylo dal§im z cilll této prace.

1.4. Zirné buiiky a jejich tloha pfi rozvoji HPH

Zirné burky (heparinocyty, mastocyty) jsou distribuované téméf ve
vSech tkanich a organech. Soustieduji se pfevazné v mistech, ktera jsou
v kontaktu se zevnim prostfedim 1j. v podkoznich a podslizniénich oblastech.
Sem pfichazeji jako nediferencované progenitorove burky, které zde proliferuji
a vlivem mikroprostfedi se diferencuji v jednotlive subtypy. Jejich
cytoplazmaticka (sekre¢ni) granula obsahuji mediatory s raznymi uginky:
biogenni aminy, proteoglykany, proangiogennni faktory, proteolytické enzymy a
dalsi. Zirné buiiky se tak podileji na fadé fyziologickych a patofyziologickych
procesll. Jsou téZ burikami, které perivaskularné spoustéji zanétovou odpovéd.
Poznatky poslednich let ukazuji, Zze zirné bunky zasahuji do déjli, jejichz
spoleCnym rysem jsou zmeény pojivové tkané: remodelace cévni stény

provazejici vznik aterosklerozy (Kelley, Chi et al. 2000) a angiogeneze.
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Akumulace zirnych bunék ve sténé plicnich cév a vjejich okoli pfi
chronické hypoxii byla popsana jiz pred ¢tyriceti lety (Kay, Waymire et al. 1974;
Tucker, McMurtry et al. 1977). O néco pozdeji vznikly i studie, které ukazali, ze
u chronicky hypoxickych zvifat inhibice degranulace zirnych bunék do jisté miry
redukuje rozvoj HPH (Kay, Suyama et al. 1981). V této dobé byly zirné bunky
davany do souvislosti s rozvojem HPH predevsim kvl jejich schopnosti
uvolfiovat serotonin. Pfedpokladalo se totiz, Ze jednou z moznych pfi€in vzniku
plicni hypertenze je vazokonstrikce plicnich cév vyvolana serotoninem
uvolnénym z Zirnych bunék.

TrebaZze serotonin (5-hydroxytryptamin, 5-HT) obvykle plsobi u fady
Zivocisnich druh( plicni vazokonstrikci (Voelkel 1997), u lidi je jeho
vazokonstrikéni vliv na plicni cévy podstatné slabsi (Widimsky 1975) . Je tedy
ziejmé, ze 1 pokud se tento mechanismus u lidi uplatni, neni upinym
vysvétlenim vlivu serotoninu na zmény vzniklé v plicni cirkulaci pfi rozvoji HPH.
Charakteristickou znamkou PH je proliferace bunék hladkého svalu ve sténé
plicnich cév. Jak je dnes znamo, serotonin a jeho transportni molekula (5-HTT),
hraji dalezitou roli ve stimulaci proliferace hladkych svalovych bunék plicnich
cév a to nejenom u experimentalniho modelu PH, ale téz u lidi s primarni i
sekundarni PH (Eddahibi, Fabre et al. 1999; Marcos, Fadel et al. 2004). Tento
mechanismus by se mohl uplatnit v patogenezi HPH av$ak neni jesté zcela

pfesné& objasnén.

Dnes se o Uc¢asti zirnych bunék v mechanizmu rozvoje HPH uvazuje

predevsim diky jejich kolagenolytickému potencialu. V hypoxické tkani, jak jiz
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bylo zminéno vyse (kap. 1.2.1.2.A), jsou zZirné bunky dllezitym zdrojem
kolagenolytickych metaloproteinaz (Tozzi, Thakker-Varia et al. 1998).

Vzestup kolagenolytické aktivity na zacatku chronické hypoxie ma

kauzalni roli v rozvoji HPH (Bacakova, Wilhelm et al. 1997; Novotna and Herget
1998). Podavani specifického inhibitoru kolagenolytickych metaloproteinaz
(MMP) soucasné s vystavenim chronické hypoxii totiz znaéné omezuje rozvoj
plicni hypertenze (Herget, Novotna et al. 2003).
Maxova a kol. prokazali, z2e v Zirnych bunkach, izolovanych z plic
laboratorniho potkana a nasledné vystavenych hypoxii, je celkova aktivita
kolagenolytickych enzym( zvySena a jejich sekre¢ni granula jsou naplnéna
intersticialni kolagenazou MMP-13 (Maxova, Novotna et al. 2002). Intersticialni
kolagenaza MMP-13, ktera zahajuje degradaci kolagenu, podminuje vznik
typickych nizkomolekularnich stépli kolagent (1/4 a 3/4 fragment) (viz kap.
1.2.1.2 A). Mnozstvi kolagennich §tépl této velikosti je v extraktu perifernich
plicnich artérii vétSi na pocatku hypoxické expozice (Novotna, Bibova et al.
2001). Toto zjisténi svédcéi pro plUsobeni intersticialni kolagenazy MMP-13
(Novotna and Herget 1998; Novotna and Herget 1998) specificky pravé na
zacatku rozvoje HPH a tudiz i pro roli jejiho zdroje — Zirnych bunék v tomto
procesu.

Vajner a kol. navic jesté pfimo prokazali, Zze zirné bunky se zvySenou
expresi MMP-13 se koncentruji na zac¢atku expozice chronické hypoxii v tésné
blizkosti perifernich plicnich cév (Vajner, Vytasek et al. 2006).

Tato skute€nost podporuje nasi hypotézu, podle které plicni
perivaskularni Zirné bunky pfispivaji k vaskularni remodelaci pfi rozvoji HPH

tim, Ze v prvnich dnech chronické hypoxie uvoliuji kolagenolytické enzymy.
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Predpokladali jsme proto, Ze pokud zabranime degranulaci Zirnych
bunék na zadatku expozice chronické hypoxii, zamezime tim uvolnéni jejich
proteolytickych enzymu véetné MMP - 13. Timto mechanismem by mélo byt
zabranéno $tépeni kolagenu v perifernich plicnich cévach. Nizkomolekularni
stépy kolagenu jsou, jak bylo zminéno vyse, jednim zmoznych stimull

remodelace cévni stény.
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2. CiLE POKUSU

V prvni ¢asti nasi prace jsme se zabyvali roli NO v mechanismu rozvoje
HPH. Zaroven bylo nasim cilem najit zdroj NO syntézy v plicich pfi chronické

hypoxii.

Na zacatku rozvoje HPH je klic¢ovym momentem poskozeni stény
plicnich cév nasledkem zvy3ené tvorby ROS (Kinnula, Crapo et al. 1995).
NO, jehoz tvorba je béhem hypoxie rovnéz zvysSena, velmi snadno reaguje
s ROS za vzniku dalSich cytotoxickych derivatl (napf. peroxynitrit) (Rubbo,
Radi et al. 1994). Je proto mozné, Ze NO zvysené& produkovany v prvnich
dnech hypoxické expozice, pfispiva k oxidacnimu stresu plicni tkané a podili se
tak na radikalovém poSkozeni stény plicnich cév.

Pri tkanovém poskozeni je zvy$ené exprimovana iNOS izoforma
NO - syntazy (Darley-Usmar, Wiseman et al. 1995). Pfedpokladame proto, ze
NO je pfi chronické hypoxii zvy§ené generovany pravé timto subtypem NOS.
Dosavadni vysledky experimentl nasi skupiny naznacily, ze kritickym obdobim
pro rozvoj plicni hypertenze jsou prvni dny hypoxické expozice.
Dilezité je proto, zda syntéza NO narlsta pravé vtéto fazi hypoxické
expozice.

Dlouhou dobu byly pro chronickou inhibici NO syntézy pouzivany
neselektivni inhibitory NOS : N°"®%®-nitro-L-arginin metylester (L-NAME)
nebo NG-monometyI—L-arginin (L-NMMA) (Rees, Palmer et al. 1990; Hampl,
Archer et al. 1993; Moncada 1994). Metodologicky to bylo velmi vyhodné,
protoZze tyto inhibitory mohli byt zvifatim dlouhodobé& podavany ve vodé

k napajeni. Na zacatku devadesatych let byl objeven selektivni inhibitor iINOS
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izoformy- L-N6-(1-iminoethyl) lysin (L-NIL) (Moore, Webber et al. 1994). L-NIL
byl pouzit v experimentech in vitro a u anestezovanych zvirat. Nebyla v8ak
k dispozici data tykajici se selektivni a acinné davky L-NIL pro dlouhodobé
peroralni podavani. Jednim z cili nasi studie bylo zjistit zda se INOS podili na
rozvoji HPH. To znamenalo zkoumat nasledky dlouhodobé inhibice INOS
pomoci jejiho selektivniho inhibitoru. Protoze, jak jsme jiz uvedli, nebyla dosud
stanovena selektivni a efektivni davka tohoto inhibitoru pro jeho dlouhodobé

peroralni pouzivani, bylo nasi snahou v prvni fadé stanovit tuto davku.

CILE PRVNI CASTI PRACE:

1. stanovit efektivni a selektivni davku L- NIL pro jeho dlouhodobé podavani

2. zjistit zda se NO zvy3ené produkovany pfi hypoxii podili na rozvoji HPH

3. zjistit zda zdrojem NO pfi rozvoji HPH je INOS

4. monitorovat zmény tvorby NO v pribéhu expozice chronické hypoxii

5. monitorovat zmény tvorby metaboliti ROS a NO tj. nitrotirosinu (derivatu

peroxynitritu) v pribé&hu expozice chronické hypoxii

V druhé Casti nasi prace jsme se zaméili na roli Zirnych bunék

v mechanismu HPH.

Ugast Zirnych bun&k na remodelaci perifernich plicnich cév (Riley,
Thakker-Varia et al. 2000; Novotna and Herget 2002) pfi vzniku HPH byla
zvazovana na zakladé (dajli, které prokazali jejich podil na vzniku vaskularnich

zmeén pfi rozvoji aterosklerézy. Dalsim faktem, ktery podpofil tuto hypotézu bylo
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zjisténi, Ze v prvnich dnech expozice chronické hypoxii je zvy$ena
kolagenolyticke aktivita (Novotna, Herget et al. 1999). Je znamo, Ze dulezitym
zdrojem kolagenolytickych enzymti jsou jsou Zirné bunky (Tozzi, Thakker-Varia

et al. 1998).

CiLE DRUHE CASTI PRACE:

1. zjistit zda se Zirné buriky podileji na remodelaci perifernich plicnich cév pfi
rozvoji HPH

2. zjistit zda zablokovani degranulace Zirnych bunék v ¢asné fazi hypoxické
expozice ovlivni velikost PH vice nez na konci hypoxické expozice, kdy je

PH jiz rozvinuta
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3. METODIKY
V této kapitole jsou nejprve obecné popsany pouZzité experimentaini
techniky, anestézie a pod. Poté nasleduje kapitola, ktera se zabyva detailnim

uspofadanim jednotlivych pokus.

3.1. Laboratorni zvirata

Pokusy byly provadény na dospélych samcich potkana (Ratus norvegicus)
laboratorniho kmene Wistar z konvenéniho chovu (Anlab). Hmotnost zvifat se
pohybovala vrozmezi od 250 g do 450 g. Béhem pokusl byla zvifata
oSetfovana béznym zplsobem v mistnim zvéfinci. Pocty zvifat v nadrzi se fidily
vyhlaskou €. 207/200 Sb., o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zvifat. Ke
krmeni zvifat byly pouzity standartni peletové diety (Dieta pro mysi a potkany
v SPF chovech, Mlyn Kocanda- vyroba krmnych smési, Jesenice u Prahy) a

pitna voda ad libitum.

3.2. Anestézie

V pokusech byly operace a méfeni provadény v celkové anestézii s pouzitim
Thiopentalu 1% (Thiopentalum natricum) aplikovaného intraperitoneainé
vdavce 40mg/kg télesné hmotnosti, Rometaru 2% (Xylazinum
hydrochloridum) aplikovaného intramuskularné v davce 16mg/kg a Narkamonu
(Ketamini  hydrochloridum) intraperitonealné v davce 100mg/kg. Urover
anestézie byla kontrolovana reakci na bolestivy podnét a sledovanim

pravidelnosti dychani.
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3.3. Indukce a hodnoceni vzniku hypoxické plicni hypertenze

Pro vyvolani hypoxické plicni hypertenze byla zvifata vystavena chronické
hypoxii v izobarické hypoxické komofie FiO, = 0,1 (kap. 3.4.1). Pfitomnost HPH
byla hodnocena katetrizaénim vy3etfenim krevniho tlaku v plicnici (PAP) (kap.
3.4.3.1) bez otevieni hrudni dutiny, vahou srde¢nich oddili a kvantitativnim

morfologickym vy$etienim plicnich cév (kap. 3.5.2).

3.4. Pouzité techniky

3.4.1. lzobaricka hypoxicka komora

V experimentech  uvedenych vtéto praci byla kvytvofeni modelu plicni
hypertenze pouzitd izobarickd hypoxicka komora (Herget and Palecek 1985).
Jedna se o uzavreny systém, ve kterém vzduch cirkuluje pratokem 6-8 L/min
okruhem, ktery slouzi k odstrafiovani vlhkosti, CO, a tepla vytvorfenych
metabolickou ¢&innosti zvifat. CO, je absorbovan v nasyceném roztoku
hydroxidu draselného (KOH) a pevnym CO, absorbentem tzv. ,natronovym
vapnem, (pevna smés NaOH a Ca,OH). Tento absorbent navic zménou barvy
granuli signalizuje pfevyseni kapacity obou absorbéri. Soucasti okruhu je také
chladici jednotka, ktera slouzi ke kondenzaci vodnich par a k odvadéni
prfebyte¢ného tepla. Obsah kysliku v hypoxické komoire pribézné snima
Clarkovo elektroda, jeZ pfi pokiesu koncentrace kysliku pod libovolné
nastavitelnou mez samocinné zapne Cerpadla, ktera docerpavaji do komory
vzduch. Tim je obsah kysliku v hypoxické komofe udrzovan na pozadované
urovni. Pojistnym prvkem branicim vzniku pretlaku je pretlakovy vodni ventil.

Ventil tvori trubice, ktera je vyvedena z komory do nadoby napinéné vodou cca
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1 cm pod vodni hladinu. Koncentrace CO, v komofe je pravidelné (4 10 min.)
meéfena a registrovana. Navic je zde jiZ zminény barevny indikator (,natronove
vapno“). Zafizeni nevyzZaduje trvaly dohled ani mimofadna bezpecénostni
opatieni.

S minimalnimi naroky na Udrzbu (vyména KOH, natronového vapna, péce o
zvifata) mizZe byt v provozu po dobu nékolika tydnl. |zobaricka hypoxicka
komora umozZnuje vystavit libovolnému stupni hypoxie na jakoukoliv dobu
soucasné az 30 potkanli. Ve v8ech experimentech byla expozice hypoxii
prerusenad na dobu 30 min., a to kazdy 2.-3. den expozice, pro nutny ukiid

akvarii a krmeni zvirat.

3.4.2 Méreni NO ve vydechovaném vzduchu
Koncentraci NO ve vydechovaném vzduchu jsme mé&fili pomoci
chemoluminiscenéniho analyzatoru (CLD 77 AM chemiluminescence analyzer,

EcoPhysis, Duernten, Switerland).

Na zakladé méreni koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu jsme stanovili :

a) efektivni davku selektivniho inhibitoru iNOS - L-NIL pro jeho chronické

peroralni podavani

b) produkci NO v priibéhu expozice chronické hypoxii a zaroveri Géinnost

inhibice NO syntézy pfi této expozici
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a) stanoveni efektivni davky L-NIL pro dlouhodobé peroralni podavani
(kap. 4.1.1)

Pri tomto méfeni byla zvifata uvedena do celkové anestesie (ketamin + xylazin),
poté jim byla provedena tracheotomie a zavedena tracheostomicka kanyla.
K tracheostomické kanyle byl pfipojeny rezervoar vyrobeny z kondomu, do
kterého byl zachycovan vydechovany vzduch. Rezervoar byl pfipojeny
k tracheostomické kanyle pomoci tficestného ventilu, ktery umoznoval
akumulaci vydechovaného vzduchu vrezervoaru a zaroven branil michani
vdechovaného a vydechovaného vzduchu. Zvifata vydechovala vzduch do

rezervoaru po dobu 2 minut.

b) stanoveni produkce NO pii chronické hypoxii a inhibice syntézy NO

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

Toto méfeni se provadélo opakované v pribéhu hypoxické expozice a bylo
provadéno u bdélych zvifat. Kazdé zvife bylo pro tento G&el umisténé do
vzduchotésné nadoby (2,1 L). Nadoby byly pfed umisténim zvifat proplachnuty
a naplnény vzduchem z tlakové nadoby s jasné definovanou smési plyntll, bez
obsahu NO. Proto vzduch v nadobé pfed umisténim zvifat NO bezpecné
neobsahoval. Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu byla méfena po 15-

ti minutové akumulaci vydechovaného vzduchu v nadobé.
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3.4.3. Hemodynamicka méreni
Pfi méfeni hemodynamickych parametrli byla zvifata uvedena do celkové
anestesie (thiopental). Mé&fili jsme tlak v a. pulmonalis (PAP), srde¢ni vydej

(CO) a systémovy stfedni arterialni tlak (SAP).

3.4.3.1. Katetrizace plicnice

Tlak v a. pulmonalis byl méfen pomoci tvarovaného termoplastického
polyethylenového katétru (vnéjsi primér 1.1 mm, vnitini prGmér 0,75 mm).
Katétr byl do plicni artérie zavaden cestou vypreparované v. jugularis interna
pfi zavieném hrudniku u spontanné ventilujicich zvirat (Herget and Palecek
1972; Hampl and Herget 1990). Nejprve byla cestou vena jugularis interna a
vena cava superior do pravé srdeCni komory zavedena vodici kanyla (vnitini
prameér vodici kanyly je 1.2 mm). Kdyz byla $pi¢ka vodici kanyly v pravé srde¢ni
komore, byl z ni vysunut polyethylenovy katetr. Jeho konec byl pfedem teplem
tvarovan tak, aby se ihned po vysunuti z kanyly zacal otacet nazpét do
vytokove ¢asti komory. Jemnou manipulaci byl pak katétr zaveden do plicnice.
Kdyz byl katrétr bezpe¢né umistén v hluboko v plicnici, vodici kanyla byla
odstranéna. Katétr naplnény roztokem heparinu byl pfipojen k tlakovému
snimaci. Jeho vystup jsme sledovali na monitoru. Informaci o lokalizaci katétru
poskytuje tvar kfivky na monitoru obdobné jako pfi zavadéni Swan-Ganzova
katetru, uZivaného k monitoraci hemodynamickych parametril v humanni

mediciné.
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3.4.3.2. Méreni minutového srdec¢niho vydeje

Méfeni srdeéniho minutového vydeje jsme provadéli pfi otevieni hrudniku a
umeélé plicni ventilaci. Poté, co jsme ziskali validni hodnoty PAP, byla zvifatim
provedena tracheotomie, jiz byla zavedena tracheostomicka kanyla. Cestou
tracheostomické kanyly byla zvifata ventilovana pomoci ventilatoru
normoxickou smési plynl, frekvenci 60 dechl/ min., (pozitivni tlak na zacatku
vdechu 10 cm H0, tlak na konci vydechu 0 cm H0).

Srdecni vydej byl stanoven na zakladé meéreni pritoku krve ascendentni aortou
pomoci ultrazvukového pritokoméru (2,5mm SS-series s J reflektorem + T
106 flowmetr, Transonic System, Ithaca, NY, USA). Ztohoto dlvodu jsme
provedli sternotomii. Krevni ztrata pfi tomto vykonu byla minimalni. Hodnota CO
vztazena k télesné hmotnosti je srdeéni index (Cl).

Hodnoty ziskané touto metodou jsou niz$i (diky anestézii a thorakomii) nez
skutecné hodnoty méfené in vivo pfi intaktnim hrudniku. Srovnani mezi
jednotlivymi skupinami bylo mozné diky tomu, ZzZe touto chybou byly

systematicky ovlivnéné vSechny skupiny.

3.4.3.3. Méreni systémového stredniho arterialniho tlaku

Systémovy stfedni arterialni tlak byl méfen pfimou metodou pomoci
polyethylenové kanyly zavedené do a. carotis interna. Katétr byl pfipojen
k tlakovému snimaci a monitoru. Toto méfeni bylo provedeno u zvirat v celkové
anestezii. Pouze v experimentu, kdy jsme stanovovali selektivni davku L-NIL
(kapitola 4.1.1), byl SAP méfen neinvazivni metodou na ocasni tepné potkant

(Heller and Hellerova 1998) u bdélych zvirat.
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3.5. _Kvantitativni morfologicka vysetreni

3.5.1. Analyza vahy jednotlivych srdecnich oddila

Jednim z parametru reflektujicich chronickou hypoxii indukovanou plicni
hypertenzi je hypertrofie pravé srde¢ni komory. Po provedeni vSech
planovanych mérfeni, byla srdce vyjmuta z hrudniku. Levé srde¢ni komory se
septem (LV+S) byly oddéleny od pravych komor (RV) a tyto oddily byli zvazeny.
Pomérem vahy (RV/LV+S) Ize vyjadriit miru hypertrofie pravé komory pfi plicni

hypertenzi (Fulton 1952).

3.5.2. Histologické vysetreni

Muskularizaci plicnich arteriol béhem chronické hypoxie Ize hodnotit poc&itanim
podilt muskularizovanych perifernich arteriol k celkovému poctu tenkych cév
(Herget and Palecek 1978). K histologickému vySetieni jsme plice pfipravovali
fixaci v 10% roztoku neutralnihno formolu. Plice jsme timto roztokem plinili
tracheou pod hydrostatickym tlakem 12 cm vodniho sloupce. Ve stejném
roztoku pak zustali ulozeny na nékolik dni k dalsi fixaci. Po zaliti do parafinu
byly pripraveny frontaini fezy v drovni hilu. Ty byly barveny hematoxylinem-
eozinem. Na barveni elastickych viaken byl pouzit modry trichrébm. Z kazdého
zvirete byl vySetren vZdy cely fez plici pfi zvétSeni 25 x 16 (pfiblizné 160 poli).
V pripravenych fezech jsme hodnotili vSechny cévy , které mély primér mensi
nez 50 pm. Jako muskularizované jsme oznacili ty cévy, které méli dvojitou
elastickou vrstvu na vice nez poloviné svého obvodu. Pomér jejich poctu
k celkovému poctu distenznich plicnich cév vyjadfuje miru muskularizace

periferniho plicniho fecisté (Herget, Suggett et al. 1978).
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3.6. Statistické zpracovani vysledku

Pro statistické zpracovani vysledkl byly podle po¢tu srovnavanych skupin
pouzity testy : neparovy t-test nebo ANOVA nasledovana Fischerovym post
hoc testem. Pracovali jsme s programem Stat View, verze 5.0.1 (SAS
Institute, Cary , NC). Hladina vyznamnosti p < 0.05 byla povazovana za
signifikantni. Vysledky jsou uvadény jako primérné hodnoty + SEM. Pocty

mérfeni pro danou veli€inu jsou uvedeny v tabulkach a na obrazcich.
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4. PROTOKOLY JEDNOTLIVYCH POKUSU A VYSLEDKY

4.1. INDUKCE INOS INICIUJE ROzZVOJ HPH (PRILOHAA)

4.1.1. Stanoveni davky L-NIL pro dlouhodobé peroralni podavani

PROTOKOL POKUSU:
Pro uréeni role INOS pfi tkanovém poskozeni bylo nutno stanovit efektivni a

selektivni davku iINOS inhibitoru - L-NIL pro chronické peroralni podavani.

POROVNAVALI JSME 4 SKUPINY ZVIRAT :

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

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

Skupina kontrolni dostavala Cistou vodu, (n=8).

Pro porovnani jsme pouzili dobfe popsany a diouhodobé pouzivany neselektivni
inhibitor NOS — L-NAME ve standartné pouzivané davce, proto

Skupina L-NAME dostavala L-NAME v davce 500 mg/l, (n=7).

L-NIL a L-NAME jsme potkanim podavali rozpustény ve vodé
k napajeni.Selektivita L-NIL byla nepfimo prokazana méfenim SAP.

Inhibice eNOS plisobi narlst systémového arterialniho tlaku (Rees, Palmer et
al. 1989). Abychom se ujistili, ze L-NIL v nami stanovenych davkach neinhibuje
eNOS, mérili jsme SAP neinvazivni metodou na ocasni tepné potkan(i po tfech
dnech podavani L-NIL (kap. 3.4.3.3).

Poté byla zvifata uvedena do celkové anestesie (ketamin+ xylazin) a byla jim

provedena tracheostomie a zavedena tracheostomicka kanyla. Vydechovany

38



vzduch byl zhromazdovany po dobu 2 min. do upraveného kondomu
pfipojeného k tracheostomické kanyle. Koncentraci NO ve vydechovaném
vzduchu jsme méfili chemoluminiscencnim NO analyzatorem (kap. 3.4.2 a).

Bezprostifedné po prvnim méieni koncentrace NO jsme potkanim k indukci
expresse INOS aplikovali LPS (5 mg/kg télesné hmotnosti) do v. jugularis

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

VYSLEDKY:

Pred aplikaci LPS byla koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu na hranici
detekéniho limitu NO analyzatoru (1ppb) a nebyly vyrazné rozdily mezi
jednotlivymi skupinami. Hodinu po aplikaci LPS se  hladina NO ve
vydechovaném vzduchu nezménila, ale po 2 hod. jsme jiz zaznamenali nar(st
koncentrace NO. U zvifat, kde syntéza NO nebyla blokovana Zzadnym
z inhibitor(l, koncentrace NO dale narlistala az do 4. hodiny po aplikaci LPS,
kdy jsme pokus ukonéili. U skupiny s davkou L-NIL 3 mg/l byl narlst
koncentrace NO v dalSim prabéhu ztlumen o 50%. Vy$$i davka L-NIL jiz
nemeéla dalsi inhibiéni G¢inek na tvorbu NO, proto skupina L-NIL 8mg/l méla
v porovnani se skupinou L-NIL 3mg/l podobny ¢asovy prabéh narlstu
koncentrace NO (obr. 2). Tim byla stanovena maximaini efektivni davka.
L-NAME (v podané davce) zredukoval koncentraci vydechovaného NO vice nez

L-NIL.
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Vydechovany NO 150

(Ppb) 1 kontrolni skupina
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hodiny po aplikaci LPS

Obr. 2. Selektivni inhibice INOS pfi peroralnim podavani L-NIL
L-NIL 3 mg/l = skupina, ktera dostavala L-NIL (3 mg/l), L-NIL 8mg/l = skupina,
ktera dostavala L-NIL (8 mg/)l, kontrolni = skupina, ktera dostavala Cistou

vodu, L-NAME= skupina, ktera dostavala L-NAME (500 mg/l). Data jsou
uvadéna jako pramérné hodnoty + SEM.

Signifikantni nar(ist SAP vyvolala aplikace L-NAME, nikoliv L-NIL byt ve vys$si
davce (obr. 3). To dokazuje, Ze maximalni efektivni davka L-NIL (8mg/l} inhibuje
aktivitu INOS, ale nepuUsobi neselektivné na eNOS. Protoze IC 50 L-NIL pro
nNOS izoformu je podle literatury 30x vétsi nez pro iINOS (Moore, Webber et
al. 1994), lze predpokladat, ze L-NIL v davce pouzité vtomto experimentu

nebude mit vliv ani nNOS.
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Obr. 3. Inhibice INOS neplisobi vzestup SAP

L-NIL 3 mg/l = skupina, ktera dostavala L-NIL (3 mg/l), L-NIL 8mg/l = skupina,
ktera dostavala L-NIL (8 mg/l), kontrolni = skupina, ktera dostavala Cistou
vodu, L-NAME = skupina, ktera dostavala L-NAME (500 mg/l). Data jsou

uvadéna jako primérné hodnoty + SEM.
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1-TYDENNIi HYPOXIE

4.1.2. Inhibice NOS v prubéhu jednotydenni hypoxické expozice

PROTOKOL POKUSU :

K testovani hypotézy, podle které se NO podili na rozvoji inicialni faze
hypoxické plicni hypertenze, jsme 24 potkant po dobu 1 tydne vystavili hypoxii
(10% O5) v hypoxické normobarické komoie. V pribéhu této expozice byl jedné
skupiné zvifat podavan ve vodé k napajeni L-NAME-neselektivni inhibitor vSech
tfi izoforem NOS v davce 500 mg/l. Dal8i hypoxicka skupina dostavala ve vodé
k napajeni selektivni inhibitor iINOS-L-NIL v nami stanovene davce pro
chronickeé peroralni uziti, a to 8mg/l. Zbyla zvifata, vystavena po dobu jednoho
tydne hypoxii, dostavala pouze ¢istou vodu. Podavani NOS inhibitorli jsme
zahajili jiz 3 dny pfed hypoxickou expozici, aby v dobé& zahajeni hypoxické
expozice byla v krvi a tkanich jiz Géinna koncentrace inhibitoru.

Porovnavali jsme hypoxické skupiny, kterym jsme podavali inhibitory NOS,
s hypoxickou skupinou, kde nebyl podavan ani jeden zinhibitorli, a se

skupinou, ktera Zila v normoxickych podminkach.

POROVNAVALI JSME TYTO 4 SKUPINY :

Skupina H 1 tyden - skupina vystavena hypoxii (10% O,) po dobu 1 tydne bez
podavani inhibitoru NOS, (n= 7).

Skupina H 1 tyden + L-NIL - skupina vystavena hypoxii (10% O,) po dobu

1 tydne. Zviratim této skupiny byl v dobé hypoxické expozice podavan L-NIL

v davce 8mg/l, (n= 8).
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Skupina H 1 tyden + L- NAME - skupina vystavena hypoxii (10% O,) po dobu
1 tydne. Této skupiné byl vdobé& hypoxické expozice podavan L-NAME
v davce 500mg/l, (n=9).

Skupina N'- skupina, ktera zila po celou dobu expermentu v normoxii a nebyl ji

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

Vtomio pokusu byla pouzita bé&zné& uzivana efektivni davka L-NAME pro
dlouhodobé pouziti t.j. 500 mg/l g (Pechanova and Bernatova 1996; Tucker,
Ledingham et al. 2000).

Selektivni a efektivni davka L-NIL 8 mg/l pro dlouhobé pouziti byla stanovena
nami (kap. 4.1.1).

Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu byla méfena bezprostiedné po
ukonceni hypoxické expozice. Méfeni byla provadéna u bdélych zvifat. Zvifata
byla umisténa ve vzduchotésné nadobé&. Koncentrace NO byla méfena po 15-
fi minutové akumulaci vydechované vzduchu ve vzduchotésné nadobé (kap.

3.4.2. b).
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VYSLEDKY :

Télesna hmotnost

VSechna zvifata vystavena hypoxii méla niz§i hmotnost nez zvirata, ktera zila
v normoxickych podminkach. Kromé& toho zvifata, kterym byl v prabéhu
jednotydenni hypoxické expozice zarovenn podavan L-NIL, méla navic

signifikantné niz8i hmotnost nez zvifata zbylych dvou hypoxickych skupin.

Systémovy arterialni tlak, srdec¢ni vydej

Tydenni aplikace L-NIL na rozdil od L-NAME nevyvolala signifikantni nar(st
SAP. Tim byla nepfimo potvrzena selektivita L-NIL. Aplikace L-NAME vedla
k signifikantnimu poklesu Cl (tab.7). Podavani L-NIL pokles Ci nepusobilo

(ackoliv pocet namérenych hodnot byl v této skupiné nizsi).

Hypertrofie pravé komory

Expozice hypoxii po dobu jednoho tydne nevedla k signifikantni hypertrofii
pravé komory (tab.1) a nebyly zaznamenany rozdily v hmotnosti pravé komory
mezi jednotlivymi hypoxickymi skupinami. Pravdépodobné proto, Zze podavani
L-NAME v priibéhu hypoxické expozice zpUsobilo vznik systémové hypertenze,
byla hmotnost levé komory a septa (LV+S) vy3Si u skupiny, které byl podavan
L-NAME, nez u skupiny, které byl podavan L-NIL (L-NIL nepUsobil vzestup
SAP). Pomér hmotnosti pravé komory k hmotnosti levé komory a septa
(RVILV+S) byl naopak signifikantné vy$si u skupiny, ktera dostavala v pribéhu

hypoxie L- NIL (tab. 1).
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Skupina Cl (mi/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+7"  0.3220.027(8)

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

Tab.1: CI, RV, LV+§, RV/LV+S

N = kontrolni skupina Zzijici v normoxii, H = skupina vystavena 1 tyden hypoxii
(10% 0Oy), jiz nebyl v pribéhu hypoxické podavan inhibitor NOS, H + L-NAME =
skupia, které byl v pribé&hu hypoxické expozice podavan L-NAME (500mg/l), H
+ L-NIL = skupina, které byl v pribéhu hypoxické expozice podavan L-NIL
(8mg/l).

Cl = srde¢ni index, RV = hmotnost pravé komory srdec¢ni, LV+S = hmotnost
levé komory srdecni se septem, RVILS + S = pomér hmotnosti pravé srde¢ni
komory a levé komory srde¢ni se septem.

* p< 0.05 skupina liici se od v8ech ostatnich skupin

# p < 0.05 skupina li8ici se od normoxické skupiny

1 p < 0.05 skupina liSici se od hypoxické skupiny, ktera dostavala L-NIL

Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu

Po 15 minutové akumulaci vydechovaného NO byla jeho koncentrace
signifikantné vy&si u zvifat vystavenych jednotydenni hypoxii nez u zvifat z
normoxické skupiny. Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu byla
signifikantné sniZzena u zvifat, kterym byla v pribéhu hypoxické expozice
zaroven blokovana syntéza NO pomoci selektivniho i neselektivniho NOS

inhibitoru (obr. 4).
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Obr. 4. Narust koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu v priibéhu Jednoho
tydne expozice hypoxii je inhibovany podavanim L-NAME i L-NIL

N = kontrolni skupina Zzijici v normoxii, H 1 tyden = skupina vystavena 1 tyden
hypoxii (10% O,), jiz nebyl v pribéhu hypoxické expozice podavan inhibitor
NOS, H 1 tyden+L-NAME = skupina, které byl v priibéhu hypoxické expozice
podavan L-NAME (500mg/l), H 1 tyden+L-NIL = skupina, které byl v pribéhu
hypoxické expozice podavan L-NIL v ( 8mg/l).

* p< 0,05 hypoxicka skupina H se statisticky vyznamné li§i od skupiny
normoxické N.

+ p < 0.05 hypoxické skupiny, kterym byl podavan L-NAME nebo L-NIL se
signifikantné lisi od hypoxické skupiny, které inhibitory podavany nebyly.

Data jsou uvadéna jako pramérné hodnoty + SEM.
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PAP- inhibice NOS v prabéhu jednotydenni expozice hypoxii redukuje PH
Jeden tyden hypoxické expozice vedl k signifikantnimu narGstu PAP u v8ech
hypoxickych zvifat oproti zvifatim Zijicim v normoxii (obr. 5). U potkand,
kterym byl v pribéhu hypoxické expozice podavan selektivni nebo neselektivni
inhibitor NOS, byl PAP signifikantné niz8i neZz u potkanu, kterym ani jeden
z inhibitoru podan nebyl. Mezi skupinami, kterym byl podavan L-NIL a L-NAME

nebyly signifikantni rozdily v PAP.

PAP 40 —
(mmHg)
30 .
*
* +
20 4 _ —
10 -
0 ot
N H1tyden H1tyden H 1 tyden

+ L-NAME +L-NIL

Obr. 5. Inhibice NOS v prabéhu jednotydenni hypoxické expozice redukuje PH

N = kontrolni skupina Zijici v normoxickych podminkach, H 1 tyden = skupina
vystavena 1 tyden hypoxii (10% Oy), jiZ nebyl v pribéhu hypoxické podavan
inhibitor NOS, H 1 tyden + L-NAME = skupina, které byl v prlib&éhu hypoxické
expozice podavan L-NAME (500mg/l), H 1 tyden + L-NIL = skupina, které byl
v pribéhu hypoxické expozice podavan L-NIL (8mg/l).

* p < 0,05 vSechny tfi hypoxické skupiny (H, H 1 tyden + L-NAME,

H 1 tyden+ L-NIL) se statisticky vyznamné [i§i od skupiny normoxické N.

+ p < 0,05 hypoxické skupiny, kterym byl podavan L - NAME nebo L - NIL se
statisticky vyznamné 1iST od hypoxické skupiny, které inhibitory podavany
nebyly. Data jsou uvadéna jako pramérné hodnoty + SEM.
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3—-TYDENNi HYPOXIE

4.1.3. Inhibice NOS v prubéhu prvniho tydne 3-tydenni hypoxie

PROTOKOL POKUSU :

V této fazi pokusu jsme zjistovali, zda byl Ucinek inhibice NOS na zacatku
hypoxie prekonan pokracujici hypoxickou expozici, pfestoze byla inhibice NOS
v té dobé jiz pferusena. Pro tento ucel jsme 3 skupiny laboratornich potkani
vystavili po dobu 3 tydnG hypoxii (10% O;) opét v hypoxické normobarické
komofe. Kontrolni skupina zvirat zila v normoxii.

Dvéma skupinam hypoxickych zvifat byly ve vodé na piti podavany inhibitory
NOS (L-NAME 500 mg/l nebo L-NIL 8mg/l). NOS inhibitory byly zvifatim
podavany 3 dny pred chronickou hypoxickou expozici a v pribéhu prvniho

tydne expozice. Treti hypoxické skupiné byla podavana &ista voda.

POROVNAVALI JSME TYTO 4 SKUPINY:

Skupina N- kontrolni skupina Zijici v normoxii, (n=6).

Skupina H - skupina vystavena 3 tydny hypoxii (10% O), jiz nebyl v priibéhu
hypoxické podavan ani jeden z inhibitoru NOS, (n=8).

Skupina H 3 tydny + L-NAME 1. tyden - skupina, které byl v pribéhu

1. tydne tritydenni hypoxické expozice podavan ve vodé na piti neselektivni
inhibitor L-NAME v davce (500mg/l), (n=7).

Skupina H 3 tydny + L-NIL 1. tyden - skupina, které byl v pribéhu 1. tydne
tfitydenni hypoxické expozice podavan ve vodé na piti selektivni inhibitor L-NIL

v davce 8mg/l, (n=8).
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V pribéhu 3- tydenni hypoxie nebyly mezi jednotlivymi skupinami pozorovany
rozdily v objemu vypité tekutiny. Po 3 tydnech hypoxické expozice byly

méreny SAP, PAP, CO, Cl, (RV/LV+S) a vydechovany NO.

VYSLEDKY :
Télesna hmotnost
Potkani vystaveni chronické hypoxii po dobu 3 tydnG méli signifikantné nizsi

hmotnost nez potkani, ktefi Zili v normoxickych podminkach (tab. 2).

Systémovy arterialni tlak, srdec¢ni vydej, hypertrofie pravé komory

V hodnotach SAP a Cl nebyl mezi jednotlivymi skupinami rozdil (tab. 2).

U v8ech hypoxickych skupin byl signifikantni nariist RV/ LV+S (tab. 2).
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Skupina __ Cl (mlimin/kg) RV (mg)  LV+S (mg) RV/LV+S

N 127 + 15 (6) 183 + 7* 703 +21*  0.26+0.01* (6)

H 104 + 5 (7) 285+ 15 620 £23  0.46+0.02 (8)

H+L-NAME 127 + 12 (4) 275+ 12 627 + 17 0.44 +0.03 (7)
1. tyden

H+L-NIL 109 + 13 (8) 238+ 15"  525+23t# 0.45+0.03(8)
1. tyden

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

N = kontrolni skupina Zijici v normoxii, H = skupina vystavena 3 tydny hypoxii
(10% 0Oy), jiz nebyl v pribéhu hypoxické podavan ani jeden z inhibitoru NOS,

H + L-NAME 1. tyden = skupina, které byl v pribéhu 1. tydne tfitydenni
hypoxické expozice podavan ve vodé na piti neselektivni inhibitor L-NAME
v davce (500mg/l), H + L-NIL 1. tyden = skupina, které byl v pribé&hu 1. tydne
tritydenni hypoxické expozice podavan ve vodé na piti selektivni inhibitor L-NIL
v davce 8mg/l.

Cl= srdecni index, RV = hmotnost pravé komory srde¢ni, LV =hmotnost levé
komory srdecni, RVILS + S = pomér hmotnosti pravé srde¢ni komory a levé
komory srde¢ni se septem.

* p< 0.05 normoxicka skupina N se signifikantné li5i od vSech hypoxickych
skupin (H, H + L-NIL 1. tyden, H + L-NAME 1. tyden)

T p< 0.05 hypoxicka skupina (H + L-NIL 1. tyden) se signifikantné liSi od
ostatnich dvou hypoxickych skupin (H + L-NIL 1. tyden, H + L-NAME 1. tyden)

# p < 0.05 hypoxicka skupina H + L-NIL 1. tyden se signifikantné li§i od
hypoxické skupiny H + L-NAME 1. tyden
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Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu
Na konci hypoxické expozice byla koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu
u vSech zvirat, vystavenych chronické hypoxii, zvySena. Toto zvySeni bylo

podobné u v8ech hypoxickych skupin (obr.6).

vydechovany 20
NO (ppb) _]
15 —
10 —
5 ] -
0

H 3 tydny H 3 tydny H 3 tydny
+ L-NAME + L-NIL
1. tyden 1. tyden

Obr. 6. 2 tydny po preruseni inhibice NOS nebyly signifikantni rozdily
v koncentraci NO ve vydechovaném vzduchu

N = kontrolni skupina zijici v normoxii, H = skupina vystavena

tydny hypoxii (10% O,), jiz nebyl v pribéhu hypoxické podavan ani jeden
z inhibitoru NOS, H 3 tydny + L-NAME 1. tyden = skupina, které byl v pribéhu
1. tydne tritydenni hypoxické expozice podavan ve vodé na piti neselektivni
inhibitor L-NAME v davce (500mg/l), H 3 tydny + L-NIL 1. tyden = skupina,
které byl v pribéhu 1. tydne tfitydenni hypoxické expozice podavan ve vodé na
piti selektivni inhibitor L-NIL v davce 8mg/I.

Prerusovana horizontalné vedena c¢ara ukazuje hladinu vydechovaného NO u
normoxickych kontrol.
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PAP- inhibice NOS v prvnim tydnu 3-tydenni hypoxie redukuje PH

U vSech zvifat, ktera byla vystavena 3-tydenni hypoxii, byl PAP signifikantné
vy88i nez u zvifat normoxickych . Jak jsme océekavali, byl PAP po tfech
tydnech hypoxické expozice vyssi nez po jednom tydnu expozice. DalSi rozdily
ve velikosti tlaku v a. pulmonalis byly mezi jednotlivymi hypoxickymi skupinami,
a to v zavislosti na tom, zda jim byl nebo nebyl podavan selektivni inhibitor NOS
ti. L- NIL. Na konci 3. tydne hypoxické expozice byl PAP signifikantné nizsi u
potkant, kterym byl podavan L-NIL na zacatku hypoxické expozice (1. tyden),
nez u téch, kterym nebyl podavan ani jeden z inhibitorl (obr. 7). Ackoliv byly
hodnoty PAP, ve skupiné&, ktera dostavala L-NAME velmi podobné hodnotam ve
skuping, ktera dostavala L-NIL, PAP skupiny, ktera dostavala L-NAME, se ale
pfekvapivé signifikantné neliSil od hypoxické skupiny, u které nebyla NO
syntéza blokovana. Pficinou je ziejmé nizSi poCet naméfenych hodnot. Kdyz
jsme v8ak hodnoty PAP obou skupin (L-NAME, L- NIL) spojili a srovnali se
skupinou, které zadny z inhibitord nebyl podan, zjistili jsme signifikantni rozdil
v PAP: skupina zvifat, které pfi hypoxické expozici nebyl podavan inhibitor NO

syntézy, méla PAP signifikantné vy8si (23 £ 1,5 vs. 28 £ 1,7 mmHg, P = 0,026).
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Obr.7. Inhibice NOS v prabéhu prvniho tydne 3-tydenni hypoxie redukuje PH

N = kontrolni skupina Zijici v normoxii, H 3 tydny = skupina vystavena 3 tydny
hypoxii (10% O,), jiz nebyl v pribéhu hypoxické podavan ani jeden z inhibitoru
NOS, H 3 tydny + L-NAME 1. tyden = skupina, které byl v pribéhu 1. tydne
tiitydenni hypoxické expozice podavan ve vodé na piti neselektivni inhibitor L-
NAME v davce (500mg/l), H 3 tydny + L-NIL 1. tyden = skupina, které byl
v pribéhu 1. tydne tfitydenni hypoxické expozice podavan ve vodé na piti
selektivni inhibitor L-NIL v davce 8mg/I

*p<0.05 vSechny hypoxické skupiny (H 3 tydny, H 3 tydny + L-NAME 1. tyden,
H 3 tydny + L-NIL 1. tyden) se signifikantné liSi od normoxické skupiny N

+ p< 0.05 skupina H 3 tydny+L-NIL 1. tyden se signifikantné li§i od H 3 tydny
Data jsou uvadéna jako primérné hodnoty + SEM.
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4.1.4. Inhibice NOS v priabéhu poslednich 10 dni 3-tydenni hypoxie

PROTOKOL POKUSU :

Tento experiment byl provadén proto, abychom zjistili zda inhibice NOS
v pozdéjsi fazi hypoxické plicni hypertenze bude mit G€inek podobny tomu,
jaky jsme vidéli u inhibice NOS na za¢atku HPH. Potkani byli po dobu tfi tydn(
vystaveni Uc¢inkim chronické hypoxie (10 % O,), jak je opakované popsano
vySe. V poslednich deseti dnech jim byly obvyklym zpisobem podavany
L-NAME (500mg/l) nebo L-NIL (8mg/l). Dalsi skupina potkan(i byla rovnéz

exponovana hypoxii, ale ani jeden z inhibitorli témto potkanim podavan nebyl.

POROVNAVALI JSME TYTO 3 SKUPINY:

Skupina H = skupina vystavena 3 tydny hypoxii (10% O,), jiz nebyl v pribéhu
hypoxické expozice podavan ani jeden z inhibitoru NOS, (n=8).

Skupina H 3 tydny + L-NAME 3. tyden = skupina, které byl v pribéhu

3.tydne hypoxické expozice podavan ve vodé na piti neselektivni inhibitor —
L-NAME v davce (500mg/l), (n=8).

Skupina H 3 tydny + L-NIL 3. tyden = skupina, které byl v pribéhu

3.tydne hypoxické expozice podavan ve vodé na piti selektivni inhibitor —

L-NIL v davce 8mg/l, (n=8).

Méfeni jednotlivych hemodynamickych parametri (CO,CI, SAP, PAP) a
koncentrace NO bylo provedeno stejnym zplsobem jako v pfedchozich

experimentech.
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VYSLEDKY:

Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu

Pred zahajenim aplikace inhibitord NOS (L-NAME, L- NIL) tj. pfed zacatkem

3. tydne hypoxické expozice byla koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu
zvysena u vSech hypoxickych skupin stejné. Na konci inhibice NO syntézy tj. na
konci 3. tydne hypoxické expozice byla koncentrace NO ve vydechovaném
vzduchu signifikantné snizena u skupin, kterym byly inhibitory NOS (L-NAME i

L-NIL) podavany v pribéhu tretiho tydne expozice hypoxii (obr. 8).

Systémovy arterialni tlak
SAP byl podle ockavani jednotydenni blokadou NOS pomoci neselektivniho
inhibitoru L-NAME zvySen, zatimco podavani neselektivniho blokatoru

L-NILnemélo na velikost SAP vliv.

PAP- inhibice NOS v priibéhu poslednich 10 dnua 3-tydenni hypoxie

nema vyznamny vliv na rozvoj HPH

PAP skupin, kterym byly podavany oba typy NOS inhibitorli ve tietim tydnu
hypoxické expozice, se signifikantné neliSil od hypoxické skupiny, ve které
nebyla NO syntéza blokovana. Byla v8ak zaznamenana tendence k naristu
PAP ve skupinég, které byl podavan L-NAME, a naopak tendence k poklesu PAP

ve skupiné, ktera dostavala L-NIL (obr. 9).
Hypertrofie pravé komory
Hmotnost pravé komory i RV/LV+S byly prekvapivé nizs§i u skupiny, ktera

dostavala L-NAME v pribé&hu posledniho tydne tfitydenni hypoxie, nez u
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zbylych dvou hypoxickych skupin. Pro tento vysledek nemame uspokojivé
vysvétleni. Je mozné, Ze se jedna o nespecificky ucinek L-NAME (Archer and
Hampl 1992). Jednotlivé hypoxické skupiny se navzajem neliSily v hmotnosti

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

- pfed NOS inhibici
vydechovany 20 —

NO (ppb)
15 —
10 — *
5 ] =
0 — R /——
H 3 tydny H 3 tydny H 3 tydny
+ L-NAME + L-NIL
3. tyden 3. tyden

Obr.8. Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu je podavavanim
inhibitor NOS v poslednich 10 dnech 3-tydenni hypoxie signifikantné snizena
N = kontrolni skupina Zijici v normoxii, H = skupina vystavena 3 tydny hypoxii
(10% Oy), jiz nebyl v pribéhu hypoxické podavan ani jeden z inhibitoru NOS,

H 3 tydny + L-NAME 3. tyden = skupina, které byl v pribéhu 3. tydne
hypoxické expozice podavan ve vodé na piti neselektivni inhibitor L-NAME
v davce (500mg/l), H 3 tydny + L-NIL 3. tyden = skupina, které byl v pribéhu
3. tydne hypoxické expozice podavan ve vodé na piti selektivni inhibitor L-NIL
v davce 8mgl/l.

*p<0,05 signifikantni rozdil vzhledem k hodnotam pred inhibici NOS

*p< 0.005 signifikantni rozdil vzhiedem k hodnotam pred inhibici NOS

Data jsou uvadéna jako prumérné hodnoty + SEM.
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Obr. 9. Inhibice NOS ve 3. tydnu hypoxické expozice nema vyrazny vliv
na rozvoj PH

N = kontrolni skupina Zijici v normoxii, H = skupina vystavena 3 tydny hypoxii
(10% 0O,), jiz nebyl v pribéhu hypoxické podavan ani jeden z inhibitoru NOS,

H 3 tydny + L-NAME 3. tyden = skupina, které byl v pribéhu 3. tydne
hypoxické expozice podavan ve vodé na piti neselektivni inhibitor L-NAME
v davce (500mg/l), H 3 tydny + L-NIL 3. tyden = skupina, které byl v pribéhu
3. tydne hypoxické expozice podavan ve vodé na piti selektivni inhibitor L-NIL
v davce 8mg/l.

# skupina H 3 tydny + L-NAME 3. tyden se signfikantné Ili§i od skupiny H 3
tydny + L-NIL 3. tyden

Data jsou uvadéna jako pramérné hodnoty + SEM.
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4.1.5. Exprese iNOS v plicnich cévach na zaéatku chronické hypoxické

expozice

PROTOKOL POKUSU :

Zvifata vystavena hypoxii po dobu 4 dni (n=10) jsme porovnavali se zvifaty
vystavenymi hypoxii po dobu 20- ti dni (n=8) a se zvifaty, ktera zila
v normoxickych podminkach (n= 9).

Po uplynuti hypoxické expozice byla zvifata usmrcena pferusenim kréniho
oddilu michy v hluboké chloralhydratové anestesii (300 mg/ kg t. hm.. Tanda ,
Olomouc, Ceska republika). Poté byla leva plice vyjmuta a cela fixovana
Bakersovym roztokem. Posléze byla tkar levé plice zalitd do parafinu a byly
pripraveny fezy o tloustce 4-6 um, ty pak byly barveny hematoxylinem-
eozinem, toluidinovou modfi, kresylovou modfi, aldehyd fuchsinem. Pomoci
monoklonalnich protilatek anti-iINOS jsme detekovali expresi této izoformy
v jednotlivych Gsecich plicniho arterialniho Ffecisté, v pleufe a dychacich
cestach. V této casti experimentu jsme spolupracovali s doc. MVDr. Ludkém
Vajnerem, CSc., vedoucim Ustavu histologie a embryologie

2. lékarskeé fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

VYSLEDKY :

Hypoxie ptlisobi prechodny nartst exprese iNOS v plicnich cévach

na zacatku chronické expozice

V plicich, izolovanych z potkant Zijicich v normoxickych podminkach, nebyla
detekovana exprese iINOS. Naproti tomu po 4 dnech hypoxické expozice byla i
NOS detekovana ve vSech plicnich artériich véech priimérd. Maximum vyskytu

INOS bylo ve svalové vrstvé artérii. Navic byla iINOS detekovana v pleure,
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ve sténé dychacich cest a loZiskové téZ v intraalveolarnich septech. V pleure a
dychacich cestach byla iINOS detekovana téZ u zvifat vystavenych hypoxii po
dobu tfi tydnu. Exprese iNOS ve sténé plicnich cév byla pfechodna. Po tretim

tydnu hypoxické expozice byla expresse INOS ve sténé plicnich cév minimaini.

4.1.6. Zmény koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu v priibéhu

expozice chronické hypoxii

PROTOKOL POKUSU:

Chronicka hypoxie je spojena se zvySenou produkci NO v plicni cirkulaci
(Hampl and Herget 2000). Nicméné neni jasné, zda se tento narlst objevuje
zakratko po zahajeni hypoxické expozice mliZze tedy pfispivat k oxidaénimu
poskozeni v za¢atcich plicni cévni remodelace.

Koncentrace NO byla méfena obden v prlibéhu 26-ti denni hypoxické expozice
(10%0,) a v nasledujicich 4 dnech po navratu zvifat na vzduch. Koncentrace
NO byla méfena po 15-ti minutové akumulaci vydechovaného vzduchu ve
vzduchotésné nadobé u bdélych zvifat (kap. 3.4.2.b). Pro odliSeni podilu
hornich dychacich cest a plicni tkané k narlstu vydechovaného NO byl
proveden doplfikovy experiment.

U skupiny zvifat, ktera Zila v normoxickych podminkach a skupiny, ktera byla 4
dny vystavena hypoxii (10%0,) byla koncentrace NO ve vydechovanéem
vzduchu méfena nejdfive po 10 minutové akumulaci vydechovaného vzduchu
ve vzduchotésné nadobé ( viz kap. 3.4.2. b). Protoze je znamo, Ze produkce
NO paranasalnimi a nasél_nimi dutinami je zna¢na (Dillon, Hampl et al. 1996),

predpokiadali jsme, Ze NO bude ztéchto oddili difundovat do vzduchotésné
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nadoby i pres nepfitomnost nasalni ventilace. Podil plicni tkdné a dolnich
dychacich cest na vydechovaném NO byl uréen po méfeni koncentrace NO ve
vydechovaném vzduchu po ,vyfazeni“ hornich dychacich cest z ventilace.
Zviratim z tohoto d{ivodu byla provedena tracheostomie a vydechovany vzduch
byl zachycovan do upraveného kondomu pripojeného k tracheostomicke

kanyle (kap. 3.4.2.a.).

VYSLEDKY:

Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu byla zvySena na =zacatku
expozice chronické hypoxii

vydechovaném vzduchu nizka. V prvnim dnu hypoxické expozice doSlo k
markantnimu nartstu koncentrace NO. Koncentrace NO narlstala az do 5. dne
hypoxie. Poté doslo k jejimu poklesu a po zbytek hypoxické expozice uz zustala
koncentrace NO i pfes denni a individualni variabilitu stabilni . Pfi navratu do
normoxickych podminek hladina NO kiesla v podstaté k vychozim hodnotam

v priibéhu 4 dnti (obr. 10).

Pfi méfeni koncentrace NO ve vzduchu vydechovaném pfimo z trachealni
kanyly byly po 4 dnech hypoxické expozice naméfeny 2 x vétsi hodnoty u
hypoxickych zvifat nez u kontrol. Rozdil mezi koncentraci NO ve vzduchu
zachyceném ztrachealni kanyly a ve vzduchu kumulovaném 15 minut ve
vzduchotésné nadobé pfi spontanni ventilaci odrazel koncentraci NO, kterou
k vydechovanému NO prfispéli horni dychaci cesty. Nenalezli jsme zde rozdil

mezi hypoxickymi a normoxickymi zvifaty. Z toho vyplyva, ze zdrojem NO ve
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vydechovaném vzduchu je periferni ¢ast dychacich cest pfipadné plicni

cirkulace.

vydechovany NO

(ppb)
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6 ] :
normoxie

5 | :
S - : .
2 | : :{
1 ] I{

0 _| :
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dny od zadatku expozice

Obr. 10. Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu je zvySena na zacatku
expozice chronické hypoxii
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4.1.7. Koncentrace nitrotyrosinu v plicni tkani po 4. dni

hypoxické expozice

PROTOKOL POKUSU:

Pro podporu nasi hypotézy, podle které NO vytvoreny na zacCatku chronické
hypoxie pfispiva k tkafiovému poskozeni, byla pomoci ELISA metody méiena
koncentrace markeru produkce peroxynitritu-3—nitrotyrosinu. Koncentrace
3-nitrotyrosinu byla stanovena v extraktu lyofilizované plicni tkané normoxickych

a hypoxickych (4 dny) potkan(.

VYSLEDKY :

Koncentrace nitrotyrosinu v plicni tkani byla zvySena po 4. dni
hypoxické expozice

Koncentrace nitrotyrosinu v extraktu plicni tkané izolované z potkanu
vystavenych 4 denni hypoxii (1065 + 96 nmol/g extraktu proteinu) byla
podminkach (791+ 57 nmol/g). To prokazuje vys$Si produkci peroxynitritu —

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

ZAVER :

1/ NO SE PODILI NA ROZVOJI HPH NA ZACATKU EXPOZICE CH

2 ] ZbROJEM NO NA ZACATKU ROZVOJE HYPOXICKE PLICNi HYPERTENZE JE INOS

62




4.2. INHIBICE DEGRANULACE ZiRNYCH BUNEK NA ZACATKU
EXPOZICE CHRONICKE HYPOXII

(PRIiLOHA B)

PROTOKOL POKUSU:
V této studii jsme testovali hypotézu, podle které bude podavani kromoglykatu —
latky, ktera brani degranulaci zirnych bunék a tim padem i uvolnéni MMP, na

zacatku expozice CH, redukovat HPH.

Tri skupiny laboratornich potkan( byly po dobu 3 tydnu vystaveny chronické
hypoxii (10 O;%). Zviratdm ze dvou hypoxickych skupin byl podavan
kromoglykat sodny (Sigma Aldrich, 40 mg/kg télesné hmotnosti,
intraperitonealng€). Jedné skupiné byl kromoglykat podavan v prvnich 4 dnech
expozice hypoxii, tato skupina byla oznacena jako DSCG+H. Potkanim druhé
hypoxické skupiny byl kromroglykat podavan az na konci hypoxické expozice,
konkrétné posledni 4 dny expozice. Tato skupina byla oznaéena jako

H+ DSCG. Potkanim v treti hypoxické skupiné nebyl kromoglykat podavan
vilbec, a skupina byla oznagena jako H. Ctvrta skupina zvifat Zila po celou dobu
v normoxii a zvifatim této skupiny kromoglykat rovnéz nebyl podavan, byla

oznacena jako N .
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TESTOVALI JSME TYTO 4 SKUPINY ZVIRAT

Skupina H+ DSCG - skupina vystavena 3 tydny hypoxii (10% O,) jiz byl
kromoglykat podavan na konci hypoxické expozice, (n=8).

Skupina DSCG+H - skupina vystavena 3 tydny hypoxii (10% O)) jiz byl
kromoglykat podavan v prvnich 4 dnech expozice hypoxii, (n=13).

Skupina H - skupina vystavena 3 tydny hypoxii (10% Oy), jiz nebyl v pribéhu
hypoxické expozice podavan kromoglykat, (n=13).

Skupina N - skupina Zijici v normoxii, jiZ nebyl podavan kromoglykat (n=13).

Po tfech tydnech chronické hypoxie byly véem zvifatim méfeny SAP, PAP, CO.
Po zméreni hemodynamickych parametr(i byla zvifata uvedena do hiuboké
anestesie (thiopental 40mg/kg) a byly jim odejmuty srdce a plice. Poté byla
prava komora srde¢ni oddélena od levé se septem a tyto oddily byly zvazeny.
Miru hypertetrofie pravé komory urcil pomé&r hmotnosti pravé komory a levé
komory se septem. Plice byly napinény neutralnim formolem infundovanym
tracheou (20cm H20) a poté byly ve formolu uchovany 4 tydny. Jednotlivé rezy
plicni tkané byly obarveny hematoxilinem, resorcinem a fuchsinem a bylo
odec¢teno % dvojité laminovanych perifernich plicnich cév, jak je popsano
v kapitole 3.5.2.

V dopliujicim experimentu jsme 5 potkanl ze skupin (N, H, DSCG) po 4
dnech hypoxické expozice uvedli do celkové anestesie a po usmrceni
(pretétim bfisSni Casti aorty a vykrvenim) jim byly vyjmuty plice. Z plicni tkané
byly izolovany plicni artérie 3. a 4. radu. Tyto artérie byly nastépeny pepsinem a
supernatant s kolagénem byl analyzovan pomoci SDS- PAGE elektroforézy.

Doba 4 dni byla uréena na zakladé vysledku nasich piedchozich studii.
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Vysledky  téchto  studii  potvrdily  signifikantné  vy$8i  mnozZstvi

nizkomolekularnich §tépt pravé v prvnich dnech expozice chronické hypoxii.

VYSLEDKY :

Télesna hmotnost

Na zacatku experimentu se zvifata jednotlivych skupin vyznamné nelisila
télesnou hmotnosti. Na konci experimentu méli potkani, ktefi byli vystaveni
chronické hypoxii, signifikantné niz§i hmotnost nez potkani Zijici v normoxickych

podminkach (tab. 3).

Skupina BW cO SAP RV/LV+S
(9) (mi/min) (mmHg)
N 425+8  461+3 J114 + 4 0,245 + 0,006
H 337+ 5% #3737 112 + 4 0,541 + 0,033 *
225%“'* 329+ 2* .38+3*  111+5 0467 +0,028 * +
g‘;gfr%? 349+ 7* 35+2*  118+4 0,470 + 0,020 * +

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

N = kontrolni skupina Zijici v normoxii, H = skupina vystavena 3 tydny hypoxii
(10 % Oy), jiz nebyl v dobé expozice podavan kromoglykat,

DSCG + H = hypoxicka skupina, které byl kromoglykat podavan v pribéhu
prvnich 4 dnd expozice 3-tydenni hypoxii hypoxii,

H+DSCG = hypoxicka skupina, které byl kromoglykat podavan v prabéhu
poslednich 4 dna expozice 3-tydenni hypoxii

CO = srdeéni vydej, SAP = stfedni systémovy arterialni tlak, RV/ILV+S = pomér
hmotnosti pravé srde¢ni komory a levé srdeéni komory se septem

*p< 0,001 hypoxicka skupina se statisticky vyznamné lisi od skupiny
normoxické

+ p < 0,05 hypoxicke skupiny s Casnou a pozdni aplikaci kromoglykatu se lisi
od hypoxické skupiny, které kromoglykat nebyl podavan

4 data od 7 zvirat, 4 data od 6 zvirat
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PAP- podavani kromoglykatu v prubéhu prvnich 4 dni chronické hypoxie
signifikantné redukuje PH

Vsechna zvirata vystavena hypoxii méla vyznamné vyssi PAP (p< 0,0001) nez
zvifata normoxicka. Av8ak u zvifat, kterym byl podavan kromoglykat v prvnich
Styfech dnech hypoxické expozice, byl tlak v plicnici vyznamné nizsi (p< 0,05)

nez u zbylych dvou hypoxickych skupin (obr. 11).

Systémovy arterialni tlak
Expozice chronické hypoxii ani podavani kromoglykatu neovlivnily systémovy

arterialni tlak.

Srdecni vydej
Srdecni vydej byl signifikantné nizs§i u vS8ech hypoxickych zvirat (p< 0,0001)
v porovnani se zviraty Zjicimi v normoxickych podminkach. Mezi jednotlivymi

hypoxickymi skupinami nebyl zaznamenan vyrazny rozdil v srdeénim vydeji.
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Obr. 11. Podavani kromoglykatu v priibéhu prvnich 4 dnl chronické hypoxie
signifikantné redukuje PAP na konci 3. tydne hypoxické expozice

ey

(10 % Oy), jiz nebyl v dobé& expozice podavan kromoglykat,

DSCG + H = hypoxicka skupina, které byl kromoglykat podavan v prubéhu
prvnich 4 dnli expozice 3-tydenni hypoxii hypoxii,

H+DSCG = hypoxicka skupina, které byl kromoglykat podavan v pribéhu
poslednich 4 dnil expozice 3-tydenni hypoxii

*p< 0,05 skupina DSCG + H se statisticky vyznamné li§i od zbylych dvou
hypoxickych skupin.

Data jsou uvadéna jako prGmérné hodnoty + SEM.

Muskularizace perifernich plicnich cév
Aplikace kromoglykatu v casné fazi expozice hypoxii Casteéné snizila
muskularizaci perifernich plicnich cév. Procento dvojité laminovanych

perifernich plicnich cév (%DL) bylo signifikantné niz8i (p < 0,001) u skupiny,
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ktera dostavala kromoglykat na zacatku hypoxie (skupina DCSG+H)
v porovnani s hypoxickou skupinou, které kromoglykat nebyl podan vubec
(skupina H) a také nizsi (p< 0,05) v porovnani se skupinou, ktera dostavala

kromoglykat az na konci hypoxické expozice (skupina H+DSCG) (obr. 12)

& //
5 - /
1

Obr. 12. Podavani kromoglykatu v pribéhu prvnich 4 dnl chronické hypoxie
signifikantné redukuje procento dvojité laminovanych perifernich plicnich cév
(%DL)

N = kontrolni skupina Zijici v normoxii, H = skupina vystavena 3 tydny hypoxii
(10 % Oy), jiz nebyl v dobé& expozice podavan kromoglykat,

DSCG + H = hypoxicka skupina, které byl kromoglykat podavan v pribéhu
prvnich 4 dnl expozice 3-tydenni hypoxii hypoxii,

H+DSCG = hypoxickd skupina, které byl kromoglykat podavan v prabéhu
poslednich 4 dnl expozice 3-tydenni hypoxii

*p< 0,05 skupina DSCG + H se statisticky vyznamné li§i od zbylych dvou
hypoxickych skupin .

Data jsou uvadéna jako priimérné hodnoty + SEM.
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Hypertrofie pravé komory srdecni

Pomér hmotnosti pravé komory k hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S) byl
signifikantné niz8i u zvifat, kterym byl béhem hypoxické expozice podavan
kromoglykat nez u zvifat kterym kromoglykat podavan nebyl. Piekavpivé byl
(RV/LV+S) signigikantni niz§i nejen u skupiny, které byl kromoglykat podavan
na zacatku hypoxické expozice , ale téZz u skupiny , které byl kromoglykat

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

ZAVER:

1/ KROMOGLYKAT PODAVANY V CASNE FAZI HYPOXIE SIGNIFIKANTNE SNIZUJE PH

2/ KROMOGLYKAT PODAVANY V POZDNIi FAZI HYPOXICKE EXPOZICE PH NEOVLIVNI
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5. DISKUZE

5.1 INDUKCE iNOS SE PODIiLi NA ROzVOJI HPH

Tato studie prokazala, ze narGst produkce NO v plicich v pribéhu
prvnich dnd chronické hypoxie se vyznamnou meérou podili na zahajeni
procesu, ktery v koneé¢ném disledku vede ke vzniku HPH. Podstatna je pfitom
produkce izoformou iNOS. Inhibice NO syntézy v prvnich dnech hypoxické
expozice castecné branila zvySeni tlaku v a. pulmonalis. V tomto ohledu byl
selektivni inhibitor INOS (L-NIL) stejné ucinny jako neselektivni inhibitor (L-
NAME).

U skupiny pokusnych zvirat, ktera byla hypoxii vystavena dalsi dva tydny, byl
PAP trvale sniZen, prestoZze L-NIL témto zvifatim jiz nebyl dale podavan. Na
druhé strané, ve fazi, kdy plicni hypertenze byla jiz rozvinuta, neméla inhibice
NO syntézy vliv na PAP. Nalez vyrazné prechodné exprese iNOS v plicnich
cévach po 4 dnech hypoxické expozice také potvrdil u¢ast INOS na rozvoji HPH
v prvnich dnech hypoxie. Hodnoty NO ve vydechovaném vzduchu rovnéz
ukazuji na zvySenou produkci NO na zacatku hypoxie.

NO je znam predevsim diky svému vazodilatacnimu plsobeni. Inhala¢né je
uzivan pfi lécbé novorozeneckych plicné hypertenznich krizi. Na druhé strané
je NO také radikal schopny pfimo nebo po reakci s jinymi reaktivnimi
slouceninami (peroxynitrit) poSkozovat tkané. Poskozeni stény plicnich cév
vaskularni remodelace, ktery nakonec vede ke vzniku plicni hypertenze (lgari,

Tatsumi et al. 1998; Lachmanova, Hnilickova et al. 2005). Nalez zvysené
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koncentrace nitrotyrosinu v plicni tkani po 4 dnech hypoxické expozice
podporuje nasi hypotézu, podle které zvysena produkce NO (prostiednictvim
INOS) v inicialni fazi expozice hypoxii pfispiva k radikalovému poskozeni cévni
stény a k rozvoji plicni hypertenze. S timto faktem koresponduje i zjisténi, Ze
koncentrace nitrotyrosinu v séru byla zvySena po 4 dnech hypoxické expozice,
ale ve tretim tydnu hypoxické expozice byla jeji hladina opét normalni. Zvysena
hladina nitrotyrosinu v plicich byla nalezena i u pacientl s plicni hypertenzi

(Bowers, Cool et al. 2004).

L-NIL v davce 8mg/l aplikovan ve vodé uréené k napajeni zvirat vyrazné
redukoval mnozstvi NO ve vydechovaném vzduchu po stimulaci LPS, tfebaze
ne v takovém rozsahu jako neselektivni inhibitor L-NAME v davce 500 mgl/l.
Tato skutecnost je vsouladu s faktem, podle kterého LPS mize indukovat
nejenom expresi INOS, ale také expresi nNOS a eNOS (Comtois, EL-Dwairi
et al. 1999; Harada, Imaki et al. 1999; Iwase, Miyanaka et al. 2000). Ponékud
prekvapivé je zjisténi, ze ani vy8Si davka L-NAME nesnizila hladinu NO ve
vydechovaném vzduchu po stimulaci LPS pod hranici detekovatelnosti nasim
pristrojem. Je to vysvétlitelné tim, Zze urcité mnozstvi NO je tvofeno strukturami
mimo pfimy dosah cirkulace. Napf. makrofagy mohou byt stimulovany
k produkci NO po kontaktu s LPS v krevnim obéhu, poté vSak cirkulaci opusti a
osidli alveolarni prostory, kde mlize byt penetrace L- NAME limitovana.
Redukce PAP pfi inhibici NOS v pribéhu prvniho tydne expozice hypoxii nebyla
spojena se snizenim hypertrofie pravé komory. Hypertrofie pravé komory je
disledkem jejiho tlakového pretiZzeni pfi chronickém zvySeni tlaku v plicnici.

Nicméné mnoho studii naznacilo, ze pfi plicni hypertenzi nemusi byt hypertrofie
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pravé komory vzdy pfitomna. Je takéznamo, Ze v nékterych experimentech,
kdy byl snizen PAP, byla redukce hypertrofie pravé komory mnohem mensi
(Underwood, Bochnowicz et al. 1998; Tyler, Muramatsu et al. 1999). Chronicka
plicni hypertenze m(ze byt experimentalné vyvolana i bez pfitomnosti
hypertrofie pravé komory (Chen, Chen et al. 1999).

Narlst hmotnosti pravé komory proporcionalné k naristu PAP byl zaznamenan
u mladat potkant vystavenych intermitentni hypoxii od 4. dne véku, ale
podobna signifikantni korelace nebyla nalezena u starSich zvifat (Kolar,
Ostadal et al. 1989). Je docela pravdépodobné, Ze chronicka hypoxie muze
mit i pfimy uc€inek na hypertrofii komory, nejen sekundarné prostfednictvim
vzestupu PAP. Tato mozZnost je podpofena pozorovanim, kdy pfi chronické

hypoxii vznikla téz hypertrofie levé komory srde¢ni (Kolar, Ostadal et al. 1989).

Uginek inhibice NO syntézy na rozvoj HPH byl pfedmétem mnoha studii.
Ty ale nebyly specificky zamé&fené na inicialni stadium expozice chronické
hypoxii. Mnoho z nich prokazalo, Ze akutni aplikace neselektivnich inhibitor(
NOS vyvola podstatné vétsi vazokonstrikci v plicich chronicky hypoxickych
byl v pribéhu 3-tydenni hypoxické expozice podavan L-NAME, neméli vétsi
plicni hypertenzi nez potkani vystaveni stejnému stupni hypoxie, ale bez
aplikace NOS inhibitord (Hampl, Archer et al. 1993). Vysledky nasi studie
nabizeji jedno mozné vysvétleni tohoto paradoxu. Jedna se ziejmé& o kombinaci
trvalé redukce plicni hypertenze prostfednictvim inhibice INOS v prvnim tydnu

chronické expozice a zaroven protichidné plsobiciho narlstu  plicni
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hypertenze v pozdéjSich fazich hypoxické expozice, kdy je omezen Ucinek
eNOS.

Existuji studie, které ukazaly, Ze podavani selektivniho inhibitoru iINOS
po celou dobu expozice chronické hypoxii (3-4 tydny) nema vliv na rozvoj plicni
hypertenze (Resta, O'Donaughy et al. 1999; Tyler, Muramatsu et al. 1999).
V nasi studii podavani inhibitoru iNOS pusobilo redukci plicni hypertenze. Tuto
diskrepanci mize vysvétlit fakt, Ze nase pracovni skupina zahajila podavani
inhibitoru INOS jiz 3 dny pfed expozici hypoxii, abychom méli na zacatku
expozice efektivni hladinu tohoto inhibitoru v krvi a ve tkanich. Tedy role INOS

v remodelaci plicnich cév v se vztahuje k zaatku expozice hypoxii.

V nasi studii je poprvé popsané chronické peroralni pouziti L-NIL pro
selektivni inhibici INOS in vivo. Byli jiz popsany metody, kdy byl L-NIL
aplikovan kontinualni infuzi nebo opakovanymi injekcemi (Schwartz, Mendonca
et al. 1997; Resta, O'Donaughy et al. 1999). Nase metoda aplikace ve vodé k
napajeni je prakticka. Nevyhodou miiZe byt rozdilny pfijem tekutiny jednotlivymi
zvifaty na zacatku expozice hypoxii. Pro toto obdobi je totiz charakteristicky
snizeny prijem tekutiny. Nicméné v na$i studii byl pfijem L-NIL v prvnim tydnu
expozice dostatecny. To dokazuje méreni koncentrace vydechovaného NO. U
hypoxickych zvifat, kterym byl podavan L-NIL byla koncentrace
vydechovaneho NO velmi podobna koncentraci, jakou méla zvirata Zijici v té
dobé v normoxii. TudiZ inhibice INOS timto zplsobem aplikace jejiho inhibitoru
byla u€inna.

Mnoho autorli prokazalo pfi expozici chronické hypoxii zvy$enou hladinu

MRNA pro NOS a dokonce i zvy$enou hladinu samotného proteinu NOS (viz
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review (Hampl and Herget 2000). Vétsina téchto studii se zaméfila na aktivitu
eNOS anebo nespecifikovala jednotlivé subtypy NOS. Zaroven vSak existuji
studie, které prokazaly zvySeni mRNA INOS nebo samotného enzymu na konci
expozice chronické hypoxii v homogenatu celych plic (Le Cras, Xue et al. 1996;
lgari, Tatsumi et al. 1998; Palmer, Semenza et al. 1998; Resta, O'Donaughy et
al. 1999, Fagan, Morrissey et al. 2001). Dvé prace popisuji zvySenou expresi
INOS v priibéhu prvniho tydne hypoxické expozice u potkanld. V obou
pfipadech jde ale o homogenat celych plic bez specifikace mista pfesné
exprese (Xue and Johns 1996; Teng, Li et al. 2002). Nase skupina doplnila tyto
Udaje dal§imi vysledky, které prokazaly, ze INOS je exprimovana v prvnich
dnech hypoxie hlavné v plicnich cévach, a to predevsim v jejich médii . Navic
nase data ukazuji, Ze pfi delSim plisobeni hypoxie pfetrvava zvySena exprese
INOS vepitelu dychacich cest, ale vplicnich cévach je jiz obtizné
detekovatelna. Zda se tedy, Zze pfi dlouhodobé expozici hypoxii je hladina
proteinu INOS v plicich celkové zvySena (lgari, Tatsumi et al. 1998; Fagan,
Morrissey et al. 2001), avSak tyto studie nemohou prokazat extravaskularni
expresi INOS (Fagan, Morrissey et al. 2001). Nase data potvrzuji hypotézu, ze
exprese INOS v plicnich cévach stoupa v prvnich dnech expozice hypoxii a
poté se vraci k vychozim hodnotam.

Existuji ojedinélé studie, které ukazaly, ze zvySena exprese iINOS nemusi byt
doprovazena zvySenou produkci NO (Lovchik, Lipscomb et al. 1997; Cadogan,
Hopkins et al. 1999; Cucchiaro, Tatum et al. 1999). Tudiz pro potvrzeni nasi
hypotézy o kauzalnim narlstu syntézy NO na zaéatku rozvoje HPH bylo
nezbytné prokazat, Ze je v plicnich cévach na zacatku hypoxické expozice

zvysena nejenom exprese iINOS, ale také Ze skute¢né narlista v tomto obdobi
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i syntéza NO. O zvySené tvorbé NO v pribéhu chronické hypoxie obsazné
pojednava prehled (Hampl and Herget 2000).

Obyvatelé vysokych nadmoiskych vySek vydechuji vétsi mnozstvi NO
v porovnani s lidmi zijicimi v niz8ich polohach (Beall, Laskowski et al. 2001).
ProtoZe je pii pobytu ve vysoké nadmoiské vySce dostupnost kysliku diky jeho
nizkému parcialnimu tlaku ve vdechovaném vzduchu snizena, mize zvyseni
pritoku krve plicemi pomoct zlepsit dodavku O, do tkani. HPV je hlavnim
mechanismem, ktery reguluje pratok krve plicemi. V zajmu optimalniho
okysliceni krve jsou prednostné perfundovany dobre ventilované alveoly a
naopak v oblastech nedostate¢né ventilovanych je pritok krve niz$i. Tento
mechanismus se uplatiuje v mistech s normalnim atmosférickym tlakem a tyka
se izolovanych okrskl plic, které jsou z rliznych pficin hife ventilovany (West,
Dollery et al. 1964). ProtoZe ale ve vysoké nadmorské vysSce jsou hypoxicke
vSechny oblasti plic, vysledna povsechna vazokonstrikce neplsobi redistribuci
pratoku krve, nybrz narist plicniho arterialniho tlaku. Pfi diouhodobém pobytu
ve vysoké nadmorské vySce vznikaji pak v plicni cirkulaci kromé funkénich
zmén takeé jiz vySe opakované popisované zmény morfologické, které maji za
nasledek zvysSeni periferniho plicniho cévniho odporu. Nasledkem
dlouhodobého pretézovani pravé srde¢ni komory pfi zvySeném perifernim
plicnim odporu pak jeji hypertrofie (West, Dollery et al. 1964). Pfesto mnoho lidi
Zijicich ve vysoké nadmofiské vySce nema plicni hypertenzi ani hypertrofii pravé
srdec¢ni komory. Je tedy jasné, ze existuje faktor, ktery se vyznanou meérou
podili na regulaci pritoku krve plicemi v hypoxii. Timto faktorem je s velkou
pravdépodobnosti NO, uplatiujici se vtomto pfipadé predevS§im jako

vazodilatacni agens. ZvySena produkce NO v plicich predstavuje ziejmé
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prostiedek zmirfiujici vazokonstrikci, tim padem zabrariuje také snizeni pratoku
krve plicemi a nakonec i pfivod kysliku do tkani. Takto je mozné vysvétlit vyssi
produkci NO v plicich u Tibetan( a jinych narodl Zijicich ve vysokych horach.
Nicméné zmény produkce NO v prabéhu prvnich dnl hypoxické expozice zatim
nebyly zkoumany. Ukazali jsme narlst koncentrace NO ve vydechovaném
vzduchu uz od prvniho dne expozice chronické hypoxii (obr. 10). Ackoliv je toto
méfeni proveditelné relativné jednoduse, jeho limitaci je nejasnost plivodu
vydechovaného NO. Nejsme totiz schopni timto zplisobem lokalizovat topicky
zdroj vydechovaného NO. Vyznamnym zdrojem vydechovaného NO jsou horni
dychaci cesty; hlavné nasalni a paranasalni dutiny (Lundberg, Farkas-Szallasi
et al. 1995; Dillon, Hampl et al. 1996). Provedli jsme proto dali experiment, ve
kterem jsme prokazali, Ze za vzestup vydechovaného NO v prvnich dnech
expozice chronické hypoxii je odpovédny oddil respiraéniho traktu pod trovni
trachey.

\( normoxii je NO generovany izoformou eNOS (Vaughan, Brogan et al. 2003).
ProtoZze pomoci L-NIL anebo L-NAME byla koncentrace NO ve vydechovaném
vzduchu hypoxickych zvifat zredukovana na Uroveri vydechovaného NO zvifat
Zijicich v normoxii je moZzno maximum vydechovaného NO pfigist aktivité
INOS (obr. 4). Meéfeni koncentrace NO ve vzduchu akumulovaném ve
vzduchotésné nadobé je nenarocnou metodou pro stanoveni produkce NO u
bdélych zvifat. Ackoliv jsme jako zdroj NO oznadili plice, je mozné, ze takto
namefeny NO mizZe pochazet také z kolon (&innosti baktérii) nebo ze Zaludku.
ProtoZe ale hypoxii indukovany vzestup vydechovaného NO byl kompletné
inhibovan aplikaci L-NIL nebo L- NAME , pfedpokladame, Ze jeho zdrojem je

plicni tkan.
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TrebaZe naSe vysledky prokazaly, Zze iNOS je dilezitou soucasti inciaini faze
rozvoje HPH, neobjasnili jsme, zda zvySena exprese iNOS na zaCatku expozice
CH je pfi¢inou nebo dlasledkem poskozeni stény plicnich cév, které je pri€inou
jejich remodelace. Je mozné, ze ma NO v inicialni fazi HPH pfevazné skodlivy
ucinek. Proto zfejmé inhalace NO, u ARDS (Kaisers, Busch et al. 2003) a u
perzistujici plicni hypertenze novorozencl (Kinsella, Walsh et al. 1999; Clark,

Kueser et al. 2000) nezlepsuje dlouhodobé vysledky téchto stavu.

5.2 INHIBICE DEGRANULACE ZIRNYCH BUNEK NA ZACATKU

EXPOZICE CHRONICKE HYPOXII TLUMi ROZVOJ PH

Inhibice degranulace Zirnych bunék podavanim kromoglykatu v prvnich
4 dnech expozice chronické hypoxii signifikantné snizila PAP. Pfedpokladame,
ze kromoglykat tlumi rozvoj HPH predevsim tim, ze zabrani uvolnéni MMP.
Inhibice degranulace zirnych bunék totiz zaroven brani akumulaci
nizkomolekularnich stépd kolagenu v periferni ¢asti plicniho fecisté. Tento
nalez je v souladu s nalezy Novotné a Hergeta, ktefi zjistili, Ze farmakologicka
inhibice kolagenolytické aktivity MMP branila rozvoji HPH a omezila vyskyt
nizkomolekularnich kolagennich fragmentll ve sténé perifernich plicnich artérii
(Herget, Novotna et al. 2003).
Dilezité je rovnéz zjisténi, Ze kromoglykat tlumi rozvoj HPH, jenom pokud je

podavan na pocatku expozice hypoxii. Jeho podavani v pozdejich fazich jiz
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HPH neovlivni. To podporuje nasi hypotézu, podle které jsou prvni dny
hypoxické expozice rozhodujici pro rozvoj HPH.

Jak bylo diskutovano vyse, prvni tyden hypoxické expozice je charakterizovan
poskozenim plicni tkané vlivem radikalt (Herget, Wilhelm et al. 2000; Wilhelm,
Vankova et al. 2003; Lachmanova, Hnilickova et al. 2005). Vajner a kol. popsali
zmény distribuce Zirnych bunék exprimujicich MMP - 13 v plicich zvirat
vystavenych 4 a 20 denni hypoxii. U zvifat, vystavenych 4 denni hypoxii, tyto
bunky vyrazné prevladaji v adventicii prealveolarnich arteriol (Vajner, Vytasek
et al. 2006), u zvirat vystavenych hypoxii po dobu 3 tydnli z této oblasti mizi a
nachazeji se v oblasti cév vodivych (Vajner, Vytasek et al. 2006). Rabinovitch a
kol. jiz vroce 1979 prokazali, ze hypoxicka vaskularni remodelace zacina
v prvnim tydnu expozice hypoxii (Rabinovitch, Gamble et al. 1979). Domnivame
se, Ze remodelace perifernich plicnich cév je zahajena aktivaci intersticialni
kolagenazy MMP-13, ktera $tépi kolagen na 1/4 a 3/4 fragmenty. Fragmenty
této velikosti jsou typicky pfitomny v perifernich plicnich artériich hypoxickych
zvirat (Novotna, Bibova et al. 2001) a mohou stimulovat metabolismus kolagenu
v plicni tkani (Gardi, Calzoni et al. 1994).

Zjistili jsme, ze podavani kromoglykatu, byt jenom v ¢astém Useku
chronické expozice-(at' uz na jejim zacatku nebo konci)-signifikantné snizuje
hypoxii-indukovanou hypetrofii pravé komory. Stejné vysledky ziskali i jini
autori, ktefi inhibovali degranulaci zirnych bunék pomoci kromoglykatu po
celou dobu hypoxické expozice (Kay, Suyama et al. 1981). V rozporu s timto
Mungall a kol. nezaznamenali protektivni U¢inek kromoglykatu na hypertrofii
pravé komory u potkanl vystavenych chronické hypoxii (Mungall 1976).

Nicméné tato skupina pouzZila ve svém experimentu 4-krat niz$i davku

78




kromoglykatu nez my ( 10 mg/ kg i.v.). Zhu a spolupracovnici nezjistili rozdily
v PAP, v hypertrofii pravé komory, ani muskularizaci perifernich plicnich cév u
intaktnich mysi a u mysi s deficitnim genem pro zirné bunky vystavenych
chronické hypoxii (Zhu, Kradin et al. 1983). Na rozdil od nasi skupiny (Vajner,
Vytasek et al. 2006). Zhu a kol. nepozorovali odliSnou distribuci zirnych bunék
vlivem hypoxie ani u intaktnich mysi. Toto je mozné vysvétlit tim, ze mnozstvi
Zirnych bunék je v plicich normalnich mysi v porovnani s potkany zanedbatelné.
Tucker a kol. pozorovali Sirckou variabilitu v poctu plicnich zirnych bunék mezi
jednotlivymi zvifecimi druhy (Tucker, McMurtry et al. 1977). Pocet Zirnych
bunék koreluje pravdépodobné se zavaznosti plicni hypertenze.

Kromoglykat zabrafiuje vyplaveni jak mediatord preformovanych (napf.
histaminu, kinin) tak i mediator( , které jsou syntetizovany az po stimulaci
prostaglandiny &i leukotrieny a plsobi tak jako protizanétlivy Cinitel (Matsuo,
Shimoda et al. 2000). V klinické praxi je kromoglykat pouzivan vétsinou k
potlaceni lokalnich alergickych projevi nebo systémové pfi Ié¢bé mastocytozy.
Plsobi pravdépodobné prostiednictvim fosforylace 78 KDa proteinu moesinu,
kiery plsobi pfeskupeni membranového cytoskeletu a obklopuje sekreéni
granula (Theoharides, Wang et al. 2000). Timto mechanismem muze tedy
zabranit vyliti vS8ech mediatord véetné rlstovych faktorli, chemotaktickych
faktor(li a proteaz. Steiner a kol. prokazali, ze blokada degranulace Zirnych
bunék signifikantné inhibovala mikrovaskularni zanétovou reakci na
systémovou hypoxii (Steiner, Gonzalez et al. 2003). V systémovych cévach
hypoxie zvySuje produkci ROS, stimuluje adhezi a migraci leukocytu a zvySuje
permeabilitu cév. VSechny tyto mechanizmy jsou zahrnuty v patogenezi HPH

(Hampl and Herget 2000). -
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Pomér hmotnosti pravée komory k hmotnosti levé komory a septa byl nizsi u
potkanl, kterym byl kromoglykat podavan na zadatku hypoxické expozice a
pfekvapivé i u potkanu, kterym byl podavan az na konci expozice. Vysvétieni
spociva v odlisnem uginku kromoglykatu na plicni a srde¢ni tkari. Brower a kol.
preventivnim podanim kromoglykatu zabranili narastu po¢tu zirnych bunék a
aktivity metaloproteinaz v srdci potkanl s aortokavalni fistuli (Brower, Chancey
et al. 2002). Zda se proto, ze kromoglykat mize mit pfimy aéinek na srdce.
Zmnozeni zirnych bunék v okoli perifernich plicnich cév se vztahuje pouze na
pocatecni obdobi expozice hypoxii (cca 1. tyden). Po 3 tydnech hypoxické
expozice je pocet Zirnych bunék v této oblasti srovnatelny s poctem Zzirnych
bunék v okoli prealveolarnich plicnich cév zvifat Zijicich v normoxii (Vajner,
Vytasek et al. 2006). To vysvétluje pro¢ podavani kromoglykatu na konci 3-
tydenni hypoxické expozice neovlivni plicni vaskularni remodelaci a cévni
rezistenci. Na rozdil od toho Rakusan a kol. demonstrovali trvalé zmnoZeni
zirnych bunék v srdci potkand v pribéhu celého obdobi hypxie (4 tydny)
(Rakusan, Sarkar et al. 1990). Zajimavym nalezem této studie je, Ze v srdci
potkan( s hypertenzi renalniho plvodu nebyly Zirné buriky zmnoZeny. Z toho
vyplyva, Ze zmnoZeni Zirnych bunék v srde¢nim svalu nesouvisi s tlakovou

zatézi srdce.
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5.3. OBECNA DISKUSE ZAVERU

Podle nasi hypotézy souvisi patogeneze zmén plicni cévni struktury pii HPH

s tvorbou ROS v plicni tkani pfi chronické hypoxii. Proces remodelace plicni
vaskulatury je zahajen $tépenim viaken extracelularni matrix. Rozhodujici
postaveni v metabolismu  extracelularni  matrix  maji  proteolytické
metaloproteinazy. Pfedpokladame, Zze ROS stimuluji vaskularni remodelaci tim,
Ze aktivuji tyto kolagenolytické enzymy.
Zvysena kolagenolytickéa aktivita ma za nasledek uvolnéni nizkomolekularnich
stepl kolagenu, které se akumuluji v médii a v adventicii stény perifernich
artérii. Tyto fragmenty, které pak dale stimuluji vliastni metabolismus kolagenu
(Gardi, Calzoni et al. 1994) aktivuji navic proliferaci mesenchymovych bunék ve
sténé plicnich cév (Bacakova, Lisa et al. 2002). Vysledkem této kaskady je
narist periferniho plicniho cévniho odporu a v kone¢ném duasledku zvyseni
plicniho arterialniho tlaku.

Analyzou exktrakt(l perifernich plicnich cév potkanl vystavenych chronické
hypoxii se zistilo, Ze pokud byl potkanim v pribé&hu chronické hypoxie podavan
antioxidant N- acetylcystein, nebyly vtéchto extraktech nalezeny typickeé
nizkomolekularni stépy kolagenu (Herget, Novotna et al. 1999). V cévach
potkantl, kterym v pribé&hu chronické hypoxie antioxidant podavan nebyl, byly
tyto fragmenty pfitomny ve vyznamném mnoZstvi. To potvrzuje vyznam
zvySené produkce ROS v patogenezi remodelace perifernich plicnich cév pfi

HPH.
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Charakter kolagennich §tépl (3/4 a 1/4 stépy kolagenu typu ) svédci o
pusobeni intersticialni kolagenazy, ktera patfi do skupiny tkanovych
metaloproteinaz a je oznacovana jako MMP13 (u hlodavc(). ZvySena aktivita
MMP 13 pfi chronické hypoxii byla prokazana i pfimo (Herget, Wilhelm et al.
2000).

Aktivace kolagenolyzy je jednim z ddlezitych patogenetickych
mechanismi cévni remodelace. Chronicka hypoxie plsobi muskularizaci
perifernich plicnich cév s naslednym zvysenim PAP vedoucim k hypertrofii pravé
srde¢ni komory. VSechny tyto parametry byly u zvifat vystavenych chronicke
hypoxii, kterym byl zaroven podavan specificky inhibitor MMP — batimastat,
signifikantné snizeny (Herget, Novotna et al. 2003). Rovnéz nizkomolekularni
stépy kolagenu v extraktu jejich perifernich plicnich cév nebyli pfitomny (Herget,
Novotna et al. 2003).

Regulace tvorby a uvolfiovani metaloproteinaz je dosud nejasna. Jejich
vyznamnym zdrojem jsou aktivované zirné bunky (Tozzi, Thakker-Varia et al.
1998). Je znamo, Ze metaloproteinazy jsou syntenizovany a skladovany
v sekre¢nich granulech ve formé neaktivnich proenzymi. Jejich pfeména
v aktivni enzymy mlzZe nastat plisobenim serinovych proteaz produkovnych
pfimo v Zirnych bunkach (Welle 1997). Dal§imi latkami, které mohou aktivovat
tkafove metaloproteinazy jsou volné kyslikoveé radikaly, NO a jejich spoletné
produkty, jejichZ tvorba pfi hypoxii stoupa (Rajagopalan, Meng et al. 1996;
Wilhelm, Sojkova et al. 1996; Johnson, Hodyc et al. 2007).

Podle nasi hypotézy aktivace kolagenolyzy Uzce souvisi se zvy$enou
produkci ROS a naslednym radikalovym poskozenim cévni stény na zacdatku

hypoxické expozice. Ukazali jsme, Ze podani antioxiantu N- acetylcysteinu brani
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hypoxii indukované aktivaci metaloproteinaz in vitro (Maxova, Novotna et al.
2004). Vin vivo studiich bylo prokazano, Ze podani antioxidantl zabrani rozvoyji

rozvoji hypoxické plicni hypertenze (Lachmanova, Hnilickova et al. 2005).

Aktivace metaloproteinaz plisobenim ROS je moZna nékolika cestami :

1. Aktivni misto MMP je redox sensitivhi a reaguje tedy na zmény
koncentrace ROS (Rajagopalan, Meng et al. 1996).

2. Tkanove inhibitory MMP mohou byt fragmentovany a inaktivovany
plUsobenim radikali (Rathke-Hartlieb, Budde et al. 2000).

3. Samotné oxidacni poskozeni extracelularni matrix stén perifernich

plicnich je stimulem aktivace metaloproteinaz.

ROS navic pfimo plsobi oxidaéni zmény vazivovych proteinQ
(Monboisse and Borel 1992; Bacakova, Wilhelm et al. 1997). Takto pozménéné
vazivové proteiny ucinné stimuluji proliferaci hladkych svalovych bunék
(Bacakova, Wilhelm et al. 1997). Je pravdépodobné, Zze se méni adhese
mesenchymovych bunék k pojivové matrix (Bacakova, Lisa et al. 2002).
Peroxidaci lipidi bunécnych membran mohou ROS pusobit zmény funkce
mesenchymovych bunék a jejich membranovych receptori. Navic ROS
zasahuji i do metabolismu bunééné DNA a mohou tak ovliviiovat enzymatické

reakce v cytosolu bunék.

Chronicka hypoxie je spojena se vzestupem NO produkce v plicich

(Hampl and Herget 2000). Xue a kol. demonstrovali zvy$enou expressi NOS

v plicich chronicky hypoxickych potkanl soucasné s charakteristickymi
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histologickymi zmé&nami doprovazejicimi PH (Xue, Rengasamy et al. 1994).
Toto zvySeni exprese zaznamenali na zacatku rozvoje HPH (Xue and Johns
1996). Vy3si syntéza NO pii chronické hypoxii vystavuje plicni tkan nebezpedi
oxida¢niho poskozeni , vznikajiciho v dlsledku radikalové povahy NO a zviasté
jeho agresivniho metabolitu peroxynitritu. Peroxinytrit vznika reakci NO a
superoxidu, ktery je také syntetizovan ve vy$§si mife pfi tkdnovem poskozeni .
Oxid dusnaty, superoxid a peroxynitrit jsou mocnymi aktivatory metaloproteinaz
(Rajagopalan, Meng et al. 1996). Timto zplsobem se NO podili na vzniku

strukturalnich vaskularnich zmén v prubéhu rozvoje HPH.

Dosavadni zjisténi nasi skupiny i jinych skupin zabyvajicich se studiem vzniku
HPH ukazuji, ze morfologické, biochemické a hemodynamické zmény
charakteristické pro HPH jsou pfitomny jiz v pribéhu prvniho tydne hypoxické

expozice.

PROKAZALI JSME, ZE NA ZACATKU HYPOXICKE EXPOZICE:

1. Stoupa produkce kyslikovych radikalt v plicich (Wilhelm, Sojkova et al.
1996; Johnson, Hodyc et al. 2007).

U laboratornich potkanl podani antioxidancii (NAC) pfed expozici hypoxii
a/nebo v prvnim tydnu expozice hypoxii inhibuje signifikantné rozvoj HPH.
Podaji-li se antioxidantia zvifatlm srozvinutou HPH jsou bez efektu
(Lachmanova, Hnilickova et al. 2005).

2. Stoupa produkce NO v plicich (Hampl, Bibova et al. 2006).
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Inhibice syntézy NO v prvnich dnech hypoxické expozice cCaste¢né brani
zvy$eni tlaku v a. pulmonalis. Ve fazi, kdy je Ph jiz rozvinuta nema inhibice NO
syntézy vliv na velikost PAP (Hampl, Bibova et al. 2006).

3. Mnozstvi kolagennich §tépa velikosti, ktera je charakteristicka pro
pusobeni MMP 13, v extraktu perifernich plicnich artérii je signifikantné
vyssi (Novotna, Bibova et al. 2001).

4. Zirné bunky ,které jsou zdrojem kolagenolytickych metaloproteinaz se
v inicialnim stadiu HPH soustfeduji v okoli prealveolarnich plicnich cév (Vajner,
Vytasek et al. 2006).

5. Inhibice degranuluce zirnych bunék v ¢asné fazi hypoxické expozice
signifikantné snizuje PH. Inhibice degranulace Zirnych bunék v pozdni fazi

hypoxické expozice PH neovlivni (Banasova, Maxova et.al.2008).

Prvni dny expozice chronické hypoxii kdy dochazi k radikalovému poskozeni
plicni cévni stény, aktivaci mesenchymalnich struktur a indukci plicni

vaskularni remodelace jsou rozhodujicim obdobim pro vznik HPH.




1/ NO se podili na rozvoji HPH na zacatku expozice CH

2 | Zdrojem NO na zac¢atku rozvoje hypoxické plicni hypertenze je INOS

3 / Kromoglykat podavany v casné fazi hypoxické expozice vyrazné snizuje
plicni hypertenzi

4/ Podavani kromoglykatu v pozdni fazi hypoxické expozice PH neovlivni

5/ Degranulace zirnych bunék predstavuje dllezity mechanismus v remodelaci

plicnich cév pri hypoxii- indukované plicni hypertenzi
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Hampl, Viclav, Jana Bibov4, Alena Banasovd, Jiff Uhlik, Dana
Mikaovd, Olga Hnilickovd, Véra Lachmanovd, and Jan Herget.
Pulmonary vascular iNOS induction participates in the onset of
chronic hypoxic pulmonary hypertension. Am J Physiol Luny Cell
Maol Physiof 290: L11-1.20, 2006. First published August 19, 2005,
doi:10.1152/ajplung.00023.2005, —Pathogenesis of hypoxic pulmo-
nary hypertension is initiated by oxidative injury o the pulmonary
vascular wall. Because nitric oxide (NO) can contribute 1o oxidative
stress and because the inducible isoform of NO synthase (INOS) is
often upregulated in association with tissue injury, we hypothesized
that iINOS-derived NO participates in the pulmonary vascular wall
injury at the onset of hypoxic pulmonary hypertension. An effective
and selective dose of an iNOS inhibitor, 1L-N®(1-iminoethyl)lysine
(L-NIL), for chronic peroral treatment was first determined (8 mg/l in
drinking water) by measuring exhaled NO concentration and systemic
arterial pressure after LPS injection under ketamine+xylazine anes-
thesia. A separate batch of rats was then exposed to hypoxia (10% Oa)
and given L-NIL or a nonselective inhibitor of all NQ synthases,
NS-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 500 mg/l), in drinking
water. Both inhibitors, applied just before and during |-wk hypoxia,
equally reduced pulmonary arterial pressure (PAP) measured under
ketamine +xylazine anesthesia. If hypoxia continued for 2 more wk
after L-NIL treatment was discontinued, PAP was still lower than in
untreated hypoxic controls. Immunostaining of lung vessels showed
negligible iNOS presence in control rats, suiking iINOS expression
after 4 days of hypoxia, and return of iINOS immunostaining toward
narmally low levels after 20 days of hypoxia. Lung NO production,
measured as NO concentration in exhaled air, was markedly elevated
as early as on the first day of hypoxia. We conclude that transient
INOS induction in the pulmonary vascular wall at the beginning of
chronic hypoxia participates in the pathogenesis of pulmonary hyper-
Lensian.

pulmaonary circulation; nitric oxide; rat; inducible nitric oxide syn-
thase

SINCE THE DISCOVERY THAT NITRIC oOXIDE (NO) is formed in
mammalian cells as an endogenous mediator, many attempts
were made to define its possible role in the pathogenesis of
pulmonary hypertension (reviewed in Ref. 23). Although the
capacity of lung vessels to produce NO can be reduced in
terminal phases of severe pulmonary hypertension (15), possi-
bly due to the progressive endothelial damage, less advanced
stages (at Jeast in adults) are associated with increased expres-
sion of NO synthase (NOS) and augmented NO production
(reviewed in Ref. 23). This is particularly well documented in

the frequently used and clinically relevant model of pulmonary
hypertension elicited by chronic hypoxia.

In principle, as the actions of NO in the body are multifac-
eted, two main functional consequences of the elevated lung
NO synthesis in chronic hypoxie pulmonary hypertension are
possible. On one hand, the vasodilator and antiproliferative
cffects of NO may limit the extent of pulmonary vascular
resistance elevation. This possibility is supported by numerous
reports that acute administration of NOS blockers, such as
NS-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), increases perfu-
sion pressure in lungs isolated from chronically hypoxic ani-
mals more than in normoxic controls (reviewed in Ref. 23). On
the other hand, due to its radical nature, NO may contribute to
the oxidative injury to the walls of the pulmonary vessels that
appears to initiate their morphological remodeling (27, 28, 35).
Such a hypertension-promoting effect may more or less negate
the tone- and proliferation-reducing effects.

Evidence is accumulating that the principal free radical
insult that initiates the process of vascular remodeling occurs
during the first few days of chronic hypoxia. For example,
indexes of pulmonary hypertension, determined at the end of a
prolonged hypoxia, are reduced in rats that were treated with
antioxidants at the beginning of the exposure (28, 35). By
analogy, the present study was designed to test the hypothesis
that elevated lung NO production in the first few days of
chronic hypoxia contributes to the development of pulmonary
hypertension, presumably by contributing to oxidative vascular
wall injury, We reasoned that if this hypothesis were true, then
treatment with NOS inhibitor only during the first week of
hypoxia would result in reduced pulmonary hypertension.

Chronic hypoxia increases NOS expression in the lung
vessels (reviewed in Ref. 23). Traditionally, functional role
was implicitly assumed for the endothelial NOS isoform
(eNOS). The possible role of the inducible NOS (iNOS, also
called NOS II) is unknown, yet there are analogies from other
organs that iNOS is functionally significant in situations char-
acterized by tissue injury. Therefore, we also hypothesized that
NO participating in the pathogenesis of pulmonary hyperten-
sion at the beginning of chronic hypoxia is produced mostly by
INOS. Treatment of hypoxic rats with a relatively selective
iNOS inhibitor, 1-N°-(1-iminoethyl)lysine (L-NIL) (21, 40),
was used to test this hypothesis. In addition, iNOS expression
was evaluated with immunohistochemistry at the initial and
advanced stages of hypoxia (days 4 and 20, respectively). The
results were reported in a preliminary form (6, 21).
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LiI2
METHODS

The project was performed on adult male Wistar specific pathogen-
free rats (Anlab, Prague, Czech Republic). The experiments con-
formed to the European Community and National Institutes of Health
guidelines for using experimental animals and were approved by (he
Animal Research Committee of the Charles University Second Med-
ical School. Unless stated otherwise, all drugs were from Sigma
(Prague, Czech Republic).

Daose of 1-NIL for long-term, peroral uye in raty. L-NIL has been
reported to relatively selectively inhibit iNOS, but not other NOS
isoforms. in in vitro experiments and when administered acutely o
anesthetized animals (40). However, no data were available regarding
effective and selective dose for a prolonged, peroral administration.
To find it, we gave one group of rats L-NIL in drinking water at a dose
of 3 mg/l (» = T); another group received 8 mg/l (n = 7). The third
group received plain water to serve as controls (n = ¥), As a
comparison with a well-described, nonselective NOS blocker, the
fourth group received L-NAME (500 mg/l, n = 7). Because inhibition
of eNOS is known to increase systemic arterial pressure (SAP) (47),
we measured systolic arterial pressure noninvasively with a il cuff
(25) after 3 days of treatment (o make sure that L-NIL at the selected
doses did not inhibit eNOS. Subsequently, the rats were anesthetized
with ketamine (100 mg/kg body wt ip) and xylazine (16 mg/kg im)
and intubated via tracheotomy. Exhaled gas was collected via a
two-way valve into a small bag (made from a condom), The groups
did not differ in the time needed to fill the bag (=2 min), NO
concentration in the collected gas was analyzed with a chemilumi-
nescence analyzer (CLD 77 AM; EcoPhysics, Duernten, Switzerland).
Alter the first NO measurement, the rats were injected with LPS (5
mg/kg body wi) into the jugular vein to induce iNOS expression.
Exhaled gas NO analysis was then repeated every 60 min,

Inhibition of NOS during I-wk hypoxia. To test the hypothesis that
NO contributes to the pathogenesis of the initial phase of pulmonary
hypertension, 24 rats were exposed to 1 wk hypoxia (10% O3) in a
normobaric hypoxic chamber (22). During the exposure, their drink-
ing water was supplemented either with a nonselective inhibitor of all
NOS isoforms, L-NAME (500 mg/l, n = 8), or with a selective INOS
inhibitor, L-NIL (8 mg/l, n = 9). The treatment with NOS blockers
started 3 days before the hypoxic exposure to make sure that effective
NOS inhibition had been achieved by the time hypoxia begun {Fig. 1).
The doses were hased on literature data (L-NAME) (45, 54) and our
experiment described above (L-NIL). The groups treated with NOS
inhibitors were compared with untreated hypoxic (10% Oa, | wkin =
7y and normoxic (n = 8) controls. In all experiments, the hypoxic
chamber was opened for up to 30 min every 2-3 days for cleaning and
feeding.

Immediately after termination of the hypoxic exposure, exhaled
NO was measured to confirm the effectiveness of NOS inhihition.
Each rat was sealed individually in a glass jar (2.1 1) flushed with
NO-free air. After 15 min, NO accumulated in the jar was measured
with chemiluminescence NO analyzer.

After completing the exhaled NO measurement, we anesthetized
the rats (ketamine + xylazine as above). Their carotid artery was
cannulated (0 measure mean SAP. Under oscilloscopic puidance, the
pulmonary artery was then catheterized with a thermoplastically
shaped polyethylene catheter (1.1 mm outer and (.75 inner diameter)
via a right jugular vein introducer, as previously described (22, 26).
After we obtained a stable reading of mean pulmonary arterial
pressure (PAP), the rats were intubated via tracheotomy and ventilated
with room air av ~60 breaths/min (peak inspiratory pressure 10
cmH>0, peak expiratory pressure (0 cmH>0). The chest was opened in
midline, and as much as possible extra care was taken to avoid the
rats’ bleeding. Ascending aona blood flow was measured with an
ultrasonic flow meter (2.5 mm SS-series with J reflector + T106 flow
meter; Transonic Systems, [thaca, NY) as an estimale of cardiac
output (20, 42). This value relative to body weight is reported as

INOS INDUCTION INITIATES HYPOXIC PULMONARY HYPERTENSION

NOS block
in 1wk CH

NOS block
1st wk of 3wk CH

NOS block
3rd wk of 3wk CH

-1 0 1 2 3
Weeks of hypaxia

Fig. I. Schematic of the timing of chronic nitric oxide synthase (NOS)
blockade in relation to hypoxic exposure. In one set of experiments, rats
received NOS blockers [N“-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) or 1-N°-
(l-iminoethyDlysine (L-NIL)| just before and during a l-wk hypoxic exposure
(top pair of bars). In another set, the weatment with NOS blockers was the
same, but hypoxia continued after cessation of NOS blockade for 2 more wk
(middle pair of bars). In the 3rd set, the hypoxic exposure was the same as in
the middle set (3 wk), but NOS was blocked only during the last 10 days
(hotrom pair of bars). Note that the duration of the treatment with the NOS
inhibitors was always the same. See METHODS for detailed description. CH.
chronic hypoxia.

cardiac index (C1). The values obtained with this method are known
o be lower than those in viva due to the anesthesia and especially the
thoracotomy; however, this error systematically affects all experimen-
tal groups, so that meaningful intergroup comparisons are possible.
Finally, the heart was removed, and right ventricle-to-left ventricle
plus septum wet weight ratio (RV/LV+8) was used as an index of
right ventricular hypertrophy associated with pulmonary hyperen-
sion (1R).

NOS inhibition during the first week of a 3-wk hypoxia. To test
whether the effects of NOS inhibition at the beginning of hypoxia are
overcome by continued, prolonged hypoxia after discontinuation of
the NOS blockade, an experiment was performed in which three
groups of rats were exposed to 3-wk hypoxia (10% O2) and compared
with @ normoxic control group (n = 6). Of the groups exposed to
hypoxia, two received NOS blocker in drinking water (L-NAME 500
mg/l, n = 7; or L-NIL 8 mg/l, n = 8) for the last 3 days before the
hypoxic exposure and during the first week of hypoxia (Fig. 1). The
third hypoxic group received no treatment (n = 8). We did not
observe any differences among the groups in the amount of water
consumed. After 3 wk of hypoxia, exhaled NO, SAP, PAP, CI, and
RV/LYV+S were measured as described above.

NOS inhibition during the last 10 days of a 3-wk hypoxia. This
experiment was performed to see whether chronic NOS inhibition
starting after pulmonary hypertension has already developed would
have effects similar to those seen with NOS inhibition during the first
week of hypoxia. Rats were exposed to hypoxia for 3 wk as described
ahove. For the last 10 days of hypoxia, the animals received either
L-NIL (8 mg/L n = 8) or L-NAME (500 mg/l, n = 10) in their drinking
water (Fig. 1). Eight rats exposed to hypoxia received no treatment to
serve as controls, Measurements were the same as in the [-wk hypoxia
study (exhaled NO, SAP, PAP, ClI, RV/LV+S).

INOS immunohistochemistry. Rats exposed to hypoxia (10% Oz)
for 4 days (n = 10) or 20 days (n = 8) were compared with nine
normoxic controls. After killing the rats by cutting their cervical
vertebral column in deep chloral hydrate anesthesia (300 mg/kg body
wt ip; Tamda, Olomouc, Czech Republic), we lixed the whole left
lung with Baker's fluid and embedded it in paraffin. Slides (4-6 pm
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thick) were stained with hematoxylin and cosin, cresyl fast blue,
aldehyde fuchsine, Gomori silver stain, and toluidine blue. After
microwave aven antigen retrieval (52), endogenous alkaline phospha-
tase was inhibited by levamizole, and nonspecific binding was
blocked by 10% BSA in Tris-buffered saline. The sections were then
incubated for 24 h with monoclonal anti-iINOS antibody (1:25) at
room temperature in a humid chamber. Rabbit anti-mouse polyclonal
antibody labeled with alkaline phosphatase (1:50) was used as a
secondary antibody for 30 min and then visualized with Fast Red
TR/Naphthol AS-MX (Sigma FAST tablets). The slides were coun-
terstained with hematoxylin and mounted in gelatin. The primary
antibody was omitted in control measurements. Using an image-
analyzing sofiware LUCIA General (Laboratory Imaging, Prague,
Czech Republic), an observer (J. Uhlik) blinded to the group assign-
ment of the specimens determined separately the percentage of vessels
with positive immunostaining for small prealveolar aneries (20=50
pm in diameter), small muscular arteries (50—100 pm), and larger
arteries (>100 um). The slide areas (23-81 mm?) and the total
numbers of vessels per slide (141-498) did not differ significantly
among the groups.

Exhaled NO in chronic hypoxia. Evidence is available for increased
pulmonary NO production in chronic hypoxia (reviewed in Ref. 23).
However, it is unknown whether this increase occurs soon enough o
be able to contribute to the radical injury at the beginaing of the
pulmonary vascular remodeling. To find out, we measured exhaled
NO in intact, conscious rats as described in fnhibition of NOS during
I-wk hypoxia (15-min collection in 2.1-1 jar). The measurements were
performed once every 1-2 days during a 26-day exposure to hypoxia
(L0% 03) and in subsequent 4 days recovery in room air. To distin-
guish the contribution of upper airways and lung tissue to the exhaled
NO, a supplementary experiment was performed in which normoxic
control rats and 4-day hypoxic rats were anesthetized (thiopental 40
mg/kg body wt ip) and intubated via a wacheotomy., NO in their
exhaled breath was first measured after placing them for 10 min into
the 2.1-J jar, as described above. Because NO production in the nose
and paranasal sinuses is known to be very large (14, 39), we expected
that NO would diffuse into the jar even in the absence of nasal
ventilation. To measure NO production into the exhaled air from the
lung tissue and lower airways, the exhalate for NO measurement was
then collected directly from the tracheal tube as in the experiments
with LPS (sce Dose aof L-NIL for long-term, peraral use in raty).

Nitrotyrosine in lung rissue. To support our hypothesis that in-
creased lung NO production at the beginning of hypoxic exposure
contributes to oxidative tissue injury, we used competitive ELISA 1o
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measure 3-nitrotyrosine concentration in soluble extract of lyophilized
lung tissue of control and 4-day hypoxic rats. Nitrotyrosine is con-
sidered a suitable marker of peroxynitrite production, which originates
from a very rapid reaction between NO and superoxide (5). The
details of lung tissue preparation and ELISA determination, using our
own mouse monoclonal antibody against nitrotyrosine and commer-
cial anti-mouse Ig rabbit antibody conjugated with peroxidase, are
described elsewhere (17). Nitrotyrosine concentration was expressed
per gram of extracted protein, determined by the bicinchaninic acid
method (50).

Statistical analysis. Data were analyzed statistically using StatView
5.0.1 software (SAS Institute, Cary, NC) and presented as means =
SE. Unpaired 7-test or one-factor ANOVA followed with Fisher’s
protected least-significant difference post hoe test were used for group
comparisons as appropriate. P << .05 was considered statistically
significant. Because not all measurements were successful in all
animals (e.g., bleeding prevented CI measurement in some rats), the
actual p for each value is given in the figures and tables.

RESULTS

Dose of L-NIL for peroral administration. Before the LPS
injection, the concentration of NO in the collected exhalate was
close to the detection limit of the chemiluminescence NO
analyzer (~1 ppb), and no differences among the groups could
be discerned (Fig. 2). Exhaled NO did not change 1 h after LPS
injection, but it was elevated by 2 h after LPS. In rats that were
not treated with any NOS blocker, the exhaled NO continued to
rise for the remainder of the experiment (4 h post-LPS) (Fig.
2A). The inerease in exhaled NO was blunted by ~50% by 3
mg/l 1-NIL. The higher 1.-NIL dose (8 mg/l) did not have any
further inhibitory effect compared with 3 mg/l L-NIL, implying
that maximally effective dose was reached (Fig. 2A4). L-NAME
reduced exhaled NO even more than L-NIL (Fig. 24). Systolic
arterial pressure was significantly elevated by L-NAME treat-
ment (confirming eNOS inhibition), but not by either L-NIL
dose (Fig. 2B). This suggests that the maximally effective
L-NIL dose against INOS (8 mg/l) did not cause any measur-
able nonselective inhibition of eNOS. Because 1Cs, of r-NIL
for the third NOS isoform, nNOS (NOS 1), is almost 30X
higher than that for iNOS (40), we surmised that the dose of
L-NIL used in our experiments had no effect on nNOS,

W

FI-

Controt  L-NAME 3 mg/!
(8) (7) )

Fig. 2. Selective prolonged inducible NOS (iNOS) inhibition with oral C-NIL. Data are means = SE; ns for both panels are in the parentheses in 8. A: in conuol
rats (not treated with NOS inhibitor), LPS injection elicited a marked, time-dependent rise in NO concentration in exhaled breath. This increase was substantially
smaller in rats given 3 mg/l L-NIL in drinking water for 3 days before LPS. A higher L-NIL dose (8 mg/l) did not have any significant additional inhibitory effect,
suggesting that a maximally effective dose had been reached. Exhaled NO concentration was reduced the most in rats treated with a nonselective NOS inhibitor,
L-NAME (500 mg/l). Note that exhaled NO did not differ between rats treated with 1.-NAME and the higher 1-NIL dose (8 mg/l). B: systolic systemic arterial
blood pressure (SAP) measured in awake rats is elevated by the nonselective NOS inhibitor, L-NAME, but not by either of the tested dosed of L-NIL, suggesting
that 1-NIL at these doses does not inhibit endothelial NOS (eNOS). *P < (1.05 value differs from the corresponding value in the control group.
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L14 INOS INDUCTION INITIATES HYPOXIC PULMONARY HYPERTENSION

Table 1. Body weight, cardiac index, right and left ventricle plus septum wer weight, and their

ratio (RV/LV+S) in normoxic and [-wk hypoxic rats

Group BW, g CL, milsmin kg ' RV, mg LV+S, mg RV/LV+8§
N 207 £6%(8) 10147 (&) 182+ 10 604 + 19% 0.30 =0.02 (8)
H1wk 227+5(7) 1072 6(5) 15373 440+38 0.3520.02(7)
H 1 wk + L-NAME 2233 (8) TALI%(T) 149202 460274 03220028 (8)
H I wk + -NIL 20947 (9 99153 160=4 420=14 0.38 =0.02% (9)

Data are means * SE, ns are in the parentheses. BW, body wt; Cl, cardioe index: RV, right ventricle; LV + S, left ventricle plus septum: N, normoxia; H,
hypoxia; H 1 wk + L-NAME, rats treated with N-nitro-L-arginone methyl ester (500 my/l) for 3 days before and during a 1-wk exposure to hypoxia; H | wk +
L-NIL, rats treated with L-N"-(l-iminoethyl) lysine (8 mg/l) for 3 days before and during a 1-wk exposure w hypoxia, *P < 0.05 group differs from all other
groups, TP < (.05 group differs from other hypoxic groups, £P < 0.05 group differs from normoxic group, § P < 0.05 group differs from 1-NIL-treated group.

Inhibition of NOS during I-wk hypoxia reduces pulmonary
hypertension. As expected, all rats exposed to I-wk hypoxia
had lower body weight than normoxic controls. [n addition, the
rats treated in hypoxia with L-NIL were slightly but signifi-
cantly lighter than the remaining hypoxic groups (Table 1).
After a 15-min accumulation of exhaled NO, its concentration
in a 2.1-1 jar was significantly higher in I-wk hypoxic rats
compared with normoxic controls. This hypoxia-induced ele-
vation of exhaled NO was prevented by each of the NOS
inhibitors (Fig. 3A). Selectivity of L-NIL was indirectly con-
firmed by the fact that it did not elevate SAP, unlike the
nonselective NOS inhibitor L-NAME (Fig. 38).

One week of hypoxia was sufficient to significantly elevate
PAP compared with normoxic controls (Fig. 3C). In rats
treated with the NOS inhibitors during hypoxia, PAP was
slightly but significantly lower than in hypoxic controls, albeit
still higher than in normoxic controls (Fig. 3C). PAP did not
differ between the L-NAME- and v-NIL-treated hypoxic
groups. Treatment with 1L-NAME caused a significant CI re-
duction (Table 1), as reported previously (20). This was not
seen with L-NIL; however, the number of successtul Cl mea-
surements in this group was low. One week of hypoxia was not
sufficient to produce statistically significant right ventricular
hypertrophy, and there were no differences among the hypoxic
groups in the weight of the right ventricle (Table [). Probably
because of the L-NAME-induced systemic hypertension, the
left ventricle plus septum weight was higher in the L-NAME-

p
@

than in the 1-NIL-treated hypoxic rats, leading to higher RV/
LV+S in the latter group (Table I).

Reduction of pulmonary hypertension by NOS inhibition
during the first week of a 3-wk hypoxia. Rats exposed to
hypoxia for 3 wk had lower body weight than corresponding
controls living in room air (Table 2). At the end of the
exposure, NO concentration in the exhaled air was similarly
elevated in all hypoxic groups (Fig. 4A). Chronic hypoxic
pulmonary hypertension was evident from markedly elevated
PAP at the end of 3-wk hypoxic exposure compared with
normoxic controls (Fig. 4C). As expected, PAP was higher
after 3 wk than after 1 wk of hypoxia. At the end of the 3-wk
hypoxic exposure, PAP was higher in untreated, hypoxic con-
trols than in rats treated during the first week of exposure with
L.-NIL, despite the 2-wk lag from the end of the L-NIL treat-
ment (Fig. 4C). Although the PAP was numerically similar in
the L-NAME group to that in the L-NIL group, the difference
between the former and the untreated hypoxic controls did not
reach statistical significance, perhaps due to the lower number
of successful PAP measurements in the t.-NAME group. If
both NOS blockade groups were pooled, their PAP was sig-
nificantly lower than that of the untreated hypoxic group
(23.1 = 1.5 vs. 28.1 = 1.7 mmHg, P = 0.026). The groups did
not differ in SAP and CI (Fig. 48 and Table 2). Compared with
normoxic controls, all hypoxic groups had similarly increased
RV/LV +S8 (Table 2).

14U~ L
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2 I -
O % B0 e T
S, g E
2 E a0 E?
T 2 a0 2
E (73] a
18] 20 -
0 i : 0 =
N HIwk Hiwk H1wk N Hiwk Hiwk H1wk
(8 (6) +L-N§ME +'--:"- ) {7)  +L-NAME +L-NIL (8} (7} +L-NAME +L-NIL
@ @ ® 6 m @

Fig. 3. NOS inhibition during a I-wk hypoxia reduces pulmonary hypenension. Dats are means

SE. s are in the parentheses. A: elevation of NO concentration

in the exhaled air. induced by 1-wk hypoxia, is blocked by both L-NAME and 1-NIL treatment, proving their effectiveness, B: mean SAP is elevated by L-NAME,
but not 1-NIL, treatment, excluding eNOS inhibition by L-NIL. €} inerease in mean pulmonary arterial pressure (PAP), induced by 1-wk hypoxia. is blunted by
concomitant NOS inhibition. N, rats kept in normoxia; H 1 wk, rats exposed to hypoxia for | wk; H 1 wk+L-NAME, rats treated with 1-NAME (500 mg/l) for
3 days hefore and during a 1-wk exposure to hypoxia; H.1 wh+t-NIL., mts treated with L-NIL (B mg/l) for 3 days before and during a 1-wk exposure to hypoxia.

P < 0.05 vs. N, +P < 0,05 vs. H 1 wk, #P < 0.05 vs. all other groups.
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INOS INDUCTION INITIATES HYPOXIC PULMONARY HYPERTENSION L15
Table 2. BW, CI, RV, and LV+S wet weight and their ratio (RV/LV+S) in normoxic rats and rats treated with
NOS inhibitors during the st week of a 3-week hypoxia

Group BW, g CLmlmin kg ! RV, mg LV+S, mg RV/LV+S

N 385+ 15%(h) 27158 1IR3 =T 703 21 0.26 =0.01%(6)
H 3wk 253+8 (8) 1044517} 285+ 15 620:+23 0.460.02 (8)
H3 wk + L-NAME st wk 2655(7) 127212 (4) 275£12 62717 0.44£0.03 (7)
H 3wk + L-NIL st wk 24943 (%) 1= 13 (%) 23815+ 525=23+% 0.45+0.03 (8)

Data are means = SE, ns are in the parentheses. NOS, nitric oxide synthase; H 3 wk + L-NAME Ist wk, rats treated with L-NAME (500 mg/l) for 3 days
before and during the Ist week of a 3-wk hypoxic exposure; H 3 whk + L-NIL 1t wk, rots treated with L-NIL (] mg/l) for 3 days before and during the st week
of a 3-wk hypoxic exposure. *P < 0.01 normoxic group differs from all hypoxie groups, tF < 0.05 L-NIL-treated group differs from the untreated hypoxic group,

P < 0.05 L-NIL-treated group differs from the L-NAME-wreated group.

NOS inhibition during the third week of hypoxia has little
effect on pulmonary hypertension. Just before the initiation of
the NOS blocker treatment, the exhaled NO levels were sim-
ilarly elevated in all hypoxic groups. At the end of the NOS
blockade during the third week of hypoxia, the exhaled NO
was markedly reduced by both 1-NAME and 1-NIL (Fig. 5A).

As expected, SAP was elevated by 1-wk L-NAME admin-
istered just before the measurement, whereas L-NIL had no
effect on SAP (Fig. 58). The groups treated with NOS blockers
in the last week of hypoxia did not differ significantly in PAP
from the untreated hypoxic controls, although there was a
tendency for increase in the group given L-NAME and for
reduction in the L-NIL group (Fig. 5C). There were no differ-
ences among the groups in CI (Table 3).

Surprisingly, both the right ventricle weight and RV/L+8§
were lower in the group given L-NAME during the last week of
hypoxia than in the remaining hypoxic groups (Table 3). We
do not have any explanation for this perplexing observation,
except perhaps some nonspecific effect of L-NAME (2, 3, §,
46, 53). Left ventricular weights did not differ between
these groups. 1L-NIL had no effect on the ventricular weights
(Tahle 3).

Hypoxia transiently elevates iINOS expression in lung ves-
sels. Expression of iNOS was not detected in lung sections
from coatrol rats living in normoxia (Fig. 6A). By contrast,
almost all pulmonary arteries of all sizes showed strong posi-
tive INOS immunostaining after 4 days of hypoxia (Figs. 68

A B

and 7), The staining was localized predominantly to the smooth
muscle layer, although, to a lesser degree, it was detected also
in the intima and adventitia. In addition to the vessels, INOS
immunostaining was positive also in the pleura, airway walls,
and focally in the interalveolar septa. The positive staining in
the pleura and airways was also evident in the lungs of rats kept
in hypoxia for 3 wk. However, the iNOS immunostaining in
the walls of pulmonary vessels of all sizes was no longer
apparent in these animals and did not differ from normoxic
controls (Figs. 6C and 7). We observed an increase in the total
number of large pulmonary vessels per mm? in the 3-wk
hypoxic group (0.70 % 0.05) compared with both the 4-day
hypoxic (0.45 = (1.06) and control rats (0.42 = 0.07). There
were no statistically sigaificant differences in the numbers of
other vessels among the groups.

Exhaled NO increases early in chronic hypoxia. Concentra-
tion of NO in exhaled air was low when the animals lived in
normoxia but increased markedly on the first day of hypoxic
exposure. It continued to rise until day 5, then leveled off, and,
despite daily and individual variations, remained essentially
stable for the rest of the hypoxic exposure (Fig. 8A). The NO
levels started to drop on the first day of room air recovery and
approached the normally low values by day 4 of recovery (Fig.
84). In the supplementary experiment, exhaled NO measured
directly from the tracheal tube doubled after 4-day hypoxia
compared with the normoxic group (Fig. 8B). The difference
between the tracheal tube collection and jar accumulation,

20 1204 40
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o 15 — ; = 304 *
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[ 3'3 40 I
€ 51 o 10
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(8)  +L-NAME +L-NIL (8) (7} +L-NAME +L-NIL (8) (7)) +L-NAME +L-NIL
istwk  Istwk 18t wk 1Bt wk Istwk 1stwk
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Fig. 4. NOS inhibition during the st wk of a 3-wk hypoxia reduces pulimionary hypertension, Data are means * SE, as are in the parentheses. A: 2 wk after
cessation of NOS blockade there are no significant differences in exhaled NO levels among hypoxic animals. The dotted horizontal line indicates the level in
normoxic controls from Fig. 3A. B: 2 wk after cessation of NOS blockade there are no significant differences in SAP. C; increase in PAP, induced by 3-wk
hypoxia. is smaller in rats treated with L-NIL at the beginning of the exposure, H 3 wk, rats exposed to hypoxia for 3 wk; H 3 wh+L-NAME Lst wk, rats exposed
o hypoxia for 3 whk and treated with L-NAME (500 mg/l) for 3 days before and during the 15t week of the exposure: H 3 wk+1-NIL 1st wk. rats exposed o
hypoxia for 3 wk and wreated with (-NIL (8 mg/l) for 3 days betore and during the 1st week of the exposure. *P < 0.05 vs. N, +P <2 0.05 vs. H 3 wk.
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L16 INOS INDUCTION INITIATES HYPOXIC PULMONARY HYPERTENSION
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Fig. 5. NOS inhibition during the last 10 days of a 3-wk hyposia. Data are means © SE. ns are in the parentheses. A: in 3 groups exposed to hypoxia, NO
concentration in exhaled air was similar before the initiation of NOS blockade after 2 wk of hypoxia and decreased significantly after 10 days of L-NIL or
L-NAME treatment. The dotted horizontal line indicates the level in normoxic controls from Fig. 34. B: SAP in rats kept in hypoxia for 3 wk was increased by
L-NAME treatment during the last [0 days before the measurement. L-NIL had no effect. C: PAP, elevated by 3 wk of hypoxia, was not significantly reduced
by NOS inhibition during the last 10 days of the exposure. H 3 wk +1-NAME Jrd wk, rats exposed 1o 3-wk hypoxia and weated with L-NAME (500 mg/l) during
the last 10 days; H 3 wk+L-NIL 3rd wk, rats exposed to 3-wk hypoxia and treated with L-NIL (8 mg/l) during the last 10 days, *£ < 0.0005 vs. pre NOS block,

##P < (105 vs. pre NOS block, +P < 0.05 vs. all other groups, #£ < 0.05 v&. H 3 wk-+-NIL 3rd wk.

reflecting the contribution of the upper airways, did not differ
between the hypoxic and normoxic groups (Fig. 88), indicating
that the source of the elevated NO exhalation in hypoxia is the
lower respiratory tract. Although the contribution of the upper
airways remains remarkable, it does not rise in hypoxia.
Nitratyrosine concentration in the lungs is elevated after 4
days of hypoxia. The concentration of nitrotyrosine was higher
(P = 0.023) in extracts from lung tissue of rats exposed to
hypoxia for 4 days (1,065 % 96 nmol/g of extracted protein;
n = 6) than in extracts from control lungs (791 + 57 nmol/g;
n = §). This implies greater exposure to peroxyaitrite, the
product of reaction of NO with superoxide (5), Increased
nitrotyrosine levels in lung tissue after 4 days of hypoxia was
also confirmed by immunoblot analysis (data not shown).

DISCUSSION

This study shows that increased NO production in (or near)
the pulmonary vascular wall during the first days of hypoxia,
mostly by the iNOS isoform, contributes to the initiation of a
process that eventually results in pulmonary hypertension. Of
our results, especially the following support this conclusion:
the PAP rise in the initial days of hypoxic exposure was partly
inhibited by concomitant NOS inhibition. In this regard, selec-
tive iNOS inhibitor was as effective as the nonselective blocker
of all NOS isoforms. If iNOS blockade was then discontinued
and the hypoxic exposure continued, the pulmonary hyperten-
sion did not completely “catch up™; it was still reduced at the

end of a 3-wk hypoxia. On the other hand, 10 days’ treatment
with NOS inhibitors, started after the hypoxic pulmonary
hypertension had already developed, did not have significant
effect on PAP. The role of INOS in the first days of hypoxia is
further supported by the finding of markedly and transiently
elevated expression of iNOS in lung vessels on the fourth day
of hypoxia. Our exhaled NO data document the elevated lung
NO production at the very onset of hypoxia.

NO is best known for its marked vasodilator activity. As
such, exogenous NO is useful in clinical management of acute
pulmonary hypertensive crises (for review, see e.g., Ref. 19).
However, NO is also a reactive radical capable of tissue injury
either directly or after reacting with other radicals. For exam-
ple, an extremely fast reaction of NO with superoxide yields a
highly cytotoxic peroxynitrite (5). There is evidence that oxi-
dative injury of the pulmonary vascular wall at the beginning
of hypoxia initiates the process of vascular remodeling that
eventually results in pulmonary hypertension (28, 35). Our
present data show that endogenous NO affects the initial
development of chronic hypoxic pulmonary hypertension. The
vasodilator and antiproliferative properties of NO do not pre-
vail at this initial phase because otherwise the NOS inhibitors
would have to aggravate, rather than reduce, pulmonary hy-
pertension. The conclusion that increased NO production by
iNOS at the initial stage of hypoxia promotes the development
of pulmonary hypertension by contributing to oxidative vascu-
lar wall injury is supported by our observation of increased

Table 3. BW, CI, RV and LV+S wer weight and their ratio (RV/LV+S) in rats treated with NOS

inhibitors during the last week of a 3-wk hypoxia

Group BW, g CLomianin~ kg ! RV, mg LV+S, mg RVILV +8
H3wk 2535 (8) Bl=6(7 26918 53118 0.510.02 (8)
H 3 wk + L-NAME 3rd wk 265=4%(1) 9729 (5) 214 =9 55122 0.39=0.02%% (1)
H 3 wk + 1-NIL 3rd wk 24761(8) 9715 (6) 275214 5098 (.54 +0.02 (8)

Data are means * SE, ns are in the parentheses. H 3 wk 4+ L-NAME 3rd wk, rats treated with L-NAME (500 mg/1) during the last week of a 3~wk hypoxic
exposure; H 3 wk + t-NIL 3rd wk, rats treated with 1-NIL (8 mg/l) during the last week of a 3-wk hypoxic expasure. *P < 0.05 group treated with L-NAME
differs form L-NlL-treated group, P < (.03 group treated with t-NAME differs from untreated hypoxic group.
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INOS INDUCTION INITIATES HYPOXIC PULMONARY HYPERTENSION L17
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lung tissue levels of peroxynitrite marker, nitrotyrosine, after 4
days of hypoxia. Further support is provided by our previous
finding that serum levels of nitrotyrosine are elevated after 4
days of hypoxia but normalized at the end of a 3-wk exposure
(27). Consistently elevated lung nitrotyrosine was reported in
human patients with pulmonary hypertension (7).

Because our conclusions rely to a large extent on the L-NIL
selectivity for iNOS, it was necessary first to determine an
effective and selective L-NIL dose for chronic peroral admin-
istration. The effectiveness of various L-NIL doses in inhibiting
NO production was assessed by measurements of exhaled NO
levels after a challenge with a well-known iNOS inducer, LPS
(41), whereas selectivity toward iNOS rather than eNOS was
inferred from the absence of an effect on SAP. L-NIL at 8 mg/l
in drinking water markedly reduced exhaled NO levels after
LPS, albeit not as much as the nonselective NOS blocker,
L-NAME, at 500 mg/l. This is consistent with reports that, in
addition to iNOS induction, LPS treatment can increase ex-
pression of the remaining NOS isoforms (12, 24, 30, 32).
Somewhat surprisingly, even the high 1.-NAME dose used did

100 *
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Fig. 7. Transient elevation of iINOS immunostaining in pulmonary vessely at
the beginning of CH. Percentage (means * SE) of prealveolar, small muscular,
and large pulmonary vessels showing iNOS immunostaining in normoxia, after
4 days of hypoxia, and after 3 wk of hypoxia. d, Days. *P < 0.0001 vs. the
other groups. ‘

Fig. 6. Transient elevation of iNOS immu-
nostaining in pulmonary vessels at the begin-
ning of CH. A: small prealveolar arteriole
from a normoxic rat showing relatively thin
wall, single elastic lamina and negative
iNOS immunostaining. B: small prealveolar
arteriole from a rat exposed to hypoxia for 4
days demonstrating distinct wall thickening
and strongly positive iNOS immunostaining.
C: small prealveolar arteriole from a rat ex-
posed to hypoxia for 20 days showing wall
thickening, double elastic laminae, and neg-
ative iNOS immunostaining. D: small preal-
veolar arteriole from a rat exposed to hypoxia
for 4 days with primary antibody omitted {neg-
ative control). Original magnification was X40
in all panels, and the scale bars represent
50 .

S0 pun

S pun

not prevent the rise in exhaled NO after LPS completely. It is
possible that some of the NO is formed in compartments not
well accessible from the circulation. For example, macro-
phages could encounter LPS in the bloodstream, begin the
process of iNOS induction, and then leave the vessels toward
alveolar spaces, where the penetration of L-NAME may be
limited,

The reduction in PAP by NOS inhibition during the first
week of hypoxia was not accompanied by a corresponding
mitigation of right ventricular hypertrophy. Enlargement of the
right ventricle in chronic hypoxia is a recognized consequence
of PAP elevation. However, several studies suggest that right
ventricular weight and PAP must not always be closely tied.
For example, various treatments of experimental pulmonary
hypertension reduced right ventricular hypertrophy less (and at
higher doses) than PAP (56, 57). Chronic pulmonary hyper-
tension can be elicited experimentally without an accompany-
ing right ventricular hypertrophy (10). Right ventricular weight
was reported to rise in proportion to PAP elevation in rats
exposed to chronic intermittent hypoxia from fourth day of
age, but no significant correlation could be detected in older
animals (34). Thus it is quite likely that chronic hypoxia has
other effects on the ventricular size in addition to those medi-
ated by increased PAP. This possibility is supported by abser-
vations that left ventricle can also be somewhat enlarged
(relative to body weight) in chronic hypoxia (34, 43). Because
NO has antiproliferative effects, it is also possible that NOS
inhibition causes some degree of heart enlargement that may
offset the reducing effect of the lessened afterload. This pos-
sibility is strongly supported by our earlier observation that
chronic L-NAME treatment in normoxia enlarges both ventri-
cles (20).

The effects of NOS inhibition on chronic hypoxic pulmo-
nary hypertension have been studied previously, but not spe-
cifically at the initial stage of the exposure. Numerous studies
demonstrated that acutely applied, nonselective NOS inhibitors
cause considerably greater vasoconstriction in lungs of chron-
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Fig. 8. Concentration of NO in exhaled breath increases

INOS INDUCTION INITIATES HYPOXIC PULMONARY HYPERTENSION

at the very beginning of CH exposure. A: accumulation of A B
breath NO during a 15-min stay of awake rats in a closed 704 2.5+ * l:[ Normoxia (n=7}
jar (n = 8 in the st wk, 5 therealter) is negligible before = 80 —
exposure to CH but js signiticantly increased on the st | " Room air | 2 D Hypaxia 4 d (n=6}
day of exposure, remains elevated throughout a 3-wk 2 Ep ; racavary =
hypoxia, and drops toward minimal, control level within O Y 0O 154
days of normoxic recovery. All data points in hypoxia = 497 —> = X
differ significantly from day 0. B: wtal exhaled NO, g 30- ] 1 3 4
measured as | 0-min accumalation in a closed jar, is higher E @
in 4-day hypoxic rats than in normoxic controls, as is the 3 204 III =
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contribution from lower airways, estimated from breath 104 w J{-\
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ically hypoxic compared with normoxic rats, implying elevated
lung NO activity in chronic hypoxia (for review, see Ref. 23),
In an apparent contrast, rats given L-NAME during the entire
3-wk hypoxic exposure did not have more severe pulmonary
hypertension than rats exposed to the same hypoxia, but with
no inhibitor treatment (20). Our current results offer one
possible interpretation of that paradox. It could be a combina-
tion of a sustained reduction of pulmonary hypertension by
iNOS blockade in the first week (Fig. 3D) counteracted by
angmentation of pulmonary hypertension by inhibition of ele-
vated eNOS activity in the more advanced phase of the hypoxic
exposure.

There are also studies of chronic administration of selective
INOS inhibitors (L-NIL and aminoguanidine) during the entire
3- to 4-wk hypoxic exposure, showing no effect on pulmonary
hypertension (48, 55). In our study, iNOS blockade during the
first week of hypoxia reduced pulmonary hypertension. A
possible explanation of this discrepancy could be the fact that
we started the administration of NOS blockers 3 days before
hypoxic exposure to make sure that their blood and tissue
levels were ar effective levels at the moment of the onset of
hypoxia. It is thus possible that the role of iNOS in vascular
wall injury promoting pulmonary hypertension is confined to
the very beginning of hypoxia. In addition, ours is the only
study demonstrating the selective effectiveness of the iNOS
blocker at the dose and route of administration used.

As far as we know, this is the first deseription of a chronic,
peroral use of L-NIL for selective INOS inhibition in vivo.
Continuous infusion or repeated injections of L-NIL were
reported previously (48, 49); however, our method of adding
L-NIL to drinking water is much more practical. It has a
possible disadvantage of variations in water consumption. This
is especially important at the beginning of hypoxia, which is
typically associated with reduced drinking. However, in our
study the L-NIL intake in I-wk hypoxia was sufficicat, as
evidenced by the suppression of exhaled NO to the low level
similar to that in normoxic controls (Fig. 3A). Furthermore, the
exhaled NO was similar after L-NIL treatment in 1-wk hypoxia
and at the end of a 3-wk hypoxia, when water intake is known
to be normalized (Fig. 54).

Many authors have reported elevated NOS mRNA and
protein in lungs and pulmonary vessels in chronic hypoxia (for
review, see Ref. 23). Most of those studies either focused on
eNOS or did not discriminate between NOS isoforms. Several
studies show elevated iINOS mRNA or protein at the end of a

Days from start of hypoxia

prolonged hypoxia (2—4 wk) in whole lung homogenates (16,
29, 36, 44, 48). We are aware of two publications that focus on
lung iNOS expression during the first week of hypoxia (51,
59); using rats, both show increased iINOS protein in whole
lung homogenates. Our present data further supplement this
information by showing that the iNOS induction in the first
days of hypoxia is localized to a major extent in the pulmonary
vessels, especially their media (Fig. 6). Furthermore, our data
indicate that with prolonged hypoxia, iNOS remains expressed
in airway epithelia, but its expression in the pulmonary vasci-
lar wall returns to the barely detectable baseline level. Thus it
appears that the chronic hypoxia-induced elevation of whole
lung iINOS protein in some (29, 36) but not all (16) studies can
be attributed to the extravascular iINOS expression. Together,
our data are consistent with the reports of others and with the
hypothesis that the pulmonary vascular wall iNOS expression
rises during the first few days of hypoxia and returns towards
baseline thereafter,

Ephanced iINOS expression not accompanied by NO over-
production has been occasionally reported (9, 13, 37). Thus to
support our hypothesis of a causative role of elevated NO in the
initiation of hypoxic pulmonary hypertension, it was necessary
not only to show early iNOS induction in Jung vessels (Figs. 6
and 7), but also to prove that NO synthesis actually rises
rapidly after the onset of hypoxia. Elevated pulmonary NO
production in prolonged hypoxia has been reported previously
(for review, see Ref. 23). High-altitude residents have higher
exhaled NO compared with lowlanders (4). However, changes
in NO production during the first days of hypoxia have not
been studied. We show rapidly rising NO production into the
exhaled air in the first days of hypoxia (Fig. 84). Although this
measurement is relatively easy to perform, its main limitation
is ambiguity in respect to the source of the detected NO. It has
been demonstrated that a major source of exhaled NO are the
upper airways, especially the nasal and paranasal cavities (14,
3N, Therefore, we performed a supplementary experiment to
show that while the majority of NO in exhaled air comes from
upper airways both in normoxia and hypoxia, the respiratory
tract below the level of the trachea is responsible for the
increase in exhaled NO seen in the first days of hypoxia (Fig.
841). Furthermore, our data show that most of the exhaled NO
increase in hypoxia is attributable to iNOS, as it was similarly
and almost completely inhibited by 1.-NAME and L-NIL, both
at the beginning of hypoxia (Fig. 3A) and after a more pro-
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longed exposure (Fig. SA). In normoxia, almost all exhaled NO
is derived from eNOS (58).

The measurement of NO accumulation in an airtight con-
tainer is a simple method for checking NO production in an
intact, awake rat. Although we use it as an indicator of lung NO
production, other possible NO sources, such as colonic deni-
trification bacteria or acidic nitrate reduction in the stoimach,
should be considered. However, the hypoxia-induced elevation
of exhaled NO was completely prevented by each of the NO§
inhibitors, implying that the collected NO was mostly exhaled
since the alternative NO sources are NOS independent (38),

Although our data prove iNOS involvement in the initial
phase of the development of hypoxic pulmonary hypertension,
they do not show whether iNOS induction is a cause or a
consequence of injury to the pulmonary vessels that underlies
their remodeling. It is possible that the aggravating influence of
NO on the initial phase of pulmonary hypertension can con-
tribute to the findings that inhaled NO does not improve
long-term outcome in acute respiratory distress syndrome (31)
and in persistent pulmonary hypertension of the newborn (11,
33). The most clinically relevant correlate to our experimental
situation are probably acute exacerbations of chronic hypoxic
conditions, Our data suggest that in these situations, adding
even more NO (by inhalational therapy) may have drawbacks.
This issue should also be considered in attempts to treat
high-altitude pulmonary edema with inhaled NO (1),
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Abstract

Background: Chronic hypoxia induces lung vascular remod-
eling, which results in pulmonary hypertension. Vascular re-
modeling is associated with collagenolysis and activation
of matrix metalloproteinases (MMPs). One of the possible
sources of MMPs in hypoxic lung are mast cells. Objective:
The role of lung mast cell collagenalytic activity in hypoxic
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 |ater phase
of isobaric hypoxia. Control groups were exposed to hypox-
ia only or to normoxia. Lung hemodynamics, musculariza-
tion and collagen metabolism in the walis of peripheral pul-
monary vessels in the lungs were measured. Resufts: DSCG
applied at an early phase of exposure to hypoxia reduced the
development of pulmonary hypertension, inhibited muscu-

larization in peripheral pulmonary arteries and decreased
the amount of collagen cleavage fragments in prealveolar
vessels, Conclusions: Mast cell degranulation plays a role in
the initiation of hypoxic pulmonary vascular remodeling.
Copyright © 2008 5. Karger AG, Basel

Introduction

Chronic hypoxia results in hypoxic pulmonary hyper-
lension (HPH) characterized by fibrillation and muscu-
larization of the walls of peripheral pulmonary arteries.
The beginning of vascular remodeling is associated with
increased collagen turnover due to elevated formation
and activation of specific matrix metalloproteinases
(MMPs) [1]. Their activity results in the deposition oflow
molecular weight fragments of collagen in the vessel wall
[2]. These fragments (matrikines) then stimulate the pro-
liferation of vascular smooth muscle cells and fibroblasts
[3]. The increased collagenolytic activity is one of the
causative factors in the pathogenesis of HPH since MMP
inhibition by administration of their specific inhibitor,
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batimastat, markedly attenuated the development of
HPH and partly prevented the thickening of walls of pe-
ripheral pulmonary arteries [4].

One of the possible sources of MMPs in hy poxic lungs
are mast cells, Lung mast cells (LMCs) concentrate al the
onset of hypoxic exposure close to the walls of prealveolar
vessels and increase the formation of proteases including
collagen-cleaving MMP-13 |5]. Moreover, MMP-13 (ro-
dent-type interstitial collagenase), which plays a crucial
role in cleaving native collagen, is produced by mast cells
isolated from rat lungs exposed to hypoxia in vitro [6].

All these data support the hypothesis that LMC-de-
rived MMPs play a role in the pathogenesis of 1HPH.
Therefore, Lhis study was designed to test whether ad-
ministration of disodium cromoglycate (DSCG) - a drug
that blocks LMC degranulation and may therefore inhib-
it the MMP release — will affect the development of
HPH.

Material and Methods

Study Design

Four groups of adult male Wistar rats (Anlab, Prague, Czech
Republic) were used. Experiments were performed in accordance
with the European Community and NIH guidelines for using ex-
perimental animals. All procedures were approved by the Animal
Studies Committee of our institution,

Three groups of rats were placed in an isobaric hypoxic cham-
ber (F,0, 0.1) [7] for a period of 4 days or 3 weeks. In 2 groups
exposed to hypoxia, DSCG (40 mg/kg b.w. i.p. once a day; cromo-
lyn sodium salt, Sigma Aldrich, Prague, Czech Republic) was ad-
ministered either at an early phase of exposure to chronic hypox-
ia (first 4 days, group DSCG + H, n = 13) or at a later phase (last 4
days, group H + DSCG, n =~ 8). The third hypoxic group was un-
treated (group H, n = 13}. The normoxic group that served as con-
trol {group N, n = 13) was kept in air. Two studies were per-
formed.

Hemodynamic Measurements

After 3 weeks of hypoxic or normoxic exposure in aninals of
the N(n=8),H{(n=8),H + DSCG (n =8) and DSCG + H (n =8)
groups, pulmonary arterial blood pressure (PAP, mm Hg) was
recorded in rats anesthetized with thiopental (40 mg/kg bw. L.p.;
ICN Czech Republic, Roztoky, Czech Republic) and spontane-
ously breathing room air, using a catheter inserted in the pulmo-
nary artery via the right jugular vein [4, 8). Systemic arterial blood
pressure (mm Hg) was measured in the cannulated left carotid
artery. Cardiac output (ml/min) was estimated by ultrasonic flow
probe placed at the ascending aorta after opening the chest under
mechanical ventilation with room air [9]. After the measurements
of hemodynamics, the heart and lungs were removed from the
chest. The right heart ventricle (RV) and the left ventricle plus
septum (LV + 8) were separated and weighted. The lungs were
filled with formol solution through the trachea and stored in for-
mol for 4 weeks. Lung sections were then stained by the hema-
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toxylin resorcin-fuchsin method, and the percentage of double-
laminated peripheral vessels was counted as described previously
4, 10).

Collagen Composition of the Walls of Peripheral Pulmonary

Arteries

An additional 5 animals from the N, H and DSCG + H groups
were anesthetized with thiopental (40 mg/kg b.w. Lp.) after 4 days
of hypoxia and euthanized by exsanguination from the abdomi-
nil aorta. Their lungs were removed from the chest, the 3rd and
4th branches of the pulmonary artery were dissected, digested by
pepsin, and the supernatant with collagenous proteins was ana-
lyzed by SDS-PAGE electrophoresis. The 4-day period of hypoxia
was selected because we knew from our previous studies that col-
lagen cleavage is most abundant at the early phase of the hypoxic
exposure [2].

Statistics

Statistical analyses were performed using ANOVA with Fisch-
er’s post-hoc test. Values of p < 0.05 were considered signiticant.
The resulls are presented as means x SE,

Results

Rals exposed to hypoxia had significantly lower body
weight than controls (table 1), although before the expo-
sure, their body weight did not differ.

PAP was elevated in all groups exposed to 3 weeks of
hypoxia; however, in the group of rats treated with DSCG
during the first 4 days of hypoxia, the increase was sig-
nificantly lower (p < 0.05) than in the other 2 groups
exposed to hypoxia (fig. 1). Neither hypoxia nor admin-
istration of DSCG affected systemic arterial blood pres-
sure. Cardiac output was significantly lower in all hy-
poxia-exposed groups than in controls (p < 0.0001). No
differences in cardiac output were seen between the hy-
poxic groups (table 1).

Early application of DSCG partly prevented the thick-
ening of the walls of peripheral pulmonary arteries in
chronic hypoxia, The percentage of double-laminated
peripheral pulmonary vessels was significantly lower
(p < 0.001) in the DCSG + H group than in the H and H
+ DSCG groups (fig. 2). The RV/LV + § ratio was signifi-
cantly lower in both DCSG-treated groups compared
with the nontreated group H (p < 0.05) (table 1). The
values of the heart weight (RV + LV + S) did not differ
between the groups (N = 999 £ 20, H = 1,056 * 36,
DCSG + H=1,035 + 44 and H + DSCG =976 * 36 mg).
The weights of the RV were significantly higher (p <
0.001) in all groups exposed to hypoxia than in normox-
ic controls (N =196 * 5, H =372 * 24, DCSG + H =329
* 25and H + DSCG =309 * 18 mg). The weights of the
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Fig. 1. DSCG treatment during the [irst 4 days of chronic hy-
poxia reduces PAP at the end of 3-week exposure, All groups
exposed to hypoxia were significantly different (p < 0.0001)
from the N group. p < 0.05 between the H group and the DSCG
+ H group.

Table 1. Hemodynamic parameters

Fig. 2. DSCG treatment during the first 4 days of chronic hypox-
ia decreases the percentage of double-laminated peripheral pul-
monary vessels (DL). All groups exposed to hypoxia were signifi-
cantly different (p<0.0001) from the N group. p<0.0001 between
the DSCG + H and the H group.

Group n Body weight, g CO, ml/min SAP, mm Hg RV/LV + §, mg/g
N 8 425%8 61x3 114 & 4% 0.245 £ 0.006

H 8 337 £ 5% 7 = =i Sk 1124 0.541 £0.033*
DSCG + H (early) 8 329£ 2% 3g £ 3emb 111£5 0.467 £0.028%* **
H + DSCG (late) 8 3494 7= abpian 1184 0.470 £0.020* **

The data are means * SE. CO = Cardiac output; SAP = systemic arterial mean blood pressure.
*p < 0.05, early and late DSCG-treated groups versus the H group.

** p < 0.001, hypoxic groups versus the N group.

“Data from 7 animals; " data from 6 animals,

LV + S did not differ in groups exposed to hypoxia and
they were lower (p < 0.01) than in normoxic rats (N = 802
T 17,H=685 % 16, DCSG+H =705 £ 25 and H +
DSCG =667 * 31 mg).

Analysis of collagenous extracts from the walls of pul-
monary arteries isolated from DSCG-treated and non-
treated rats exposed for 4 days to hypoxia showed pres-
ence of the characteristic 3/4 and 1/4 fragments al and
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a2 chains of collagen type I in all groups. These frag-
ments were present in the normoxic group in minute
amounts, while the hypoxic groups showed substantial
quantities (fig. 3a), Densitometric analysis of the frag-
ments confirmed a significantly lower density of frag-
ments in extracts from the group treated with DSCG
compared with other animals exposed to hypoxia

(fig. 3b).
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Fig. 3. a Gel electrophoresis profile of collagenous extracts from peripheral pulmonary arteries shows less col-
lagen fragments in the DSCG + H group. Coll I = Standard of collagen type I from rat tail. b Relative densities
of collagen fragments in extracts from peripheral pulmonary arteries. A1 and Bl (3/4 and 1/4 fragments) of a1
chain, A2 and B2 (3/4 and 1/4 fragments) of &2 chain in the groups H, N and DCSG + H. * p<0.02and ** p <
0.01, DSCG + H group versus H group.
Discussion state, after 3 weeks of exposure, most mast cells were

The main finding of our study is that prevention of
mast cell degranulation by DSCG during the first 4 days
of exposure to chronic hypoxia significantly attenuates
the development of HPH and inhibits the presence of col-
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 partly due
to prevention of MMP release because the pharmacolog-
ical inhibition of hypoxia-induced collagenolysis attenu-
ates the development of HPH [4].

The fact that only early administration of DSCG had
an inhibitory effect on pulmonary arterial hypertension
gives support to the theory that the first days of hypoxic
exposure play a crucial role in the pathogenesis of chron-
ic HPH. In the rat, the HPH develops during the first 1-2
weeks of hypoxic exposure. Then HPH levels off into a
steady state and does not progress any further. The first
week of hypoxic exposure is characterized by radical
damage of the lung tissue [11], and the lung mast cells ac-
cumulate in the vicinity of prealveolar pulmonary arter-
ies particularly in the first week of exposure. In the steady

4 Respiration 802
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found near the conduit portion of the pulmonary vascu-
lature [5]. We hypothesize that remodeling of prealveolar
pulmonary arteries starts with an increased activity of
the interstitial collagenase MMP-13 (rodent-like intersti-
tial collagenase), which cleaves native collagen into 3/4
and 1/4 fragments. These fragments are typically present
in peripheral pulmonary arteries of hypoxic animals [12]
and, as reported by Gardi et al. [13], they can stimulate
lung collagen metabolism. We show that the amount of
these collagen fragments is reduced by inhibition of mast
cell degranulation.

Mast cells 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 hypoxic rats, similarly to our study with
DSCG treatment for only part of the exposure. The posi-
tive 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-
onstrate a protective effect of DSCG on the right ventric-
ular hypertrophy in rats exposed to hypoxia. However,

Banasovd et al.

04.03.2008 10:09:16



the used dose of DSCG was 4 times lower than in our ex-
periment (10 mg/kg b.w. i.p.). Zhu et al. [17] did not ob-
serve differences in PAP, right ventricular hypertrophy
and peripheral pulmonary vessel muscularization be-
tween intact and mast cell-deficient mice exposed to
chronic hypoxia. In contrast to the observations from our
group [5], they did not find any effect of chronic hypoxia
on the number or appearance of mast cells in control
(mast cell possessing) mice. As a possible explanation,
they argue by the relative infrequency of mast cells in the
normal mouse compared with the rat. Tucker et al, 18]
observed a wide variability in the number of lung mast
cells between species. The number of mast cells corre-
lated positively with the severity of HPH.

DSCG is a compound that inhibits the release of me-
diators from mast cells and acts as an anti-inflammatory
agent [19]. The mechanism of action is not fully under-
stoad, but it is probably mediated by the phosphorylation
of a 78-kDa mast cell protein, which leads to position-
al rearrangements of the membrane cytoskeleton and
approaches plasma and secretory granule membranes
[20]. By this mechanism, DSCG could inhibit the release
of all mediators including chymotrypsin-like proteases,
growth factors and chemotactic factors. Steiner et al, [21]
demonstrated that blockade of mast cell degranulation
significantly inhibited the microvascular response to sys-
temic hypoxia (e.g., hypoxia-induced increase in reactive
oxygen species, adherence and migration of leukocytes
and vascular permeability). All these mechanisms par-
ticipate in the pathogenesis of HPH [22].

Repeated lung inflammations with episodes of lung
hypoxia are an important cause of HPH in patients [23~
25]. Inhibitors of mast cell degranulation may mitigate
the development of HPH in these patients.

As expected, the RV/LV + § weight ratio increased in
our H group (rats exposed to chronic hypoxia only), and
this increase was attenuated in our group treated with

References
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