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Venovanie

V tychto drioch sa doZiva vyznamného Zivotného jubilea dlhoroénd vedtca Ustavu farmako-
I6gie JLF UK v Martine, prof. MUDr. Gabriela Nosalova, DrSc. Preto sme sa rozhodli okrem gratulacii
a priani vSetkého najlepsieho vydat tento zbornik, ktory prindsa okrem struéného prierezu jej boha-
tym akademickycm Zivotom aj prace z réznych oblasti farmakoldgie, z r6znych slovenskych farmako-
logickych pracovisk a od viacerych poprednych farmakoldgov, ako prejavenie Ucty k jej doterajsej

aktivnej praci v oblasti farmakologického vyskumu v byvalom Ceskoslovensku ako aj na Slovensku.

Ad multos annos, pani profesorka!

V Martine, 8.10.2012

doc. RNDr. Sofia Frariovd, PhD., mim. prof.
veduca Ustavu farmakoldgie JLF UK v Martine
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Akademicky zZivotopis prof. MUDr. Gabriely Nosalovej, DrSc.

Prof. MUDr. Gabriela Nosalov4, DrSc. sa narodila 8. oktébra 1942 v Dolnom Dubovom okres
Trnava. Napriek tomu, Ze za Studiami z rodiska odisla kratko pred doviSenim 14-tich rokov, so svojim
rodiskom je doteraz uzko spata. Po absolvovani Strednej zdravotnickej skoly v Martine v roku 1960
zacala pracovat na internom oddeleni OUNZ v Martine ako zdravotnd sestra. Na popud primara
MUDr. J. Trokana sa rozhodla v roku 1961 pokracovat v $tudiu na Lekarskej fakulte v Bratislave, ktoru
v roku 1967 uUspesne ukoncila na detasovanom pracovisku LF UK v Martine. Od 1. augusta 1967 az
doteraz sa stal jej jedinym pracoviskom Ustav farmakolégie JLF UK Martin, kde pracovala ako asis-
tentka, odborna asistentka, docentka, profesorka a v rokoch 1992 az 2008 bola jeho veducou. V roku
1974 uspesne obhdjila vedecky titul kandidatky vied na LF KU v Hradci Kralové na tému ,Vplyv rezer-
pinu na obsah kalcia v tkanivach”. Od roku 1975 sa venuje rieSeniu respirologickej problematiky hlav-
ne farmakoldgii kaslového reflexu, a to tak v ramci habilitaénej prace (docenturu ziskala v roku 1978),
doktorskej dizertacnej prace (titul DrSc. udeleny v roku 1992) ako aj inauguracnej prace (titul profe-

sora ziskala v roku 1995).

V oblasti farmakoldgie a klinickej farmakoldgie dlhodobo aktivne prispieva k vychove absol-
ventov tym, Ze odovzdava svoje odborné vedomosti z Urovne poznatkov doby. Ako veduca pracovi-
ska ddsledne dbala na zvy$ovani Grovne pedagogickej kvalifikacie uéitelov. V praxi tak naplfiala mys-
lienku, Ze iba erudovany odbornik zaruci kvalitny pedagogicky proces. Dé6kazom je sucasny stav pra-
coviska. Z poctu 7 pracovnikov je 1 profesor, 3 docenti, 1 odborny asistent (tesne pred habilitaciou)

a 2 vedecki pracovnici s hodnostou PhD.

Pocas svojho p6sobenia v odbore farmakoldgie a klinickej farmakoldgie bola Skolitelkou 15
doktorandov z ktorych doteraz 11 uspesne ukoncilo doktorandské Stidium pri zachovani vysokych

poziadaviek na ich odbornost.

Prof. Nosalovda ma velkd zasluhu na profilizacii pracoviska. Pod jej dlhoro¢nym odbornym
vedenim pracovisko ziskalo vyznamny kredit v oblasti farmakoldgie respiracného systému tak doma
ako aj v zahraniéi. Zvlast cenné su zistenia rozsirujlice poznanie mechanizmov Ucinku latok ovplyvriu-
jucich kaslovy reflex, najméa objasnenie ulohy gabaergickych, sérotoninergickych a opioidnych recep-
torovych systémov. Okrem obohatenia teoretickej roviny poznania v tejto oblasti je vyznamna aj
prakticka realizacia ziskanych poznatkov. Dokazom toho je zavedenie prvého ceskoslovenského ne-

narkotického antitusika dropropizinu do klinickej praxe. Nemenej zaujimavé su vysledky spoluprace
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s Chemickym dstavom SAV v Bratislave a Chemickym Ustavom Univerzity v Burdwane v oblasti vyuzi-

tia rastlinnych polysacharidov v lie¢be kasla.

Ziskané poznatky boli publikované vo vedeckych a odbornych publikacidch doma i v zahranici.
Prof. Nosalova je spoluautorkou 3 ucebnic, 3 vysokoSkolskych skript, 11 vedeckych monografii
z ktorych 2 boli vydané v zahranici. Jednu z nich vydalo v roku 2002 vydavatelstvo Springer. Tato
knizna publikdcia bola vydana v Indii - New Delhi (2005), v Cine — Beijing (2006) a v Grécku — Atény
(2009). Na svoje prace ziskala prof. Nosalova znacény citacny ohlas. Sved¢i o tom celkovy pocet citacii
721, ztoho 274 je v SCL. Je tieZz nositelkou 2 patentov, z ktorych 1 je realizovany. Menovana uvedené
vysledky ziskala pri rieSeni 31 grantovych uloh (APVV, LPP, VEGA, MZ SR, UK a JLF UK), v ktorych

u vacsiny bola zodpovednou riesitelkou.

Symbidzu jej odbornych vedomosti, organizac¢nych zruénosti a osobnostnych vlastnosti vyuzi-
va viacero institucii. Okrem iného pdsobila 2 funkéné obdobia ako podpredsednicka Vedeckej rady
SAV v Bratislave, ¢lenka Akreditaénej komisie vlady SR a CR, dlhoro¢na ¢lenka Komisie pre lie¢iva
SUKL, predsednitka Akademického senatu JLF UK Martin, predsedni¢ka Vedeckej rady Alpha medical
a.s., predsednicka Etickej komisie na JLF UK Martin, v rokoch 1978-2008 podpredsedni¢ka vyboru
Slovenskej farmakologickej spolocnosti, editorka Journal of Physiology and Biophysics, vedecka re-

daktorka Bratislavskych lekarskych listov a mnohé dalsie.

Za svoju pracu ziskala mnohé ocenenia ako napr. Slovak Gold (2003), 5 krat Cenu literarneho
fondu (2001 — 2005), Cenu primatora mesta Martin (2005), Cestné uznanie v rdmci udelovania oce-

neni ,Vedec roka 2006“, Zlatd medailu JLF UK Martin (2009) a mnohé dalsie.

Okrem vyssie uvedeného je potrebné na zaver skonstatovat, Ze je akademicky neustéle velmi
aktivna, Ze vsetko zvlada v dobrom zdravi, plnad energie a napadov realizovat svoje plany, a tesi sa

spolu so svojim manzelom z Uspechov svojich dvoch synov a piatich vnucat.
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Self-monitoring bronchialnej astmy s pomocou prenosného analyzatora
vydychovaného oxidu dusnatého — prvé vysledky

Martina Anto$ova®, Alica Ben¢ova?, Eva Rozborilova®

! Ustav farmakoldgie, Jesseniova lekarska fakulta UK, Martin, * Klinika pneumoldgie
a ftizeoldgie, Jesseniova lekdrska fakulta a Univerzitnd nemocnica Martin, Martin
e-mail: antosova@ijfmed.uniba.sk

Uvod

Bronchialna astma patri k chronic-
kym zdpalovym ochoreniam respira¢ného
systému. Pre toto ochorenie je typicky
eozinofilny zapal a urcitd variabilita, ktord
moZe a nemusi byt spojend s objavenim sa
objektivnych symptémov. Jednou z metdd
detekcie rozvoja eozinofilného zapalu a
teda aj predpokladu zhorSenia ochorenia
je detekcia frakcie vydychovaného oxidu
dusnatého (FeNO).

Oxid dusnaty (NO) patri k zaklad-
nym mediatorom regulujucim fyziologické
i patologické procesy prebiehajuce v respi-
raCnom systéme. Je syntetizovany z L-
argininu prostrednictvom Styroch izofo-
riem NO-syntdz, ktorych expresia a aktivita
je modulovana vplyvom viacerych faktorov
ako napr. kompeticiou s inymi enzymatic-
kymi systémami, aktivitou nuklearnych
transkripénych faktorov, pritomnostou

prozapalovych cytokinov a pod. Vplyv na
uc¢inok NO ma aj jeho rychla biotransfor-
macia a reaktivita s naslednym vytvaranim
dalSich produktov (napr. volnych kysliko-
vych radikdlov) (Ricciardolo, 2003). Vo
fyziologickych podmienkach produkuju
konstitutivne izoformy NO-syntdz (cNOS)
malé, relativne stabilné mnozstva NO.
Tieto mnoZstvd odrazaju ,normalne” hod-
noty FeNO, udavané v ppb (parts per bi-
lion), ktoré sa u dospelého ¢loveka stano-
vuju na zdklade pohlavia, vysky, fajciarskej,
alergickej anamnézy a pritomnosti akut-
neho ochorenia dychacich ciest (Tab. 1,2).
V patologickych podmienkach (napr. za-
pal), sa hladina NO zvySuje. Zaroven stlpa
aj FeNO. Kontinudlna nadprodukcia je
pravdepodobne spojend so zvySenou ex-
presiou a aktivitou induktivnej NO-syntazy
(iNOS) (Dressel et al., 2008)

Tab. 1 Referen¢né hodnoty FeNO pre nefajciarov (upravené podla Dressel et al., 2008).

1 Fajéili ste pravidelne v ostatnych 4. tyidfoch?
2 Infekeia dych. ciest v astatnych 4. tyEdhoch?
3 Znama alergicka rinitida?

4 Vyika 155 cm
160 cm

165 cm

170 cm

175 cm

ZENA 180 cm

185 cm

%, 190 cm

MUZ 195 cm

Nefajciar

Bez infekcie Infekcia
alﬁt?;ie Alergia algféie Alergia
15 22 18 28
16 18 24 28 19 23 29 34
17 20 25 29 21 24 31 36
18 21 26 31 22 25 32 38
19 22 28 32 23 27 34 40
20 23 29 34 24 36 42
21 24 31 36 25 30 38 45
22 25 32 38 27 31 40 47

27 40 33 50
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Tab. 2 Referencné hodnoty FeNO pre fajciarov (upravené podla Dressel et al., 2008).

1 Fajéili ste pravidelne v ostatnych 4. tyidfoch?
2 Infekeia dych. ciest v ostatnych 4. tyEdhoch?

3 Znama alergicka rinitida?

155 cm
160 cm
165 cm
170 cm
175 cm
180 cm
185 cm
190 cm
195 cm

4 Vyska

ZENA

MUZ

JLF UK v Martine, 2012

Fajciar

Bez infekcie Infekcia
agfgzie Alergia auﬁfgie Alergia
9 14 12 17
10 12 15 17 12 14 18 21
10 12 16 18 13 15 19 23
11 13 16 19 14 16 20 24
12 14 17 20 14 17 21 25
12 14 18 21 15 18 23 26
13 15 19 23 16 19 24 28
14 16 20 24 17 20 25 29

17 25 21 31

Viaceré prace poukazuju na to, Ze
hladina FeNO koreluje s eozinofilnym za-
palom dolnych dychacich ciest (FeNO > 50
ppb) aje relevantnou metédou vyuzitel-
nou na diferencidlnu diagnostiku nespeci-
fickych respiraénych symptomov, meto-
dou objektivnej kontroly bronchialnej as-
tmy a monitoringu odpovede na liecbu
inhalacnymi kortikosteroidmi (IKS; Smith
et al., 2005). ZvySenu hladinu FeNO vsak
mbZeme zaznamenat aj u zdravych jedin-
COV hapr. u muzov, po prijati potravin bo-
hatych na dusi¢nany, po uziti doplnkov
vyZzivy s obsahom L- argininu a pod. (Kha-
ritonov et al., 1997; ATS/ERS Recomman-
dation 2005;). Vysoké hodnoty FeNO pou-
kazuju na pritomnost eozinofilného zapalu
aj v pripade, kedy je pacient s bronchial-
nou astmou asymptomaticky. Vtedy sa tu
otvdara priestor pre viaceré otdzky. Jednou
z nich je ucinnost antiastmatickej (hlavne
protizapalovej) terapie, druhou nutnost
pravidelného a sprdvneho monitoringu
astmy. Aj pri sprdvnom diagnostickom
postupe a reprodukcii nameranych hodnét
v stlade s odporucaniami Americkej hrud-
nej spolocnosti (American Thoracic Society
—ATS) a Eurépskej respirologickej spoloc-
nosti (European Respiratory Society —
ERS), mo6Zu pri detekcii FeNO existovat
interindividudlne rozdiely vo vztahu
k veku, pohlaviu, antropometrickym pa-
rametrom a pridruzenym faktorom (napr.

cvicenie, fajcenie, ind ako antiastmaticka
farmakoterapia a pod.). Vysoké hladiny
FeNO su casto podnetom na zvysSenie ddv-
ky inhalaénych kortikosteroidov, ale pri
kontrole ucinnosti kortikosteroidnej tera-
pie prostrednictvom FeNO analyzatorov je
potrebné byt obzvlast opatrny a preverit
v tejto suvislosti vSetky potencidlne vplyvy
(Smith et al., 2009).

V poslednych rokoch sa zacala od-
borna verejnost zaoberat myslienkou vyu-
Zitia FeNO-analyzatorov v selfmonitoringu
bronchidlnej astmy. V tejto suvislosti bola
vyslovena hypotéza, ktora predpoklada, Ze
osobné (individualne) hodnoty su klinicky
uzZitoCnejSie ako referencné hodnoty na-
merané na urcitej vzorke populacie. Ana-
lyzatory, ktoré su v suéasnosti pouzivané
na detekciu FeNO su znacne drahé
a k obsluhe wvyZaduju urcité technické
zruénosti. Toto obmedzenie vyznamne
redukuje ich pouzitie v beinej klinickej
praxi. Aj napriek tomu sa vsak pouzitie
prenosnych analyzdtorov vydychnutého
vzduchu (obr. 1) pomaly ale isto stava su-
Castou odporucani starostlivosti o pacien-
ta (prevaine detského) s bronchidlnou
astmou hlavne z dovodu nevyhnutnosti
dobrej kontroly astmy.
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Obr. 1 Prehlad dostupnych prenosnych FeNO analyzatorov: a) Quark NO breath® (COSMED), b) NIOX MINO ® (Aerocrine), c) Bedfont NO
breath ® (Bedfont Scientific Ltd), d) Apeiron Insight NIOX Asthma Monitor® (Aerocrine).

V naSej praci sme sa zamerali na
mozZnost vyuZitia prenosného analyzatora
FeNO v selfmonitoringu novo diagnostiko-
vaného ochorenia ajeho variability. U
vybraného pacienta sme zacali s monito-
ringom FeNO, pri¢om zaznamendvame
»day-to-day” variabilitu hodn6t vydycho-
vaného NO vo vztahu k zakladnému ocho-
reniu, pelovej sezéne, inym ochoreniam a
terapii.

1. Maximalny vydych
(mimo pristroja)

2. Maximalny nadych
(z pristroja, cez filter)

3. Vydych do pristroja
(cez filter, bez prerusenia
kontaktu s pristrojom)

4. Vysledok sa zobrazi na

pristroji
cca do 1-2 minut
(je mozné ho ulozit’
al/alebo vytlacit)

Metoda

Selfmonitoring FeNO bol realizova-
ny udospelého probanda (33 rokov)
snovo diagnostikovanou bronchidlnou
astmou. Vybrany proband si pomocou
prenosného analyzdtora FeNO (NIOX MI-
NO® Aerocrine, Svédsko) zaznamenaval
hodnoty FeNO 2 x denne pred uzitim far-
makoterapie (rdno a vecer, obr. 2.).

e
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Obr. 2 Postup samovysetrenia s prenosnym analyzatorom FeNO — NIOX MINO ® (Upravené podla Ergonomidesign IFP).
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Analyzu tiez realizoval v pripade
nocnych tazkosti. Vydychovd doba bola
nastavena na 6 sekind. NIOX MINQ® je
prenosny analyzator vydychovaného NO,
ktory bol oficidlne schvaleny ATS a ERS na
detekciu FeNO tak u deti ako aj dospelych.
Pacient bol s pristrojom kompletne oboz-
nameny a opakovane preskusany. Name-
rané hodnoty suU aj v porovnani s pristro-
jom NIOX® hodnotené ako spolahlivé, rep-
rodukovatelné a plne vyuZitelné pre kli-
nickd prax i pre domaci monitoring. Analy-
za vysledkov bola planovana na kvartalny
interval, v praci prezentujeme 1 mesiac
monitoringu, ktory bol realizovany po za-
Cati terapie na zaciatku pelove] sezdny.
Vysledky boli sStatisticky spracované s pou-
zitim Mann-Whitneyho testu. Proband mal
byt monitorovany v priebehu celého roka
2012, pre nespoluprdcu sme museli na-
sledne zvolit iného probanda.

Vysledky

U 33-ro¢ného pacienta s prolongo-
vanym zachvatovitym kaslom po dobu 2
mesiace po infekte hornych dychacich
ciest bolo vzhladom na charakter a dennu
variabilitu symptémov vyslovené podo-
zrenie na bronchidlnu astmu. Spirometric-
kym vysetrenim bola potvrdena obstruk¢-
na ventiland porucha stredne tazkého
stupna (FEV1/FVC < 70%, FEV1 = 3,08 =
71,9%NH). Nasledne bol realizovany bron-
chodilata¢ny test, kde po 400ug salbuta-
molu doslo zlepSeniu FEV1 o 24,9%. Pa-
cient bol vySetreny aj klinickym alergolé-
gom aaj napriek uvadzanej negativnej
alergickej anamnéze boli vykonané kozné
alergické testy, s pozitivitou: trava++++,
buriny+++, ambroézia++, lipa++, plesne+++,
jarné pele+. Neskor bolo komplexné vy-
Setrenie doplnené o vysetrenie FeNO, kto-
ré bolo vysoko pozitivne, 130ppb (obr 3).
U pacienta bola preto nasadend inhala¢na
liecba v kombinacii salmeterol/flutikazon
50/500ug 1 inhalacia rano a vecer a salbu-

10
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tamol 100ug 1 inhalacia podla potreby.
Nasledne sme pacienta inStruovali o dole-
Zitosti kontroly astmy a zacal so selfmoni-
toringom. Ten prebiehal 1 mesiac, pricom
pacient bol nastaveny na kazdodenné mo-
nitorovanie — rano avecer — pred uzitim
farmakoterapie. V ramci monitoringu si
zaznamenaval aj vplyv externych faktorov
akymi v tomto pripade boli cvicenie (jazda
na bicykli) a ich vplyv na zmeny hladin Fe-
NO. Pacient nemal pocas selfmonitoringu
Ziadne subjektivne ani objektivne tazkosti,
ani raz nemusel pouZit predpisané kratko-
dobo poésobiace bronchodilatancium. Zisti-
li sme, Ze priemerné vecerné hodnoty Fe-
NO (16,24 + 2,78 ppb) boli signifikantne
nizSie ako priemerné ranné hodnoty
(20,28 + 3,27 ppb) (obr 4). Vysledky boli
spracované a Statisticky vyhodnotené s
pouzitim Mann-Whitney testu (p < 0,001).
Hodnoty po cvi¢eni boli pri individualnom
porovnani nizsie, vcelku vsak tento faktor
nemal na zmeny hladiny FeNO signifikant-

ny vplyv.

Diskusia

Bronchidlna astma je ochorenie
s postupnou progresiou, ktoré vyzaduje
pravidelny monitoring a kontrolu. V tejto
suvislosti su sledované hlavne objektivne
priznaky astmy v zmysle zvySenia ich frek-
vencie, zvySenia potreby tzv. ,ulavovych”
liekov, zhorsSenie plucnych funkcii a zvyse-
nia pocCtu exacerbacii (Bateman et al,,
2008). Tento pristup ale nezahfna monito-
ring zapalového procesu v dychacich ces-
tach. Aj preto sa metodika, ktora neinva-
zivne, jednoducho, rychlo a reprodukova-
telne odraza uroven eozinofilného zapalu
v dychacich cestach stala stabilnou suéas-
tou klinickej praxe a starostlivosti o astma-
tika. Jednou z vyhod monitoringu frakcie
vydychovaného NO je moznost denného
monitoringu v domacom prostredi (Pifferi
etal., 2011).
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M vstupné meranie 02/12
M kontrolné meranie po nasadeni terapie 04/12
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Obr.3 Signifikantné zlepsenie hodn6t FeNO po pravidelnom 2 mesaénom uZzivani inhalaénych kortikosteroidov.

—~+hodnoty réano =hodnoty vecler

30

11.4
13.4
15.4
17.4
19.4
214
23.4

Obr.4 Vyhodnotenie self-monitoringu FeNO u vybraného probanda v 1-mesacnom intervale na terapii

p<0,001 (Mann-Whitney test).

Literatira zaoberajuca sa touto
problematikou je znaéne rozporuplnd. De
Jonste a spolupracovnici (2009) poukazuju
na to, ze pravidelné monitorovanie FeNO
moze znizit riziko exacerbdcii. Na druhej
strane, praca van der Valka a kolegov
(2012) tento zaver nepotvrdzuje, aj ked'
prizndva Ze nie vSetci probandi v skupine
mali zavaznu exacerbaciu v priebehu reali-
zacie Studie. Exacerbaciu moézeme defino-
vat ako vystupriovanie zapalu dychacich
ciest, ktoré sa liSi etiopatogeneticky (in-
fekény alebo alergicky stimul) (Sykes, Joh-
nson, 2008). Po poOsobeni tychto stimulov
moze hladina FeNO pomaly stupat aj viac
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inhalacnymi kortikosteroidmi.

ako 1 -2 tyzdne pred exacerbaciou. Nami
vybrany proband nemal v priebehu me-
satného selfmonitoringu stabilné hladiny
FeNO. Rozdiely medzi dnami niekedy
predstavovali aj viac ako 10 ppb. Len dve
z hodn6t rannych merani vsak prekrodili
hladinu 25 ppb avecerné hladiny FeNO
boli vSetky medzi 13 -23 ppb. Hladiny Fe-
NO negativne neovplyvnilo ani cvicenie
a proband mohol aktivne cviéit (jazda na
bicykli) bez pritomnosti objektivnych pri-
znakov astmy. U deti bola potvrdena urci-
ta krizova korelacia medzi FeNO a pritom-
nostou symptémov, ¢o moze byt pre iden-
tifikaciu hroziacej exacerbacie dolezité



(Stern et al., 2011). U dospelych sa tato
koreldcia zatial nepotvrdila.

Daldi faktor, ktory moze ovplyvnit
hladinu FeNO je terapia inhala¢nymi korti-
kosteroidmi. Protizapalova lie¢ba kortikos-
teroidmi je zakladom lie¢by bronchidlnej
astmy. Vzhladom k systémovym a lokal-
nym neziaducim ucinkom, ktoré sa pri uzi-
vani tychto liekov objavuju, je nevyhnutné
nastavit liecbu tak, aby pacient dostaval ¢o
kym ucinkom. Pri variabilite odpovede na
kortikosteroidnu lie¢bu je nevyhnutné aby
mali lekari v klinickej praxi k dispozicii jed-
noduchy, efektivny, objektivny a zdroven
bezpecny spdsob titracie davky kortikoste-
roidov (Smith et al., 2005). Zakladné tera-
peutické postupy odporucaju aby bolo
davkovanie  prisp6sobené objektivnej
symptomatoldégii a vysledkom zakladnych
funkénych vySetreni pltuc. Daldie prace
poukazuju na to, Ze lepsie vysledky prinasa
zmena davok v zavislosti na sledovani
zmien hyperreaktivity dychacich ciest
a eozinofilie vindukovanom spute. Tieto
vySetrenia sU vSak cCasovo narocné
a v niektorych pripadoch aj tazko realizo-
vatelné. Dlhodobé pravidelné monitoro-
vanie FeNO umozni porovnat reakciu za-
palu v dychacich cestach na prebiehajicu
farmakoterapiu. V nasej prdci sme zazna-
menali ucéinnost predpisanej terapie. Po-
vodne detegovana hladina FeNO (130ppb)
bola po dvojmesacnej kombinovanej tera-
pii zredukovand na hladinu 18,26 ppb.
V ramci selfomonitoringu si pacient dete-
goval hladiny NO, ktoré boli v norme, ¢o
poukazuje na fakt, Ze eozinofilny zapal bol
pod kontrolou. Pacient tiez doteraz nepo-
uzil ziadne ,ulavové” antiastmatikum (sal-
butamol). MéZeme teda predpokladat, Ze
predpisand terapia je ucéinnd a nateraz
postacujuca. Pri koreldcii FeNO s objektiv-
nymi priznakmi astmy je mozné povedat,
Ze tato metdda je vyuzitelnd pri kontrole
ochorenia, priebehu zapalového procesu,
spravnosti a efektivnosti terapie a pod.
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Pokles FeNO neznamenad, Ze zapal je len
dobre lieceny, ale Ze pacient aj lieky uZiva
spravne atie sa dostavaju do dychacich
ciest (de Jongste 2005). Tato informacia je
uzitoénd, pretoze nespravna technika in-
halacie moze vyznamne ovplyvnit proces
liecby bronchidlnej astmy. NaSe vysledky
poukazuju na to, Ze proband bol spravne
zaSkoleny, dobre zvladol techniku inhala-
cie a lie€ivo sa dostava do dychacich ciest.

Zaver

Aj napriek tomu, Ze monitoring
prebiehal len kratku dobu, méZeme pou-
kazat na to, Ze pravidelna realizacia takto
citlivého vysetrenia v domdacom prostredi
mozZe viest k nastaveniu personalizované-
ho pristupu k pacientovi. To ale samzrejme
vyZzaduje ochotu spolupracovat na obi-
dvoch stranach. Aj napriek tomu, Ze sme
pre neochotu pacienta dalej spolupraco-
vat museli zvolit pre dalsi selfmonitoring
iného pacienta mbéZzeme konstatovat, Ze
perspektiva pre domaci monitoring FeNO
existuje, hlavne pri komplikovanych pripa-
doch bronchidlnej astmy s tazko nastavi-
telnou terapiou a neSpecifickymi priznak-
mi.

Prdca vznikla v ramci projektu Ministerstva
zdravotnictva ¢ 2007/46-UK-11 a Dobudovania
Centra experimentdlnej a klinickej respiroldgie
(CEKR Il) - ,Projekt je spolufinancovany zo
zdrojov ES” — ERDF — Eurdpskeho fondu regio-
ndlneho rozvoja.
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Introduction phase of inflammation and oxidative

Bucillamine (N-(2-mercapto-2- stress. Plausible mechanism of action is in
methylpropionyl)-l-cysteine, Fig. 1) is clini- response to oxidants such as hydroxyl and
cally used to threat rheumatoid arthritis other radicals, forming a 7-membered
and inflammation diseases. Horwitz in cyclic disulfide - SA981, (R)-7,7-dimethyl-6-
2003 (Horwitz, 2003) confirmed that this oxo-1,2,5-dithiazepane-4-carboxylic  acid
drug is efficacious in reducing of acute (Fig. 1).

0]
SH
o o N o
)k OH oxidant ﬁ/
N —_—
HS} H )

a) b)

Fig. 1 Chemical structure of bucillamine a) and its 7-membered cyclic disulfide b).

Bucillamine acted also as a power- peroxide by action of myeloperoxidase
ful *OH and ROO® scavenger. This fact was (MPO) in the presence of chloride anion
well established in 2011 with Valachova et (CI') (Weiss et al., 1982). Oxygen-chlorine
al. and in 2012 with Banasovd et al. bond is highly polarized, and HOCI is the
(Valachova et al.,, 2011, Banasova et al., source of electrophilic ClI atom. Reaction
2012). of this bond with endogenic substrates

Neutrophilic  polymorphonuclear can result in a generation of toxic inter-
leukocytes produce and release not only mediates, which may eventually lead to
reactive oxygen species (ROS); it is known cell death (Thomas et al., 1983, Grisham et
that HOCI and taurine-N-monochloramine al., 1984).

(TauCl) are the end-products of the Taurine, also generated by neutro-
neutrophilic polymorphonuclear leukocyte phils, in a reaction with HOCI forms a rela-
respiratory burst (Mainnemare et al., tively stable taurine chloramine (TauCl),
2004). Hypochlorous acid activates tyro- which is less toxic and inhibits the produc-
sine kinase signaling cascades, leading to tion of inflammatory mediators, prosta-
increased production of extracellular ma- glandins, and nitric oxide (Mainnemare et
trix components, growth factors, and in- al., 2004).

flammatory mediators. HOCI also increas- For targeting oxygen radicals and
es capacity of a,-macroglobulin to bind hypochlorous acid, the two compounds,
TNF-alpha, IL-2, and IL-6. In human neu- bucillamine and taurine may be adminis-
trophils, HOCI is generated from hydrogen tered simultaneously. However, such ap-
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plication has certain limitations, mainly
due to different distribution and hence
bioavailability of these distinct compounds
within the body compartments. It would
therefore be preferable having incorpo-
rated both functions into one single mole-
cule, thus being able to deliver the desired
effects to the respective site at once. For
this reason, we were interested in extend-
ing the activity of bucillamine by the
taurine’s HOCl-scavenging ability.
Bucillamine is in vivo metabolized
to the cyclic disulfide SA981 (Fig. 1) and S-
methyl and S,S-dimethyl derivatives
SA679 and SA672, respectively (Fig. 2).
Together with the parent structure, these
have been investigated in connection with
their immunomodulating effects (Matsuno
et al., 1998) as well as in respect to their
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Fig. 2 Chemical structures of taurine and bucillamine derivatives.

The aims of the present study were:

1. in vitro testing of bucillamine by rota-
tional viscometry. The initiator of oxida-
tive degradation of high-molar-mass HA
was Weissberger’s oxidative system, com-
prising ascorbate (100 uM) and Cu(ll) ions
(1 uMm).

2. to design a bucillamine derivative capa-
ble of scavenging HOCI/OCI" by combining
the structures of the parent compound
and taurine. The original activity of
bucillamine has to be retained and molec-
ular weight of the resulting derivative
should not exceed 500 Da.

Materials and methods
Biopolymer and chemicals for rotational
viscometry

High-molar-mass HA sample
P0207-1 (M,, = 970.4 kDa) was purchased
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potential to improve impaired angiogene-
sis via inducing synthesis of vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) (Distler et al.,
2004). Interaction of bucillamine, its de-
rivatives X, Y, Z (Fig. 2) and others with
human serum albumin (HSA) has been
examined in a study of Narazaki et al.
(1996), aimed to elucidate reaction mech-
anism of covalent binding between HSA
and thiol containing compounds. The abil-
ity of bucillamine and SA981 to induce
glutathione biosynthesis via activation of
the antioxidant-response element (ARE)
by transcription factor Nrf2 has also been
studied and their possible
chemopreventive properties against can-
cer have been suggested (Wielandt et al.,
2006).

0 S\ o} S\
NJ;(OH NL[(OH
s H HS H
o) o)
z

Y (SA672)

from Lifecore Biomedical Inc., Chaska, MN,
U.S.A. Further chemicals used were identi-
cal to those reported previously (Bariasova
etal., 2012, Valachova et al., 2011).

Chemicals for synthesis of a bucillamine
derivative

2-Bromoethylamine hydrobromide
and N,N-dimethylformamide (DMF, abso-
lute, over molecular sieve) were pur-
chased from Sigma-Aldrich. Reaction pro-
gress was monitored by thin-layer chro-
matography (TLC) on Merck silica gel F-
254 plates and visualization was per-
formed using UV light (254 nm). Structure
of the compounds was analyzed by *H nu-
clear magnetic resonance (NMR) spectros-
copy Varian Mercury Plus Instrument (300
MHz) at 20°C in CDCl3 with (CHs)4Si (0.00
ppm) as an internal standard. Column



chromatography was performed on Merck
silica gel 60.

Rotational viscometry and study of unin-
hibited and inhibited hyaluronan degra-
dation

Standard experimental conditions
used were as already published
(Valachova et al., 2011). The dynamic vis-
cosity of the reaction mixture (8 ml) con-
taining HA (20 mg), ascorbate (100 uM)
and Cu(ll) ions (1 uM) in the absence and
presence of bucillamine (1-100 uM) was
monitored by a Brookfield LVDV-II+PRO
digital rotational viscometer (Brookfield
Engineering Labs., Inc., Middleboro, MA,
U.S.A.) at 25.0 * 0.1°C at a shear rate of
237.6 s for 3 h in a reservoir-spindle cou-
ple made of Teflon® (Valachové et al.,
2011). The drug was introduced into the
reservoir vessel at the start of reaction or
1 h after the reaction onset.

Synthesis of a bucillamine derivative

The alkylation of SA981 was carried
out as follows. SA981 (50 mg, 0.23 mmol)
was dissolved in 1 ml of DMF in a 25-ml
round-bottomed flask, and triethylamine
(0.11 ml, 0.79 mmol) was added drop-wise
via syringe followed by 2-
bromoethylamine hydrobromide (70 mg,
0.34 mmol). The mixture was heated to
50°C for 1 hour and then left to stay at
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room temperature. The reaction was
stopped after 24 hours. After this time, it
was diluted with distilled water, extracted
with ethyl acetate (3x), dried over Na,SO4
and concentrated under reduced pressure.
The crude mixture was separated by col-
umn chromatography (CHCl3:CH3;0H =
30:1).

Results and discussion
Rotational viscometry

Time-dependent rheological chan-
ges of HA macromolecules in solution can
directly be assessed by rotational visco-
metry (Soltés et al., 2006, Valachova et al.,
2008). Free-radical degradation of high-
molar-mass HA was induced by Weissber-
ger’s system, 1 uM Cu(ll) plus 100 uM as-
corbic acid, generator of 100 uM *OH radi-
cals (Valachova et al., 2011). Under these
conditions the dynamic viscosity of the HA
solution decreased during three hours
significantly (Fig. 3, panel A, B, curve 0).
However, as evident from Figure 3, addi-
tion of 1, 10 or 100 uM bucillamine either
before the reaction onset (panel A)or 1 h
after the initiation of HA degradation (pa-
nel B) totally inhibited degradation of HA
macromolecules. The fact that bucillami-
ne, in all concentrations tested, totally
inhibited oxidative degradation of high-
molar-mass HA may be explained also by
sequestration of Cu(ll).
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Fig. 3 Effect of bucillamine on free- radical degradation of HA induced by Weissberger’s oxidative system comprising 1.0 uM Cu(ll) and 100
1M ascorbate. Concentration of bucillamine in the reaction mixture was 0, 1, 10 and 100 pM, traces 0, 1, 2 and 3, respectively. The
drug was added before the reaction onset (panel A) or 1 h after the reaction onset (panel B) (adapted from Banasova et al., 2012).
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Synthesis of a bucillamine derivative point of view, however, free thiol groups
complicate synthetic strategy, because when
once deprotonated, they are fairly
nucleophilic and could readily compete with -
COO" or form thioester under dehydrating
conditions. Therefore, we thought it would be
elegant to select available SA981 as the start-
ing material for the transformation and only
after then reduce the disulfide bond.

When a molecular structure is to be
modified, a detailed investigation concerning
its features is required. Of the modes of
bucillamine and a resulting disulfide metabo-
lite SA981 action, it is evident that two thiol
functions are inevitable to the original activity
of the compound. Among the remaining func-
tional groups, only carboxylate is amenable
for simple modification. From the synthetic

o} o
H ‘X\\O H x
O N— derlvatlzatlon N dISU|fIde
3 w reductlon
is*s
HOCI scavenging activity of taurine Introduction of -CH,-CH,-NH, moiety to
is due to the primary amino group in its SA981 could be instead carried out by
structure. Direct reaction of SA981 with means of:
taurine is not feasible, because NH, group a) esterification with commercially
would preferably form an amide with car- available N-protected aminoethanol in the
boxylic function of the former. It is con- presence of a dehydrating agent. Howev-
ceivable to protect the amino group of er, conditions for the last step - removal of
taurine, but still the resulting mixed anhy- the protecting group (PG) would have to
dride would be prone to hydrolysis and at be compatible with the rest of the mole-
least two more steps would be necessary. cule (ester and amide functions).
?\\ HO._~. ci\\
H o\ 1. NHPG H NH>
o N & OH - o N O/\/
i w dehydrating agent i w
2. deprotection
s—S s—S
b) reduction of carboxylate to c) direct alkylation of carboxylate
carbinol and subsequent reaction with by 2-bromoethylamine in the presence of
(protected?) taurine. This approach would a base. The reaction should proceed under
present a significant alteration to mild  conditions  and beside  2-
bucillamine structure, though. Moreover bromoethylamine, a number of analogous
and again, the reducing conditions would reagents is commercially available as hy-
have to be compatible with ester, amide drochlorides or -bromides for further in-
and disulfide functions. vestigation. We decided to favor this ap-
proach.
o} o} NH,
hoo O\ HBr H W o SH
O N ‘“\ OH H2N\/\ O N \\\ O
3 Br w -S-8- reduction })k o
_— > N " NH,
55 base 5-S HS H o

M = 266.38
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To increase solubility of the target
compound in water, the primary amino
group could be eventually transformed
into hydrochloride.

The alkylation of SA981 following
approach c) was performed as described
in Materials and methods. After time-
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1H NMR, 300 MHz
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consuming chromatography, 10 mg of a
product (which would account for a 17%
yield) was obtained in the form of yellow
oil. Its 'H NMR spectrum, see Figure 4.
Stoichiometric addition of silver(l) salt
(AgNOs) as a catalyst did not lead to any
improvement (Aron et al., 2005).

Fig. 4 "H NMR spectrum of SA981 alkylation product and TLC plate.

Triplet at 2.45 ppm with doubled
integrated intensity compared to other
signals clearly shows incorporation of -
CH,-CH,- moiety into the structure. The
other triplet is presumably hidden in the
multiplet at 1.76-2.11 ppm. Detailed anal-
ysis of the spectrum would be possible
after additional purification. Further inves-
tigations are performing.

We have prepared a bucillamine
derivative with a potential to act as a
scavenger of hypochlorite. This is in ac-
cordance with our aim to synthesize and
assess a modified bucillamine structure
with enhanced activity towards reactive
oxygen species, namely HOCI. However,
further elaboration of synthetic procedure
(replacement of base, solvent) is required.
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Uvod

UZ vroku 1775 Pristley upozornil
na to, Ze kyslik, bez ktorého Zivot Zivoci-
chov na Zemi by bol nepredstavitelny a
Zivotnych pochodov, moze byt aj toxicky.
Zhruba pol storocia po objave existencie
volnych radikdlov (Gomberg, 1900) Ger-
schman et al. (1954) boli prvi, ktori vyslo-
vili predpoklad o spolocnom zdklade ra-
diatného poskodenia a toxicity kyslika.
Tento predpoklad bol neskdér potvrdeny
objavom superoxiddizmutazy  (SOD)
McCordom a Fridovichom (1969). Dnes
vieme, Ze prenosom jedného elektrénu na
0, vznikd superoxidovy radikal (O," "), kto-
ry sa dizmutuje pésobenim SOD na H,0.,.
Za pritomnosti Zeleza alebo medi z H,0,
vznikd hydroxylovy radikal (*OH) a z neho
myeloperoxiddzou kyselina chlérna (HOCI)
alebo singletovy kyslik (*0,). V endoteli
ciev, v nervovych vldknach, v kostnej dre-
ni avinych tkanivach vznikaju aj dalsie
radikaly, napr. endotelovy relaxaény faktor
(°’NO), alkoxylovy radikal, peroxylovy radi-
kal, semichindnovy radikal, atd. Vzniknuté
radikaly (vratane reaktivnych foriem kysli-
ka - ROS), mo6Zu interagovat napr. s fosfo-
lipidmi, nukleovymi kyselinami (DNK,
RNK), aminokyselinami, proteinmi, sacha-
ridmi, alebo navzdjom napr. 0," " s *NO za
tvorby peroxinitritu, ktory je reaktivnejsi
a menej stabilny ako po6vodny radikal.
Rychlost a selektivita radikalovych reakcii
je ovplyvnend koncentraciou pritomného
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radikdlu a jeho Zivotnostou (Tab.1).
Mnohé radikdly su pre zakladné metabo-
lické, alebo obranné procesy ZivociSneho
organizmu nevyhnutné. Ak sa narusi rov-
novaha medzi tvorbou a odburavanim-
eliminaciou radikdlov prostrednictvom
SOD, katalazy (CAT), glutationperoxidazy
a antioxidantov (napr. a-tokoferol, kyseli-
na l-askorbova, B-karotén, kyselina moco-
va, glutatién, taurin, laktoferin, albumin,
ceruloplazmin, transferin), t.j. medzi proo-
xidaénymi a antioxidacnymi procesmi
v prospech prooxidacnych procesov, sta-
vaju sa radikdly Skodlivymi (pre prehlad
vid. Bauer a Bauer, 1999; Maghzal et al.,
2012; Verbon et al., 2012).

Pocas poslednych troch desatroci
sa postupne nahromadilo mnoZstvo expe-
rimentalnych udajov sveddiacich
o vyznamnej Ulohe ROS za fyziologickych
aj patologickych podmienok u cicavcov.
Ukazalo sa, Ze nadmerna tvorba, alebo
znizend eliminacia ROS zohrava vyznamnu
ulohu v patogenéze velkého poctu chorob
sprevadzanych, alebo zapri¢inenych poru-
chou tonusu hladkych svalov, ako su
ochorenia srdca aciev, dychacich ciest,
ako aj poskodenia zaZivacieho systému
(Repine, 1991; Martinez a Andriantsitoha-
ina, 2009; Alfadda a Sallam, 2012). Cielom
tejto prace je zhrnat niektoré z nasich vy-
sledkov ziskanych v pokusoch na prepara-
toch hladkych svalov zazivacieho, dycha-
cieho systému a ciev.
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Tab. 1 Polcas rozkladu volnych radikélov.

VoPny radikal Polcas (s) Fyziologicka koncentracia
(mol/l)
Superoxidovy anionradikal spontanne hodiny/dni (en- 10 - 10"
(0,°) zymaticky 10°)
Peroxid vodika (H,05) spontanne hodiny/dni (en- 107 -10"
zymaticky mintty)
Hydroxylovy radikal ("OH) 107
Singletovy kyslik (‘O,) 107
Kyselina chlérna (HOCI) niekol’ko sekund
Oxid dusnaty ("NO) 1-10 107
Peroxynitrit (ONOO ) 0,06-1,0
Alkoxylovy radikal (RO") 10°
Peroxylovy radikal (ROO®) 7
Semichinénovy radikal minuty/hodiny

Metodiky

Pokusy sme uskutocnili na izolova-
nych preparatoch ilea atrachey morciat
ako aj hrudnej aorte potkanov. Podrobny
popis pouzitych metodickych postupov a
roztokov je uvedeny v nasSich predchadza-
jucich pracach (Bauer, 1981; Bauer et al.,
1999, 2011a; Matyas et al., 2002). Zvierata
boli usmrtené pretrhnutim vazu. Experi-
mentdlne postupy boli odsuhlasené Etic-
kou komisiou UEFT SAV a Statnou veteri-
narnou a potravinovou spravou SK. H,0,
bol jednoduchou chemikdliou, ‘OH sme
generovali systémami FeSO,/kyselina as-
korbova, alebo FeSO.,/H,0, 0," xan-
tin/xantinoxidazou a 0, systémom NaOCl/
HzOz.

Vysledky
Vplyv ROS na ileum moréata

Na rozdiel od 0, (Obr. 1D) a 0,
(Obr. 1F), ktoré vyvolali monofazickd kon-
trakciu, H,0, (Obr. 1A-C) a "OH (Obr. 1E)
zvysili tonus celého ilea (Obr. 1) a jeho
longitudindlnej svalovej vrstvy (Obr. 2) len
prechodne. Aj za pretrvavajucej pritom-
nosti pouzitych ROS v roztoku svalovy to-
nus klesol pod inicialnu droven. Za pri-
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tomnosti atropinu (1 puM) a guanetidinu
(10 uM) (Obr. 1B), alebo po odstraneni
epitelu (Obr. 1C) sa nezmenil charakter,
len intenzita pbsobenia ROS (na obrazku
je priklad v pripade p6sobenia H,0,). Ak
vSak bol tonus zvySeny napr. histaminom
(1 uM), H,0, relaxoval sval po prechodne;j
minimalnej kontrakcii (Obr. 1B).

Amplituda kontrakcie ilea mordiat
vyvoland acetylcholinom (10*-10* M)
bola zavisla od koncentracie. Ak sme apli-
kovali acetylcholin po rozvinuti druhej fazy
ucinku H,0, (1 a 10 mM), doslo ku nekom-
petetivnemu potlaceniu kontrakcie (Obr.
3), t.j. zniZeniu svalového tonusu.

Vplyv ROS na hrudnu aortu potkana

ROS vyznamne ovplyvnili aj tonus
cievneho hladkého svalu. P6sobenie H,0,
a "OH sa aj na cievnom hladkom svale liSilo
od Uéinku O," Tonus pruzkov hrudnej aor-
ty potkana, predkontrahovanej KCl (100
mM) sa zvysil po aplikdcii O,", generova-
nom xantinom (0,1 mM) a xantinoxidazou
(0,1 1U/ml), alebo N-formyl-metionyl-
leucyl-phenylalaninom (0,1 uM) aktivova-
nymi  neutrofilmi  (10°  buniek/ml).
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Obr. 2Zmeny svalového tonusu longitudindlneho svalu morcacieho ilea vyvolané pdsobenim X/XO (10 mM xantin/2 mU/ml xantinoxidaza),
NaOCl/H;0; (100 mM NaOCIl/100 mM H,0,), FeSO, /Asc.Ac. (100 mM FeSO,/100 mM kys. askorbovd) a H,0, (1mM). Vysledky su
priemer + S.E.M zo 7-10 experimentov, * P<0,05, ** P<0,01.

Na rozdiel od O0,", "OH aj H,0; rela-
xovali predkontrahovanu aortu. Zatial ¢o
relaxacné posobenie H,0, bolo vyznamné,
‘OH zniZoval tonus predkontrahovanej
aorty len minimalne (Obr. 4A). Acetylcho-
lin (1 uM) znizil tonus predkontrahovane;j
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aorty 0 20-35%. Na vrchole tGéinku O," sa
ampliduda relaxacie vyvolanej acetylcholi-
nom vyznamne nezmenila. Aj vtomto
ohlade sa odliSovalo pdsobenie 0,” od
‘OH aj H,0,, ktoré oslabovali relaxaéné
pbsobenie acetylcholinu (Obr. 4B).
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Vplyv ROS na tracheu morcata pouzila zmes 100 mM FeSO, a 100 mM
Pokojovy tonus trachey morcata H,0, (Obr. 5B) v porovnani so zmesou 100
bol tiez vyznamne ovplyvneny ROS. PGso- mM FeSO,4 a 100 mM kys. askorbovej (Obr.
benie H,0, a ‘OH sa aj na dychacom 5C). Casovy priebeh ich pdsobenia sa viak
hladkom svale ligilo od G&inku O,”. Potas navzajom nelisil. Amplitida kontrakéného
dlhodobého pésobenia 0,* (10 mM xan- pbsobenia H;0; (0,5 mM) bola porovna-
tin/ 2 mU/ml xantinoxidaza) sa svalovy tefnd s amplitidou kontrakcie vyvolanej
tonus signifikantne nezmenil (Obr. 5D). zmesou FeS04/H,0,. Zvy3eny tonus viak
Obe fazy pésobenia *OH (inicidlna kon- pretrvaval ~ az  dvojnasobne  dlhsie
trakcia a neskora relaxacia) boli niekolko- arelaxatna faza bola miernejSia ako
nasobne vicsie ak sa na produkciu "OH vpripade  FeSO4/H,0,  (Obr.  5A).
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Obr.3 Inhibicia kriviek zavislosti Gc¢inku od koncentracie acetylcholinu (A(:h;lO’11 -10* M, m-kontrola) pésobenim H,0, v koncentracii 1 mM
(e,* P<0,05) a 10 mM ( A ** P<0,01) na izolovanom ileu moréata. Vysledky su priemer + S.E.M z 5-10 experimentov.
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Obr.4 A - Vplyv H,0, (0,1 mM); 0,1 mM FeSO, /0,15 mM H,0,(*OH ); 0,1 mM xantin/0,1 IU/ml xantinoxiddza (0,") a N-formyl-metionyl-
leucyl-phenylalaninom ( 0,1 uM) aktivovanych neutrofylov (NEUT, 10° buniek/ml) na svalovy tonus izolovanej hrudnej aorty zvy$eny
100 mM KCl. B - pdsobenie acetylcholinu (1 uM) pred (pIné stipce) a za pritomnosti jednotlivych ROS po dobu 15 min (prazdne stip-
ce).
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Obr.5 Vplyv H,0, (0,1 mM - A), *OH (0,15 mM H,0,/0,1 mM FeSO, — B, resp. 0,1 mM FeSO,/0,1 mM kys. askorbovej - C) a 0,"(0,1 mM

xantinu/0,1 IU/ml xantinoxiddzy - D) na izolovanu tracheu mordata.

Diskusia

Vysledky prezentované v tejto pra-
ci jednoznacne potvrdzuju posobenie ROS
na tonus, spontannu a evokovanu aktivitu
hladkych svalov, ktoré mézu byt vyznamné
pre viacero Zivotne dblezitych funkcii,
napr. reguldciu krvného tlaku, gastrointes-
tindlnu motilitu, reaktivitu hladkych svalov
dychacieho systému a pod. (Bauer
a Bauer, 1999; Bauer et al., 2011a,b; Hen-
ricks a Nijkamp, 2001; Thomas a Balasub-
ramanian, 2004; Fearon a Faux, 2009; Bar-
nes, 2011; Zhang et al, 2011 ).
V mechanizme ich vzniku a posobenia zo-
hrava, okrem inych, vyznamnu ulohu
ovplyvnenie metabolizmu arachidénove;j
kyseliny (Matyas et al., 2002; Bauer et al.,
2011a). Po6sobenie jednotlivych ROS na
konkrétny organ obsahujuci hladké svaly
sa mozZe diametralne odliSovat. Ako sme
ukazali, G¢inok 0,” a 'O, sa odliduje od
vplyvu H,0, a "OH. Zaznamenali sme vyz-
namny rozdiel medzi ich pbsobenim
na vsetky Studované hladko-svalové pre-
pardty (Crevny, cievny, dychaci). Tieto vy-
sledky v zhode so skorSimi pozorovaniami
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ukazali, 2e  0," alebo HOCI vyvolavaju
hyperreaktivitu dychacich  (Weiss
a Bellino, 1986) a cievnych (Bauer et al.,
2011a) hladkych svalov blokovatelnd SOD
a, ze H,0, wvyvolava hyperreaktivitu na
karbachol a cholinergické nervové drazde-
nie (Bauer et al., 1997).

Zda sa, Ze epitel zazivacieho a dy-
chacieho systému a endotel ciev su zrani-
telnejsie ako samotné hladké svaly (Ayars
et al., 1989; Bauer et al., 1998; Matyas et
al., 2002). Vyplyva to z faktu, Ze su aj Cas-
tejSie vystavené poOsobeniu ROS exogén-
neho (napr. ozén, oxidy dusika, rozne
znedisteniny a cudzorodé latky, castice)
a endogénneho pévodu (napr. ischémia-
reperflzia, zapalové bunky, peroxizomy,
metabolity xenobiotik) ako samotné hlad-
ké svaly.

KedZe sa pani prof. Nosalova, kto-
rej je tento zbornik venovany, vo svojej
vedeckej praci venovala predovSetkym
otdzkam farmakolégie respiraéného sys-
tému, na schéme (Obr.6) sme zosumarizo-
vali nase Uvahy o moZnych mechanizmoch
posobenia ROS na dychacie hladké svaly.
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Obr.6 Znazornenie mozného mechanizmu posobenia ROS na dychaci systém. Za fyziologickych okolnosti (pritomny intaktny epitel) ROS
vyvolaju prechodné zmeny svalového tonusu. Za patologickych podmienok (po poskodeni celistvosti epitelu) spdsobia silnu a dihotr-
vajucu kontrakciu. ROS — reaktivne formy kyslika, SOD — superoxiddizmutdza, Cat — kataldza, LMWAO — nizkomolekulové antioxidan-
ty, O,"- superoxid, *OH — hydroxylovy radikél; H,O, — peroxid vodika, Me" - katién kovu, e” - elektrén.

Zatial nepozname uplne vsetky fy-
ziologické ulohy volnych radikalov v dy-
chacich cestach. Okrem predpokladanej
blahodarnej fyziologickej ulohy (napr. vo
fagocytdze) sa stale viac hromadia poznat-
ky aj o ich poSkodzujucich ucinkoch. Vyna-
ra sa otazka, ¢i su ROS "Uspechom alebo
omylom" prirody? Kontrakény ucinok ROS
na dychacie cesty sa dnes jednoznacne
hodnoti negativne. Z nasich vysledkov vsak
vyplyva, Ze zo Studovanych ROS jedine
H,O, zvysi tonus trachey dlhodobo, ato
tiez len prechodne pokial je epitel intakt-
ny. ‘OH je povaZovany za najtoxickejsi
kyslikovy radikal, len kratkodobo kontra-
huje hladky sval trachey (ak bol epitel in-
taktny) a to tiez len v pripade, ak bol gene-
rovany systémom H,0,/ FeSO,. Trachea sa
voci kontrakénym ucinkom 0,", a z velkej
Casti aj kontrakénym a&inkom *OH a H,0,,
zdd byt chranena intaktnym epitelom.
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MozZno preto predpokladat, Ze akutnym
drazdenim dychacich ciest aktivované bie-
le krvinky okrem inych latok produkuju aj
ROS na lyzu a odstranenie partikuldarneho
iritantu. Ako prvy metabolit kyslika vznika
0,". Ten pri intaktnom epiteli neméa
vplyv na tonus trachey, pretoze je rychle
eliminovany SOD ainymi antioxidantmi
epitelovych buniek. Vplyvom SOD sa 0,"
metabolizuje na H,0,, ktory prechodne
kontrahuje tracheu. Tato c¢asto zdporne
hodnotena kontrakcia spojena s kasfom a
zUzZenie lUmenu dychacich ciest by mohla
byt fyziologickym obrannym mechaniz-
mom zabranujicim prenikaniu iritantov
hlbSie do dychacich ciest. Po odstraneni
iritantu kaslom sa postupne rozvinu rela-
xacné mechanizmy a tonus trachey sa vrati
do pbévodného stavu. Relaxacia sa urychli
pri premene H,0, za pritomnosti dvoj-
mocného Zeleza na ‘OH. Zda sa teda, Ze



priroda kona v zmysle "menSieho zla".
ROS vyvolaju lyzu epitelidlnych buniek,
uvolfuju antioxidacné latky, obohatia tym
antioxidacné vybavenie mukusu
a mechanizmom spéatnej vazby reguluju
koncentraciu ROS a ich dalSie posobenie
na epitel a hladky sval dychacich ciest.

Situdcia sa vyrazne zmeni, ak iritant
posobi dlhodobo a poskodi epitel. Pokles-
ne tak antioxidacnd kapacita dychacich
ciest. Na takto patologicky zmenenom
teréne uZ i samotny O," dokdaZe kontraho-
vat tracheu. Z neho vznikajuci H,0,
a nasledne generovany °‘OH vyvoldvaju
dlhotrvajucu kontrakciu aZ pretrvdvajuce
zUzenie limenu trachey. V zhode s tymito
vysledkami je nami popisany vyrazne zni-
Zeny relaxacny ucinok ROS na deepitelizo-
vanej trachei v porovnani s intaktnymi
preparatmi (Matyas et al.,. 2002). Z tychto
uvah vyplyva, Ze pdsobenie ROS pocas
ataku iritantu na dychacie cesty zdravych
jedincov je "uspechom" prirody, a az ked'
je epitel dychacich ciest dlhodobymi, ale-
bo opakovanymi atakmi poskodeny, na-
hromadenie ROS sa stava "omylom" pri-
rody.

Zaver

P6sobenie ROS méze byt jednou z
pricin poskodenia hladko-svalového tkani-
va, alebo organu. Ako sucastou patofyzio-
logickych mechanizmov zodpovedaju za
vznik ochorenia, alebo len doprevadzaju a
su sekunddrnym prejavom ochorenia ale-
bo zmenenej reaktivity hladkého svalu.
Intaktné epitélium a endotélium mozu
efektivne ochranit hladky sval od neZiadu-
ceho po6sobenia ROS.

Podporené grantom VEGA 2/0031/12.
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Uvod

Reumatoidnd artritida (RA) je mul-
tifaktoridlne ochorenie, na ktorého etiopa-
togenéze sa podielaju genetickd dispozi-
cia, Zivotné prostredie, ale aj rozmanité
stochastické procesy. Redoxna nerovno-
vaha (Casto nazyvand oxidacny stres) je
vyznamnou mierou zahrnuta v patogenéze
tohto ochorenia. Oxidacny stres (OS) je
vysledkom zvySenej produkcie reaktivnych
foriem kyslika (RFK) a reaktivnych foriem
dusika (RFD) pri sucasnej redukcii fyziolo-
gickych obrannych antioxidaénych systé-
mov. RFK/RFD moduluju signadlne procesy
kontrolujuce expresiu génov a ovplyviuju
intracelularne procesy podielajuce sa na
rozvoji chronického zapalu. Odpovedou na
OS je nadprodukcia proinflamacnych cyto-
kinov, ktord nasledne spoOsobi 0OS
v cielovych bunkdach. V priebehu oxidac-
ného stresu sa mnohé proinflamacné cy-
tokiny, ako napr. TNF-a a interleukiny IL-
1B, IL-2, IL-6 a IL-12, produkuju vo zvyse-
nej miere ako reakcia na aktivaciu NF-kB,
faktora citlivého na zmeny redoxného sta-
vu buniek. Posobenim proinflamacnych
cytokinov sa nasledne vo zvySenej miere
tvoria RFK, ktoré opatovne aktivuju NF-kB,
¢o ma za nasledok nadprodukciu tychto
cytokinov klucovych pre zapal. Tento ,,za-
Carovany kruh“ méze prerusit aktivacia
sucasti antioxidacnej odpovede. Beruc do
uvahy ulohu OS v patogenéze RA, zistilo
mnoho predklinickych i klinickych stadii
korelaciu medzi zvySenou intenzitou OS,
znizenymi hladinami endogénnych antio-
xidantov a mierou rozvoja ochorenia. Tieto
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Studie poukazali na moznost a doleZitost
terapeutickej intervencie RA zalozenej na
redukcii OS.

Uloha oxidaéného stresu v patogenéze
reumatoidnej artritidy

Metabolizmus kyslika ma dolezitu
Ulohu v patogenéze RA. Oxidacny stres
v organizme vznikd vtedy, ked produkcia
RFK v bunkach pocas oxidativnej fosforyla-
cie a pocas oxida¢ného vzplanutia aktivo-
vanych fagocytov prekrodi ich pufrovaciu
schopnost. Nadmerna produkcia RFK méze
poskodit proteiny, lipidy, DNA a kompo-
nenty medzibunkového matrix. RFK su aj
dolezitymi signdlnymi molekulami, ktoré
zosilAuju synovialnu zapalovo-
proliferativnu odozvu. Opakované strieda-
nie hypoxie a reoxygenacie v spojeni so
zmenami synoviadlnej perfuzie aktivuje
faktor-la indukovany hypoxiou (HIF-
lalpha) a NFkB. Tieto transkripéné faktory
su regulované bunkovou oxygenaciou a
stimuldciou cytokinmi, a nasledne spustaju
expresiu mnohych génov zodpovednych za
pretrvdvanie synovitidy. Porozumenie
komplexnym interakciam v tychto signal-
nych drahach by mohlo priniest nové te-
rapeutické stratégie pre RA (Hitchon a El-
Gabalawy 2004). V etiopatogenéze RA su
primarne a dominantné imunologické me-
chanizmy uzko spojené s redoxnou nerov-
novahou v organizme, ktord moze poten-
covat chronické zapalové procesy (Kunsch
et al. 2005). Produkcia reaktivnych foriem
kyslika a dusika (RFK a RFD) neutrofilmi a
makrofagmi v zapalovom tkanive priamo


mailto:katarina.bauerova@savba.sk

Nové trendy vo farmakoterapii IV.

poskodzuje strukturu a funkénost tkaniva.
Nase prace, ako aj studie inych autorov,
poukazuju na délezitu ulohu OS v patoge-
néze RA (Bauerova a Bezek 1998; Bauero-
vad a Bezek 1999; Bohanec et al. 2009;
Strosova et al. 2009).

Patogenéza RA je spojend s ucas-
tou imunitnych mechanizmov vo vsetkych
Stadiach choroby. Délezitu ulohu zohrava-
ju T-lymfocyty. OS indukuje hyporeaktivitu
T-buniek (Cemerski 2003). Ukazuje sa, Ze
dysregulacia produkcie cytokinov zodpo-
veda za imunopatologické zmeny. Pocas
RA sa v syndviu vytvdraju zdrodocné cen-
tra typické pre lymfatické uzliny, v ktorych
sa vytvaraju imunokomplexy. Tieto na-
sledne indukuju zapalovy proces, na kto-
rom sa podielaju najma polymorfonukle-
arne leukocyty (PMNL) (Buc a Rovensky
1999). Zapalové procesy sa rozvijaju najma
v syndviu kibov. Leukocyty, chemotakticky
pritahované do syndvia, su primarnym
zdrojom RFK. RFK mézZu byt produkované
aktivovanymi makrofagmi v synovialnej
membrane a neutrofilmi v synovialnej ka-
vite (Bauerova et al. 2009a; Firestein
2003). Pri RA dochadza k progresivnej de-
gradacii polysacharidov kibovych $truktar
ako su chrupky, synovialna tekutina a sy-
novialna membrdna. Degraddacia hyaluro-
nanu (HA), klic¢ového polysacharidu, je
pre RA charakteristickd. Pri RA sa velké
mnozZstvo neutrofilov akumuluje
v synoviadlnej tekutine pacientov. Tieto
bunky menia oxida¢ni homeostazu a ich
produkty, predovsetkym RFK a RFD, pri-
spievaju k destrukcii kibovych $truktir do
takej miery, 7e kib straca funkénost (Hen-
rotin et al. 2003). Pozmenené bielkoviny
a nukleové kyseliny su rozpozndvané ako
,cudzie” a nasledne autoimunne reakcie
spOsobuju vyvoj ochorenia a z RA sa stéva
systémové ochorenie postihujuce cely
organizmus.

Funkcie lymfocytov a neutrofilov su
modulované Specifickymi receptormi, kto-
rych expresia je kontrolovand rbéznymi
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humoralnymi faktormi. Nedavno sa preu-
kazalo (Boldyrev 2009), Ze jeden z tychto
receptorov — glutamatovy receptor aktivo-
vany NMDA je integrujucou Strukturou,
ktord spaja nervovy aimunitny systém.
Zistilo sa Zze, receptory NMDA reguluju
produkciu cytokinov aktivovanymi
T-lymfocytmi v podmienkach in vitro. Do-
teraz sa vSak neidentifikovali prirodzené
ligandy tohto receptora v periférnej krvi.
Neutrofily su klic¢ovymi bunkami zapalo-
vého procesu pri RA. Maju silnu cytotoxic-
ku aktivitu, a neutrofily aktivované zapa-
lom produkuju mnoZstvo cytokinov a
chemokinov, ktoré maju priamy vplyv na
progres zapalového procesu. Infiltrujldce
neutrofily v synéviu udrzuju lokdlny zapal
a uvolnenim velkého mnoiZstva proteaz,
RFK/RFD a aktivaciou enzymu myelopero-
xidazy vyvolavaju poskodenie chrupky kibu
(Cascao et al. 2010; Lefkowitz DL
a Lefkowitz SS 2001; 2008; Podrez et al.
2000).

Makrofagy vyznamne participuju
na patogenéze RA, vzhladom na ich nad-
mernu pocetnost v zdpalovej synovidlnej
tekutine, synovidlnej membrane a granu-
latnom tkanive. Okrem produkcie proza-
palovych cytokinov a chemokinov, prispie-
vaju k destrukcii kostného tkaniva a
chrupky prostrednictvom ro6znorodych
mechanizmov. Viacero faktov naznacduje,
Zze makrofagy moézZu predstavovat jeden
z kl'dCovych terapeutickych cielov pri RA
(Kinne et al. 2000). Predpoklada sa, Ze toll-
like receptory (TLR) tychto buniek zohrava-
ju komplexnu ulohu v patogenéze RA, ako
aj vexperimentdlnej artritide. Vysledky
autorov Huang et al. (2007) poukazali na
zvydenu expresiu TLR-2 a TLR-4 v CD14"
makrofagoch v RA. Aktivacia TLR-4 sa spa-
ja s produkciou cytokinov (napr. TNF-a, IL-
6), (Huang et al. 2007; Poltorak et al.
1998). Aktivacia TLR-4 indukuje aktivaciu
MyD88-zavislej a nezavislej drahy, ¢o ve-
die k aktivacii dalSich proteinov, ku ktorym
patria MAP kinazy (Kawai et al. 1999).



Chondrocytovlu odpoved na rasto-
vé faktory zhorsuju RFK pocas migracie do
miesta poskodenia v chrupke. Do vzajom-
ného pdsobenia medzi chondrocytmi a
extraceluldarnou matrix zasahuju RFD, naj-
ma NO (Clancy et al. 1997), ktory mbze
zvysit aj apoptdzu chondrocytov. Obe re-
aktivne formy, RFK a RFD, inhibuju syntézu
matrixovych komponentov, vratane synté-
zy proteoglykanov chondrocytmi. Kysliko-
vé radikdly fragmentuji hyalurénan a
chondroitinsulfat (Ress et al. 2003; 2004)
a poskodzuju aj oblasti proteoglykdnového
jadra proteinu viazuce hyalurénan, ¢im
prekdzaju interakcii proteoglykdnu s hya-
lurénanom (Panasyuk et al. 1994). Okrem
toho mo6Zu RFK a RFD poskodit sucasti
extraceluldrnej matrix aj nepriamo cez
aktivaciu matrixovych metaloproteinaz.

Vysledky klinickych stadii

Niektoré epidemiologické Studie
ukazuju na nepriamu zavislost medzi prij-
mom antioxidantov v potrave a vyskytom
RA (Bae et al. 2003; Cerhan et al. 2003;
Hagfors et al. 2003; Heliovaara et al.
1994), ako aj na nepriamu zavislost medzi
hladinou antioxidantov a zapalom (Mulhe-
rin et al. 1996). Pacienti s RA maju zvysenu
aktivitu oxidacnych enzymov sucasne so
znizenymi hladinami antioxidantov v sére
a v synovidlnej tekutine (Cimen et al.
2000; De Leo et al. 2002; Marklund et al.
1986; Ozturk et al. 1999; Taysi et al. 2002;
Chapman et al. 1999; Miyata et al. 1998).
Analyzou synovialnej tekutiny a tkaniva sa
dokazalo oxidac¢né poskodenie kyseliny
hyaluréonovej (Grootveld et al. 1991), zvy-
Sené hladiny produktov lipidovej peroxi-
dacie (Rowley et al. 1984; Taysi et al.
2002), i zvySené mnozstvo karbonylov pro-
teinov (Dai et al. 2000; Dalle-Donne 2003).
Vysledky epidemiologickych studii vSak nie
su jednoznacné. Tradicnad stredomorskd
diéta svysokym obsahom antioxidantov
zmiernila po 3 mesiacoch priznaky RA
a zlepSila  funkény status v porovnani
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s klasickou zdpadnou diétou, hoci zlepse-
nie klinickych symptémov nebolo priamo
spojené so signifikantnymi zmenami hla-
din antioxidantov v plazme (Heliovaara et
al. 1994; Skoldstam et al. 2003). V inej
studii sa po suplementdcii pacientov vita-
minmi A, C a E zvySovali hladiny antioxi-
dantov v plazme azniZovala sa hladina
MDA, dolezitého markera OS, nepozorova-
lo sa v3ak Ziadne zlepSenie klinickych
symptémov (Jaswal et al. 2003). Suple-
mentdcia vitaminom E, hlavnym liposolu-
bilnym antioxidantom v plazme, erytrocy-
toch a tkanivach, nemala vplyv na aktivitu
choroby a na zdpalové ukazovatele, ale
znizovala bolesti pacientov, ¢o naznacuje
uplatnenie v centralnych mechanizmoch
analgézy (Edmonds et al. 1997).

Podla Babiora (2000) su reaktivne
oxidanty esencidlnymi nastrojmi patoge-
nézy RA. Volné radikdly, pochdadzajuce z
kyslikového metabolizmu, poSkodzuju fy-
ziologické antioxidacné systémy (Harris
1993). Vyskumnici ako Heliovaara et al.
(1994) naznacuju, Ze v RA su poskodené
nielen neenzymové, ale aj enzymové anti-
oxidacné systémy. Pacienti s RA su preto
vystaveni OS na viacerych Urovniach (Har-
ris 1993). Ovplyvnenie réznych antioxidac-
ne aktivnych enzymov, ako su superoxid-
dizmutaza, glutationperoxidaza, glutation-
reduktaza a kataldza, sa ukazalo ako klu-
Cové v liecbe RA (Blake et al. 1981; Mazetti
et al. 1996; Shah a Vohora 2002). Niektori
autori zistili, Ze pacienti s RA su nachylnejsi
aj na peroxidaciu lipidov prave pre posko-
denie celkovej antioxida¢nej kapacity or-
ganizmu (Gambhir et al. 1997; Rowley et
al. 1984).

Predklinické sStudium patologickych me-
chanizmov RA pomocou modelu adju-
vantnej artritidy u potkanov kmena Lewis
so zameranim na oxidacny stres

Redoxna signalizacia je komplex-
nou sietou, ktora Specificky meni expresiu
génov a fenotyp buniek. RFK a RFD sluzia
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aj ako sekundarni poslovia, a maju teda aj
fyziologické funkcie, nielen toxické ucinky
(Giustarini et al. 2004; Poli et al. 2004). Po
zvazeni tychto skuto¢nosti sme sa rozhodli
monitorovat na modeli adjuvantnej artri-
tidy (AA) u potkanov kmena Lewis predo-
vSetkym vybrané parametre oxidacného

stresu spolu s klasickymi  zapalovymi
a imunologickymi ukazovatelmi (obr. 1).
Vacsina parametrov sa merala v priebehu
experimentu 14. resp. 21. a 28. experi-
mentalny den.

Biochemické a imunologické parametre

monitorované na modeli adjuvaninej artritidy
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J \ / \
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Obr. 1: Hlavné laboratérne parametre monitorované v modeli AA, publikované v pracach Bauerovej et al. , aich vzajomné prepojenie.
Legenda: IL — interleukin, TNF-a — tumor nekrotizujuci faktor alfa, MCP-1 — monocytovy chemotakticky protein 1, HNE — 4-
hydroxynonenal, MDA — maldndialdehyd, NF-kB — nukledrny faktor kappa B, HO-1 — hemoxygenaza 1.

Hladiny C-reaktivneho proteinu
(CRP), podobne ako opuch zadnych konca-
tin (OZK), boli u artritickych potkanov sig-
nifikantne zvySené uz 14. den po indukcii
AA (Bauerova et al. 2010). Aktivita y-
glutamyltransferazy (GGT), nesSpecificky
marker zapalu aO0S, sa uZ merala
v roéznych bunkach a tkanivach lymfatické-
ho systému: T-lymfocytoch, makrofagoch,
tymuse a slezine (Koner et al. 1997). Ekto-
forma enzymu GGT nie je pritomnd na
neaktivovanych periférnych T-
lymfocytoch, ale jej expresia sa zvysuje po
aktivacii nativnych T-lymfocytov.
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V mnohych tkanivach je GGT esencidlna
pre vychytavanie a transport metabolitov
glutationu (GSH), hlavne y-glutamylu, do
buniek, kde sa GSH syntetizuje de novo
(Carlisle et al. 2003). GGT je délezitou su-
Castou zapalovych procesov, lebo jej akti-
vita je Uzko spojena aj s celkovym antioxi-
daénym statusom organizmu. V naSich
experimentoch sme aktivitu GGT stanovili
v kibe zadnych konéatin (chrupka a makké
tkanivo bez kosti) avtkanive sleziny na
konci experimentu, 28. den. Zistili sme, Ze
aktivita GGT v slezine u artritickych zvierat
bola 3- aZ 6-krat vysSia v porovnani so



zdravymi kontrolami a 0 40 az 130 % vys-
$ia v kiboch artritickych zvierat (Bauerova
et al. 2006; 2008b; 2009a; Sotnikova et al.
2009). Predpokladame, Ze zvySena aktivita
GGT je dbosledkom zvySeného systémové-
ho OS v AA. Nase vysledky tykajuce sa zvy-
$enej aktivity GGT v kibe, st v dobrej zho-
de s vysledkami klinickej Studie pacientov
s RA, v ktorej sa okrem zvySenej aktivity
GGT v plazme a v moci stanovila aj zvySena
aktivita GGT v synovialnej tekutine (Ram-
babu et al. 1990). V jednej z naSich studii
sme poukdzali na dobru koreldciu medzi
aktivitou GGT vkibe a OzK artritickych
zvierat (Bauerova et al. 2006). V RA sa zis-
tila zvySena expresia GGT v aktivovanych
lymfocytoch, ktoré sa kumulujd na mies-
tach zapalu. Ishizuka et al. (2007) zistili, Ze
protilatky neutralizujuce GGT mali terape-
uticky efekt a zmierfiovali deStrukciu
chrupky a kibov mysi s artritidou induko-
vanou kolagénom. ZvySend aktivita
a expresia GGT v tkanive kibu je dobrym
markerom synovialneho zapalu a resorpcie
kosti. Latky schopné redukovat aktivitu
a/alebo expresiu GGT by sa mohli stat do-
leZitou sucastou terapie RA.

Casto pouzivanym markerom pero-
xidacie lipidov je malondialdehyd (MDA),
ktory sa stanovuje ako adukt s kyselinou
tiobarbiturovou (Brown a Kelly 1996). Kli-
nické Studie zistili zvySené hladiny TBARS
v plazme pacientov s RA (Baskol et al.
2005; 2006; Sarban et al. 2005). Podobne
bola hladina TBARS zvysena aj v plazme
zvierat s AA (Bauerova et al. 2008b;
2009b; He et al. 2006; Sotnikova et al.
2009; Strosova et al. 2008; 2009; Tastekin
et al. 2007). Na stanovenie RFK, RFD
a peroxidov lipidov sa v sucasnosti casto
pouZzivaju metddy zaloZzené na chemilumi-
niscencii a fluorescencii. Fluorescencné
adukty proteinov su derivaty, ktoré vznika-
ju reakciou sekundarnych produktov pero-
xidacie lipidov (hlavne MDA a HNE)
s volnymi aminoskupinami proteinov (Al-
dini et al. 2007; Requena et al. 1996). Al-
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buminova proteinova frakcia v sérach mysi
a ludi sa identifikovala ako najviac fluores-
kujaca frakcia proteinov (Tsuchida et al.
1985). Niektori autori naznacuju, Ze prote-
inové adukty so sekundarnymi produktmi
peroxidacie lipidov maju aj imunogénne
vlastnosti a mozu zohrévat déleziti Glohu
v patogenéze autoimunitnych chordb vra-
tane RA (Kurien et al. 2006; Tuma et al.
2002). Tieto zistenia vyzdvihuju déleZitost
stanovenia aduktov proteinov
v autoimunitnych, chronickych zapalovych
ochoreniach. Oxidacné poskodenie plazmy
sme v nasich experimentoch stanovili po-
mocou fluorescenénych aduktov protei-
nov. Stanovili sa dva typy aduktov: s HNE
a MDA. Nase laboratérium po prvy krat
stanovilo hladiny HNE- a MDA-aduktov
proteinov v plazme potkanov s AA (Ponist
et al. 2010) podla (Biasi et al. 1995; Tsu-
chida et al. 1985). Hladina HNE-aduktov
bola mierne zvySena uz na 7. den. Maxi-
malnu hladinu dosiahli HNE-adukty na 14.
den pokusu apotom hladina postupne
klesala ku kontrolnym hodnotdm (28.
den). Podobny priebeh sa stanovil aj pre
MDA-adukty, ich hladina vsak bola signifi-
kantne zvySend esSte aj 21. denl (Ponist et
al. 2010).

Casovy priebeh peroxidacie lipidov
meranej pomocou MDA-aduktov protei-
nov sa podobd casovému priebehu pro-
dukcie RFK neutrofilmi, ktoré boli stimulo-
vané forbolmyristatacetdtom (PMA), me-
ranej v plnej krvi artritickych zvierat che-
miluminometricky s maximalnymi hladi-
nami na 14. a 21. den (Nosal et al.. 2007).
Sucasné skusenosti so zvieracimi modelmi
RA zd6raziiuju dolezitost neutrofilov
v iniciacii a progresii AA (Cross et al. 2006).
Existuje viacero studii venovanych chemi-
luminiscencii generovanej neutrofilmi v
plnej krvi (Arnhold et al. 1994; Cedergren
et al. 2007; Miesel et al. 1996)
a v synovialnej tekutine (Arnhold et al.
1994; Cedergren et al. 2007) u pacientov
s RA v zavislosti od zdvaznosti tohto ocho-



Nové trendy vo farmakoterapii IV.

renia. U pacientov s RA bol stanoveny 2-
az 8-ndsobny narast chemiluminiscencie
v plnej krvi v porovnani so zdravymi dob-
rovolnikmi (Miesel et al. 1996). Vysledky
publikované Nosalom et al. (2007) su
v dobrej zhode s tymto zistenim. Zvierata
s AA mali signifikantne zvySenu spontannu
chemiluminiscenciu uz od 7. experimen-
talneho dna aZ do konca experimentu (28.
den). Neutrofily v plnej krvi artritickych
zvierat reagovali nadmerne na stimulaciu
PMA a produkovali 6- az 9-krat viac RFK.
Pocas rozvoja AA zvierat sa stanovili aj
zvySené pocty neutrofilov v plnej krvi (No-
sal et al. 2007). Oxidativne poskodenie
tkaniv sa prejavilo zvySenymi hladinami
RFK v kiboch a slezinach artritickych zvie-
rat, meranymi pomocou chemiluminiscen-
cie (Drabikova et al. 2009).

Tieto merania boli doplnené
o spektrofotometrické stanovenie aktivity
myeloperoxidazy (MPO) v experimente
zameranom na hodnotenie terapeutické-
ho ucinku dvoch stilbenoidov v AA (Macic-
kova et al. 2010). V tejto Studii bola aktivi-
ta MPO v homogenate kibu priblizne 3-
krat vysSia ako u zdravych kontrol. Tento
poznatok je délezity, kedZze MPO je najviac
zastupenym enzymom neutrofilov. MPO je
markerom OS a produkcie RFK a moze
vyCerpavat zdsoby NO v cievnom endotele
(Brennan a Hazen 2003). MPO zvysuje
prilnavost leukocytov, vratane monocytov
a neutrofilov, na endotel ciev (Johansson
et al. 1997). Cievne endotelové bunky su
tiez schopné produkovat mnozstvo cytoki-
nov, ktoré posobia ako chemoatraktanty
pre neutrofily. MPO aj cytokiny participuju
na chemotaxii buniek na miesta zapalu.
Lefkowitz et al. (1999) naznacuju, ze MPO
mbze byt dblezitym medidatorom zapalovej
odpovede.

S cieflom obohatit spektrum moni-
torovanych parametrov OS sme v pripade
neutrofilov stanovili aj ich fagocytézu, oxi-
dacné vzplanutie a metabolickd aktivitu.
PouZzila sa prietokova cytometrickd meto-
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da podla autorov Kronek et al. (2010),
modifikovana pre model AA (Bauerova et
al. 2010). Zaujimavy poznatok o zvySenej
produkcii RFK neutrofilmi v plnej krvi, me-
ranej chemiluminometricky, uz na 7. den
priebehu AA sme sa rozhodli podrobnejsie
preskimat aj pomocou prietokovej cyto-
metrickej metédy. Daldéim dévodom na
vyber 7. dna bola skuto¢nost, Ze zmeny
v reaktivite neutrofilov sa pozoruju este
pred nastupom klinickych parametrov (14.
den). Fagocytova aktivita a oxidacné
vzplanutie neutrofilov boli zvySené uZ na
7. den. Metabolicka aktivita neutrofilov,
definovana ako percento dvojito pozitiv-
nych buniek (suéasne fagocytujucich
a oxida¢ne vzplanutych), bola zniZena.
Tento vysledok moZno vysvetlit narastom
yartritickych” neutrofilov, ktoré su pozitiv-
ne iba na oxidacné vzplanutie a preto nie
su zapocitané medzi dvojito pozitivne
bunky (Bauerova et al. 2010).

V plazme sa stanovila aj koncentra-
cia jedného z najdolezitejSich endogén-
nych antioxidantov u potkannov — koen-
zymu Qg (CoQyg). Signifikantné zmeny
v hladinach CoQg a CoQ;q sa stanovili pri
viacerych ochoreniach ludi aj zvierat. Tieto
zmeny mozZu byt spbésobené poruchou v
syntéze CoQ alebo nadmernou
spotrebou CoQ v tele, alebo kombindciou
tychto procesov (Bauerova et al. 2008;
Littarru et al. 1991). V nasich experimen-
toch sme sa zamerali na stanovenie hladi-
ny CoQg ako dominantnej formy CoQ
u potkanov. Jeho koncentracia je asi 10-
nasobne vyssSia ako CoQyo (Dallner
a Sindelar 2000). V AA sa plazmaticka hla-
dina CoQyq signifikantne zvysuje
v porovnani so zdravymi kontrolami. Pro-
cesy spojené s AA evidentne stimuluju
syntézu a transport CoQg do plazmy (Bau-
erova et al. 2010).

V plazme potkanov sAA sa ok-
rem monitorovania peroxiddcie lipidov
stanovilo aj oxidacné poskodenie protei-
nov. Artritida, podobne ako iné ochorenia,



je sprevadzana aj oxidacnym poskodenim
proteinov plazmy pdésobenim volnych ra-
dikdlov. Karbonyly proteinov (aldehy
a ketdny) vznikaju priamou oxidaciou, ale-
bo reakciou sinymi reaktivnymi moleku-
lami vznikajucimi pocas oxidacie. Stanove-
nie karbonylov proteinov, markera OS, sa
vyhodne pouZiva v diagnostike rdéznych
chordb, lebo sa daju relativne skoro name-
rat uz v pociatoénych stadiach ochorenia
asu stabilné (Dalle-Donne et al. 2003).
Schopnost niektorych zlucenin redukovat
karbonyly proteinov sa povazuje za jeden
z nepriamych dbkazov ich antioxidacnej
aktivity. Prva aplikdcia stanovenia karbo-
nylov proteinov v naSich experimentoch
s AA bolo v stuadii s karboxymetyl-(1,3)-B-
D-glukdnom izolovanom zo Saccharomy-
ces cerevisiae (Kogan et al. 2005). V tomto
experimente sme zistili signifikantne zvy-
Sené plazmatické hladiny karbonylov pro-
teinov u artritickych zvierat v porovnani so
zdravymi kontrolami. Aj v dalSich naSich
experimentoch sme zistili zvysené posko-
denie proteinov zapri¢inené OS, ktory je
pritomny v AA (Bauerova et al. 2005; Bau-
erova et al. 2010; Strosova et al. 2009).
Okrem karbonylov proteinov v plazme
zvierat s AA sme stanovili aj karbonyly
proteinov v mozgu, v experimente,
v ktorom sme sledovali antioxidacné
vlastnosti karnozinu (Ponist et al. 2011).
Karbonyly proteinov v homogenate mozgu
zvierat boli signifikantne zvySené, podob-
ne ako vplazme. Tento novy poznatok
zdoraznuje celkové systémové posobenie
OS v chronickych zapalovych ochoreniach,
akym je AA, s oxidacne poskodenymi pro-
teinmi, nielen priamo v postihnutych tka-
nivach (chrupka, kost a sval).

OS bol pre chronicky zapal, pritom-
ny v AA, vyznamne zvySeny uz 14. den,
kedy sucasne nastupuju aj klinické symp-
tédmy ochorenia. OS zvysSoval spotrebu
endogénnych antioxidantov v plazme, o
spbsobilo znizenie celkove] antioxidacnej
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kapacity plazmy (Bauerova et al. 20093;
Mihalova et al. 2007).

Protizdpalova a antioxidaénd aktivi-
ta sa pripisuje aj hemoxygenaze (HO-1).
Nase data poukazuju na signifikantny po-
kles (okolo 40%) v plucach artritickych
zvierat v porovnani so zdravou kontrolou.
Hladinu HO-1 v peceni vsak adjuvantna
artritida neovplyvnila. Ddélezitu ulohu pri
expresii proinflamacnych génov hra aj ak-
tivovany NF-kB. V naSom modeli sme zistili
signifikantny narast NF-kB v plfucnom tka-
nive a v tkanive pecene artritickych zvierat
(Acquaviva et al. 2011; Vecchio et al.
2011) Uvedeny poznatok planujeme este
overit aj v inych tkanivach relevantnych pri
§tudiu artritidy, napr. v kibe a slezine.

Zaverom mozeme konstatovat, Ze
nas vyskum prispel k objasneniu uzkeho
prepojenia imunitnych mechanizmov a
redoxnej reguldcie v organizme a poukazal
na doleZitost terapeutickej intervencie
zalozenej na antioxidaénom  Ucinku
v kombindcii s klasickou imunosupresiv-
nou a protizapalovou liecbou RA.

Tdto prdca bola podporend projektom VEGA
2/0045/11 a APVV-0052-10.
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Uvod

Pyréza spojena s nekardialnou bo-
lestou na hrudniku, ktora je vela krat rezis-
tentna na inhibitory proténovej pumpy, je
Castym klinickym problémom u pacientov
s gastroezofdgovou refluxnou chorobou
(Fass and Sifrim, 2009; Page and Blac-
kshaw, 2009). Mechanizmus vysvetlujuci
funkénd pyrézu abolest na hrudniku
v tychto podmienkach vratane neerozivnej
ezofagitidy nie je kompletne objasneny,
ale s najvacsou pravdepodobnostou zahf-
na aktivaciu nociceptorov (aferentnych
vldkien citlivych na noxické stimuly)
v pazeraku.

TRPA1 (Transient receptor poten-
tial ankyrin 1) receptor je povaZovany za
jeden z hlavnych cielovych molekdl pre
lieCbu viscerdlnej bolesti (Patapoutian et
al, 2009; Blackshaw et al, 2010). TRPA1 je
6-doménovy transmembranovy neselek-
tivny idnovy kanal, ktory je preferencne
exprimovany v periférnych nociceptoroch
a je aktivovany celym radom endogénnych
molekul sUvisiacich SO zapalom
a tkanivovym poskodenim. Endogénne
aktivatory TRPA1 receptora zahfnaju pro-
dukty oxidacného stresu vyskytujuce sa
pocas expozicie pazerdka kyslym refluxom
(Andersson et al, 2008). K dalsim aktivato-
rom TRPA1 receptora sa zaraduju mnohé
reaktivne molekuly beZne produkované
imunitnymi  bunkami (napr. metabolity
prostaglandinov PGE; a PGD,), vyskytujuce
sa v pazeraku za patologickych podmienok
(Taylor-Clark et al, 2008). Predchadzajuce
Studie ukazali, Ze TRPA1l prispieva
k transdukcii a senzitizacii pazerakovych
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aferentnych nervov (Brierley et al, 2009;
Yu and Ouyang, 2009), ale aktivacia paze-
rakovych nociceptivnych vldkien spro-
stredkovand TRPA1l receptorom nebola
kompletne analyzovana.

Aferentnd nociceptivna inervdcia
v pazerdku je komplexna (Kollarik et al,
2010). Velka populacia pazerakovych noci-
ceptorov. ma embryologicky po6vod
z neuralnej listy, tu sa zaraduju spinalne
DRG nociceptory, ktorych neurdny su loka-
lizované v gangliach zadnych rohov miechy
a vagové jugularne nociceptory
s neurénmi vo vagovych juguldrnych gan-
glidach. Dalsie nociceptory embryologicky
pochddzaju 1z epibranchidlnych plakéd
a ich neurdny su lokalizované vo vagovych
noddznych ganglidch. Oba typy vagovych
nociceptorov su zodpovedné za nocicep-
ciu, su schopné diskriminovat noxické me-
chanické stimuly, maju exprimovany kap-
saicinovy receptor (TRPV1) (Yu et al,
2005), ale wvyznacuju sa rozdielmi
v aktivacnych mechanizmoch, zjavne pri
transdukcii  signalu  serotoninergnymi
a purinergnymi receptormi (Kwong et al,
2008; Yu et al, 2008; Ru et al, 2011).
S najvdaésou  pravdepodobnostou tieto
rozdielne typy nociceptorov v paZeraku
reguluju rozdielne aspekty nocicepcie (Kol-
larik et al, 2010).

NasSe predchdadzajuce studie ukaza-
li, Ze agonisty TRPA1 receptora boli rela-
tivne neefektivne pri stimuldcii vagovych
juguldrnych pazerdkovych nociceptorov.
Ini autori zistili, Ze agonisty TRPA1 recep-
tora prednostne aktivuju vagové noddzne
bronchopulmonadlne nociceptory (Taylor-
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Clark et al, 2008a; Nassenstein et al,
2008). Na zaklade tychto zisteni sme vy-
slovili hypotézu, Ze agonisty TRPA1 budu
preferencne aktivovat vagové noddzne
(plakodalne) nociceptory v pazeraku.

Material a metodika

V nasich studidch sme pouzili mor-
Catd kmena Dunkin Hartley, samce
s hmotnostou 190-220g (Biotest, s. r.o.,
Kondrovice, Ceska republika). Experimen-
tdlne studie boli schvalené Etickou ko-
misiou JLF UK v Martine a Statnou veteri-
narnou a potravinovou spravou
v Bratislave.

Extraceluldrne snimanie nervovej aktivity
vdgovych nociceptorov

Extraceluldrne snimanie nervovej
aktivity vagovych neurénov bolo detailne
popisané v predchadzajucich pracach (Yu
et al, 2005; Yu et al, 2008; Ru et al, 2011).
V skratke, extracelularne snimanie nervo-
vej aktivity z individudlnych vagovych no-
déznych a jugularnych neurénov
s mechanosenzitivnymi nervovymi termi-
nalmi v pazerdku sme vykonali na izolova-
nom perfundovanom preparate pazeraka
morcata s intaktnym vagovym nervovym
systémom v podmienkach ex vivo. Tkani-
vo spolu s prislusSnymi gangliami sme
upevnili separatne do dvojkomorovej per-
fuznej komorky, ktora bola perfundovana
okyslicenym Krebsovym roztokom (v mM:
118 NaCl, 5.4 KCI, 1 NaH2P04, 1.2 MgS04,
1.9 CaCl2, 25 NaHCO3 a 11 dextroza,
95%0, - 5%C0O,, pH=7.4, 35°C) spolu
s indometacinom (3 uM) s prietokom 4-6
ml/min. Aluminosilikatovd sklenend mik-
roelektrédu (2 MQ) vyplnenu NaCl (3 M)
sme zaviedli do noddzneho alebo jugular-
neho ganglia a pri sucasnej distenzii paze-
raka (60mmHg) sme vyhladavali vhodné
vagové  aferentné nervové vlakna
z pazeraka. Nervovu aktivitu, resp. signal
nervového vlakna, ktory je vyjadreny vy-
bojom akénych potencidlov bol zosilneny
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(Microelectrode AC amplifier 1800, A-M
Systems, Sequim, WA, USA), filtrovany
(low cut-off, 0.3k Hz; high cut-off, 1kHz),
zaznamendvany na osciloskope (TDS340;
Tektronix) a analyzovany na Apple pocitaci
so softvérom TheNerveOflt (vzorkovacia
frekvencia 33 kHz, PHOCIS, Baltimore, MD,
USA). Mechanosenzitivne vlastnosti indi-
vidudlnych nervovych vlakien sme Studo-
vali pouZitim izobarickej distenzie pazera-
ka s intraluminalnymi tlakmi 10-30-60-
100 mmHg (generované gravitacnym tla-
kovym systémom) v trvani 20 s, ktorému
predchadzala 20 s pokojova aktivita. Inter-
val medzi jednotlivymi distenziami bol 3
min.

Studované chemické latky boli roz-
pustené v Krebsovom roztoku
a privadzané do paZerdka externou perfu-
ziou po dobu 30 min. Nervovu aktivitu sme
kontinualne monitorovali a analyzovali v 1-
s binoch (Hz). Odpoved na farmakologické
stimuly sme povaZovali za pozitivne, ak
vyvolali vyboj akénych potencidlov
s maximalnou frekvenciou najmenej 3 Hz
(u vladkien bez pokojovej aktivity alebo
u vldkien s pokojovou aktivitou maximalna
frekvencia bola najmenej 3x vysSia ako
frekvencia bazalnej aktivity). Bazalna akti-
vita bola zaznamenavand pocas 30 min
pred samotnou aplikdciou farmakologic-
kého stimulu. Vysledky sme hodnotili ako
priemer + SEM azo Statistickych analyz
sme pouzili parovy a neparovy t-test. Za
Statisticky vyznamny rozdiel sme povazo-
vali p<0,05.

Pouzité farmakologické Iatky

V praci sme poutzili nasledujuce Iat-
ky: agonistu TRPA1 allyl-izotiokyanat
(AITC, 100 uM, Sigma, Sigma-Aldrich, za-
sobny roztok: 1M rozpusteny v dimetylsul-
foxide); dalSieho agonistu TRPA1l cinna-
mon-aldehyd (CIA, 300 uM, Sigma-Aldrich,
zasobny roztok: 1M rozpusteny v dimetyl-
sulfoxide); agonistu vaniloidného TRPV1
receptora — kapsaicin (1 pM, Sigma-
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Aldrich, zasobny roztok: 10 mM rozpuste-
ny v etanole) a selektivneho antagonistu
TRPA1 AP18 (30 uM, Tocris, zasobny roz-
tok: 0,1 M, rozpusteny v dimetylsulfoxide).

Zasobné roztoky  boli skladované
v mraznicke pri teplote -20°C. Vsetky tes-
tované chemikdlie boli rozpustené

v Krebsovom roztoku na stanovenu kon-
centraciu tesne pred pouzitim.

Experimentdlny protokol

Testované farmakologické latky bo-
li rozpustené v Krebsovom roztoku a do-
davané do paZerdka v externej perfizii
pocas 30 min. Nervova aktivita (vyboj ak¢-
nych potencidlov) bola monitorovana kon-
tinudlne a analyzovand v 1 s binoch, ktora
bola porovnavana s pokojovou — bazdlnou
aktivitou. Na konci kazdého experimentu
bol pouZity agonista TRPV1 receptora —
kapsaicin  na  potvrdenie  kapsaicin-
pozitivnych nociceptivnych aferentnych
nervovych vlakien.

Vysledky

V kontrolnych pokusoch sme zistili,
Ze pouzité rozpustadlo dimetylsulfoxid
v maximalnej koncentrdcii 0,03% nemalo
Ziadny efekt na aktivitu pazerakovych no-
déznych a juguldarnych nervovych vlakien.
Selektivny agonista TRPA1 allyl-
izotiokyanat (AITC, 100 uM) wvyvolal ro-
bustny vyboj akénych  potencidlov
s maximalnou frekvenciou 33,5 * 4,5 Hz
v nodéznych nociceptoroch (n=9/11) po-
rovnani s maximalnou frekvenciou
v pokojovych bazdlnych podmienkach 1,9
+ 1,3 Hz (p<0,01, parovy t-test) (Obr. 1A).
Selektivny antagonista TRPA1 AP18 (30
UM) zabranil aktivacii nervovych vldkien
indukovanej AITC (n=5) a odpoved bola
porovnatelna s kontrolnymi bazalnymi
hodnotami. Inhibiény efekt AP18 bol ¢ias-
toéne reverzibilny. Po 60 — 90 min premy-
vani Krebsovym roztokom AITC vyvolal
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opat robustnu aktivaciu (17 + 3 Hz). Tieto
vysledky dokazuju, Ze aktivacia noddznych
vldkien AITC je sprostredkovand cez TRPA1
receptor.

Pre porovnanie aktivity noddznych
vlakien vyvolanej AITC a hodnoteni odpo-
vede noddznych nociceptorov na 2 efek-
tivne noxické stimuly: podprahovu kon-
centrdciu  kapsaicinu (1 uM) (n=12)
a noxicku distenziu pazerdka intraluminal-
nym tlakom 100 mmHg (n=23) sme zistili,
Ze nervova aktivita stimulovana TRPA1l
receptorom prostrednictvom AITC bola asi
2-ndsobne vyssia (Obr. 1A).

Na rozdiel od noddznych nocicep-
torov, AITC mal relativne slabsi aktivacny
ucinok na juguldrne nociceptory, maxi-
malna frekvencia akénych potencidlov
bola 7,3 + 1,6 Hz (n=7/10) v porovnani
s bazdlnymi hodnotami 1 £ 0,4 Hz (p<0,01,
parovy t-test). Odpoved na expoziciu AITC
v juguldrnych vldknach bola viac ako
o polovicu niZsia ako odpoved na noxické
stimuly: kapsaicin (1 uM) (n=11, 21,2 + 3,9
Hz) a distenziu (100mmHg) (n=20, 17,8 +
2,6).

Podobne ako AITC, aj dalsi selek-
tivny agonista TRPA1 cinnamon-aldehyd
(CIA, 300 pM) bol zjavne efektivnejsi
v stimuldcii noddznych neZ juguldrnych
nociceptorov. CIA (300 pM) vyvolal ro-
bustnu aktivaciu noddznych nociceptorov
(n=22/27). Maximalna frekvencia akénych
potencialov bola 188 + 2,7 Hz
v porovnani s bazalnymi hodnotami (n=22)
1,1 + 0,3 Hz (p<0,01, parovy t-test) (Obr.
1B). CIA aj napriek vyssej koncentracii 300
UM v porovnani s AITC (100 uM) mal zjav-
ne nizsi aktivaény ucinok na jugularne no-
ciceptory 3,5 + 2 Hz (Obr. 1B). DalSie zvy-
Sovanie koncentrdcie nemalo Ziadny efekt
na aktivaciu juguldrnych nervovych vla-
kien.
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Obr. 1 Agonisty TRPA1 su efektivnejsie v aktivacii noddznych nez jugularnych nociceptorov. A) Odpoved noddznych a jugularnych nocicep-
torov (nervova aktivita vyjadrena v Hz) na agonistu TRPA1 AITC (allyl-izotiokyanat ) v porovnani s bazalnymi hodnotami (CTRL)
a odpovedou na nociceptivne stimuly: kapsaicin a distenziu paZzeraka pri 100mmHg. B) Odpoved noddznych a jugularnych nocicepto-
rov (nervova aktivita vyjadrena v Hz) na agonistu TRPA1 CIA (cinnamon-aldehyd) v porovnani s bazalnymi hodnotami (CTRL).

Aj napriek tomu, Ze kvantitativna
analyza ukazala, Ze noddzne nociceptory
su excitované asi 3 - 4 krat intenzivnejsSie
ako juguldrne nociceptory na oba selektiv-
ne agonisty TRPA1, allyl-izotiokyanat a
cinnamon-aldehyd, noddzne a jugularne
nociceptory reagovali na kontrolné stimuly
agnonistu TRPV1 - kapsaicin a distenziu
pazerdka velmi podobne.

Diskusia

V nasej praci sme ukazali, Zze vacsi-
na pazerdkovych nociceptorov pochadza-
jucich z plakdd a neuralnej listy exprimuje
TRPAL1 idnovy kanal, avsak agonisty TRPA1
maju signifikantne vyssi aktiva¢ny ucinok
na noddzne vagové nociceptory nez na
populdciu nociceptorov z neurdlnej listy,
kde patria vagové jugularne ako
aj spinalne nociceptory. Z toho vyplyva, Ze
v tkanive paZerdka, ktory je inervovany
oboma nociceptivnymi podtypmi, budu za
aktivaciu TRPA1l receptorov preferencne
zodpovedné plakodalne noddzne nocicep-
tory, ktoré sa exkluzivne vyskytuju vo va-
govych nervoch.

TRPA1 predstavuje senzor pre celu
varietu endogénnych reaktivnych molekul
ako su produkty oxidacného a nitra¢ného
stresu. V pazeraku najvacsim zdrojom oxi-
dacného stresu je refluxna tekutina vrata-
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ne kyseliny, v pripade zapalu je to infiltra-
cia polymorfonukledrnymi leukocytmi
(Farhadi et al, 2002). Produkty oxidacného
stresu zahffajuce 4-hydroxynonenal, 4-
oxo-nonenal a do urcitej miery aj peroxid
vodika priamo aktivujud TRPA1 (Andersson
et al, 2008; Taylor-Clark et al, 2008a; Bes-
ssac et al, 2008). Navyse bezné metabolity
kyseliny arachidonovej (metabolity pros-
taglandinov PGE, aPGD;) produkované
aktivovanymi imunitnymi bunkami su tiez
efektivnymi aktivatormi TRPA1 (Taylor-
Clark et al, 2008). Teda ukazuje sa, Ze
mnoho typov endogénnych aktivatorov
TRPA1 je produkovanych v paZeraku
u pacientov s ochoreniami paZzeraka.
Aferentné nervy v pazerdaku morca-
ta kéduju noxické stimuly (nociceptory)
a embryologicky pochadzaju z dvoch od-
liSnych zdrojov: epibranchialnych plakéd
(vagové noddzne nociceptory) a neuralnej
listy (vdgové jugularne aspinalne DRG
nociceptory). Oba podtypy kéduju mnohé
noxické chemické stimuly relevantné pre
pazerdk ako je gastroezofagovy refluxny
mediator, kyselina (Kollarik et al, 2007)
alebo paZerakovy mediator bolesti adeno-
zin (Ru et al, 2011), resp. zdpalovy media-
tor ako je bradykinin (Yu and Quyang,
2009). Avsak nociceptory pochadzajuce
z plakdéd aneurdlnej listy sa odlisuju
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v senzorickych transdukénych mechaniz-
moch. Na rozdiel od nociceptorov
z neurdlnej listy, plakoddlne (noddzne)
nociceptory reaguju na serotonin (cez se-
rotoninovy 5-HTs; receptor) (Yu et al,
2008). Podobne nociceptory, ktoré maju
embryologicky poévod z plakdd, ale nie
z neuralnej listy odpovedaju na purinergné
agonisty P2X receptora pre ATP (Yu et al,
2005; Kwong et al, 2008). Rozdiely
v aktivacii medzi nodéznymi a jugularnymi
nociceptormi s vacsim spektrom pre no-
ddzne nociceptivne vlakna boli pozorova-
né aj pri aktivacii adenozinovych recepto-
rov (Ru et al, 2011). Prezentovana studia
ukazuje, Ze okrem kvalitativnych rozdielov,
noddzne ajugularne nervové vldkna sa
odliSuju aj v kvantitativnych charakteristi-
kach, noddzne nociceptory sa vyznacuju
vy$Sou intenzitou aktivacie cez TRPA1 re-
ceptory.

Aj ked spinalne DRG nociceptory
predstavuju hlavnu drahu pre visceralnu
bolest (Grundy 2002), vagové aferentné
nervy sprostredkovavaju reflexnd regula-
ciu visceralnych organov a m6zu modulo-
vat tieZ bolest. Presné doésledky aktivacie
noddznych a juguldrnych nociceptivnych
podtypov v pazeraku pre reflexnu regula-
ciu a vnimanie bolesti nie su uplne zname.
Na rozdiel od paZerdka aktivacia nodoz-
nych a jugularnych nociceptorov v plicach
ma opacny efekt na respiracné reflexy
(Canning and Chou, 2009). Napriklad akti-
vacia noddznych nociceptorov zvysuje
frekvenciu dychania ainhibuje kaslovy
reflex, zatial' ¢o aktivacia jugularnych vla-
kien inhibuje  frekvenciu  dychania
a zosiliuje kaSel. Nase vysledky ukazujq,
Ze v pritomnosti endogénnych agonistov
TRPA1 v pazeraku dominantnd Ulohu
v aktivacii zohrdvaju prave noddézne noci-
ceptivne vldkna atato aktivacia bola tak
efektivna ako aktivacia vyvolana zndmymi
noxickymi stimulmi ako je kapsaicin
a noxicka distenzia pazeraka (100mmHg).
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V nasej prdaci sme porovnavali pa-
Zerakové nociceptivne podtypy pouzitim
nadprahovych koncentracii agonistov TR-
PA1 receptora. AvSak expozicia juguldr-
nych nociceptorov agonistom TRPA1 ne-
preukdzala vyznamnu nervovu aktivitu.
Nase vysledky tiez indikuju, Ze vyssia efek-
tivita agonistov TRPA1, ktoré aktivuji no-
ddzne nociceptory nie je spOsobend vys-
Sou excitabilitou ich nervovych terminalov,
pretoZe noddzne a juguldrne nociceptory
odpovedali velmi podobne na kapsaicin
nielen v extracelularnych studiach, ale aj
na izolovanych neurdénoch v patch clamp
studiach.

Mechanizmus vysvetlujuci kvanti-
tatine rozdiely v odpovediach sprostred-
kovanych TRPA1 medzi noddznymi
a juguldrnymi nociceptormi nie je znamy.
Jednym z moznych mechanizmov by moh-
la byt vyssia expresia TRPA1 v noddznych
nociceptivnych (TRPV1-pozitivnych) neu-
ronoch nez v juguldrnych nociceptoroch.
Avsak dalSie publikované vysledky doku-
mentuju, Ze celkova expresia TRPA1 nie je
vysSia v noddznych v porovnani so spinal-
nymi DRG neurdnmi. Kvantitativna analyza
gRT-PCR u mysi ukdzala vysSiu expresiu
TRPA1 v spindlnych DRG neurénoch
v porovnani s plakodalnymi (nodéznymi)
neurdnmi (Nassenstein et al, 2010).

V nasom usporiadani pokusov boli
TRPA1 idbnové kanaly aktivnejsie
v noddznych nociceptoroch. Cely rad in-
traceluldarnych mechanizmov vratane in-
tracelularneho kalcia, polyfosfatov
ainterakcia s TRPV1 mbzu prispievat k
reguldcii aktivity TRPA1 v aferentnych ne-
urénoch. Daldie $tudie su nevyhnutné na
odhalenie presnejSich mechanizmov vy-
svetlujucich rozdielnu odpoved noddznych
a jugularnych vagovych nociceptorov na
agonisty TRPA1 receptorov.

Tdto prdca bola financne podporend: Vega
1/0037/11, CEVYPET (EU).
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Uvod

Plicna  arteridlna  hypertenzia
(PAH) je chronické, progresivne a potenci-
alne fatalne ochorenie plicneho obehu,
charakterizované patologickym zvySenim
plucnej cievnej rezistencie (PVR), progre-
sivnym zlyhdvanim pravého srdca, vy-
znamne zhor$enou kvalitou Zivota a pred-
¢asnou smrtou (Galié a kol., 2009). Z po-
hladu hemodynamickej definicie je cha-
rakterizovand ako progredujuca prekapi-
l[drna plucna hypertenzia. Je to taka forma
plucnej hypertenzie, kedy je zvySeny
stredny tlak v arteria pulmonalis (= 25 mm
Hg), sucasne je normalny tlak v zaklineni
(PCWP < 15 mm Hg) a pltucna cievna rezis-
tencia (PVR) je nad 3 Woodove jednotky
(W.j.) (Kamensky, Murin a kol., 2009; Jan-
sa a kol., 2009).

PAH je vzacne ochorenie, minimal-
na prevalencia dospelej eurdpskej popu-
lacie je 15-50 pripadov na milién obyva-
telov (Peakock a kol., 2007). Predstavuje
heterogénnu skupinu choréb. Predovset-
kym sem patri idiopaticka a hereditarna
PAH, ktorych vyskyt predstavuje asi 43%
populdcie s PAH. Idiopaticka PAH sa vysky-
tuje v populdcii s ro€nou incidenciou  2-5
% pripadov na milién obyvatelov, pricom
CastejSie byvaju postihnuté Zeny. Heredi-
tarna forma predstavuje 6-10% pripadov
PAH. Vyskyt PAH spojeny s postihnutim
spojivového tkaniva predstavuje 15-20%
pripadov dospelej populacie. NajcastejSou
pricinou pri systémovom ochoreni je sys-
témova sklerodermia a systémovy lupus
erytematodes (Mukerjee a kol., 2003).
Pomerne vzacne sa vyskytuje PAH pri
reumatoidnej artritide a pri dermatomyo-

45

sitide. Faktor, zapricifujuci idiopaticku
ako i hereditarnu PAH zostava neznamy.
Ochorenie sa dava do suvislosti s mutdaciou
génov pre receptory niektorych rastovych
faktorov. Do skupiny PAH patri i cely rad
stavov, kde vyvolavajucim faktorom je
systémové ochorenie spojivového tkaniva,
vrodena skratovd srdcovd vada (Eisen-
mengerov syndém), portalna hypertenzia,
abuzus navykovych latok (kokain, amfe-
tamin), anorektik a inych toxickych latok,
HIV infekcia (Tab.1). Mechanizmus vzniku
PAH spojenej s ablizom niektorych navy-
kovych latok a anorektik zrejme suvisi
s interakciou s vnutrobunkovym prenosom
serotoninu, dopaminu pripadne i noradre-
nalinu. PAH spojena s HIV infekciou sa
vyskytuje v 0,5% infikovanych chorych.
V patofyzioldgii zrejme hra vyznamnu ulo-
hu po6sobenie cytokinov, rastovych fakto-
rov a endotelinu.

Prognéza PAH je nepriazniva. Me-
dian prezitia nelieCenej PAH je 2,8 roka.
Mediadn prezitia nelieCenej PAH pri systé-
movej sklerodermii je 12 mesiacov. Rov-
nako nepriazniva prognézu ma i PAH spo-
jena s HIV infekciou. Progndza PAH spoje-
nej s vrodenou srdcovou vadou je vyrazne
priaznivejSia (Jansa a kol., 2011). Pricina
PAH spociva v prestavbe plucneho riecis-
ka. Jednotlivé nozologické jednotky PAH
maju podobnl patogenézu. ZvySovanie
PVR ako ustredného faktora sa realizuje
viacerymi mechanizmami ako vazokon-
strikcia, zapal, trombdza anajmd ob-
Strukénd remodelacia plucnych artérii, pod
ktoru zahfiiame procesy hypertrofie, proli-
feracie a fibrdzy.


mailto:viera.kristova@fmed.uniba.sk

Tab.1 Klinicka klasifikacia PAH ( Galié a kol., 2011).
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1. Plucna arterialna hypertenzia (PAH)

1.1 Idiopaticka
1.2 Hereditarna

- pri mutacii génu na BMPR2 receptore (bone morphogenetic protein receptor type
) - pri mutacii génov na ALK1 receptore (A receptor type - Il like 1) alebo endoglin
(ENG) s hereditarnou hemoragickou hemangiopatiou alebo bez nej -

mutacie na neznamom géne

1.3 Indukovani liekmi alebo toxinmi
1.4 Asociovand s inymi stavmi (APAH)

1.4.1 ochorenie spojivového tkaniva
1.4.2 infekcia HIV

1.4.3 portdlna hypertenzia

1.4.4 vrodené chyby srdca

1.4.5 schistozomiaza

1.4.6 chronicka hemolyticka anémia

1.5 Perzistujlca pltucna hypertenzia novorodencov

Za kluc¢ovy bod kaskady veducej
k remodelacii sa povaZzuje endotelova dys-
funkcia, ktora vedie k poruche rovnovahy
humoralnych regula¢nych faktorov
v prospech vazokonstrikéne, prokoagula¢-
ne a mitogénne posobiacich medidtorov
ako su endotelin, serotonin, tromboxan.
Expresia tychto latok je nadmernd, na
druhej strane produkcia latok priaznivo
posobiacich na endotel ako prostacyklin,
bradykinin a predovsetkym NO, je chro-
nicky znizend. Rozvinuty patologicko - ana-
tomicky obraz pozostava z hypertofie mé-
die, proliferacie afibrdzy intimy, in situ
trombdz v arterioldch avzdvere obrazu
nekrotizujucej arteritidy. Je to ireverzibilny
proliferativny a obliterativny proces, ktory
vedie k obsStrukcii a restrikcii plucneho
arteridlneho rie¢iska (Simkova, 2008).
Podkladom vsetkych typov PAH je teda
dysfunkcia endotelu plicnych ciev
u geneticky disponovaného jedinca. Dys-
funkcia endotelu je navodend vyvolavaju-
cim faktorom, ktorym méze byt vaskuliti-
da, infekcia (HIV) alebo abuzus toxickych
latok a niektorych liekov (anorektika).
Diagnéza PAH sa opiera o nasledujuce
vySetrenia: Echokardiografia, Bodyple-
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tysmografia, difuzna kapacita pltuc, venti-
lacna a perfuzna scintigrafia pltc. Katetri-
zacia sa odporuca pri zhorsSeni stavu alebo
zmene lie¢by. Stanovenie diagndzy PAH
ako i nasadenie adekvatnej lie¢by patri
vyhradne do Specializovanych centier.

Liecba

V nadvaznosti na zavfSenu diagnos-
tiku by mala nasledovat liecba zodpoveda-
juca drovni sucasnych medicinskych po-
znatkov (Simkovd a Janekova, 2005).

Cielom liecby je zasiahnut do troch
zakladnych patofyziologickych mechaniz-
mov uplatiujdcich sa pri vzniku a rozvoiji
plucnej arterialnej hypertenzie (vazokon-
strikcia, proliferacia, prokoagula¢ny stav)
(Jansa a kol., 2004) (Obr.1).Zaroven si su-
Casné terapeutické rezimy kladu za ciel
ovplyvnit symptémy a progndézu cho-
rych, zlepsit ich kvalitu Zivota a znizit mor-
talitu (Ruan a kol., 2010). Cielom liecby
PAH je dosiahnutie funkcnej triedy NYHA
Il (Martinicky, 2009).Terapeutické moz-
nosti PAH zahfnaju reZimové opatrenia,
farmakologicku lie¢bu konvenénu podpor-
nu, Specifickd (vazodilatacna lie¢ba bloka-
tormi kalciovych kanalov, prostanoidmi,
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antagonistami endotelinovych receptorov,
inhibitormi fosfodiesterazy typu 5), kom-
binovanu liecbu, ktorej koncept vychadza

drah sprostredkujlcich patologické zmeny
v plucnych cievach (Lukndr a kol., 2010),
ako i nefarmakologické opatrenia.

z patofyziologickej

predstavy

viacerych

Prostacyklinova draha

Kyselina
arachidonova — PGl,

Prostacyklin (PGl,)
Vazodilata¢ny ucinok
Antiprolifera¢ny a¢inok

l

Derivaty @
prostacyklinu

Endotelinova draha

Pre-pro-ET
— pro-ET

Endotelin-1
Vazokonstrikény u¢inok
Prolifera¢ny G¢inok

Antagonisty ©
endotelinového
receptora

Obr.1 Ciele farmakoterapie (upravené podla Callaghan a kol., 2011)

Draha

NO-cGMP

L-arginin
— L-citrulin

Oxid dusnaty
Vazodilataény G¢inok
Antiproliferaény u¢inok

]

Inhibitory ©
PDE-5

Rezimové opatrenia

e Fyzickd zataz je uchorych sPAH
vhodna podla individudlnej tole-
rancie. Optimalne je lahké aerébne
cvicenie (chodza).

o Nie je vhodny pobyt vo vysokych
nadmorskych vyskach (nad 2000 m
n. m.).

e Pri ceste lietadlom je nevyhnutna
inhalacia kyslika.

e (Qdporuca sa oc¢kovanie proti chrip-
ke a pneumokokovej infekcii.

e Zvazit psychosocialnu podporu pa-
cientov s PAH.

e Tehotenstvo je u PAH kontraindi-
kované, materskd mortalita pocas
gravidity a porodu dosahuje 30 —
50 %. Nutna je ucinnd antikoncep-
cia. Zhladiska tromboembdlie je
akceptovatelnd hormonalna anti-
koncepcia pri sucasnej antikoagu-
lacnej liecbe.
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e Chirurgické  vykony s celkovou
anestéziou trvajuce dlhSie nez tri
hodiny su rizikové. Pri chirurgic-
kych vykonoch by sa mala podla
mozZnosti  pouZivat  epiduralna
anestéza namiesto celkovej anes-
tézy (Jansa a kol., 2011; Galie a
kol., 2009).

Konvencna podporna farmakoterapia

Diuretikd — zlepSuju symptomy
v sUvislosti s retenciou tekutin pri srdco-
vom zlyhani

Antikoagulacnd liecba - chronicka
antikoagulacna lie¢ba warfarinom je indi-
kovand predovsetkym u idiopatickej, he-
reditdrnej PAH auPAH asociovanej
s abuzom anorektik, taktiez pri intrave-
ndéznej liecbe prostanoidmi s ciefom znizit
riziko trombdzy z katétru. Cielové INR sa
mda pohybovat okolo 2,0 (Jansa a kol.,
2011).



Kardiotonika - digoxin nie je
v sicasnej dobe beZnou sucastou terapie
plucnej arteridlnej hypertenzie (Jansa a
kol., 2011).

Oxygenoterapia - vo forme dlho-
dobej domacej oxygenoterapie za ucelom
zlepSenia okysli¢enia tkaniv a indikuje sa
podla platnych kritérii po kyslikovom tes-
te. Pacient inhaluje 15 — 16 hodin denne.
Podéva sa 2 — 3 | kyslika / min. (Simkova,
2008).

Specificka farmakoterapia

Specificka farmakoterapia modulu-
je abnormality prostacyklinovej, endoteli-
novej a NO cesty v patogenéze PAH, tym
brzdi vlastné patogénne mechanizmy cho-
roby (vazokonstrikciu, obStrukénd remo-
delaciu). (Simkova, 2008; Jansa a kol.,
2011).

Blokatory kalciovych kanalov

Blokatory vapnikovych kanalov
Specificky blokuju prienik idnov ca® napa-
tovo riadenymi kalciovymi L — kandlmi do
hladkosvalovej bunky arteriol, ¢im navodia
vazodilataciu v arterialnom riecisku (Lin-
cova a Farghali a kol., 2002). Maju priazni-
vy ucinok na plfucnu hemodynamiku a na
znizenie hypertenzie v artéria pulmonalis.
Na druhej strane vsak tato liecba sucasne
vedie k zvySenému prekrveniu hypoventi-
lovanych alveol a k zhor3eniu ventila¢no /
perfuznych pomerov ak poklesu PaO,.
Liecba vysokymi davkami blokatorov kal-
ciovych kanalov (nifedipin, diltiazem, am-
lodipin) je indikovand len v pripade pozi-
tivneho testu plucnej vazoreaktivity. Za
kritérid pozitivity testu akutnej plucnej
vazodilatdcie sa povazuje pokles stredné-
ho tlaku v a. pulmonalis aspon 0 10 mm
Hg vstupnych hodnét, ale zaroven pod 40
mm Hg bez suéasného poklesu srdcového
vydaja. DIhodobou odpovedou na vazodi-
latacnu lie¢bu blokatormi kalciovych kana-
lov, ktora je charakteristicka zlepSenim
symptémov do Stddia NYHA lall, sa vy-
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znacuje asi len polovica akutnych respon-
dérov. To je zaroven dovod, preco su blo-
katory kalciovych kanalov v sucasnosti
zriedkavo pouzivané v klinickej praxi
(McLaughlin, Davis, Cornwell, 2011).
Liecba retardovanym nifedipinom
sa zahajuje ddvkou 30 mg dvakrat denne
s titraciou davky do 120 — 240 mg. Liecba
diltiazemom zacina davkou 60 mg trikrat
denne s cielovou davkou 240 — 720 mg
denne. Amlodipin davkujeme od 2,5 mg
denne do cielovej davky viac nez 20 mg
denne. Liecba blokatormi kalciovych kana-
lov nesmie byt nahle prerusena pre riziko
,rebound” fenoménu (Jansa a kol., 2011).

Prostanoidy

Prostanoidy su autakoidy odvode-
né od kyseliny arachidénovej. Kluc¢ovym
enzymom v ich syntéze je cyklooxygendza
(COX) a prostacyklinsyntetdza.

Ich ucinok v plucnej cirkulacii je
sprostredkovany Specifickymi receptormi
na povrchu bunky, ktoré boli objavené na
povrchu trombocytov a na bunkach endo-
telu. Vsetky prostanoidné receptory su
spojené s efektorovym mechanizmom G —
regulacnych proteinov, preto sa po navia-
zani prostanoidu na receptor spusti akti-
vacia G — proteinu a zvysi sa intraceluldrna
koncentracia cAMP, ktora nasledne aktivu-
je proteinkindzu A. To zapricini inhibiciu
agregacie trombocytov, relaxaciu hladké-
ho svalstva avazodilataciu v plucnych ar-
tériach (Ruan, 2010).

Prostacyklin (prostaglandin I ;) je
metabolit arachidénovej kyseliny. Inhibuje
agregaciu krvnych dostiCiek a prispieva
k antitrombotickym vlastnostiam nepo-
Skodenej steny ciev. Je silnym vazodilata-
torom, spbsobuje relaxaciu hladkého sval-
stva ciev ajeho i.v. podanie vedie
k hypotenzii. Znizuje plucnu vaskuldrnu
rezistenciu (Lincova, Farghali a kol., 2002).

Jeho nevyhodou je vsak kratky bio-
logicky polcas, a preto sa pre klinické pou-
zitie hladali jeho chemicky stabilnejsie
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formy ako je napriklad epoprostenol (Ru-
an, 2010).

Epoprostenol je synteticky analég
prostacyklinu. Vzhladom k jeho kratkemu
biologickému polcasu (3 — 5 min) je nutné
poddvat ho formou dlhodobej kontinual-
nej infuzie do centralneho Zilového katét-
ra. Roztok epoprostenolu je termolabilny,
preto je nutné ho pocas aplikacie chladit.
Zaroven sa musi chranit pred svetlom,
skladovat pri teplote 2 — 8 C, pretoze pri
izbovej teplote zostdva stabilny 8 hodin.
Epoprostenol zlepSuje symptdmy, telesnu
vykonnost, hemodynamické parametre
a progndzu pacientov s IPAH a FPAH, co
bolo dokazané v niekolkych randomizova-
nych Studiach (Galié a kol., 2009). Liecba
sa zahajuje davkou 2 - 4 ng/kg/min
s postupnym zvySovanim ddavky lieCiva
v zavislosti od tolerancie a neZiaducich
ucinkov ( flush, bolesti hlavy, bolesti celus-
ti, bolesti na hrudniku, nauzea, hnacka,
hypotenzia, tachykardia). Za optimdlnu
davku pri dlhodobej lie€be sa povazuje 20
— 40 ng/kg/min. Hlavnym rizikom liecby su
lokalne a systémové infekéné komplikacie
v doésledku permanentného centralneho
Zilového katétra, riziko poruchy infuznej
pumpy s vyvolanim ,rebound” fenoménu
pri nahlom preruseni lieCby. Intravendzny
epoprostenol je liekom volby u pacientov
v klinickom Stadiu NYHA Il alV (Galie a
kol., 2009).

Treprostinil je tricyklicky benzidi-
novy analég epoprostenolu. Je termosta-
bilny, ¢o dovoluje podavanie lieCiva pri
izbove] teplote ako subkutannu infliziu
zmalej prenosnej pumpy. U pacientov
s PAH zlepSuje hemodynamiku, telesnu
vykonnost a prognézu. Liecba sa zahajuje
davkou 1 — 2 ng/kg/min. Za minimalne
ucinnu davku sa povazuje 10 ng/kg/min.
Cielovd davka koliSe medzi 20 — 80
ng/kg/min podla individudlnej tolerancie.
NajcastejSim neziaducim ucinkom je lokal-
na bolestivd reakcia v mieste podkoZnej
infuzie. Pri porovnani s epoprostenolom
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odpada nutnost chladenia infuznej sustavy
a hlavne riziko plynuce z nahleho preruse-
nia influzie, pretoze treprostinil ma polcéas
58 — 83 minut.

Subkutdnny treprostinil je
v Eurdpskej unii registrovany pre liecbu
PAH v stadiu NYHA Il (Jansa a kol., 2011).

lloprost je chemicky stabilny ana-
l6g prostacyklinu s pol¢asom 20 — 30 mi-
nut schvaleny pre inhala¢nu liecbu idiopa-
tickej PAH. Pre navodenie dostatocného
Ucinku v pliucnej cirkuldcii je potrebnych
minimalne 6 — 9 inhaldcii davky 2,5 -5 ug
denne. Po niekolkomesacnej liecbe vedie
ku zlepsSeniu telesnej vykonnosti, hemo-
dynamiky a funkcnej triedy podla NYHA.
Dlhodoby ucéinok monoterapie zostdva
sporny (Galié a kol., 2009). Casté neZiadu-
ce ucinky su kasel, bolest hlavy, flush, hy-
potenzia a bolest celusti. Inhalacny ilop-
rost schvdlila FDA (Food and Drug Admi-
nistration) v roku 2004 pre lieCbu pacien-
tov vo funkénej triede NYHA Il alV
(McLaughlin a McGoon, 2006).

Beraprost je prvy chemicky stabil-
ny peroralny analég prostacyklinu. U¢inok
spocivajuci v zlepseni vzdialenosti pri tes-
te Sestmindtovou chédzou je potvrdeny
po 3 — 6 mesiacoch liecby, pri dlhotrvaju-
cej monoterapii vSak nie je presvedcivy.
NajcastejSie neziaduce ucinky vyskytujuce
sa v priebehu liecby su bolest hlavy, flush,
bolest Celusti a hnacka. Beraprost je pre
liecbu PAH registrovany v Japonsku
a Koérei. V sucasnej dobe je testovany be-
raprost s predizenym uvolfiovanim (Galié
a kol., 2009; Jansa a kol., 2011).

Antagonisty endotelinovych receptorov

Endotelin ma v patogenéze PAH
kfiéova udlohu. Je produkovany najma
v cievnom endoteli ajeho pdsobenie je
zabezpecené prostrednictvom endotelino-
vych receptorov:

ETa receptor: jeho stimulacia vedie
k plucnej vazokonstrikcii, podporuje proli-



feraciu buniek hladkej svaloviny v artéria
pulmonalis a aktivuje zdpalové procesy.

ETy receptor: jeho stimuldcia vedie
k vazokonstrikcii a taktiez k vazodilatacii,
podporuje bunkovu proliferaciu, aktivuje
zapalové procesy, podlieha up — regulacii
pri vaskuldarnych ochoreniach.

Bosentan je dualny antagonista re-
ceptorov pre endotelin s vyraznejSou afini-
tou k receptoru ETa. POsobi antiproliferac-
ne avazodilata¢ne. Jeho vplyv na signifi-
kantné zlepsSenie telesnej vykonnosti, he-
modynamickych parametrov a preZivanie
chorych bol dokazany vo viacerych klinic-
kych Studiach, hlavne u idiopatickej PAH
a u PAH asociovanej so systémovymi cho-
robami spojiva vo funkénom stadiu NYHA
Il. Poddva sa vddavke 62,5 mg dvakrat
denne prvé Styri tyzdne, neskér 125 mg
dvakrat denne. Khlavnym neZiaducim
ucinkom patri reverzibilnd a na davke za-
visla hepatopatia. Vyskytuje sa asi u 10%
lieCenych. Kontrola hepatalnych testov je
nutnd po dvoch tyZzdnoch od zvySenia dav-
ky a dalej sa pokracuje v mesacnych inter-
valoch pocas celého trvania liecCby.
K normalizacii testov vedie redukcia davky
alebo prerusenie liecby. Okrem toho moze
sposobovat anémiu, interaguje
s metabolizmom warfarinu a je teratogén-
ny. MozZe znizovat ucinnost hormonalnej
antikoncepcie. Je indikovany u pacientov
s PAH v §tadiu NYHA Il alll (Jansa a kol.,
2011).

Ambrisentan je vysoko selektivny
nesulfonamidovy antagonista endotelino-
vého receptoru ET, ZlepSuje symptémy,
telesni vykonnost, hemodynamické pa-
rametre a predlZzuje dobu do klinického
zhorsenia u pacientov s idiopatickou PAH.
Liecba je zahajovand davkou 5 mg jeden-
krat denne av pripade znasanlivosti ini-
cidlnej davky je moiné zvysit na 10 mg
jedenkrat denne. Incidencia abnormalnych
hepatdlnych testov sa vyskytuje
v rozmedzi 0,8 — 3 % lieCenych pacientov.
Je schvaleny pre lieCbu pacientov s PAH vo
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funkcnej triede NYHA Il a lll (Galié a kol.,
2009).

Sitaxentan je selektivny antagonis-
ta endotelinového receptoru ET, V roku
2010 bol z dévodu bezpelnosti stiahnuty
z trhu (Jansa a kol., 2011).

Inhibitory fosfodiesterazy typu 5

U¢inok NO na cievy je zavisly od
zvySenej koncentracie cyklického guano-
zinmonofosfatu (cGMP) nachadzajuceho
sa v bunkach hladkej svaloviny ciev. U¢i-
nok intracelularneho cGMP je kratkodoby
v dosledku jeho rychlej degradacie fosfo-
diesterazou typu 5, ktord je produkovand
v plucnom tkanive. Génovad expresia
a aktivita fosfodiesterazy typu 5 je vyrazne
zvysenad pri chronickej plucnej hypertenzii.
Inhibitory fosfodiesterazy sprostredkuju
stupanie hladiny cGMP a p6sobia vazodila-
tac¢ne a antiprolifera¢ne (Rubin, 2006).

Sildenafil je perordlny, selektivny
inhibitor fosfodiesterazy typu 5. Pocetné
ukoncéené studie potvrdzuji ucinky silde-
nafilu zlepSujuce telesnud vykonnost, symp-
tédmy a hemodynamiku, pretrvavajice i po
12 mesiacoch. Liecba je indikovana
v davke 20 mg trikrat denne. Vo vacsSine
pripadov je viak nutné davku zvysit na 80
mg trikrat denne. NajcastejSie neZiaduce
ucinky sildenafilu su lahkého az stredne
tazkého stupria, vyplyvajuce hlavne
z vazodilatacie (bolesti hlavy, flush, dys-
pepsia a epistaxia). Boli zaznamenané vaz-
nejSie neziaduce ucinky ako infarkt myo-
kardu, nahla cievha mozgovd prihoda
v dosledku subarachnoiddlneho krvacania
a nahla srdcova smrt nasledkom komoro-
vej arytmie. Liek je zaregistrovany pre
liecbu PAH vo funkénej triede NYHA Il a lll.
(Galie a kol., 2009).

Tadalafil je selektivny inhibitor fos-
fodiesterdzy typu 5. V sucéasnosti je schva-
leny aj pre liecbu erektilnej dysfunkcie ako
sildenafil. Poddva sa peroralne jedenkrat
denne v davke 40 mg. Profil neziaducich
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ucinkov je podobny ako u sildenafilu (Ga-
lié a kol., 2009).

NO je endogénna vazodilata¢na
[atka. Inhalovany NO p6sobi vysokoucinne
a selektivne v oblasti plucnej cirkulacie.
Pouzitie je overené pri plucnej hypertenzii
novorodencov, u deti svrodenymi srdco-
vymi chybami alebo pri plucnej transplan-
tacii. Okrem pouZitia pri akdtnych situa-
cidch sa NO vyuziva pri teste akutnej pluc-
nej vazoreaktivity. Jeho vyuZitie
v chronickej liecbe ukaze buduicnost. Sup-
lementacia L—argininu, ktory je substratom
pre produkciu NO, viedla pri kratkodobe;j
infuznej lieCbe k poklesu plucnej cievnej
rezistencie astredného tlaku v artéria
pulmonalis.  Potencidlnou nevyhodou
chronickej liecby by mohlo byt zvySenie
koncentracie polyaminov, ktoré maju pro-
liferativne Gcinky (Simkovd, 2008).

Kombinovana farmakoterapia

Monoterapia PAH u mnohych pa-
cientov nevedie k dosiahnutiu pozadova-
ného lieCebného ciela. Je to dosiahnutie
stupna NYHA I-ll, prejdenie vzdialenosti >
400 -500m pri 6-minutovom teste chbdze,
kompenzované pravostranné zlyhanie.
Kombinovana lie¢ba umoznuje zasiahnut
naraz do viacerych patogenetickych me-
chanizmov.

Zaver

PAH je progresivne ochorenie
s mimoriadne zlou progndzou. Malé one-
skorenie v diagndze moze mat dramaticky
dopad na dalsi vyvoj ochorenia. Progndza
PAH je porovnatelna s niektorymi pokroci-
lymi karcindmami. Medidn prezitia je
u pacientov s PAH vo funkénej triede NY-
HA/WHO IV 6 mesiacov, u pacientov vo
funkcnej triede NYHA/WHO IIl 2,6 roka
a u pacientov vo funkénej triede NY-
HA/WHO I-11 4,9 roka (Martinicky, 2009).

Pred nami je nelahkd uloha vediet
vybrat najvhodnejsiu latku alebo ich kom-
binaciu pre jednotlivych pacientov. Vyber
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inicidlnej terapie ovplyviuje viacero medi-
cinskych faktorov, ako je typ PAH, komor-
bidity pacienta, ale aj skusenosti
a moznosti jednotlivych centier s liecbou.
Ak sa stanovené ciele nepodari dosiahnut
pomocou monoterapie, odporuca sa liec-
bu stupriovat pridanim dalSieho lieku.
Kombinovana farmakoterapia je povazo-

.....

optimalne nacasovanie a sp6sob kombina-
cie lieCiv a stratégii vyZaduje nadalej ich
sledovanie.

Podporené grantom VEGA ¢. 1/0030/11. Prdca
bola podporend projektom "Dobudovanie
centra experimentdlnej a klinickej respiroldgie”
spolufinancovanym zo zdrojov ES.
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ACE inhibitory a kasel
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Inhibitory angiotenzin konvertuju-
ceho enzymu (ACE) patria v sucasnosti k
liekom prvej volby v terapii chronického
zlyhania srdca a hypertenzie. Opodstatne-
nie ich Sirokého klinického uplatnenia je
spojené s minimalnym vyskytom neziadu-
cich ucinkov na centralny nervovy systém,
kardidlne funkcie, metabolizmus lipidov,
glukdzy a kyseliny mocove;j.

Aj ked maju ACE-inhibitory pomer-
ne nizky vyskyt neZiaducich ucinkov, naj-
frekventovanejsim je negativne ovplyvne-
nie respira¢ného systému s vyskytom su-
chého drazdivého kasla, dyspnoe a sipotu.
Incidencia vyskytu kasla po enalaprile mé6-
Ze dosiahnut az 20%. Vyskyt kasla nasled-
kom terapie inhibitormi ACE je nezavisly
od typu zdkladného ochorenia, akym moé-
Ze byt esenciadlna, renovaskularna hyper-
tenzia, alebo chronické zlyhanie srdca
(Chan et al, 2010).

Kasel vyvolany dlhodobym poda-
vanim latok zo skupiny ACE-inhibitorov
spada do skupiny suchého neproduktivne-
ho kasla, c¢asto sa zhorSujuceho v noci.
Kasel sa modze objavit po niekolkych
drioch, ale aj mesiacoch liecby. Po vysa-
deni ACE-inhibitora sa straca v priebehu
niekolkych dni. Neexistuje presny dia-
gnosticky prvok, ktorym by sa dal odlisit
kasel vyvolany podavanim ACE-inhibitorov
od beZného kasla vyvolaného napr. viru-
sovym ochorenim. Jedinym rieSenim na
rozpoznanie priciny kasla pocas poddvanie
ACE-inhibitorov je prerusenie lieCby uve-
denym typom lieCiva. Ak bol kasel vyvola-
ny poddvanim ACE-inhibitora vymizne v
priebehu niekolkych dni (Kastelik et al.,
2005).
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Jednym zfaktorov, ktoré mozu
ovplyvnit vyskyt respiracnych neziaducich
ucinkov ACE inhibitorov je davka lieciva.
Podla niektorych klinickych studii je kasel
pravdepodobne nezavisly na davke poda-
ného ACE-inhibitora. Podla inych autorov
sa vSak v praxi dosiahlo znizenim davky
Ciastocné odstranenie respiraénych pri-
znakov pocas terapie ACE — inhibitormi
(Korpas et al., 2006).

Siroko diskutovanou otazkou je aj
vztah chemickej Struktury ACE-inhibitora
a kasla. Podla starSich prac bolo vSebecne
pouzivanym zdverom tvrdenie, Ze vyskyt
kasla je nezavisly od chemickej Struktiry
ACE-inhibitora. Napriek tomu mierne zvy-
Sena incidencia kasla bola pozorovana po
ACE-inhibitoroch obsahujucich v molekule
sulfhydrylovd skupinu, ako je napr. kap-
topril. Vyskyt kasla je frekventovanejsi
podavanim dlhodobo ucinkujucich foriem
ACE-inhibitorov, ako je napr. prodrug-
forma enalaprilu. Niektori autori popisuju
nizsi vyskyt kasla po ACE-inhibitoroch se-
lektivnych pre N-doménu ACE ako je napr.
imidapril. Tieto ACE-inhibitory maju nizsiu
afinitu k N - doméne ACE, ktora je zodpo-
vedna za odburavanie bradykininu. V praxi
sa vSak tieto tvrdenia nepotvrdili. Pric¢inou
mobze byt malé mnoistvo klinickych studii
tykajucich sa respiraénych neZiaducich
uc¢inkov  po aplikacii novsich  ACE-
inhibitorov (Morice, 2004).

Otazka vyskytu kasla a pohlavia je
nedorieSenou otazkou. Vysledky jednotli-
vych klinickych stadii sa liSia zavermi tyka-
jucimi sa kasla a Zenského pohlavia. Zvy-
Seny vyskyt kasla u Zien modze suvisiet s
hladinou pohlavnych hormdnov, pretoze
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Ciastocné zvysenie incidencie tohto respi-
racného neziaduceho ucinku sa pozorova-
lo u Zien v menopauze. Podla niektorych
prac podanie danazolu, latky, ktora znizuje
hladinu estrogénov, vyvolalo u samiciek
morcata zvysenie incidencie kasla induko-
vaného 4-tyzdnovym poddvanim cilazapri-
lu. ZniZenie hladiny estrogénov moze byt
additivnym faktorom pri potenciacii kasla
u zien lie€enych ACE- inhibitormi v meno-
pauze, alebo postmenopauzdlnom obdobi.
Na druhej strane mnozstvo zdverov klinic-
kych studii uzatvorilo tuto otazku vysSou
ochotou zo strany Zien spolupracovat v
Studidch tykajucich sa epidemioldgie kasla
a terapie ACE-inhibitormi (Nicolls a Gilrist,
2005).

Zaujimavou otdazkou je aj vztah faj-
Cenia a vyskytu naziaducich ucinkov po
ACE-inhibitoroch. Zistil sa znizeny vyskyt
kasla u fajCiarov liecenych  ACE-
inhibitormi. Pri¢inou moézZe byt zniZena
citlivost bronchialnych a pulmonalnych C -
vldkien u faj¢iacich jedincov. Dlhodobou
expoziciou C-vlakien nikotinu, mdze dojst
k deplécii senzitivnych neuropeptidov.
Uvedené tvrdenia, vSak nie su podlozené
priamymi experimentalnymi ddkazmi.

Aj ked' frekvencia vyskytu dyspnoe
a sypotu, ako neziaduceho Ucinku pri lie¢-
be inhibitormi ACE dosahuje len 3%, je
nebezpecnym prvkom u pacientov so zvy-
Senou bronchidlnou reaktivitou. V klinic-
kych podmienkach takuto skupinu repre-
zentuju najma pacienti s astmou bronchia-
le. Niektori autori uvadzaju, ze bronchialna
obstrukcia bola zaznamenana aj u pacien-
tov lieCenych ACE-inhibitormi, u ktorych
nebola pred podanim ACE-inhibitora zis-
tend zvysSena bronchidlna reaktivita.
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NezZiaduce ucinky enalaprilu na dy-
chaci systém su spojené s inhibiciou ACE a
naslednou kumulaciou bradykininu, SP a
dalSich neuropeptidov v dychacich ces-
tach. Bradykinin v dychacom systéme sp6-
sobuje proliferaciu neutrofilov a eozinofi-
lov, uvolfiovanie histaminu mastocytmi.
Bradykinin zvySuje sekréciu hlienu poéso-
benim na submukdzne zlazy, alebo aktiva-
ciou C-vlakien a cholinergickych nervov.
Tieto prozapalové ucinky bradykininu, ako
aj priame posobenie na hladkd svalovinu,
mozZu vyustit do bronchokonstrikcie. Bra-
dykinin zvySuje vyplavovanie SP ovplyvne-
nim citlivosti aferentnych senzitivnych
nervovych zakonceni (Malini et al., 1999).
Zvysena lokalna koncentrdcia bradykininu,
SP a dalSich neuropeptidov sa podiela na
vzniku kasla. Mechanizmus jeho vzniku
suvisi so zvySenim citlivosti nemyelinizo-
vanych aferentnych senzitivnych nervo-
vych zakonceni - C vlakien a drazdenim
rychlo sa adaptujucich (irritant) kaslovych
receptorov (RARs) myelinizovanych afe-
rentnych nervovych vlakien.

V nasSich experimentalnych pod-
mienkach podavanie enalaprilu vyvolalo
signifikantné zvySenie sledovanych para-
metrov kasla vyvolaného mechanickou
stimulaciou dychacich ciest. Tento fakt
potvrdil zvysenu citlivost kaslového refle-
Xu a participdciu RARs pri tvorbe kasla
pocCas terapie ACE-inhibitormi (Franova
a Nosalova, 1999).

Z hladiska farmakologickej modula-
cie respiracnych neziaducich ucinkov inhi-
bitorov ACE sme zaznamenali signifikantné
znizenie parametrov kasla po kombindcii
enalaprilu s inhalaéne podanym furosemi-
dom.
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Obr. 1 Provnanie pocétu narazov (PN) mechanicky vyvolaného kasla z tracheobronchidlnej oblasti dychacich
ciest pred podanim farmaka (Norma) a po 15 driovom podavani enalaprilu, a kombinacie enalaprilu s dil-

tiazemom, enalaprilu s furosemidom

Furosemid je kluckové diuretikum,
ktoré po inhalatlhom podani ma vyrazny
antitusicky a bronchodilatacny ucinok.
Mechanizmus uvedenych Gcinkov furose-
midu je pravdepodobne komplexnym ja-
vom, ktory nie je zatial presne definovany.
Furosemid je inhibitorom Na*/K*/2CI" kot-
ransportu epitelialnych buniek dychacich
ciest, ¢im mozZe ovplyviiovat zloZenie peri-
cilidarnej tekutiny. V protektivnom ucinku
inhala¢ného furosemidu na dychaci sys-
tém sa moéze uplatnit inhibicia degranula-
cie mastocytov a vyplavovania histaminu,
zvysenie syntézy PGE, a PGl,, zniZenie hla-
diny LTD,, proliferacie eozinofilov a neut-
rofilov, a pravdepodobne aj zasah do me-
tabolizmu dalsich zapalovych buniek (Na-
kagawa, 2004).

Pri ovplyvneni kasla, ktory bol po-
tencovany dlhodobym podavanim enalap-
rilu sme zistili, Zze inhalacne podavany
furosemid znizil vyskyt kasla, ktory bol
potencovany podavanim enalaprilu. 15-
driové podanie furosemidu a enalaprilu
v porovnani s monoterapiou enalaprilom
vyvolalo signifikantny pokles poctu nara-
zov kasla z laryngofaryngalnej aj tracheob-
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ronchidlnej oblasti dychacich ciest (Obr. 1,
Obr. 2).

Na zdklade uvedenych vysledkov
mobzZeme konstatovat, Ze inhala¢ne podany
furosemid by mohol byt potencialnou lat-
kou, ktora by sa mohla uplatnit
v minimalizacii respiraénych neziaducich
ucinkov pozorovanych po podani inhibito-
rov ACE (Franova. 2001).

Z dalSich farmakologickych skupin latok,
ktoré by sa mohli uplatnit na znizeni res-
piracnych neziaducich uéinkov  ACE-
inhibitorov sme sa zamerali na skupinu
antagonistov napatovo-riadenych kalcio-
vych kanalov typu L. Tato volba vychadzala
z toho, Ze blokatory kalciovych kanalov su
v lie¢cbe kardiovaskularnych ochoreni pri-
marnou antihypertenzivne podsobiacou
farmakologickou skupinou, ktora sa casto
kombinuje s inhibitormi ACE. Uvedena
kombinacia je podlozend synergickymi
hemodynamickymi profilmi. ACE-
inhibitory  blokuju transformdaciu angio-
tenzinu I na angiotenzin Il ainhibuju de-
graddciu bradykininu. Bradykinin stimuluje
tvorbu NO a syntézu prostacyklinu. Anta-
gonisti kalciovych kanalov inhibuju ucinok
angiotenzinu |aendotelinu | na drovni



vaskularnych hladkych svalov, redukciou
vstupu vapnika a facilitaciu vazodilatacné-
ho efektu NO. Kombindcia ACE-

inhibitorov s antagonistami Ca*—kanalov
hemodynamickych,
antitrombotickych

okrem pozitivhych
antiproliferativnych,
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a antiaterogénnych vlastnosti, umoznuje
znizenie davky uvedenych antihypertenziv
atym znizuje pravdepodobnost vyskytu
neziaducich uc¢inkov (Ruschitzka et al.,
2005).

Obr. 2 Provnanie poctu narazov (PN) mechanicky vyvolaného kasla z laryngofaryngalnej oblasti dychacich ciest
pred podanim farmaka (Norma) a po 15 dnovom poddvani enalaprilu, a kombinacie enalaprilu

s diltiazemom, enalaprilu s furosemidom.

Pri ovplyvneni kaslového reflexu sledo-
vaného pocas 15-dfiiového simultdnneho po-
davania enalaprilu s diltiazemom sme zistili, Ze
doslo k statisticky vyznamnému poklesu poctu
narazov kasla (PN) hlavne ztracheobron-
chidlnej oblasti dychacich ciest (Obr. 1).

Pocet ndrazov kasla z laryngofaryngal-
nej oblasti v porovnani s normou nebol Statis-
ticky vyznamne zniZeny, ale priebeh kaslovej
odpovede nedosiahol zvySenie pozorované po
podani samotného enalaprilu (Obr.1). Nami
ziskany vysledok povaZujeme za mimoriadne
vyznamny, nakolko  kombinovana terapia
zahriiujica simultdnne poddvanie enalaprilu
s diltiazemom by mohla ¢iastoéne znizit vyskyt
kasla vyvolaného poddvanim enalaprilu, pri
zachovani hemodynamickej aktivity (Frarova
a Nosalova, 2004).
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Dalou latkou, ktord by mohla zniZit,
alebo eliminovat kasel po ACE-inhibitoroch, je
kromoglykat sodny. Kromoglykat sodny patri
do skupiny tzv. chromdnov, vyuzZivajucich sa
v liecbe Sirokej $kaly alergickych ochoreni.
Mechanizmus ucinku kromoglykatu je zaloZe-
ny na stabilizdcii membrany mastocytov
a naslednej supresii uvolfiovania zapalovych
medidtorov  a cytokinov (Sadeshi —Hashjin,
2002). Kromoglykat dosahuje uvedeny efekt
inhibiciou CI" kandlov mastocytov a zniZenim
vodivosti Ca®* i6nov membrany mastocytov.
Nemenej dblezitym ucinkom kromoglykatu,
ktorym by mohol ovplyvnit obranné reflexy
dychacich ciest je neselektivna inhibicia tachy-
kininovych receptorov a stabilizacia C —vlakien
(Hargreaves a Benson, 2005).

Podla nasich vysledkov 15-driové poda-
vanie enalaprilu sinhala¢nou aplikaciou kro-
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moglykatu sodného v porovnani
s monoterapiou enalaprilom dosiahlo pre-
svedCivé zniZenie poctu narazov mechanicky
vyvolavaného kasla len zlaryngofaryngalnej
oblasti dychacich ciest. Pocet narazov kasla
z tracheobronchidlnej oblasti, v porovnani

s podavanim samotného enalaprilu, nebol
kombinovanou liecbou enalaprilu
s kromoglykatom  sigifikantne  ovplyvneny.

Opét sa potvrdila rézna ovplyvnitelnost kasla
z laryngofaryngalnej a tracheobronchidlnej
oblasti dychacich ciest. Pri¢inou mo6ziu byt
rozdiely v zastupeni kasfovych receptorov
v laryngu a trachey.

Zaverom je moiné konstatovat, Ze
chronicky, drazdivy kasel je ¢astym sprievod-
nym javom vyskytujucim sa pocas lieCby inhi-
bitormi ACE. Vysledky nasich experimentov
viak potvrdili, Ze je moZné tento negativny
efekt eliminovat farmakologickym zdsahom a
tym prispiet k benefitu liecby inhibitormi ACE.
Na zdklade dosiahnutych vysledkov charakte-
rizujucich potenciu jednotlivych latok minima-
lizovat neziaduce ucinky enalaprilu
v dychacom systéme je mozné zostavit pora-
die: inhala¢ne furosemid > diltiazem >
inhalacne kromoglykat.

Prdca bola realizovand za podpory , Centra
experimentdlnej a klinickej respirologie 11”
spolu-financované z EU zdrojov.
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V poslednych desatrociach sa neu-
robiologicky vyskum coraz intenzivnejsie
venuje hladaniu Strukturdlneho alebo
funkéného vztahu medzi depresiou
a mozgovou dysfunkciou. Toto hladanie
vychadza z uznavanej paradigmy, na za-
klade ktorej sa depresia povaZzuje za ocho-
renie mozgu (1). Samozrejme, Ze sa
v pripade primarnej depresie nejedna o
hrubé organické poskodenie mozgu, ale o
jemnu, diskrétnu, klinicky tazko detegova-
tefnu poruchu Struktury ¢i funkcie mozgu.
Napriek intenzivnym snahdam neurovedcov
o najdenie optimalneho opisu vztahu me-
dzi depresiou a zmenami na mozgu, pres-
na kauzalita a podrobny popis Struktural-
nych alebo funkénych poruch mozgu, kto-
ré by mohli viest k manifestacii depresie
doposial nejestvuje. Existuje cely rad hy-
potéz, objasniujucich depresiu a jej preja-
vy. Vyskyt viacerych hypotéz naznacuje, ze
depresia nie je ochorenie, ktoré by sa dalo
uchopit pomocou jednej vysvetlujlcej
tedrie. Kazdd hypotéza, ktora si narokuje
objasnit vznik depresivnej epizddy, sa po-
kasa vysvetlit toto ochorenie na zaklade
urcitej Specifickej neorobiologickej para-
digmy, v sulade s Kuhnovym nazeranim na
vedu ako na suboj hypotéz, z ktorych kaz-
da je platna v uréitom ohranicenom mys-
lienkovom modeli (2). Depresia ztohto
pohladu sa na prvy pohlad javi ako ocho-
renie, ku ktorému vedu rézne patomecha-
nizmy, Ustiace do podobného konzistent-
ného obrazu. Jedno vSak maju tieto hypo-
tézy spolocCné. Ide o nazeranie na depresiu
ako na dusevné ochorenie, pri ktorom
dochadza k naruSeniu prenosu signalu

58

v CNS ato predovsetkym na urovni che-
mickych syndps (3). Klu¢ovu ulohu v tychto
procesoch hrd G-protein, ktory sluzi ako
transdukény prvok, ktory prenasa signal na
efektorovy systém (idnovy kanal alebo
enzymovy mechanizmus). Porucha preno-
su signalu, vedie k dlhodobému ovplyvne-
niu neurdénovej aktivity v urcitych oblas-
tiach mozgu, zodpovednych za vznik poci-
tov typickych pre depresiu. V zdsade moze
byt porucha reprezentovanda narusenim
dostupnosti neurotransmiterov, recepto-
rov, prendsacov ako aj vnutrobunkovych
procesov suvisiacich s prenosom nervové-
ho signdlu. Zpohladu neurochemickych
hypotéz najvacsia pozornost je venovana
serotoninovému prenasacu (3). Ten je
zodpovedny za prenos serotoninu do
vnutra bunky. Okrem toho aj zmeny
v dostupnosti dalSich neurotransmiterov,
ako su noradrenalin a dopamin, sa tiez
povazuju za vyznamny faktor sprevadza-
juci  vznik aliecbu poruch ndlady.
V poslednom obdobi sa vsak taZisko vy-
skumu patogenézy depresie presuva Coraz
viac ksnahdam zachytit okrem zmien
Vv neurotransimisii aj zmeny v Strukture
jednotlivych mozgovych Struktarach.

Strukturalne zmeny na mozgu pri depresii
Vysledok volumometrickych mera-
ni naznacuje, Ze pri depresii sa redukuje
najma objem v regiondlnych oblastiach
CNS, sprevadzany znizenim poctu buniek
alebo ich objemu. Vysvetlenie takejto
zmeny nie je jednoduché. Sucasné hypoté-
zy hovoria o troch moznych pricinach:
e neurovyvojové abnormality,
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e progresia ochorenia mozgu, zahriu-
juca stratu, pripadne atrofiu glie
a neurdnov,

e ndsledok biochemickych  zmien
(napr. v hladine glukokortiokoidov).

Objemové zmeny v regionalnych
oblastiach CNS mdzu pomoct aj pri rieseni
otazky, ¢o stoji za depresivnou symptoma-
toldgiou. V zasade sa vysvetlenie depre-
sivnej symptomatoldgie ponuka na zdakla-
de narusSenia normalnej funkcie neural-
nych okruhov v mozgu, do ktorych su za-
pojené hipokampus a frontalna kéra ako aj
dalSie ¢asti mozgu (ncl.accumbens, amyg-
dala a hypotalamus). Neokortex
a hipokampus su s najvacSou pravdepo-
dobnostou zodpovedné za kognitivne as-
pekty depresie. Striatum aamygdala sa
podielaju na emocnych prejavoch, hypota-
lamus hra zase ulohu v rozvoji neurovege-
tativnych symptémov depresie (4). Pouka-
zuje na to, ako zjednotlivych ,kuskov”
vznikd homogénna ,, mozaika” depresivnej
symptomatiky. Okrem toho to nasvedcuje,
Ze depresia je ochorenie so zlozitym neu-
robiologickym pozadim, ktoré nemozno
zjednodusovat, na jednotnu, celostnu
a vSetko vysvetlujucu patofyziologicku
hypotézu.

Vznik depresie sa dava aj do kau-
zalneho suvisu so stresom. Biochemické
vysvetlenie vzniku depresie pri strese je
vysvetlované aktivaciou osi hypotalamus -
hypofyza — nadoblicky (HHN). Na tuto sku-
to¢nost upozornil Board (5) uZz pred viac
ako 50 rokmi. Akdtny stres a aktivacia osy
hypotalamus—hypofyza—nadoblicky (HHN)
zvySuje koncentraciu urcitych neurostero-
idov v CNS, ktoré podporuju syntézu korti-
koliberinu (CRF) a funkciu GABA, recepto-
rov. To v konecnom dosledku spdésobuje
atrofiu hipokampalnych neurénov, na kto-
rd ma vplyv aj vysoka koncentrdcia gluko-
kortikoidov ako aj glutamatu. Glukokorti-
koidy a glutamat totizto redukuju bunkovu
odolnost azvySuju citlivost neurdnov
v hipokampe na negativne vplyvy, ¢im je
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narusend hipokampalna neurogenéza.
Neurdny hypotalamu uvolfiuju pri depresii
CRF, ktory sa dostava krvnou cestou do
adenohypofyzy a stimuluje uvolfiovanie
ACTH. ACTH stimuluje uvolfiovanie gluko-
kortikoidov (najma kortizolu
a kortikosterénu) z kéry nadobliciek (6).
Kortizol p6sobi na neurdny hipokampu
toxicky, €¢o sa prejavuje ich atrofiou.
U depresivnych pacientov je narusena os
HHN, v d6sledku ¢oho je vyradena spatna
vazba vyssej koncentracie ACTH
a kortizolu na koru nadoblicky (4). Aktivuje
sa tzv. bludny kruh. Koncentracia kortizo-
lu teda nelimerne stupa. Studia Pariante-
ho aLightmana (7) dokdzala, Ze zmeny
v regulacii osi HHN v podmienkach chro-
nického stresu alebo velkej depresivnej
poruchy sa prejavia aj v zmenenej koncen-
tracii kortizolu v periférnej krvi a v slinach.
Rubinow este v roku 1984 naopak prezen-
toval pozitivnu korelaciu medzi hladinou
volného kortizolu v moci a zavaznostou
kognitivneho deficitu (8). V inej Studii sa
pri depresii preukdzala hyperkortizolémia
ako aj hypoaktivita glukokortikoidnych
receptorov nielen v limbickom systéme,
ale aj v imunitnych bunkach, ¢o sa prejavi-
lo hypersekréciou prozapalovych cytoki-
nov u pacientov s depresiou (9). Tieto vy-
skumy teda Boardovu hypotézu jedno-
znacne potvrdzuju.

Novsie hypotézy vplyvu antidepresiv
Najnovsie vyskumy Studuju vnut-
robunkové procesy aich patoldgiu, ktora
vyustuje do narusenia Strukturdlnej plasti-
city a bunkovej odolnosti mozgovych bu-
niek. Podla Dumanovej neurotrofnej hy-
potézy (10) dochadza pod vplyvom stresu
u depresivnych pacientov k atrofii neurd-
nov alebo k bunkovej smrti. Napriek tomu,
Ze v sucasnosti detailné mechanizmy nie
su plne objasnené, predpoklada sa, ze d6-
lezitu ulohu zohravaju signalne transduk¢-
né cesty pre cCAMP a neurotrofné faktory.
Pozoruhodné je, Zze sa jedna o rovnaké



cesty, aké zohravaju ulohu v bunkovych
modeloch plasticity neurénov. Z toho vy-
plyva, Ze atrofia neurénov a ich smrt méze
byt vysledkom naruSenia mechanizmov
podmienujucich neuronalnu plasticitu.

Podla Dumanovej tedrie dochadza
okrem neurotrofie aj k vyznamnej prolife-
racii a maturacii neurénov v urcitych ob-
lastiach dospelého mozgu, vratane hipo-
kampu (10). Neurogenéza je extrémne
dynamickym procesom a ma vplyv na uce-
nie a pamat, ktoré su pri depresii naruse-
né. A prave lie¢ba urcitymi psychofarma-
kami iniciuje neurogenézu, ¢o sa prakticky
vyuziva pri terapii depresie. Existuju doka-
zy, ze SSRI antidepresiva, TCA, IMAO, tia-
neptin a lithium stimuluju neurogenézu
rovnako ako ECT a repetetivna transkra-
nidlna magneticka stimulacia. Ako uvadza
Maniji et al. (11) Dumanova tedria posky-
tuje Uplne novy pohlad na mechanizmy
Ucinku antidepresiv. Podla uvedenych au-
torov prostrednictvom cAMP dochadza
k zvySenej expresii a funkcii transkripéné-
ho faktora CREB, ¢o vedie k up-regulacii
Specifickych cielovych génov, vratane gé-
nu pre neurotrofny faktor BDNF. BDNF
patri medzi mozgové rastové faktory, kto-
ré su potrebné nielen pre rozvoj
a diferencidciu mnohych neurénov vo vy-
voji mozgu, ale aj na udrzZiavanie a preZitie
neurénov v dospelom mozgu (9). BDNF
podporuje rast serotoninergnych
a noradrenergnych vladkien achrdni ich
pred neurotoxickym vplyvom kortikostero-
idov (12). Maniji et al. (11 ) uvadzaju zvy-
Senau koncentraciu BDNF a jeho receptora
TrkB v hipokampe pacientov, ktori uzivali
antidepresiva alebo prekonali elektrokon-
vulzivnu terapiu. Dnes uz vieme, Ze nie je
vylucend expresia BDNF aj pri transkra-
nialnej magnetickej stimulacii. Ako vsak
cely proces ochranného poésobenia anti-
depresiv funguje ?

Chronické podavanie antidepresiv
ako ajECT zvySuje expresiu BDNF
v hipokampe a v kortikalnych neurénoch
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a mozZu tak branit stresom indukovanému
znizeniu produkcie BDNF. Tento faktor
posobi ako antagonista NMDA receptorov.
NMDA receptor je zodpovedny za zvySenu
dostupnost glutamatu. Glutamat otvara
kalciové kanaly, vdaka ¢omu dochadza
k intracelularnej autolyze, ktord sa
v kone¢nom dosledku prejavi na volumo-
metrickej zmene hipokampu. Zmenu ob-
jemu hipokampu vidiet hlavne v jeho api-
kalnej oblasti, inervovanej gabaergnymi
vldknami z gyrus dentatus (13). BDNF ako
antagonista NMDA receptorov dokaze
neurotoxickl kaskadu blokovat, vdaka
¢omu je centrom zdujmu neurotrofnej
hypotézy. Jeho uUloha je zrejme klucova,
o ¢om svedci nalez zniZzenej expresie BDNF
a jeho receptora TrkB v hipokampe depre-
sivnych suicidujacich os6b. BDNF v3ak
nema vplyv len na hipokampus.
V poslednej dobe sa Studuje aj ako
ochranny faktor amygdaly pred toxickym
vplyvom glukokortikoidov (14).

Naznacena biochemicka kaskada
by nebola uplna, pokial by sme neuviedli
napojenie Dumanovej hypotézy na recep-
torové a neurotransmiterové hypotézy.
Terapeuticky efekt modernych antidepre-
siv totiZz spociva vo zvySeni funkcie seroto-
ninergného a noradrenergného systému.
A prave zmeny v tychto systémoch spdso-
buju zvySenie aktivity transkripéného fak-
tora CREB, ¢im do6jde k expresii neutrofinu
BDNF ajeho receptora TrkB, ¢o
v kone¢nom dobsledku vedie k zvysSenej
plasticite neurénov a k obnove ich bunko-
vych funkcii (15). Duman tak podal exce-
lentné vysvetlenie Ucinkovania antidepre-
siv a ich ochranny vplyv na neurdny v CNS.
Zaroven naznacil aj akym smerom sa ma
uberat studium procesov atrofie niekto-
rych  mozgovych Struktdr u pacientov
s depresiou.

Z Dumanovej hypotézy vyplyva, Ze
za procesmi veducimi k atrofii neurénov sa
skryvaju deje ako chronicky stres, dlhodo-
bé zvySenie hladin glukokortikoidov, hy-
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poglykémia, ischémia, neurotoxiny ako aj
niektoré virusové infekcie. Podobne ako
pri ochrannom pdésobeni antidepresiv, aj
pri procesoch atrofie neurénov hra kluco-
vu ulohu BDNF. Expresia BDNF je
v stresovych situacidch znizend, ¢o dokazal
vyskum vplyvu imobilizatného stresu
na krysi hipokampus (9). S velkou pravde-
podobnostou posobi podobne, ak nie rov-
nako, psychosocialny stres na fudi (12).
A dodajme, Ze rovnaky efekt malo dlhodo-
bé podavanie kortizolu, ktoré sa prejavilo
atrofiou ¢i dokonca smrtou vulnerabilnych
neurénov v hipokampe, hlavne v oblasti
C3.

Dumanova hypotéza ma zasadny
vplyv na ponimanie antidepresivnej liecby.
Od pristupov k psychofarmakdm ako lie-
kom, ktoré zasahuju len na Urovni neuro-
transmiterov, receptorov a membran,
k pohladu na psychofarmaka, ktoré maju
okrem tejto funkcie aj schopnost modulo-
vat proces plasticity neurdénov
a ovplyvnenie ich bunkovych funkcii.

Na Dumanovu hypotézu nadviazala
v roku 2002 neurogénna hypotéza. T po-
dobne ako neurotrofna hypotéza zname-
nala Uplne novy pohlad na depresiu, ktoru
do urcitej miery vnimala ako neurovyvojo-
vUu poruchu dospelych. Depresia je podla
tejto tedrie spojend so znizenou neuroge-
nézou v hipokampe, pri¢om antidepresiva
umoznuju tuto neurogenézu stimulovat.
Tu treba podotknut, Zze pre formulovanie
takejto hypotézy bolo potrebné zmenit
nazor na vznik novych nervovych buniek
nakolko sa ich vznik pocas Zivota cloveka
nepredpokladal (16). Az vroku 1998 sa
objavili prvé spravy o moznej neurogenéze
vdospelom mozgu (17). Eriksson
a spolupracovnici vtedy dokazali, Ze
v ludskom mozgu dochddza k bunkovej
genéze a ze si tento potencidl mozog udr-
Zuje po cely Zivot. Zdroj tychto buniek je
prave v oblasti gyrus dentatus hippocam-
pi, pricom bunky z tejto oblasti sa mo6zu
diferencovat s morfologickymi a fenotypo-
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vymi charakteristikami neurdénov. Gyrus
dentatus hippocampi sa povazuje za zatial
jedint dokazanu lokalitu mozgu, v ktorej
bola zaznamenana neurogenéza granular-
nych buniek (12). V roku 2003 totiz publi-
kovali Santarelli a spolupracovnici studiu,
v ktorej popisali ulohu kmenovych buniek
pri antidepresivnej terapii (18). Napriek
pritazlivosti a elegantnosti neurogénnej
hypotézy, nebolo kauzdlne spojenie neu-
rogenézy a depresie doposial dostatocne
preukazané. Vacsina vedcov zaoberajuca
sa touto problematikou pripusta, Ze tato
hypotéza prispieva k objasneniu hipokam-
palnych aspektov pri depresii, zaroven
vSak dodava, Ze nedostatocnd hipokam-
palna neurogenéza v dospelosti sama
o sebe zrejme nemozZe vysvetlit depresiu.
Vyvoj vsak pokracoval dalej a v roku 2003
bola formulovand hypotéza bunkovej plas-
ticity, ktora spaja neurotrofnu
a neurogénnu hypotézu do tvrdenia, Ze
depresia mozZe byt spdsobena narusenou
bunkovou plasticitou, ktord vedie
k neprimeranym vztahom medzi Struktu-
rou a funkciou. Neuroplasticita je defino-
vana ako schopnost mozgovej kapacity
modifikovat svoju Struktdru alebo funkciu
ako odpoved na ucenie a posSkodenie
mozgu (16). Je to schopnost organizmu
ziskat informaciu a vytvorit primerané
odpovede pre rovnaké alebo pribuzné
podnety aj v buduicnosti (19). Tento pojem
je vSak zatial velmi menlivy
a nejednoznacny, kedZe zastresuje zmeny
od urovne nervovej bunky a jej ¢asti az po
adaptacnu schopnost organizmu ako celku
(16).

Neuroplasticita je vysvetlovana
pomocou hypotézy, ktora na neurdny
vV mozgu nazera ako na sucast dynamické-
ho procesu. Poéas vnutromaternicového
obdobia sa neurény wvyvijaju z pluri-
potentnych embryondlnych kmenovych
buniek, neskor sa diferencuju, vytvaraju
synapsy a nakoniec odumieraju. Dolezité
je zistenie, Ze nervové kmerniové bunky



zostdvaju aj vdospelom mozgu cloveka
a su potencidlnym zdrojom novych buniek
(16). Tu je teda suvis medzi neurogénnou
hypotézou a plasticitou mozgu. Na plasti-
citu vsak treba nazerat aj z pohladu vytva-
rania novych syndps a neustaleho prepo-
jovania neuronalnej siete (16).

Je samozrejmé, Ze tak ako
v pripade neurochemickych hypotéz, ani
tato hypotéza, ani Dumanova hypotéza
nevystihuju depresiu ako ochorenie ,en
block”. Zaostrenie pozornosti na hipo-
kampus a limbicky systém ako aj vyskum
neurochemickych a Strukturdlnych zmien
v tychto anatomickych oblastiach mozgu
umoznuju kvalitativne nové nazeranie na
toto komplikované ochorenie. Zaroven
poukazuju na dalSie doteraz malo preba-
dané aspekty antidepresivnej liecby, ktorej
efekt podla najnovsich vyskumov nie je len
na urovni biochemickej harmonizacie neu-
rotransmisie, ale aj na Strukturdlnych
a objemovych zmenach niektorych oblasti
CNS.
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Dychaci systém je neustdle expo-
novany respiraénym patogénom, alergé-
nom a toxinom. Je to jeden z dévodov,
preco si vyvinul ucinny spOsob obrany,
nazyvany mukocilidrny transport (MCT).
Uginnost tohto obranného reflexu dycha-
cich ciest (DC) je zavisla od koordinovanej
¢innosti cilidrnych buniek, ktoré dokazu
svojim rytmickym kmitavym pohybom
odstranit zDC denne cca 10 ml hlienu.
Energiu bunky ziskavaju z ATP mechaniz-
mom, na ktorom participuje intracelularny
kalcium-kalmodulinovy komplex (Korngre-
en aPriel, 1996). Funkcnost ciliarneho
aparatu moZe byt ovplyvnend teplotou
(Jorissen a Bessems, 1995), pH (Clary-
Meinesz et al.,, 1998), viskoelastickymi
vlastnostami a objemom hlienovej vrstvy,
ako aj objemom tekutej vrstvy povrchu DC
(airway surface liquid; ASL) (Tarran, 2004).

Dostatoénd hydratacia povrchu DC
je vysledkom vzajomnej ¢innosti amilorid-
senzitivnych Na® kandlov (ENaC), trans-
membrandzneho regulatora vodivosti pre
cysticku fibrézu (CFTR) a Ca®* aktivovanych
CI" kandlov (CaCC) (Gallietta et al., 2004;
Mall, 2008). Narusenim rovnovahy
v dosledku poruchy absorpcie Na* a sekré-
cie ClI" i6nov dochadza k dehydratacii po-
vrchu DC, ktord je charakteristickou crtou
chronickej obstrukénej choroby plic
(CHOCHP) (Mall et al., 2008; Clunes et al.,
2012) acystickej fibrézy (CF) (Boucher,
2007).

Je dokazané, Ze cigaretovy dym,
ako jedna z pricin CHOCHP, modulaciou
¢innosti CFTR, poskodzuje sekréciu Cl" i6-
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nov. Nedostatoény objem ASL inhibuje
funkciu cilii, ¢im zhorSuje odstrafiovanie
hlienu z DC, napomaha obstrukcii DC hlie-
nom, vedie k metapldazii poharikovych bu-
niek a ulah¢uje vyvoj neutrofilného zapalu
s bakteridlnou kolonizaciou a emfyzémom
pliuc. V kone¢nom dosledku kolaps steny
DC znizuje uc¢innost mukociliarneho trans-
portu a kasla (Clunes et al., 2012).

CF je genetické ochorenie, ktoré je
pravdepodobne spojené so zlyhanim lo-
kalnej obrany DC. Niektoré studie potvrdi-
li, Ze v priebehu tohto ochorenia baktérie
[ahSie adheruju k epitelidlnym bunkam
v dbsledku zvySenej bunkovej expresie
gangliozidu (asialoGM1) Saiman a Prince,
1993), zlyhaniu antimikrébnej funkcie
(Ganz, 2002) alebo fagocytdzy neutrofilov
(Berger et al., 1989). Patofyzioldgia ocho-
renia je vSak vysledkom neschopnosti epi-
telu vylucovat CI" idny a regulovat absor-
bciu Na*. Nedostatok pericilidrnej tekutiny
vedie ku akumuldcii hyperviskdzneho hlie-
nu, ktory sa nedd odstranit MCT alebo
kaslom. Perzistentnd pritomnost baktérii
v DC a zapal su pri¢inou remodelacie steny
DC s hyperplaziou a metaplaziou hlieno-
tvornych Zliazok, zmnoZenim bronchidlnej
cirkulacie, bronchiektdziami a tvorbou
parenchymovych cyst, ktoré mozu progre-
dovat az do fibrézy pliuc (Boucher, 2007;
Livraghi a Randell, 2007).
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Obr. 1 Poskodenie reguldcie hydratacie povrchu dychacich ciest v patologickych podmienkach cystickej fibrézy. V dosledku nepritomnosti
alebo poskodenia funkcie CFTR je zniZena sekrécia Cl idnov a sekunddrne zvy$ena reabsorpcia Na™ iénov v epitely dychacich ciest.
ENaC - amilorid-senzitivne Na" kanaly; CFTR - transmembrandzny regulator vodivosti pre cysticku fibrézu; CaCC, ORCC a CLC2 — chlo-

ridové kanaly (upravené podla Zeitlin , 2008).

Menej castym genetickym ochore-
nim v porovnani s CF je primdrna cilidrna
dyskinéza (PCD). Jej klinicky obraz je velmi
roznorody. Kartagenerov syndrém je kli-
nickym prejavom poskodenia respiracné-
ho traktu. V patofyzioldgii ochorenia zo-
hrava délezitu ulohu abnormalna funkcia
motilnych cilii. Funkéné zmeny su spojené
so zmenami frekvencie kmitania, smeru,

sily a koordindcie pohybov cilii.
V niektorych pripadoch ide o aplaziu,
kompletni nepritomnost cilii (Livraghi

a Randell 2007). Velka cast pacientov
s PCD md v doésledku mutacii niektorych
génov poskodeny protein cilii dynein, kto-
ry spoloéne s mikrotubulmi vytvdra funk-
¢nu jednotku pohybu cilii (Mitchison et al.,
2012).

Cilidrna dysfunkcia sa castejSie vy-
skytuje v suvislosti s expoziciou respirac-
ného epitelu mikrébnym patogénom napr.
Pseudomonas aeruginosa a Haemophilus
influenzae, ktoré produkuju toxiny, po-
Skodzujuce funkciu mukocilidarneho apara-
tu. Navyse je pravdepodobné, Ze zapalové
mediatory, dokazané u pacientov
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s chronic-kou rhinosinusitidou, su pri¢inou
sekundarneho poskodenia MCT (Gudis et
al., 2012)

Dalsim chronickym ochorenim, kto-
ré je spojené so zmenami MCT je bron-
chidlna astma. Ide o imunoalergické ocho-
renie, pocas ktorého sa meni nielen kvan-
tita, ale aj kvalita produkovaného hlienu.
Charakteristickou ¢rtou astmy je hypersek-
récia hlienu v désledku 2,5- nasobne zvy-
Seného poctu poharikovych buniek, nad-
mernej expresie génov pre glykoproteiny
hlienu, degranuldcie poharikovych buniek
a zvysSenej bronchovaskuldrnej permeabili-
ty so zvySenim mnoistva plazmatickych
proteinov. VSetky spomenuté faktory spo-
lo¢ne s bunkovym detritom menia kvalitu
hlienu, ¢im dochdadza k jeho stazenej ex-
pektoracii. Taktiez sa mo6iu spdjat
s poSkodenim funkcie cilii. Cilidrna dysfun-
kcia sprevadza stredne tazky aZ tazky stu-
pen astmy, kedy dochadza aj k abnormali-
tdm v ultrastruktdre bronchialneho epite-
lu, spojenych sredukciou cilidrnych bu-
niek, defektom mikrotubulov, poskodenim
mitochondrii a vakuolizaciou cytoplazmy
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(Thomas et al., 2010). Hlien v DC je preto
akumulovany a je pri¢inou obstrukcie DC.
KedZe nas dstav ma nové pristrojo-
vé vybavenie na sledovanie pohybu cilii
v dychacom systéme, zahdjili sme sériu
experimentov, venovanych spomenutej
problematike, t.j. MCT. Zavadzanie novych

A

metodik do praxe je vidy spojené
s mnozstvom problémov, ktoré je treba
odstranit, aby dana metodika bola naozaj
optimalna.  Softvér na  monitoring
a analyzu kinematiky cilii bol pripraveny
kolegami zo Zilinskej univerzity, my sme sa
orientovali na jej prakticku cast.

Obr. 2 A. Mikroskopicky obraz cilidarneho epitelu trachey zdravych mordiat (zvac¢Senie 600x); B. Analyza frekvencie kmitania cilii za fyziolo-
gickych podmienok pomocou softvéra Ciliary analysis. Oblasti zaujmu (ROI) st vyznacené zelenou farbou, prislusna hodnota medianu
frekvencie kmitania je vyjadrend v Hz ¢ervenou farbou; C. Postanalyza frekvencie kmitania cilii za fyziologickych podmienok pomo-
cou softvéru Ciliary analysis. Manudlne oznacenie ROI, obsahujucich funkéné cilie, modrou farbou.

V priebehu odberu biologickych
vzoriek z oblasti trachey experimentalnych
zvierat sme sa snazili o zachovanie Stan-
dardnych podmienok (teplota in vitro la-
boratéria 20 - 24 °C, vlhkost vzduchu 55 +
10 %, teplota fyziologického roztoku a tep-
lota podlozného sklicka 37,5 - 39 °C). Ma-
terial, ster sliznice trachey, bol cytologic-
kou kefkou nandsany na podlozné sklicko,
za Ucelom pripravy mikroskopického pre-
paratu, vlozeného do svetelného mikro-
skopu. Z kazdej vzorky bolo zaznamena-
nych 10 kratkych videosekvencii pomocou
vysokorychlostnej kamery Basler 540KC
napojenej na pocitac¢ (obr. 2A). V priebehu
vyhodnocovania experimentu sme pomo-
cou softvéru Ciliary analysis ziskali tzv.
oblasti zaujmu (ROI). Vystupom kazdej ROI
bola maximalna (max), minimalna (min),
priemernd (mean) a najcastejSie sa vysky-
tujuca hodnota (median) frekvencie kmi-
tania cilii. Pri konfrontacii vysledkov so
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zodpovedajucim videozaznamom sme
vSak dospeli k zaveru, Ze program, ktorym
ziskame ROI, bude musiet byt este modifi-
kovany. V mnohych pripadoch sa stalo, ze
ROl neobsahovala miesta s pritomnostou
funkénych cilii (obr. 2B), alebo spominané
oblasti boli zbyto¢ne velké a obsahovali
okrem cilii aj velka cast epitelu DC. Nieke-
dy boli zaznamenané ROI obsahujuce po-
hyblivé krvné elementy. Tym mohli byt
skreslené nase konecné vysledky. Novy
program postanalyzy, v priebehu ktorého
si mohol vyskumny pracovnik manualne
oznacit ROl (obr. 2C), odstranil niektoré
spominané nedostatky. Kazda postanalyza
bola realizovana po predchadzajlcej vizua-
lizacii prislusného videozaznamu, a tak
vypocitané hodnoty skutoéne zodpovedali
frekvencii  kmitania  funkénych  cilii
v ziskanom biologickom materialy.

Nase ziskané vysledky budu zakla-
dom pre budlce experimenty, venované



problematike MCT, ¢im rozSirime experi-
mentalne moznosti nasho ustavu v oblasti
sledovania obrannych reflexov DC.

Prdca bola podporend nasledovnymi pro-
jektami: ,,Dobudovanie centra experimen-
tdlnej a klinickej respiroldgie Il (CEKR 11)“,
»Meranie kinetiky cilii respiracného traktu”
a ,Podpora rozvoja ludskych zdrojov
svyuzZitim  najmodernejSich  postupov
a foriem vzdeldvania na JLF UK v Martine”
podporené EU a ESF.
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Zakladom preZitia a zabezpecenia
fyziologickej funkcie buniek v organizme
cicavcov je ich adekvatna saturacia kysli-
kom a vyZivnymi latkami. Z toho d6vodu
su lokalizované vo vzdialenosti maximalne
100-200 um od kapilar, ¢o je vzdialenost,
do ktorej je schopny kyslik difundovat. Pre
vysSie organizmy je teda nevyhnutné vy-
tvarat nové krvné zdsobenie procesmi
znamymi ako vaskulogenéza (tvorba ciev z
prekurzorovych buniek) alebo angiogené-
za (tvorba ciev z preexistujucich ciev) (Ax-
nick and Lammert 2012). Tvorba ciev je
proces primarne sa vyskytujlci pocas in-
trauterinného vyvoja plodu a je limitovany
pocas postnatdlneho Zivota, kedy, s vy-
nimkou Zenského reprodukéného systé-
mu, je vacSinou spojeny s patologickymi
procesmi, ktoré mozu byt Ziaduce (hojenie
ran, srdcovd ischémia) alebo neZiaduce
(diabeticka retinopatia, rast nddorov) (Po-
tente et al. 2011).

Angiogenéza je stupnovity proces
ovplyviiovany pocéetnymi pozitivnymi a
negativnymi reguldtormi angiogenézy,
pricom za fyziologickych podmienok je
ovplyviiovany hlavne negativnymi regula-
tormi. V pripade porusenia jemnej rovno-
vahy medzi pozitivnymi a negativnymi
regulatormi angiogenézy moze dojst bud k
znizenej alebo zvysSenej tvorbe novych
ciev.

V poslednej dobe narastd pocet
prac zaoberajucich sa vztahom angiogené-
za-rast nadorov-metastazovanie. Pretoze
inhibicia angiogenézy sa javi ako perspek-
tivny smer v terapii/prevencii nadorov,
vyskum v tejto oblasti sa nevyhol ani pri-
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rodnym latkam vrdtane flavonoidov a
chalkénov.

Zdkladné kroky angiogenézy

Ako uZ bolo povedané, neovaskula-
rizacia je zlozity proces, ktory je ovplyviio-
vany mnohymi faktormi a nie je cielom
tejto prace sa zapodievat detailami, ktoré
Castokrat este nie su celkom jasné. Z toho-
to dévodu su v nasledujucej ¢asti spome-
nuté iba zdkladné kroky veduce k tvorbe
novych ciev. Nadorové bunky prijimaju
kyslik a vyzivu pasivnou difuziou. Pri do-
siahnuti velkosti asi 2 mm? tento sposob
vyzivy zacdina byt nedostatocny a nador si
potrebuje vytvorit kapilarnu siet, aby mo-
hol pokracovat v raste. Proces angiogené-
zy zacina degraddciou extracelularnej mat-
rice (resp. bazdlnej membrdany) proteaza-
mi, ktoré su sekretované aktivovanymi
endotelialnymi bunkami. Endotelové bun-
ky proliferuju, ¢o vedie k vytvaraniu vy-
bezkov endotelidlnych ciev do okolitého
tkaniva. Neskor sa endotelové bunky for-
muju a vytvaraju nové rurkovité Struktury,
na ktoré pevne nasadda novovytvorena
bazdlna membréna. V pripade normalnej
aj patologickej angiogenézy hlavnym spus-
tatom tohoto procesu je hypoxia. Tato
indukuje expresiu vaskularneho endote-
lidlneho rastového faktora (VEGF) a jeho
receptorov cez expresiu tzv. hypoxiou-
indukovatelného faktora (HIF), ktory kon-
troluje expresiu niektorych génov ako
napr. génov VEGF, syntazy oxidu dusnaté-
ho (NOS), dostickového rastového faktora
(PDGF), angiopoietinu 2 a inych (Carmeliet
and Jain 2011). VEGF a pribuzné molekuly
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slizi ako endoteliotropny induktor angio-
genézy. Aktivacia angiogenézy cez Speci-
fické pleiotropné angiogénne faktory ve-
die ku komplexnej aktivacii endotelovych
buniek vratane aktivacie autokrinného
rastového regulaéného systému, expresie
cytokinov a receptorov pre rastové fakto-
ry, tvorby adhéznych molekul. Na rozdiel
od fyziologickej angiogenézy, ndadorova
angiogenéza je takmer vidy spojend so
zapalovou reakciou a zapalové bunky ako
napr. monocyty, makrofagy, trombocyty,
mastocyty uvolfiuju velké mnoistvo an-
giogénnych faktorov, ktoré sa moéZu zu-
Castnit v procese angiogenézy (Carmi et al.
2009).

Flavonoidy

Mechanizmus antiproliferativneho
resp. protinadorového ucinku flavonoidov
je relativne znamy a okrem priameho
cytotoxického ucinku zahffia aj modulaciu
Sirokého spektra transdukénych systémov,
ktoré  vkonecnom  désledku  vedu
k inhibicii rastu nadorovej bunky/nadoru.
Jednou z poslednych oblasti, na ktoré sa
zameral vyskum potencialne protinadoro-
vych vlastnosti flavonoidov je ich potenci-
alne antiangiogénny ucinok.

Jako uZ bolo spominané, VEGF je
jeden zo zdkladnych pro-angiogénnych
faktorov. Liu et al. (2005) vo svojej praci
zistili, Ze apigenin, jeden z ¢asto sa vysky-
tujlcich prirodnych flavonoidov inhiboval
transkripciu VEGF u buniek plucneho na-
doru. Inhibicia aktivacie transkripcie VEGF
bola sprostredkovana znizenou expresiou
HIF-1a, ktory zohrdva esencidlnu ulohu
v pociato¢nych krokoch neovaskularizacie.
Autori tieto vysledky potvrdili aj v in vivo
experimentoch, kde u mysiek po aplikacii
apigeninu doslo kznizeniu tvorby ciev.
Apigenin inhiboval tvorbu VEGF a HIF-1a
aj ubuniek izolovanych z nadoru ovarii.
Taktiez inhiboval expresiu obidvoch fakto-
rov cez PI3K/AKT/p70S6K1 a HDM2/p53
transdukény systém. Jednym z dalSich me-
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chanizmov, ktorym apigenin méze inhibo-
vat tvorbu novych ciev je supresia aktiva-
cie nuklearneho faktora kapaB (NF-kB),
ktory reguluje expresiu antiapoptotickych
génov regulujucich prezivanie buniek. In-
hibicia aktivacie NF-kB viedla k zniZenej
expresii NF-kB-regulovanych génov,
z ktorych sa niektoré podielaju na angio-
genéze (VEGF, matrixovd metaloproteina-
za-MMP, NO-syntaza) (Shukla and Gupta,
2004).

Flavopiridol, synteticky flavonoid,
vyrazny inhibitor cyklin-dependentnych
kindz je v sucasnosti v klinickom skasani
ako nddejnd protinddorova latka. Okrem
priameho Ucinku na nadorové bunky bolo
zistené, Ze flavopiridol aj inhibuje angio-
genézu. Newcomb et al. (2005) preukazali
schopnost flavopiridolu inhibovat expresiu
VEGF a HIF-1a u gliomovych buniek. Fla-
vopiridol zdroven inhiboval migraciu na-
dorovych buniek. Tieto in vitro udaje kore-
lovali aj sredukciou vaskularity u mysi
s glidmami, ktorym bol aplikovany flavopi-
ridol (Gupta et al. 2010). Humanne neu-
roblastdmy produkuju angiogénne pepti-
dy azvySena angiogenéza koreluje sich
agresivnym spravanim sa, so schopnostou
metastazovat a so slabou klinickou odpo-
vedou. Rapella et al. (2002) Studovali
schopnost flavopiridolu inhibovat expresiu
VEGF indukovanu hypoxiou u buniek neu-
roblastomu a zistili vyraznd schopnost
flavopiridolu znizit expresiu VEGF, ¢o by
mohlo mat vyznam pri poufZiti v klinickej
praxi.

Protinadorové ucinky zeleného ca-
ju (z€) ajeho ucinnych latok (katechiny)
bol preukazany vin vitro aj in vivo pod-
mienkach. V poslednych rokoch sa vyskum
zaoberajuci tymto popularnym napojom
zameral aj na $tudium schopnosti ZC zasa-
hovat do procesu angiogenézy. jeden
z moznych mechanizmov ako katechiny
propaguju svoj antiangiogénny ucinok je
ich schopnost zabranit tvorbe komplexu
VEGF sjeho receptorom atak zabranit
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signalnej ceste tohto proangiogénneho
faktora. Aplikacia epigalokatechin galatu
(EGCG) viedla uz k spominanému efektu,
nasledkom ¢oho bola inhibovana fosfati-
dylinositol-3 kinaza (PI3-kinaza) ako aj ak-
tivita NF-kB ainhibovand celd signalna
cesta, ¢o malo za ndsledok zasah do pro-
cesu angiogenézy (Rodriquez et al. 2006).
Schopnost katechinov inhibovat angioge-
nézu Studovali aj pocetni dalsi autori. Oak
a kol. (2005) zistili, ze extrakt ZC inhiboval
zakladné kroky angiogenézy ako napr.
migraciu a proliferdciu endotelovych bu-
niek ale aj expresiu niektorych angiogén-
nych faktorov (MMP-2, VEGF). Antiangio-

génne ucinky boli zistené aj in vivo, ked

EGCG inhiboval rast nddorov pankreasu
u mysi (Shankar et al. 2012).

Protinddorové ucinky katechinov
zaujali do tej miery, Ze sa zacala Studovat
aj moznost ich chemickej modifikacie so
zdmerom zvySenia ich biologického Ucin-
ku. Matsubara et al. (2006) sledovali vplyv
konjugacie s mastnymi kyselinami na uci-
nok katechinov. Acyl-katechin a katechin
konjugovany s kyselinou stearovou inhibo-
vali DNA polymerazu a zaroven aj proces
angiogenézy. O preventivnom ucinku ZC,
jeho  mechanizmoch uéinku ako aj
o vyzname pre fudské zdravie SirSie pojed-
nava vo svojej praci Yang a spoluautori
(2009).

V poslednej dobe je venovana vel-
kd pozornost séji ajej potencidlne proti-
nadorovym ucinkom. Bolo dokazané, ze
vtomto smere zohrava najvyznamnejsiu
ulohu izoflavonoid genistein. Okrem uz
vys$Sie  spominaného protinadorového
efektu bolo preukdzané, Ze cast tychto
ucinkov moze byt sprostredkovana schop-
nostou inhibovat neovaskularizaciu.

Su a spoluautori (2005) Studovali
vplyv genisteinu a dasich izoflavonoidov zo
sdje na pro- aantiangiogénne faktory.
Zistili, Ze genistein v zavislosti na davke
znizoval  expresiu/uvolfiovanie  VEGF,
MMP-2 a MMP-9, trombocytami uvolto-
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vaného rastového faktora. Na druhej stra-
ne zvySoval aktivitu antiangiogénnych fak-
torov ako napr. endostatin, angiostatin,
trombospondin-1. tento ucinok preukazali
vin vitro ako aj vin vivo podmienkach.
Uginok genisteinu viak zahffia aj daldie
mechanizmy. Ako sa domnievaju Buchler
et al. (2004), antiangiogénny ucinok genis-
teinu by mohol byt sprostredkovany inhi-
biciou tvorby hypoxiou-indukovaného HIF,
ktory je hlavnym regulatorom aktivity
VEGF. Vo svojej prdci sledovali vplyv genis-
teinu na sekréciu VEGF za hypoxickych
podmienok u buniek nadoru z pankreasu.
Zistili, Ze genistein v davkovej zdvislosti
inhiboval aktivitu HIF-1, ¢o viedlo
k zniZzenej sekrécii VEGF.

Genistein, ako bolo zistené, priamo
ovplyvnuje transkripciu niektorych génov,
ktoré maju suvis s nddorovou angiogené-
zou. U buniek z nddora prostaty bolo zis-
tené, Ze genistein zniZuje transkripciu gé-
nov pre MMP-9, VEGF, TGF ainych, ¢im
zasahuje do nddorovej angiogenézy ale aj
do metastdzovania a invazivity nadoru. Na
zaklade tychto vysledkov sa autori prace
domnievajl, Ze genistein mbZe zohravat
vaznu ulohu v prevencii nddorov prostaty
(Li aSarkar, 2002). Najnovsie vyskumy
poukazali na dalSie moZzné mechanizmy
antiangiogénneho Ucinku genisteinu. Ge-
nistein indukovbal apoptézu endotelial-
nych buniek stimulovanych VEGF-om
a taktiez inhiboval produkciu a aktivitu
MMP. Zaroven inhiboval aktivaciu niekto-
rych signdlnych drah (JNK, MAPK) ako aj
aktivaciu protein kindz (Yu et al. 2010).

Studium potencidlneho antiangio-
génneho ucinku sa samozrejme tykalo aj
celého spektra dalSich flavonoidov. Pri
studiu vztahu antiangiogénny ucinok-
Struktdra Kim et al. (2006) zistili, Ze schop-
nost inhibovat angiogenézu ako aj schop-
nost inhibovat expresiu adhéznych mole-
kal aktivovanymi endotelovymi bunkami
nema priamy suvis s po¢tom —OH skupin



ako to je pri antioxidacnom ucinku flavo-
noidov.

Jednym z moznych cielov pri anti-
angiogénnom ucinku flavonoidov moze
byt HIF. Flavonoidy ako napr. izoramnetin,
luteolin alebo kvercetin inhibovali jeho
expresiu v mikrogramovych mnozstvach
(Hasebe et al. 2003). Antiangiogénny po-
tencial kvercetinu potvrdili aj Tan et al.
(2003). Zistili, ze kvercetin inhiboval za-
kladné kroky angiogenézy ako je prolifera-
cia endotelovych buniek, ich migrécia,
formovanie mikrokapilar pri pouziti HU-
VEC. Antiangiogénny ucinok kvercetinu bol
potvrdeny aj v in vivo Studiach, kde kver-
cetin efektivne inhiboval tvorbu kapildr na
chorioallantoidnej membrane kuracich
embryi. Okrem toho kvercetin inhiboval aj
jeden z dalSich proangiogénnych faktorov
-MMP-2.

Pre kvercertin bude platit ta ista
skutocnost ako pre mnohé iné flavonoidy:
jeho antiangiogénny ucinok bude pozosta-
vat z ovplyvnenia viacerych  klucovych
krokov angiogenézy. Potvrdenim tohto
tvrdenia je aj skutoc¢nost, Ze kvercetin za-
sahom do signaliza¢nej cesty sprostredko-
vanej aktivaciou receptora pre epidermal-
ny rastovy faktor (EGFR) inhiboval tyrozin-
kindzu, nasledkom ¢oho bola znizena sek-
récia MMP (Lee et al. 2004).

Prislubom do budtcnosti moze byt
aj skutoénost, Ze kvercetin moze potenco-
vat ucinok latok pouzivanych v sucéasnej
terapii nadorovych ochoreni. Ma et al.
(2004) kombinovali tamoxifén
s kvercetinom u mysi, ktorym boli apliko-
vané bunky nadorov prostaty. Zistili, ze
kombinacia obidvoch latok mala lepsi te-
rapeuticky ucinok ako bol pozorovany
u jednotlivych latok. Okrem samotného
antiproliferativneho uéinku autori zistili
znizeny expresiu VEGF ako aj zniZzenu den-
zitu mikrokapilar, éo svedci
o antiangiogénnom ucinku vysSie spomi-
nanej kombinacie.
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V nasich experimentoch s flavono-
idmi sme zistili, Ze zmes flavonoidov signi-
fikantne inhibovala niektoré kroky angio-
genézy ako napriklad migraciu endotelo-
vych buniek, tvorbu mikrokapilar alebo
expresiu MMP (Mojzis et al. 2008). Pri
porovndvani antiangiogénneho ucinku
roznych flavonoidov sme zistili, Ze kverce-
tin v porovnani schryzinom a 3-hydro-
xyflavénom vykazoval signifikantne vyraz-
nejsi ucinok na endotelové bunky (Pilatova
et al. 2010).

Chalkony

Chalkény su metabolické prekurzo-
ry flavonoidov vo vyssich rastlinach a po-
dobne ako flavonoidy maju Siroké spek-
trum biologickych ucinkov vratane proti-
nadorovych (Repanas et al. 2012).

Jednym z mozZnych mechanizmov
protinddorového ucinku chalkénov moéze
byt aj ich antiangiogenny ucinok. Nam et
al. (2003) studovali antiangiogénny ucinok
novosyntetizovanych 2',5'-
dihydroxychalkénov. Niektoré z nich vyka-
zovali vyrazny cytotoxicky uc¢inok u buniek
HUVEC. Najvyraznejsi ucinok bol popisany
u 2-chloro-2',5'-dihydroxychalkénu, ktory
okrem cytotoxického ucinku tiez inhiboval
tvorbu mikrokapilar in vitro. Nesk6 Bertl a
spoluautori (2004) Studovali potencialne
antiangiogenny ucinok xantohumolu a
izoxantohumolu, chalkénov pritomych v
chmeli, a zistili, Ze v in vitro podmienkach
xantohumol inhiboval tvorbu mikrokapilar
(ICsp, = 2,2umol.I"). Inhibigny Gcinok
izoxantohumolu  bol slabsi.  Obidva
chalkény taktiez inhibovali migraciu en-
dotelovych buniek v koncentraciach 0,03
resp. 0,6 umol.I"". Xantohumol blokoval
angiogenézu aj v in vivo podmienkach.
Subkutdnn aplikacia tohto chalkénu pocas
7 a 14 dni viedla k inhibicii rastu nadorov
mlieCnej zlazy o 46% resp. 83% v porov-
nani s nelieCenou skupinou. Sucasne 14
diovd aplikacia xantohumolu viedla k
znizeniu neovaskularizacie o 33% v porov-
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nani s kontrolnou skupinou (Gerhauser
2005). Neskér bolo zistené, Ze xantohumol
ovplyviioval NFkB a Akt signdlnu transduk-
ciu u endotelidlnych buniek, ¢o poukazuje
na skutocnost, Ze komponenty tychto
bunkovych signalnych ciest by mohli byt
cielové molekuly v mechanizme ucinku
xantohumolu. Tento chalkén taktiez inter-
feruje s dalSimi krokmi angiogenézy ako
napr. invazivita a migracia endotelovych
buniek, rast a formovanie mikrokapilar
(Albini et al. 2006). Xantohumol taktiez
redukukoval sekréciu VEGF a znizoval in-
vazivitu a produkciu MMP u leukemickych
bunkovych linii, ¢o (ako sa autori domnie-
vaju) by mohlo zniZit riziko Zivot ohrozuju-
cich komplikacii ako su leukostaza alebo
tkanivova infiltracia u leukemickych pa-
cientov (Dell'Eva et al. 2007).

Likochalkén E, retrochalkdn izolo-
vany z korenov Glycyrrhiza inflata, bol
popisany ako mohutny induktor apoptdzy
u endotelovych buniek. Aj ked presny me-
chanizmus tohto ucinku nie je znamy, au-
tori sa domnievaju, Zze mdze byt vysled-
kom moduldcie NF-kappaB a proteinov
Bcl-2 rodiny (Chang et al. 2007). Antian-
giogénny ucinok chalkénov v in vitro ako aj
in vivo podmienkach potvrdili aj Lee et al.
(2006). 2'-hydroxy-4'-metoxychalkoén
potlacal angiogenézu na chorioallantoid-
nej membrane kuracich embryi ako aj u
mysi. Podobne 2',4'-dihydroxy-6'-metoxy-
3',5'-dimetylchalkon extrahovany zo su-
chych kvetov Cleistocalyx operculatus po-
uzivanych vtradicnej cinskej medicine
blokoval angiogenézu in vitro aj in vivo. V
in vitro podmienkach reverzibilne inhibo-
val fosforylaciu tyrozinkinaz VEGF recepto-
ra. Taktiez inhiboval aktivaciu signalnych
ciest MAPK and Akt. Systémova aplikacie
tohto chalkénu viedla k inhibicii rastu sub-
kutdnnych nadorov u experimentalnych
zvierat so sucasnym poklesom denzity ciev
v nadoroch (Zhu a kol., 2005).

Nase vysledky taktiez potvrdzuju
antiangiogénny uc¢inok chalkdénov. Zistili
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sme, Ze synteticky analdg chalkénu (E-2-
(40-metoxybenzylidén)-1-benzosuberdn

v netoxickych koncentraciach inhiboval
migraciu endotelovych buniek, expresiu
MMP-9 a sekréciu VEGF (Pilatova et al.
2010). Vyrazny in vitro a in vivo antiangio-
génny ucinok sme zistili aj u4-
hydroxychalkdnu, ktory potlacal pocetné
kroky angiogenézy vratane proliferacie
endotelovych ciev, migracie a tvorby mik-
rokapilar. Okrem toho 4-hydroxychalkén
inhiboval fosforylaciu (ERK)-1/-2 a Akt ki-
naz indukovanu rastovymi faktormi. Vy-
razny antiangiogénny ucinok tohto chal-
kénu bol potvrdeny aj vin vivo podmien-
kach, ked' signifikantne inhiboval tvorbu
mikrokapilar na chorioalantoickej mem-
brane kurciat (Varinska et al. 2012).

Prdca bola podporovand Agenturou na podpo-
ru vyskumu avyvoja na zdklade zmluvy ¢.
APVV-0325-07 a SEPO-II (ITMS kdd:
26220120039).
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Syndrom aspiracie mekonia (MAS)

MAS je jednou z najéastejsich pricin
respiraného zlyhdvania novorodencov
narodenych vtermine alebo po termine.
Prva stolica novorodenca (mekdnium) sa
mozZe dostat do pluc pocas prvych vdychov
novorodenca, ale k aspiracii méze dojst aj
intrauterinne, napr. ako reakcia na stres
spojeny s fetalnou asfyxiou [4]. Na vzniku

MAS sa podiela viacero patomechanizmov
(Obr. 1): obsStrukcia dychacich ciest (DC),
neinfekénd pneumaonia, inaktivacia surfak-
tantu, plucna vazokonstrikcia, ¢i porucha
samocistiacich mechanizmov pltc, pricom
ich podiel ako aj otdzka inicidlneho me-
chanizmu zodpovedného za spustenie
MAS su predmetom diskusii.

oxia i.u. i :
(akﬂ?r%, Chronicks) /Dozrlevame plodu
Plodova voda znecistena mekoniom
|
ASPIRACIA MEKONIA
Obstrukcia DifGizne rozptylenie
hornych DC mekodnia
Obstrukcia
dolnych DC Dvef .{ \
~. ysfunkcia ZAPAL
Nedplné Uplna surfaktani{‘ /
Akuatna hypoxia Ventlilo v , Edém pl'ac\
uzaver \B/C Atelektaza o
l p Favé ZvysSena r?aktlwta DC
Pneumomediastinum ' rayo. ave Y ;
Pneumotorax skraty Sekundarna infekcia
1 PaCo,
\ { Pao,
Hypoxia

Hyperkapnia
Acidoza — metabolicka a respiracna

Obr. 1 Prehlad patomechanizmov MAS

Sled dejov pri MAS je moiné
z Casového hladiska rozdelit na 2 fazy.
Vcasné zmeny vyplyvaju z obstrukcie vel-
kych dychacich ciest, ¢o vedie ku zvyseniu
odporu pluc a funkénej rezidudlnej kapaci-
ty, zniZeniu poddajnosti pluc, hypoxémii,
hyperkapnii a acidéze. Neskoré zmeny su
sposobené postupom mekdnia do stred-

74

nych a malych dychacich ciest [32]. Rozvi-
jaju sa zapalové zmeny a inaktivacia pluc-
neho surfaktantu a nastupuje kolaps dy-
chacich ciest a alveol [6, 22].

V samotnom mekdniu sa nachadza-
ju latky, ako napr. interleukiny (IL)-1B, -6, -
8 a TNFa [7], ktoré zvySuju chemotaxiu
neutrofilov a podporuju ich prestup cez
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alveolokapilarnu membranu. Okrem toho
mozu latky pritomné v mekdniu (PLA,, soli
ZIcovych kyselin, bilirubin, cholesterol,
volné mastné kyseliny, hém atd.) zinten-
zivnit zdpalovu reakciu stimulaciou tvorby
bioaktivnych latok vratane cytokinov a
ROS v neutrofiloch [28] a makrofagoch [5],
ale aj v endotelovych a epitelovych bun-
kach (Obr. 2). Uvolnenie prozapalovych

l[atok (TNFa, interleukinov, prostaglandi-
nov, leukotriénov, PAF atd.)
z aktivovanych buniek, aktivacia komple-
mentu, aktivacia koagulacie a iné vedu
k deStrukcii bazalnych membran endotelu
a epitelu, prieniku tekutiny, bielkovin
a buniek z krvi do alveol a k aktivacii dal-
Sich mechanizmov podielajlcich sa na po-
Skodeni pluc.

|
/|

{IL-10
1 prozapal. cytokiny

(IL-1B, IL-6, IL-8,
IL-13, TNFa atd".)

1 apoptéza
epitelovych buniek

mekonium
(PLA,, IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa)

influx neutrofilov a makrofagov

aktivacia
komplementu

~

\

1 ROS

1 expresia
PLA,, iNOS, COX-2

T PG, LT, TXA,
1 PAF
TET-1

1 proteolytické
enzymy

Obr. 2 Schéma zapalovej odpovede na pritomnost mekdnia v pltcach.

Z uvedeného vyplyva, Ze zapal,
plicny edém, plicna vazokonstrikcia
a bronchokonstrikcia ako kltuc¢ové patome-
chanizmy MAS predstavuju vhodny ciel
pre podanie protizapalovych latok, ako su
napr. inhibitory fosfodiesteraz.
Farmakologické vlastnosti inhibitorov
fosfodiesteraz

Fosfodiesterazy (PDE) predstavuju
rodinu enzymov — fosfohydroldz, ktoré su
schopné katalyzovat hydrolyzu 3" cyklic-
kych fosfatovych vazieb cyklického 3°,5°
adenozin (cAMP) a/alebo guanozin mono-
fosfatu (cGMP). KedZe kazdy typ buniek
dokaze produkovat viacero réznych pod-
typov fosfodiesteraz, ich pbévod

a lokalizacia je povazovana za hlavny regu-
lacny mechanizmus koncentracie cyklic-
kych nukleotidov v prislusnych bunkach.
Prehlad ucinkov jednotlivych fosfodieste-
raz aich inhibitorov je uvedeny v Tab. 1.

Neselektivne PDE inhibitory
Predstavite/mi neselektivnych PDE
inhibitorov su xantinové derivaty alebo
metylxantiny (MTX). MTX sa ako prirodze-
né purinové alkaloidy nachadzaju
v niektorych rastlindch. Najzndmejsie su
trimetylxantin kofein, u ktorého prevazuju
centralne (psychostimulacné) ucinky a
dimetylxantiny teofylin a teobromin, u
ktorych prevladaju periférne ucinky (bron-
chodilatacné a kardiostimulacné).

Tab. 1. Funkcie jednotlivych rodin PDE (upravené podla [3]).
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PDE rodina Funkcia

PDE1 PDE1A - reguldcia kontrakcie cievneho hladkého svalu, funkcia spermii
PDE1B - zapojenie do dopaminergnej transmisie, vplyv na prezivanie a aktivaciu imunitnych buniek
PDE1C - nevyhnutna na proliferaciu cievnej hladkej svaloviny, regulacia funkcie spermii a neurénov

PDE2 PDE2 - sprostredkovanie prepojenia medzi metabolizmom cGMP a cAMP, regulacia sekrécie aldostero-
nu z nadoblicky, fosforylacie Ca”* kanalov v srdci prostrednictvom cAMP a PKA, cGMP v neurdnoch,
dlhodobej pamati a bariérovej funkcie endotelovych buniek v podmienkach zapalu

PDE3 PDE3A - regulacia kontraktility myokardu, agregécie dosticiek, kontrakcie hladkej svaloviny ciev
a dychacich ciest, dozrievania oocytu a uvolfiovania reninu
PDE3B - medidcia odpovede na inzulin (najma antilipolytického Gcinku), regulacia bunkového cyklu,
mediacia inhibicného ucinku leptinu a inych vplyvov na uvolfiovanie inzulinu a reninu

PDE4 PDE4 - uloha v roznych procesoch takmer vo vsetkych tkanivach, vratane mozgovych funkcii, aktivacie
monocytov a makrofagov, infiltracie neutrofilov, proliferacie buniek hladkej svaloviny ciev, fertility,
vazodilatacie a kontraktility myokardu

PDE5 PDES - regulator hladkej svaloviny ciev, najma penisu a pltc, zapojenie do mediacie NO-cGMP
v dostickach (kontrola zrazania krvi), Uloha v reguldcii cGMP mediacie v mozgu

PDE6 PDE®6 - zapojenie do signalnych prenosov a fotoreakcii v oku, regulacia uvolfiovania melatoninu

PDE7 PDE7 - uloha pravdepodobne v aktivacii T-buniek a dalsich zapalovych buniek

PDES PDES - uloha v aktivacii T-buniek a vo funkcii spermii a Leydigovych buniek

PDE9 PDE9 - uloha zatial neznama, vplyv na signalnu drahu NO-cGMP v mozgu

PDE10 PDE10A - regulacia cGMP v mozgu, Uloha v procesoch ucenia a pamati (?)

PDE11 PDE11 - Uloha pravdepodobne vo vyvoji funkcii spermii

Teofylin ma relativne malu terape-
utickd Sirku, pricom za bezpecnul sa pova-
Zuje davka, ktora zabezpeci plazmatické
hladiny v rozmedzi 10-15 mg/I. Bronchodi-
latacny efekt sa dostavuje pri vysokych
koncentraciach teofylinu v plazme (>10
mg/l), kym protizapalovy Gc¢inok je mozné
pozorovat pri nizSich koncentraciach (5-10
mg/l). Vsucasnosti sa teofylin pouZiva

najma v liecbe chronickej obstrukénej
bronchopulmonaélnej choroby (COPD) a
astmy [1].

Presny mechanizmus po6sobenia

xantinovych derivatov je stdle predmetom
diskusii. Teofylin ako neselektivny PDE
inhibitor zvySuje hladiny cAMP a cGMP
v bunkach, ¢o vedie ku bronchodilatacii a
vazodilatacii (Obr. 3).

Okrem toho teofylin znizuje mnoz-
stvo vapnika, acetylcholinu a monoaminov
v bunkach a zniZuje uvolfiovanie a ucinok
roznych mediatorov zdpalu a bronchokon-
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strikcie vratane prostaglandinov. Vdaka
podobnej Strukture su teofylin a ostatné
MTX derivaty aj antagonistami adenozino-
vych (purinergickych) receptorov. Adeno-
zin je signalny nukleozid s roéznorodymi
ucinkami. V dychacich cestach sp6sobuje
bronchokonstrikciu a chronicky zdpal a
moduluje ¢innost neutrofilov, eozinofilov,
lymfocytov a makrofagov. KedZe adenozin
je aj silny bronchokonstriktor, ktory uvol-
nuje histamin a leukotriény pri astme, ale
napr. aj pri hypoxémii, teofylin ako kom-
petitivny inhibitor adenozinovych recepto-
rov sposobuje bronchodilataciu. Okrem
toho teofylin podporuje aktivitu mastocy-
tov a bazofilov, zvysuje tvorbu surfaktantu
a mukocilidrny transport a zlepsuje vychy-
tavanie ROS [1, 29]. Blokada adenozino-
vych receptorov sa povaZuje za jeden
z najdolezitejSich mechanizmov pdsobenia
teofylinu.
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Obr. 3 Schéma pé6sobenia teofylinu na fosfodiesterazy. R: receptor, Gs: stimulaény G protein, AC: adenylat-

cyklaza, GC: guanylatcyklaza, PK: fosfokinaza.

Aminofylin je zmesou teofylinu a
etyléndiaminu v pomere 2:1. Ako uzZ bolo
uvedené vyssie, teofylin ako neselektivny
PDE inhibitor zvySuje vnutrobunkové hla-
diny cAMP a cGMP, ¢o vedie k bronchodi-
latacii a plucnej vazodilatacii ako aj k nie-
ktorym protizdpalovym Géinkom. Dalsia
¢ast molekuly aminofylinu, etyléndiamin,
zvysuje ucinnost teofylinu zvySenim jeho
rozpustnosti. Etyléndiamin je zaroven aj
vysoko ucéinnou antioxidacnou latkou
schopnou vychytavat hydroxylové radikaly
(OH’) a kyselinu chlérnu (HOCI) in vivo, a
tak zniZit oxidacné poskodenie tkaniv [13].
V klinickej praxi sa aminofylin pouziva
najma pre svoje bronchorelaxacné a proti-
zapalové ucinky ako aj pre schopnost sti-
mulovat dychanie [1, 24].

Pentoxifylin tiez patri do skupiny
dimetylxantinov. KedZe ma vyborné he-
moreologické vlastnosti, zniZuje agregéciu
trombocytov a tvorbu trombov a zlepSuje
prietok periférnymi cievami, pouziva sa
v liecbe intermitentnych klaudikacii a
vaskuldrnej demencie. Podobne ako teofy-
lin, aj pentoxifylin funguje ako neselektiv-
ny PDE inhibitor (zvySuje CAMP) a antago-
nista adenozinovych receptorov. Aktivuje
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tiez PKA, inhibuje syntézu TNFa a leuko-
triénov a redukuje zapal [8, 23].

Vlastnosti MTX derivatov sa m6zu
lisit podla schopnosti ovplyvnit jednotlivé
skupiny fosfodiesteraz ¢i podla stupna
interakcie s adenozinovymi receptormi.
Napriklad pentoxifylin a aminofylin vyka-
zuju znaénu antioxidaénu kapacitu. Amino-
fylin redukoval nahromadenie neutrofilov
v plucach, zniZil peroxidaciu lipidov, hladi-
ny IL-8 a TNFa a zlepsil oxygenaciu u paci-
entov pocas nahrady srdcovej chlopne
[14]. Pentoxifylin zniZil tvorbu oxidantov
neutrofilmi po expozicii TNFa v in vitro
podmienkach [33].

Systémové podanie metylxantinov
vsak mozZe byt spojené aj s neziaducimi
ucinkami na kardiovaskuldrne parametre,
ako je hypertenzia, tachykardia a riziko
vzniku arytmii [9, 15].

Selektivne PDE inhibitory

Rézne formy (podtypy) PDE su spo-
jené s rozliénymi bunkami, a teda aj funk-
ciami organizmu ako aj s patologickymi
stavmi. Na zaklade toho sa predpoklad3,
Ze selektivne inhibitory jednotlivych izofo-
riem PDE dokazu cielene ovplyvnit rozne
funkcie a patologické stavy bez vyraznej-



Sich neSpecifickych vedlajSich ucinkov.
V ovplyvneni ochoreni dychacich ciest sa
skimaju najma inhibitory PDE-4 a PDE-5
podtypov, menej PDE-3 a PDE-7 podtypov.

PDE-4 inhibitory Specificky hydro-
lyzuja cAMP. Exprimuja sa napr. v T- a B-
lymfocytoch, eozinofiloch, neutrofiloch,
epitelovych  bunkdch dychacich ciest
a endotelovych bunkach [10], z ¢oho vy-
plyva ich protizapalovy a imunomodulaény
efekt [25].

PDE-5 inhibitory su degradacnymi
enzymami cGMP o.i. aj v hladkej svalovine
plicych ciev a dychacich ciest, ¢o vedie
k redukcii plicnej vaskuldrnej rezistencie,
poklesu plicnej hypertenzie a potlaceniu
cievnej remodeldcie [26]. Okrem toho
maju PDE-5 inhibitory aj protizapalové
posobenie podobné PDE-4 inhibitorom
[31].

PDE-3 hydrolyzuje cAMP. V klinike
sa PDE-3 inhibitory pouZzivaju najma ako
neglykozidové kardiotonikda, maju vsak aj
priamy relaxaény ucinok na hladku svalo-
vinu dychacich ciest, p6sobia na alveolar-
ne makrofagy a trombocyty a maju antitu-
sické [21] a protizapalové [11] ucinky.

Pouzitie PDE inhibitorov v lieche MAS

KedZe izoformy PDE-3, PDE-4 a
PDE-5 mé6zu vzhladom na svoje prozapalo-
vé vlastnosti zohravat urcitu ulohu aj v
patogenéze MAS, da sa predpokladat, Ze
pouzitie neselektivnych, ale aj selektivnych
PDE inhibitorov by mohlo byt prospesné aj
v liecbe MAS.

Neselektivne PDE inhibitory v liecbe MAS

Pri in vitro inkubacii s mekdniom
podanie pentoxifylinu inhibovalo degranu-
laciu polymorfonukledrov a znizilo produk-
ciu TNFa [30]. Vin vivo experimentoch u
prasiatok s MAS pentoxifylin zlepsil lokal-
ne ventilaéno-perfuzne pomery a zabranil
zvyseniu TNFa, proteinov a alveolarnych
makrofagov v BAL tekutine, ale neo-
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vplyvnil akumulaciu neutrofilov v pliucach
[12].

Liecba aminofylinom v nasich ex-
perimentoch vyrazne zlepsila respiracné
parametre v porovnani s nelieCenou sku-
pinou zvierat. Aminofylin znizil pldcnu
vaskularnu rezistenciu vyjadrend percen-
tom pravo-lavych plucnych skratov a cen-
tralnym vendznym tlakom a zlepsil oxyge-
naciu. Okrem toho zmiernil plucny zdpal a
edém, znizil reaktivitu trachedlneho hlad-
kého svalu na histamin a znizil pocet neut-
rofilov v plicach ako aj oxidacné poskode-
nie plfuc v porovnani s nelieCenymi zviera-
tami s MAS [19]. Vyznamné zlepSenie nie-
ktorych plucnych funkcii bolo pritom moz-
né pozorovat uz 30 min. od podania lie¢-
by.

Okrem priaznivych Uc¢inkov na
plucne funkcie a zapal sme u krdlikov
s MAS pozorovali aj pomerne zavazné kar-
diovaskularne ucinky aminofylinu. Uz po-
¢as podavania, ale najma v priebehu 5
min. po i.v. podani aminofylinu kralikom s
MAS sme zistili zvySenie tlaku krvi a frek-
vencie srdca spolu so zvySenim niektorych
parametrov variability frekvencie srdca
(VFS) charakterizujucich predovsetkym
parasympatikovu aktivitu [20].

Existuje niekolko mozZnosti, ako
znizit vyskyt neZiaducich ucinkov aminofy-
linu resp. teofylinu. Prvou mozZnostou je
pouzit nizsie davky lieciva. V nasich expe-
rimentoch sme porovnavali terapeuticky
efekt vysokej (2 mg/kg) a nizkej (1 mg/kg)
davky aminofylinu na pltucne funkcie. Zistili
sme, Ze zlepsSenie niektorych respiracénych
parametrov (oxygenacia, redukcia plucne-
ho edému, zniZenie pravo-lavych skratov)
bolo vyraznejsie po podani vyssej davky,
na druhej strane pokles niektorych marke-
rov oxidacného stresu (markerov oxidacie
proteinov) atiez ovplyvnenie reaktivity
plicneho tkaniva na bronchokonstrikéné
medidtory boli vyraznejsie po podani niz-
kej davky aminofylinu [17]. Pri porovnani
kardiovaskularnych ucinkov sme ale vy-
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raznejSie rozdiely medzi podanim vysokej
a nizkej davky aminofylinu u zvierat s MAS
nepozorovali (Mokra et al. v tlaci).

Daldou moZnostou je pouZit amino-
fylin v kombinacii svhodnym lie¢ivom,
napr. s glukokortikoidom. Aditivny ucinok
oboch podanych liediv by umoznil podat
nizsie davky a tym zniZit aj vyskyt neZiadu-
cich ucinkov. V naSich experimentoch sme
porovnavali efekt podania aminofylinu
a kombindacie aminofylinu si.t. podanym
glukokortikoidom budezonidom. Zistili
sme, ze uvedend kombinacia vyraznejsSie
zlepsila plucne funkcie zvierat s MAS,
zmiernila zdpal, plicny edém a oxidacny
stres ako samotny aminofylin. Navyse na
rozdiel od aminofylinu kombindcia amino-
fylinu s budesonidom mala len minimalne
neziaduce Ucinky na kardiovaskuldrny sys-
tém [16].

Znizit mozZny vyskyt neZiaducich
Ucinkov na KVS parametre by mohlo aj
podanie selektivnych PDE inhibitorov na-
miesto neselektivnych, ktoré by teoreticky
mohli mat menej neZiaducich Gcinkov.
Tento predpoklad sa ale nepotvrdil
v pripade i.v. podania PDE-3 inhibitora
olprinonu v nasich pokusoch, kde aminofy-
lin aj olprinon vykazovali podobné ucinky
na kardiovaskuldrne parametre (Mokra et
al. v tlaci).

Selektivne PDE inhibitory v liecbe MAS

V liecbe MAS boli zatial testované
len niektoré PDE-5 aPDE-3 inhibitory.
Liecba sildenafilom u prasiatok s MAS
zvratila zvysenie tlaku v a. pulmonalis uz 1
hod. po podani liecby, a to bez ovplyvne-
nia systémovej cirkulacie [27]. Podanie
milrinonu, selektivnheho PDE-3 inhibitora,
zlepsSilo oxygenacny index a prezivanie u 4
pacientov s MAS [2].

Iny PDE-3 inhibitor — olprinon -
zlepSil plucne funkcie zvierat s MAS,
zmiernil plicny edém, znizil pocet neutro-
filov prenikajucich do pluc a znizil tiez per-
cento pravo-lavych plucnych skratov

79

(Mokra et al. v tlaci). Pri analyze markerov
oxidacného stresu v mitochondridch plic
sme po liecbe olprinonom zistili signifi-
kantny pokles koncentracii vacsiny sledo-
vanych  markerov  oxiddcie lipidov
i proteinov v homogenate plucneho tkani-
va, ako aj vizolovanych mitochondridch
pluc [18].

Zaver

Vzhladom na klt¢ovu ulohu zapalu,
oxida¢ného stresu, edému a plucnej vazo-
konstrikcie v patogenéze MAS predstavuju
PDE inhibitory perspektivnu farmakologic-
ki skupinu. Ulohou daldich $tudii
v buducnosti bude preskimat vhodnost,
davkovanie a tiez mozné neziaduce ucinky
jednotlivych neselektivnych, ale aj selek-
tivnych PDE inhibitorov a zvazit ich mozné
pouZzitie v ramci liecby MAS.

Podporené grantom VEGA ¢ 1/0030/11
a 1/0057/11. Prdca bola podporend projektom
"Dobudovanie centra experimentdlnej a klinic-
kej respirologie" spolufinancovanym zo zdrojov
ES.
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Uvod

Oxidacny stres (OS) je sucastou
mnohych  patofyziologickych  poruch
a doprevadza klinické stavy akymi su za-
pal, ischemicko-reperfizne poskodenie,
diabetes, maligny rast a iné (Droge 2002).
Délezitu ulohu v OS hraju profesiondlne
fagocyty s prevahou polymorfonuklear-
nych leukocytov produkujucich reaktivne
metabolity kyslika (RMK) a to ako pri fa-
gocytdze, tak aj pri poskodeni tkaniv
a organov (Valko et al.2007). Napriek to-
mu, Ze pozname prirodzené aj farmakolo-
gické antioxidanty, stdle nepozname pri-
¢iny a podstatu OS aterapeuticky skor
ovplyviiujeme désledky ako jeho priciny.

V ostatnom case sa venuje pozor-
nost prirodnym antioxidantom, z ktorych
mnohé su jednak sucastou dennej stravy,
jednak sa vyznacuju nizkou toxicitou
(Rahman et al. 2006).Z nich délezitu sku-
pinu tvoria prirodné polyfenoly, medzi
ktoré patri napr. resveratrol a kurkumin
(Rahman 2008).

Napriek tomu, Ze existuju stovky
vedeckych prac in vitro potvrdzujluce
priaznivy ucinok polyfenolov, nie je dosta-
tok dokazov o ich pésobeni in vivo. Ukaza-
li sme vyznamné posobenie mnohych pri-
rodnych polyfenolov na oxidativne vzpla-
nutie ludskych neutrofilnych leukocytov,
ako aj ich priaznivé p6sobenie na modeli
adjuvantnej artritidy (Perecko et al.2011).

V tejto Studii sme sa zaoberali po6-
sobenim  kurkuminu,  n-feruloylséro-
toninu, pinosylvinu a pterostilbénu na
mechanizmus tvorby reaktivnych foriem
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kyslika v plnej ludskej krvi a na izolova-
nych neutrofilnych leukocytoch.

Metody a material

Pouzili sme luminol, izoluminol,
PMA (4B-phorbol-12B-myristate-al3-
acetate), dextran (priemernd m.h.

464,000): Sigma-Aldrich Chemie (Deisen-
hofen, Nemecko), HRP (horseradish pero-
xidase) superoxiddizmutdza a katalaza:
Merck (Darmstadt, Nemecko), Lymphop-
rep (denzita 1,077 g/mL): Nyco-med
Pharma AS (Oslo, Nérsko).

Fosfatovy tlmivy roztok (PBS) s ob-
sahom: 136,9 mM NacCl; 2,7 mM KCl; 8,1
mM Na,;HPO4; 1,5 mM KH,PO4; 1,8 mM
CaCly; a 0,5 mM MgCl,x6H,0; pH 7,4; Ty-
rodeho roztok s obsahom: 136,9 mM Na-
Cl; 2,7 mM KCI; 11,9 mM NaH,CO3; 0,4
mM NaH,P04x2H,0; 1 mM, MgCl,x6H,0 a
5,6 mM glukdza; pH 7,4.

Pouzité prirodné Ilatky
Kurkumin (KUR: diferuloylmetan -
Sigma-Aldrich Chemie Deisenhofen, Ne-

mecko), N-feruloylsérotonin (N-f-5HT),
pinosylvin ~ (PIN:  3,5-dihydroxy-trans-
stilben) a pterostilbén (PTE: 3,5-dimet-

oxy-4-hydroxystilben) boli syntetizované
Ing. Harmathom na Ustave organickej
chémie a biochémie Akadémie vied Ces-
kej republiky v Prahe.

Ziskanie krvi a separdcia neutrofilov
Cerstvi  krv sme ziskali od

dobrovolnikov-muzov (vek 20-50 rokov)

bez medikacie 7 dni, v krvnej banke
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venepunkciou do 3,8% roztoku
trojsodného citratu (pomer krv:citdt =
9:1) na zaklade povolenia etickej komisie
NTS-KRA/2011/SM. Neutrofilné leukocyty
sme izolovali diferencidlnou centrifu-
gaciou v 3% dextrane s naslednou
separdciou cez Lymphoprep. Po hypoto-
nickej hemolyze, premyti v PBS
a spocitani (Coulter Counter, Electronics)
sme suspenziu buniek nariedili na 10*
neutrofilov/uL. Pracovna suspenzia obsa-
hovala viac ako 96% zivych buniek (stano-
vené mikroskopicky ofarbenim trypano-
vou modrou — Drabikovd et al. 2006,
2007).

Stanovanie chemiluminiscencie (CHL) pl-
nej krvi a izolovanych neutrofilov.

Oxidativne vzplanutie profesiondl-
nych fagocytov v krvi (vzorky riedené 50 x
— Nosdl et al. 2011) sme stanovili po sti-
muldacii PMA (0,05 uM) v 250 pL vzorkach
(Drabikova et al. 2007). Extra- a intracelu-
l[arnu tvorbu reaktivnych metabolitov kys-
lika (RMK) v izolovanych neutrofiloch sme
stanovili pomocou lumino-
lom/izoluminolom zosilnenej CHL opisa-
nej v predoslych pracach (Janc¢inova et al.
2006a,b). CHL v plnej krvi a izolovanych
neutrofiloch sme merali v mikrodostic¢ko-
vom luminometri Immunotech LM-01T
(Ceska Republika) pri 37°C (Jan&inova et
al.2006b).

Stanovenie aktivdcie proteinkinazy C
(PKC)

Fosforylaciu protein kindzy C sme
stanovili metédou podla Jancinovej et al.
(2009). 1zolované neutrofily inkubovali pri
37°C so skimanymi latkami 1 min
a nasledne stimulovali PMA (0,15 uM, 1
min). Po lyze buniek, naslednej sonikacii
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a centrifugdcii supernatant varili 5 min
v Ustojnom roztoku a vzorky naniesli na
SDS polyakrylamidovy gél. Proteiny sepa-
rovali elektroforézou a naniesli na Imobi-
lon-P Transfer Membrane (Milipore USA).
Vjednom z pasikov sa stanovila aktivita
PKC, druhy sluzil ako kontrola (a-aktin).
Po spracovani pasikov sa prvy pasik inku-
boval v pritomnosti Fosfo-PKC protilatkou
apo dalSom spracovani sa vizualizoval
pomocou Enhanced Chemiluminiscence
Western Blotting Detection Reagents
(Amersham,UK) a analyzoval autoradio-
graficky. Opticka denzita pasikov PKC sa
korigovala odpovedajucou denzitou akti-
nového pruzku.

Spracovanie vysledkov

Ciselné hodnoty merania sa ziskali
zplochy pod  krivkou  chemilumi-
niscencnych kriviek pocas inkubacie 5 min
pri 37° C, potitatovym programom a su
vyjadrené ako percento stimulovanej
chemiluminiscencie forbolmyristataceta-
tom (PMA kontrola = 100%). Ziskané nu-
merické udaje vysledkov merani boli
spracované Statisticky programom ANO-
VA avyznamnost vysledkov bola hodno-
tend na hranici vyznamnosti pre p<0,05 a
0,01.

Vysledky

Uc¢inok kurkuminu, N-f-5HT, pino-
sylvinu a pterostilbénu na tvorbu RMK
meranu v plnej ludskej krvi stimulovanej

PMA demonstruje obrazok 1.
V koncentrac¢nej zavislosti vSetky skuma-
né latky znizovali CHL, pricom

v koncentracii 1 uM vyznamne kurkumin,
N-f-5HT a pterostilbén na 63 a 70% sti-
mulacie. V koncentracii 100 uM inhibicia
predstavovala 3 az 29% stimulacie.
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Obr. 1 Ucinok N-feruloylsérotoninu(N-f-5HT), kurkuminu, pinosylvinu a pterostilbénu v koncentzraénej zavislosti na chemiluminiscenciu
pinej l'udskej krvi stimulovad PMA (0,05 uM) pri 37°C vyjadrenu ako % stimuldcie PMA. n=6-8, x+SEM, *p< 0,05, **p<0,01
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Obr. 2 Ucinok N-feruloylsérotoninu(N-f-5HT), kurkuminu, pinosylvinu a pterostilbénu v koncentraénej zavislosti na extracelularnu chemilu-
miniscenciu izolovanych neutrofilov stimulovand PMA (0,05 uM) pri 37°C vyjadrent ako % stimulacie PMA. n=6-8, x+SEM, *p< 0,05,

*%p<0,01
120 |
S100 N-f-5HT
E 80 4 B Kurkumin
< Pinosylvin
E 60 - N Pterostilbén
= 40 A
@)
NS 20 ~
0 .

0.1 1.0 10 100
koncentracia [uM]

Obr. 3 Ucinok N-feruloylsérotoninu(N-f-5HT), kurkuminu, pinosylvinu a pterostilbénu v koncentraénej zavislosti na intraceluldrnu chemilu-
miniscenciu izolovanych neutrofilov stimulovand PMA (0,05 uM) pri 37°C vyjadrenu ako % stimulacie PMA. n=6-8, x+SEM, *p< 0,05,
%k
p<0,01
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Obrazok 2 znazornuje ucinok poly-
fenolov na extraceluldrnu chemilumi-
niscenciu izolovanych neutrofilov. V kon-
centracii 1 puM vyznamne znizili tvorbu
RMK N-f-5HT, kurkumin a prerostilbén.
ZvySenim koncentrdcie latok na 10 a 100
UM sa vysoko vyznamne zvySil ucinok
vSetkych polyfenolov na obsah RMK ex-
traceluldrne, ktory bol koncentracne za-
visly.

P&sobenie Studovanych polyfeno-
lov na intracelularnu tvorbu RMK pred-
stavuje obrazok 3. V koncentracii 1 uM
bol vyznamne ucinny N-f-5HT,
v koncentraciach 10 a 100 uM vsetky tes-
tované latky vyznamne znizili intracelu-
larnu tvorbu RMK.

U¢inok polyfenolov na aktivéciu
proteinkindzy C (PkC) v izolovanych [ud-
skych neutrofiloch znazornuje obrazok 4.

180

Kurkumin, N-f-5HT a pinosylvin
v koncentracnej zavislosti (10 a 100 uM)
znizili aktivaciu PkC stimulovanu PMA
(=100%) nasledovne: Kurkumin na 61,4
a29,1%, N-f-5HT na 78,1 a47,7%
a pinosylvin na 60,4 a 39,4%. Pterostilbén
zvysil vyznamne aktivaciu PkC na 137,3
a 143,8%.

Vztah medzi inhibiciou intracelu-
larnej chemiluminiscencie a aktivacie PkC
polyfenolov v koncentracii 10 a 100 puM
predstavuje obrdzok 5. Z obrazka vyplyva
priamy, davkovo zavisly vztah medzi po-
tlaéenim tvorby intraceluldarnych RMK
a inhibiciou aktivacie PkC pre kurkumin,
N-f-5HT a pinosylvin. Pterostilbén, ktory
inhiboval tvorbu intracelularnych RMK
stimuloval tvorbu PkC v izolovanych neut-
rofiloch.
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Obr. 4 Ucinok kukruminu, N-feruloylsérotoninu, pinosylvinu a pterostilbénu v koncentraciach 10 a 100 uM pri 37°C na aktivaciu proteinki-
nazy C (PkC) v izolovanych neutrofiloch stimulovnaych PMA (0,15 uM). n=4, x+SEM, **p<0,01
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Obr. 5 Vztah ucinku N-feruloylsérotoninu(N-f-5HT), kurkuminu, pinosylvinu a pterostilbénu v koncentra¢nej zavislosti na intracelularnu
chemiluminiscenciu izolovanych neutrofilov a aktivaciu PkC stimulované PMA (0,05 uM a 0,01 uM) pri 37°C vyjadrent ako % stimu-

lacie PMA. n=6-8, x+SEM, *p< 0,05, **p<0,01

85



Diskusia

Tvorbu reaktivnych metabolitov
kyslika profesiondlnych fagocytov v plnej
krvi a izolovanych neutrofiloch mozno ge-
nerovat réznymi stimulmi, z ktorych popri
kalciovom jonofore A23187 a opsonizova-
nom zymosane je najucinnejsim forbolmy-
ristatacetat (PMA) aktivujuci fosforylaciu
regulacnych enzymov (Nosal et al.2011).
Studované prirodné  polyfenoly  N-
feruloylsérotonin, kurkumin, pinosylvin a
pterostilbén znizuji chemiluminiscenciu
v plnej ludskej krvi. Inhibi¢ny uc¢inok na
tvorbu RMK bol koncentracne zavisly
av pripade pinosylvinu popisany aj pre
tvorbu reaktivnych metabolitov dusika
v kultirach makrofagov (Jancinova et al.
2010). Inhibicia oxidativheho vzplanutia
plnej ludskej krvi bola opisana aj pre syn-
tetické kumarinové derivaty a resveratrol
(Drabikova et al. 2010, Cavallaro et al.
2003). Svynimkou pinosylvinu vSetky
ostatné polyfenoly vyznamne zniZovali
oxidativne vzplanutie neutrofilov extrace-
luldrne v koncentrdcii 1 uM, dalsim zvyse-
nim ich koncentracie sa ucinok vyrazne
zvySoval pre vsetky testované polyfenoly
(obrazok 2). Tento ucinok je vsulade
s poésobenim polyfenolov v plnej krvi
a pravdepodobne suvisi sich zhaSacim
mechanizmom na uvolnené RMK podobne
ako je tomu v bezbunkovych systémoch
(Perecko et al.2010).

Potlacenie oxidativneho vzplanutia
Studovanymi polyfenolmi poukazuje na
interakciu s mechnizmami aktivacie neut-
rofilov intracelularne. Chemiluminiscencia
je vysledkom generacie supexidu NADPH-
oxidazou zavislej od fosforylacie proteinov
(regulacnych enzymov) proteinkindzou C
(Arnhold et al.1999).

Za pozornost sluzi uéinok Studova-
nych polyfenolov na intraceluldrnu chemi-
luminiscenciu (obrazok 3). V.1 uM kon-
centrdcii bol vyznamne ucéinny N-f-5HT,
zvySenim koncentracie polyfenolov na 10
a2 100 uM sa vyznamne zvysila ich schop-
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nost inhibovat tvorbu RMK v poradi N-f-
S5HT>PTE>PIN>KUR.

Studie s rezveratrolom, piceatan-
nolom, pinosylvinom a pterostilbénom
ukazali, Ze tieto polyfenoly ani v koncen-
tracii 100 uM neposkodzuju izolované ne-
utrofily a nezvysSuju aktivitu kaspdazy-3,
ktora je indikdtorom ich apoptdzy (Perec-
ko et al. 2012).

Mnohé polyfenoly inhibuju aktiva-
ciu proteinkinazy C v izolovanych neutrofi-
loch v koncentraénej zavislosti, ¢o velmi
pravdepodobne suvisi sich schopnostou
potlacat-inhibovat tvorbu RMK intracelu-
larne (Janc¢inova et al. 2010, Nosal et al.
2011 Perecko et al. 2010). Zo vzdjomného
porovnaia Ucinku kukruminu, N-f-5HT a
pinosylvinu na potlacenie intraceluldrnej
chemiluminiscencie a aktivacie proteinki-
nizy C (obrazok 5) vyplyva, Ze existuje
priamy vztah medzi potlacenim intracelu-
larnej chemiluminiscencie a inhibiciou
aktivacie proteinkinazy C, ¢o sa potvrdilo
aj v koncentracnej zavislosti ucinku Iatok.

PretoZe izoformy PKC a ap2 sa
priamo zucastiuju na aktivacii NADPH
oxidazy (Fontayne et al. 2002), ich uplIn3,
alebo ciasto¢nda blokdda moze mat za na-
sledok redukciu oxidativneho vzplanutia
a tak vysvetlit znizenie chemiluminiscencie
v pritomnosti skimanych latok.

Vynimkou je pterostilbén, ktory in-
hiboval intraceluldarnu chemiluminiscenciu,
ale stimuloval tvorbu proteinkinazy C. Je
pravdepodobné, Ze tento rozdiel mdze byt
sposobeny ovplyvnenim inych regula¢nych
systémov pterostilbénom intracelularne
(napr. mobilizacia vnutrobunkového Ca?").

Prdaca vznikla s podporou projektov APVV-
0052-10 a VEGA 2/0003/10
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Chronicka obstrukénd choroba plic
(CHOCHP) je casto sprevadzana réznymi
komorbiditami, ktoré u pacienta zhorsuju
funkény stav dychacich ciest, znizuja kvali-
tu Zivota azvySuju mortalitu. Jednou
z neziaducich komorbid je aj osteopordza,
ktorej prevalencia je u pacientov
s CHOCHP vyssia ako u zdravej populdcie.
Okrem toho Ferguson et al. (1) ukazali, ze
znizenie FEV1 je dokdazatelne sprevadzané
zvySenym rizikom osteopordzy. Dnes vie-
me, Ze osteopordza je systémové ochore-
nie kostného tkaniva. Typickym znakom
pre toto ochorenie je zniZovanie sily a
odolnosti kosti s naslednym zvysenim rizi-
ka fraktdr (2). Charakteristickou ¢rtou pre
tieto zlomeniny je fakt, Ze ide o zlomeniny
vznikajuce na podklade neadekvatne niz-
kej sily drazu. Toto sa potvrdilo aj
u pacientov s CHOCHP u ktorych sa zistili
kompresivne fraktury stavcov a to dokon-
ca aj v kludovom $tadiu ochorenia teda u
asymptomatickych pacientov. Ukazalo sa,
Ze vertebrdlne kompresivne fraktury sp6-
sobia zvacsenie kyfdzy, ¢o vedie k redukcii
pohybov hrudnika s naslednym zhorsenim
plucnych funkcii. Okrem toho, pacienti s
fraktdrami rebier hypoventiluju
a nasledne dochdadza k redukcii evakudcie
sputa, ¢o mbze agravovat exacerbacie
CHOCHP. Na zavaznost a potrebu venovat
sa tejto problematike poukazuje aj fakt, ze
u pacientov s CHOCHP prevalencia kom-
presivnych fraktur stavcov, ako aj fraktur
bedrového kibu variruje od 24 % do 63 %
(3). Podla Walsha et al.(4) pri¢inou tohto
stavu je nizka denzita kostnych mineralov,
¢o mbze suvisiet so systémovym zapalom,
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uzivanim kortikosteroidov, vekom, pohla-
vim, hospitalizaciou, zvysenim BMI
a fajéenim.

Patogenéza osteoporozy a CHOCHP

Kosti s vo vSeobecnosti rozdelo-
vané na kortikdlne a trabekularne. Korti-
kalna kost je hustd a silna kost nachadza-
juca sa predovsetkym v strednej Casti dl-
hych kosti. Trabekuldrna kost je viac po-
rovitd a typicky lokalizovand na konci dl-
hych kosti a vo vnutri stavcov a plochych
kosti. Kostné tkanivo je pocas Zivota jedin-
ca kontinudlne obnovované. Zistilo sa, Ze u
dospelého ¢loveka je za rok nahradenych
az 25 % trabekularnych kosti a 3 % korti-
kalnych kosti. Po dosiahnuti vrcholu kost-
nej masy v 25 az 30 roku Zivota, remode-
ling kosti je spojeny s nerovnovahou medzi
tvorbou a rezorbciou. Vysledkom toho je
priemernd 0,5 — 1 % rocna strata kostného
tkaniva, ktora zavisi na pohlavi, mieste
kosti a veku.

Na celularnej drovni remodeling
kosti je komplex suhier v ktorych osteob-
lasty, osteoklasty a osteocyty pracuju spo-
lu. Osteoklasty zabezpecuju odburavanie
a osteoblasty novotvorbu kosti. Osteoblas-
ty na svojom povrchu kontinudlne expri-
muju receptorovy aktivator nuklearneho
faktora kappa B ligandu (RANKL). Po na-
viazani na prislusSny receptor oznaceny
ako RANK (receptor activator of nuclear
factor-kB), ktory sa nachddza na povrchu
proosteoklastovych buniek, sa tieto po-
stupne menia na zrelé a aktivované oste-
oklasty s ndslednou rezorbciou kosti (5).
Tieto procesy su regulované mnozstvom
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humoralnych faktorov, ako su hormony,
rastové a cytokiny. NajdoleZitejSiu ulohu
zohrdvaju estrogény, ktoré zabezpecuju
rovnovahu kostného obratu.

Na lokalnej tkanivovej regulacie
kostného obratu hrd vyznamnui ulohu os-
teoprotegerin (OPG). Ide o signalny prote-
in zo skupiny TNF-alfa, ktory potlaca odbu-
ravanie kosti. Osteoprotegerin blokuje
interakciu RANKL/RANK a tymto ucinkuje
ako fyziologicky regulator obratu kosti (6).
Nevyrovnanost (nepomer) medzi RANKL
a OPG vyvola excesivnu aktivitu osteoklas-
tov a je povazovana za hlavnu pricinu os-
teopordzy. Hofbauer et al. (7) poukazali na
nevyhodnost farmakologické vlastnosti
rekombinantného osteoprote-gerinu ako
aj rekombinantého RANK.

Ind, menej prebadana cesta ide cez
Whnt/B-catenin signalnu kaskadu. Zvysena
aktivita osteoblatov cez zvySenie Wnt/B-
catenin signalnej kaskady zvySuje tvorbu
kosti, zatial' ¢o redukovanie Wnt signalov
mozZu viest k osteopordze (8). Dnes po-
zname viaceré faktory, ktoré ovplyviuju
obidve cesty regulujuce remodiling kosti.
Zaujimavé pritom je, Ze niektoré faktory su
Casto popisované u pacientov  CHOCHP.
Ide predovsetkym o systémovy zapal, pou-
Zivanie kortikosteroidov a deficiencia vi-
taminu D (obr. 1).

Systémovy zapal

Systémovy zdapal, ktory je hlavhym
patogenetickym faktorom chronickej ob-
Strukénej choroby pluc, hra délezitu dlohu
aj vo vyvoji osteopordzy u pacientov
s tymto ochorenim (9). Sved¢i pre to fakt,
Ze klucové zapalové cytokiny, ako je TNF-
alfa a IL-6, vedu k indukcii expressie RANKL
a jeho naviazania na RANK, ¢im ovplyvnuju
kostnu rezorbciu. Okrem toho sa ukazalo,
Ze zapalové cytokiny redukuju aktivitu
Whnt/B-cateninovej signdlnej kaskady, kto-
ra tiez zasahuje do remodelingu kosti (10,
11).
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Kortikosteroidy a osteoporéza

Glukokortikoidmi indukovana os-
teoporéza predstavuje najéastejsiu
a najzavaznejSiu formu sekunddrnej oste-
opordzy. Je zndme, Ze glukokortikoidy pre-
ferencne ovplyviuju trabekuldrne kosti,
pretoZze maju vysSiu metabolickd aktivitu.
Pri chronickej liecbe gluko-kortikoidmi su
tiez ovplyvnené aj kortikalne kosti (10, 11).
Akceleracia kostnych zmien je najvacsia
pocas prvych mesiacov glukokortikoidné-
ho pOsobenia.

Mechanizmus tohto nepriaznivého
posobenia glukokortikoidov suvisi so zvy-
Senim expresie RANKL a makrofagy-
stimulujuceho faktora, ¢im znizuju expre-
siu OPG. Zaroven redukuju apoptdzu zre-
lych osteoklastov, zvySuju a predlzuju re-
zorbciu. V dalsej faze inhibicia proliferacie,
diferencidcie azrenia osteoblastov vedie
k dlhotrvajucemu poskodeniu tvorby kosti
(12). V tychto procesoch je pravdepodob-
ne zahrnutd aj inhibicia Wnt/B-
cateninovej cesty. Negativny efekt gluko-
kortikoidov na osteocyty modifikuje ich
mikro-enviroment, ¢o modze alterovat ich
mechanosenzorovu funkciu a kost sa tak
stava fragilnejsia a senzibilnejsia
k fraktdram.

Z uvedeného vyplyva, Ze mecha-
nizmus vzniku kostnych zmien vyvolanych
glukokortikoidmi je komplex-ny. Najdolezi-
tejSim je tlmivy vplyv glukokortikoidov na
maturaciu a funkénd schopnost osteoblas-
tu.

Uloha vitaminu D

Vitamin D hra kldcovd ulohu
vregulacii kalcia akostnej homeostazy
(13). Nizke hladiny vitaminu D stimuluju
parathyreoidnu Zlazu k zvysSenej sekrécii
parathyreoidného horménu (PTH), ¢o
kompenzuje nizku bioavailabilitu kalcia.
Ovela dolezitejsie je, Ze PTH vyvoldva ex-
presiu rendlnej 1-alfa-hydroxylazy,
s naslednou produkciou aktivneho 1,25-
dihydroxyvitaminu D3 (kalcitriolu). Tento



zabezpecuje klasicky endokrinny ucinok
vitaminu D, teda reguluje homeostazu
vapnika a fosfatov v Creve, pristitnych te-
lieskach av kostiach. V kostnom tkanive
ovplyviuje nezrelé osteoblastické bunky a
vedie k stimulacii osteoklastogenézy cez
RANKL/RANK regulacny systém. Finalne
vyvoldva zvySenie kostnej rezorbcie
a mobilizaciu kalcia z kostnych kompart-
mentov. ZvySenie hladin vapnika a1,25-
dihydroxyvitaminu D3 ma za nasledok zni-
Zenie sekrécie PTH atym sazabrani ne-
obmedzenej rezorbcii kosti. Niektori autori
(14) poukazuju, ze 1,25-dihydroxyvitamin
D5 zvySuje OPG expresiu v zrelych osteob-
lastoch, ¢o prispieva k dalSej redukcii os-
teoklastogenézy in vivo.

Okrem endokrinného efektu vita-
minu D sa potvrdil aj jeho autokrin-
ny/parakrinny ucinok (15). Zistilo sa tiez,
Ze jeho nedostatok predstavuje novy rizi-
kovy faktor pre mnohé extraskeletalne
ochorenia vratane respiracného systému,
ako aj celkovd mortalitu siéasnej popula-
cie.

Zameranie liecby osteoporézy u pacien-
tovs CHOCHP
U pacientov s CHOCHP pri wvyvoji

osteopordzy, okrem doélezitych a neod-
myslitelnych rizikovych faktorov ako su
vek, pohlavie a geneticka vybava, sa mdze
uplatnit niekolko inych faktorov (obr. 2),
ktoré mozu byt cielom pre intervenciu.
Ide o:

a) optimalizaciu statusu vitaminu D,

b) limitaciu pouzitia kortikosteroidov,

c) substituciu sexudlnych steroidov a

d) aplikacia denosumabu.

Deficiencia vitamiu D

Bolo popisané vyznamne pozitivne
spojenie medzi hladinami 25-
hydroxyvitaminu D3 a denzitou kostnych
mineralov pri réznych patologickych sta-
voch, zahriujuc do toho aj pacientov
s CHOCHP (16). Je zaujimavé, ze azi 77%
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pacientov s CHOCHP vykazuje deficienciu
vitaminu D. NizSie  hladiny  25-
hydroxyvitaminu D3 sa tieZ spdjaju so sva-
lovou slabostou azvysenym rizikom pa-
dov.

Dnes je jasne deklarované, zZe
v sucasnej populacii je zvySena prevalencia
deficiencie vitaminu D (15). Statistické
Udaje ukazali, Zze za poslednych 15 rokov v
populdcii USA sa priemerné hladiny 25-
hydroxyvitaminu D3 zniZili z30 ng/ml na
24 ng/ml. U starsich pacientov sa odhadu-
je deficiencia vitaminu D od 40 % do 70 %
populacie (17).

Napriek tomu, Ze existuje kontro-
verzny pohlad na optimalnu hladinu vita-
minu D, sa dnes vacsina expertov priklana
k ndzoru, Ze hladiny cirkulujuceho 25-
hydroxyvitaminu D3 pod 20 ng/ml su nizke.
Je zaujimavé, Ze az 77 % pacientov
s CHOCHP (GOLD I-IV) vykazuje deficienciu
vitaminu D, ¢o podporuje myslienku Stan-

.....

tov s CHOCHP (18, 19).

AKka je suplementacna davka vitaminu D?

Podla Lincovej a Farghaliho (13)
ucinnou prevenciou hypovitaminézy D je
pravidelné denné podavanie vitaminu D
v davke 400 m.j., ¢i uz ako ergakalciferol
alebo cholekalciferol. Lie¢ba osteomaldcie
a krivice si vyzaduje aplikaciu vyssich da-
vok (1 500 — 4 000 m.j.).

V sucasnej dobe odporucana sup-
lementaéna davka je 800 m.j./den ato
najma pre starSich pacientov, ktorych hla-
diny 25-hydroxyvitaminu D3 si 30 ng/ml.
Takto dosiahnuté sérové koncentracie
nielenZe zastavia deficienciu vitaminu D,
ale tiez poskytuju dostatocnld ochranu
fragility kosti.

Predsa len, velkost efektivnej dav-
ky pre individudlneho pacienta variruje
v zavislosti od inicidlnej hladiny deficien-
cie, denzity kostnych mineralov, expozicii
slnka, genetickych a inych neidentifikova-
telnych faktorov. Je tiez vSeobecne zndme,
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ze kazda davka velkosti 100 m.j./den zvy-
Suje sérovu hladinu 25-hydroxyvitaminu
D3 01,0 ng/mL.

Vitamin D je na farmaceutickom
trhu dostupny v dvoch formdach ato ako
ergokalciferol (vitamin D,) alebo cholekal-
ciferol (vitamin D3). Z hladiska ucinnosti sa
javi efektivnejsi vitamin D3. Na tabulke 1
su uvedené pripravky vitaminu D dostupné
na Slovenskom trhu.

Pouzitie kortikosteroidov

Systémove glukokortikoidy sa pou-
Zivaju ako zdkladnd liecba exacerbacii
CHOCHP ato aj napriek ich znamemu ne-
priaznivému vplyvu na denzitu kostnych
minerdlov a vyskyt fraktur. Meta analyza
van Staa et al. (17) ukazala silnu inverznu
koreldciu medzi denzitou kosti a celkovou
kumulativnou davkou glukokortikoidov.
Okrem toho bola tiez zistend vyznamna
korelacia medzi velkostou dennej ordlnej
davky glukokortikoidov a rizikom fraktur.
UZ nizke oralne davky a to 2,5 - 5,0 mg
prednisonu denne sa spajaju so zvySenym
rizikom fraktar. Riziko fraktir sa rapidne
zvySilo v priebehu 3 az 6 mesiacov od za-
Ciatku oralnej kortikoidnej lie¢by, ale naj-
vacsie riziko fraktur sa objavilo az 1 rok po
ukonceni liecby.

Menej znamy je ucinok inhalova-
nych kortikosteroidov na stratu kostného
tkaniva ariziko fraktdr. Niektoré Studie
ukdzali (20), Ze inhalacné kortikosteroidy
maju ovela miernejsi uc¢inok na obrat kos-
ti. Naproti tomu, Drummond et al. (21)
nezistili rozdiely medzi neziaducimi ucin-
kami oralnych a inhala¢nych kortikosteroi-
dov. Vysledky studie TOWARDS Revolu-
tion in COPD Health (TORCH) ziskané na
subore 658 pacientoch nepotvrdili vyz-
namné zmeny denzity kostnych mineralov
po viac ako trojrocnej lieCbe inhalacnymi
kortikosteroidmi.

Pohlavné steroidy
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17B-estradiol sa spdja s obratom
kosti, ubytkom kosti a dokonca s rizikom
fraktiry  u postmenopauzalnych  Zien
a starSich muzov. Testosterén mézZe mat
priamy ucinok na kosti cez androgénové
receptory, ale moze ucinkovat tieZz na es-
trogénové receptory po aromatizacii na
estradiol in  vivo. Hypogonadizmus
u muzov je akceptovany ako rizikovy fak-
tor pre osteopordzu, ale su aj konfliktné
vysledky (22). U pacientiek s CHOCHP sa
nizke hladiny 17B-estradiolu spajaju so
zvySenym rizikom osteopordzy (23, 24).
Laghi et al. (25) zistili, Ze muzi s CHOCHP
maju redukované hladiny testosterdnu,
ale intervencia sandrogénmi mala len
mierny vplyv na svalovl masu a silu. Na-
proti tomu niektori autori uvdadzaju, Ze
testosterdn zvysil denzitu kostnych mine-
ralov.

Prevencia a liecba
u pacientov s CHOCHP

Fyzicka inaktivita, fajcenie a na zi-
viny chudobna diéta su akceptované ako
doélezité domény pre intervenciu kosti u
pacientov s CHOCHP.

Napriek tomu, Ze u zdravej popula-
cie urcité tréningové metdéddy maju na den-
zitu kosti pozitivny efekt, chybaju dokazy
o ich vplyve u pacientov s CHOCHP.

K definitivhemu stanovisku, ktoré
tréningové modality su pre skelet per-
spektivne a su ucéinné aj u pacientov
s CHOCHP su potrebné randomizované,
kontrolné studie. Okrem vylucenia fajcenia
je potrebné aj zdravé stravovanie.

osteoporozy

Suplementdcia kalcia a vitaminu D.
Suplementacia kalcia a vitaminu D
zvysSuje denzitu kosti, potlaca kostny re-
modeling  aredukuje riziko  fraktar
u starSich pacientov. Bischoff-Ferrari et al.
(22) sledovali ucinnost oralneho aplikova-
ného vitaminu D na neverte-bralne frak-
tury u pacientov starSich ako 65 rokov.
Zhrnuli, Ze v porovnani s kalciom alebo



placebom, vitamin D redukoval riziko
fraktar atento ucinok bol davkovo-
zavisly. VysSie davky vitaminu D t.j. 800
m.j./den redukovali riziko nevertebral-
nych fraktur priblizne o0 20 % a bedrovych
o cca 18 %, zatial ¢o davka 400 m.j./den
nebola ucinnda. Uvedeni autori tiez ukazali,
Zze vitamin D po perordlnom podani
v davke 800 m.j./den redukoval riziko pa-
dov u starsich ludi 0 19 %. NevyZadovalo si
to vSak podanie kalcia, ale iba aplikacia
vitaminu D zlepSila funkciu svalov
a posturalnu stabilitu. Naopak, Boonen et
al. (26) zistili, Ze riziko fraktur bedra bolo
redukované iba vtedy, ked' sa kalcium pri-
dalo k vitaminu D. Vysledky meta-analyzy
zroku 2007 poukazali, Ze dennd suple-
mentacia 1200 mg vapnika a 800 m.j. vi-
taminu D mierne zvysila denzitu kosti
a redukovala vyskyt fraktar. Ciasto¢ne sa
potvrdilo, Ze kalcium spolu s vitaminom D
redukuje aj pocet padov (15).

Specifické Udaje tykajuce sa defi-
ciencie vitaminu D u pacientov s CHOCHP
chybaju. Napriek tomu vieme, Ze majoritu
pacientov s CHOCHP tvoria starsi ludia,
u ktorych je zvySené riziko osteopordzy a
tedaje ovela pravdepodobnejSie, Ze je
u nich urcity stupen deficiencie vitaminu
D atak vystava potreba Standardnej sup-
lementécie (800 m.j./den).

Okrem toho sa predpokladd, ze
ucinok vysokych dédvok vitaminu D moze
nielen znacne ochranit kostné tkanivo
pred rezorbciou, ale moze tiez priamo
ovplyvnit zapal a interferovat sinymi ko-
morbiditami (27).

Vyuzitie farmakologickej aktivity denosu-
labu

V sucasnosti k liecbe patologickych
fraktur vyvolanych réznymi pri¢éinami sa
pouziva denosumab. Z farmakologického
hladiska ide o ludskd monoklonalnu proti-
l[atku, ktora obsahuje vyhradne [udské
proteiny, ¢o prispieva k vyhodnému bez-
pec¢nostnému profilu. Latka vykazuje vyso-
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ku selektivitu a Specificitu voci ludskému
RANKL. Vysledkom ich vzajomnej vazby je
vyviazanie a pokles dostupnosti RANKL
pre receptory RANK na povrchu osteoklas-
tov aich prekurzorov (28). Nasledna re-
dukcia poctu zrelych a funkénych osteok-
lastov vedie k vyraznému poklesu odbura-

nia kosti (obr. 3).

Denosumab po podkoznej aplikacii
vykazuje nelinedrnu farmakokinetiku (29).
Profil je moZné rozdelit do troch faz:

1. Absorb¢énd faza s maximom sérovej
koncentracie na Urovni 5. — 21. diia po
podani.

2. Prolongovana faza beta charakterizo-
vana plazmatickym polc¢asom az 32
dni.

3. Termindlna faza s plazmatickym pol-
¢asom 5-10 dni.

Prave na zaklade vyhodnej farma-
kokinetiky je mozné podavanie
s frekvenciou raz za 6 mesiacov v davke 60
mg subkutanne. Studia FREEDOM (multi-
centrickda, randomizovanad, placebom kon-
trolovana), ktord zahrfriala 7808 pacientiek
so stredne zavainou osteoporézou (T-
skére v rozmedzi -2,5 a -4,0) poukdzala na

efektivitu  denosumabu  aplikovaného
vuvedene] davke. Farmakodynamicka
aktivita lieciva, ktord sa sledovala pocas

36. mesiacov ukazala, Zze denosumab zni-
zoval riziko zlomenin stavcov voci placebu
0 68%, zlomenin v oblasti bedra o040%
a nevertebralnych zlomenin (najma
v oblasti dolnej tretiny vretennej kosti)
0 20%.

Popri vysokej terapeutickej ucin-
nosti podanie 60 mg denosumabu vo for-
me jednej podkoznej injekcie raz za 6 me-
siacov bolo velmi dobre tolerované
a celkovy vyskyt neziaducich ucinkov bol
podobny ako po aplikacii placeba (30).

Eurdpska liekova agentura (EMA)
udelila v maji 2010 registraciu lieku Prolia
(denosumab) v indikacii PMO
a osteopordzy v suvislosti hormondlnou
ablaciou u muzov s karcindmom prostaty.
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V Slovenskej republike je denosumab (Pro-

lia) indikovany v liecbe:

a) postmenopauzdlnej osteopordze
u zien (pri denzitometricky zistenom
T-skére mensom ako —2,5 pri pouziti
centralnej denzitometrie),

b) ubytku kostnej hmoty v suvislosti
s hormonadlnou ablaciou u muzZov
s karcinomom prostaty (pri denzito-
metricky zistenom T-skére menSom
ako —1,0 pri poutziti centrdlnej denzi-
tometrie),

c) ainych patologickych zlomeninach,
kde pric¢inou je osteopordza.

Liecba osteoporézy denosumabom
je dlhodoba avyzaduje priebeinu denzi-
tometrickd kontrolu s pouzZitim centralnej
denzitometrie v odstupe 12 aZ 24 mesia-
cov. Na zdklade odborného usmernenia
Ministerstva zdravotnictva Slovenskej re-
publiky (31) sa vo vSeobecnosti odporuca
minimalne 3 rocné trvanie liecby, pricom
hornd hranica dizky trvania lie¢by osteo-
pordzy nebola doteraz definovana.

Zaver

U pacientov s CHOCHP je dolezita
rychla diagndéza osteopordzy ato eSte v
stadiu bez zjavnych symptédmov deficien-
cie vitaminu D. U tychto pacientov musime
radiograficky sledovat vertebridlne kom-
presivne fraktiry, merat hladiny 25-
hydroxyvitaminu D3 a starostlivo sledovat
denzitu kostnych mineralov.

Standardnd suplementécia vitami-
nom D akalciom musi byt doékladne zva-
Zzend. Pacienti s CHOCHP, ktori su lieceni
glukokortikoidmi mali by zacat
s antirezorbénou liecbou nielen vtedy,
ked' su osteoporoticky (T skore < -2,5 ale-
bo existujucou fragilitnou frakturou), ale
uz ked maju definovanu osteopéniu (T
skore < -1).

Denosumab predstavuje unikatnu
alternativu liecby osteoporézy s mecha-
nizmom uUcinku na Udrovni kauzalneho
ovplyvnenia lokalnej reguldcie kostného
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obratu systémom RANK/RANKL. Rychla a
absolutna odozva markerov kostného ob-
ratu potvrdzuje klfi¢ovu a temer vyluénu
ulohu RANKL v regulacii. Vysledky klinic-
kych studii poukazuji na unikatnu ucin-
nost jednak v ramci celého skeletu
a jednak na udrovni trabekuldrnej i korti-
kalnej kosti s dbkazom Statisticky vyz-
namne vysSieho efektu voci referen¢nému
bifosfonatu. Davkovaci rezim vo forme
subkutdnnej injekcie raz za 6 mesiacov a
vyhodny bezpecnostny profil poskytuje
solidne predpoklady pre vysoku adheren-
ciu k lieCbe v beznej klinickej praxi.

Publikdcia vznikla s podporou spolocnosti
AMGEN.
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Objektivne hodnotenie chronického kasla a efektivnosti jeho lieCby
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V obdobi poslednych Styroch dekad
sa vodbornej literature nachadza vela
informdcii  tykajucich sa  diagnostiky
a lie€by kasla (Irwin a Madison, 2001). Aby
sa vo vyskume pokrocilo dalej, bolo po-
trebné vytvorit platné a spolahlivé meto-
diky, ktoré by pomohli objektivne identifi-
kovat kasel, posudit jeho ucinok a vplyv
liecby na kasSel. PretoZe takéto metodiky
boli v klinickej praxi pouzivané, bolo po-
trebné posudit prinos tychto metodik
v ramci klinického vyskumu (Irwin, 2006).

Kasel mdze byt lahko rozpoznatel-
ny vdaka jeho charakteristickému zvuku.
Zvukové zaznamy aj zdravych dobrovolni-
kov poukazuju na to, Ze pritomnost kasla
nie je nezvyc€ajna a vyskytuje sa Castejsie
pocas zimnych mesiacov v porovnani
s letnymi (Loudon R, 1967), pocas bdenia
CastejSie ako pocas spanku (Phillipson,
1978) a CastejSie u muZov v porovnani
so Zzenami (Loudon R, 1967). Hoci pocas
tohto monitorovania muzi kaslali ¢astejsie
ako Zeny, tieto ndlezy neboli vysvetlené
pomocou vysledkov kasfovych testov (Ir-
win, 2006). Kaslové testy poukazali na sku-
toCnost, Ze zdravé Zeny (Fujimura et al.,
1990) a Zeny s chronickym kaslom (Kaste-
lik et al., 2002) maju nizsi kaslovy prah
(vysSiu  citlivost  kaslového  reflexu)
v porovnani so zdravymi muimi a muzmi

s chronickym kaslom. Nachylnost na kasel

je redukovana zvysSujucim sa vekom (Ne-
wnham a Hamilton, 1997).

Na dosiahnutie vacsej presnosti
a porovnatelnosti kaslovych testov ana
poukdzanie ich ulohy v diagnostike
a liecbe kasla boli vypracované Standardi-
zované odporucania (Morice et al, 2007),
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ktoré su pouzivané aj na naSom pracovisku
v ramci klinicko-fyziologickych studii.

Efekt liecby kasla moze byt posu-
dzovany pomocou subjektivnych alebo
objektivnych metdéd. Medzi subjektivne
metodiky patri denny zdznamnik pacienta,
vizualne analégové $kaly, velké mnoistvo
réznych skérovacich systémov na posude-
nie kasla, symptémovych $kal (napr. BCSS
—breathlessness, cough and sputum scale)
(Leidy et al., 2003) a dotaznikov tykajucich
sa kvality Zivota pacientov s kasfom (napr.
CQLQ - cough quality-of-life questionnaire
(French et al., 2002), LCQ — Leicester co-
ugh questionnnaire (Birring et al., 2003),
HCQ — Hull cough questionnnaire (Morice
et al., 2011). Vsetky tieto metodiky mozu
byt uZitocné v ramci stadii, avsak iba BCSS,
CQLQ, LCQ a HCQ maju pozadovanu validi-
tu a reliabilitu.

Objektivne metodiky na posudenie
kasla suvisia predovsetkym s rozvojom
digitalnych technoldgii a umoznuju ambu-
lantné nahrdvanie zvuku atak poskytuju
prostriedok na presnu kvantifikaciu frek-
vencie kasla. Urover objektivneho posu-
denia frekvencie kasla poukazuje aj na to,
Ze zmena frekvencie kasla nekoreluje so
zmenami subjektivneho skoérovania kasla
u jednotlivych pacientov (Kelsall et al.,
2011), ¢o poukazuje na potrebu objektivi-
zacie kasla hlavne na drovni klinickych
studii zameranych na posudenie vplyvu
liecby na kasel. Kontinualne sledovanie
frekvencie kasla pocas 24 hodin poskytuje
objektivnu informaciu, ktora méze sluzit aj
na posudenie ucinnosti antitusickej tera-
pie.
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S ohladom na posudenie uzito€nos-
ti dalSich objektivnych metdd na posude-
nie kasla, kapsaicin a kyselina citronova su
dve najpouzivanejSie tusigénne latky
vhodné na vyvolanie kasla u ludi
v klinickych podmienkach podla sucasnych
platnych odporucani (Morice et al., 2007).
Zmena reaktivity aferentnych nervovych
zakonceni zodpovednych za vznik kasla je
dalSou metodikou objektivneho posudenia
vplyvu liecby na kasSel. Kasfova reaktivita
by mala byt zistovanad pred apo liecbe
s cielom zistit jej vplyv na zmenu reaktivity
aferentnych nervovych zakoncéeni dycha-
cich ciest. Tato objektivna metodika moéze
poméct v situaciach, kedy kaslova reaktivi-
ta je zvySena.

Podla ndzoru niektorych autorov
(Irwin, 2006; Kelsall et al., 2011) je vhodné
v ramci hladania a optimalizacie metodik
na zistovanie Gc¢inku kasSel ovplyviujucich
agensov pouzit objektivne isubjektivne
metodiky hodnotenia kasla, pretoze maju
moznost zistovat odlisSné parametre.

Publikované odporucania lieCby
chronického kasla (Morice et al., 2006;
Pratter et al., 2006) uvadzaju diagnosticky
algoritmus a systematickd liecbu triady
vyvolavajucich prié¢in chronického kasla
u dospelych, ktord tvori bronchidlna as-
tma, refluxnd choroba gastroezofagu
(GORD) a kaslovy syndrom z hornych dy-
chacich ciest (predtym znamy ako syn-
drém zatekania hlienu do hypofaryngu -
PNDS). Za posledné desatrocia bolo publi-
kovanych mnoho prac, ktoré pripisuju vy-
skyt chronického kasla tymto pric¢inam
a popisuju 98% odpoved na Specificku
liecbu tychto pri¢in (Irwin et al., 1990).
Avsak neddavne Studie poukazuju na zvysu-
juci sa pocet pacientov s chronickym kas-
[om, ktori su rezistentni na liecbu (McGar-
vey et al., 1998; Birring et al., 2004; Haque
et al, 2005). Vpraci Woodcock
a spolupracovnici (2010) popisuju moznost
identifikacie dalSich Specifickych pricin
(zvyCajne viac ako jednej) u pacientov
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s chronickym kaslom, ale dve tretiny pa-
cientov s chronickym kasfom su uplne ale-
bo Ciastocne rezistentni na Specificku liec¢-
bu zistenych pri¢in. Naopak pacienti
s triddou pricin astma, GORD, PNDS sa na
kasel nestazuju vObec. Autori sa pytaju,
preCo su spustaémi chronického kasla
u pacientov minoritné pric¢iny a preco sa
chronicky kasel nezlepsi po ich liecbe.
Upozornuju tiez na potrebu revizie simpli-
fikovaného nazoru spred dvadsiatich ro-
kov, Ze su tri liecitelné priciny chronického
kasla.

Sucasné pochopenie neurofyziolo-
gie kaslového reflexu vychadza
z experimentalnych prdc na zvieracich
modeloch s limitovanym mnoZstvo Udajov
u ludi. Vychadzajuc zanalégie s chronic-
kou bolestou, periférna a centralna senzi-
tizacia moze byt dblezitym mechanizmom
chronického kasla, o je v sucasnosti zdro-
jom aktivneho vyskumu. Je potrebné po-
chopit mechanizmy, ktoré su podkladom
senzitizacie, ako tieto mechanizmy vza-
jomne reaguju na spustace kasla a ich vza-
jomny vztah so senzitizaciou, ktord vedie
k tzv. nuteniu na kasel (urge to cough)
s naslednou kaslovou odpovedou v ramci
chronického kasla (Woodcock et al,
2010). Iba na zaklade porozumenia tymto
vztahom zistime efektivnu liecbu chronic-
kého kasla. Tu je aj vysvetlenie opodstat-
nenia pouZivania subjektivnych a objektiv-
nych metodik.

Uc¢innost volne predajnych liekov
ovplyviujucich kasel' zostava neoverenad
(Smith et al., 2008). Uspesny vyvoj liekov
zavisi od lepSieho pochopenia mechaniz-
mov, ktoré su zodpovedné za vznik chro-
nického kasla a lepsej identifikacie poten-
ciondlnych terapeutickych cielov.

Uvedené moznosti objektivneho
posudenia kasla su v sucasnosti vhodné
a pouzivané pri realizacii klinickych studii
posudzujucich efektivitu lieCby chronic-
kého kasla u presne definovanych skupin
pacientov.
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Uvod

Za fyziologickych podmienok ma
endotel viacero funkcii, ktorymi reguluje
lokdlne pomery v cirkulacii. DoleZita je
jeho udloha pri vplyve na cievny tonus,
prietok a tlak krvi. V dosledku posobenia
réznych patologickych Cinitelov (ateroskle-
réza, hypertenzia, hypercholesterolémia)
moze dojst k poskodeniu funkcie endotelu.
Pri endotelovej dysfunkcii je nadmerne
zvySend expresia adhezivnych molekul pre
leukocyty, zvySend produkcia cytokinov
(najma s prozdpalovymi ucinkami a rasto-
vymi aktivitami), zmenend priepustnost
pre plazmatické proteiny a lipoproteiny,
zmeny v rovnovahe medzi prokoagulaé-
nymi/fibrinolytickymi procesmi
a vazodilataénymi/vazokonstrikénymi pro-
cesmi. Tieto zmeny sa pri jednotlivych pa-
tofyziologickych stavoch uplathuju v roz-
nej miere. Z pohladu farmakoldga, hlav-
nou zmenou charakterizujucou vznik en-
dotelovej dysfunkcie je posunutie rovno-
vahy v smere zvySenej tvorby vazokon-
strikénych faktorov, a tym vyvolanie nefy-
ziologickej cievnej konstrikcie. Z hladiska
vzniku zdapalovej reakcie ma hlavny vyz-
nam nadmernd adhezivita endotelu pre
leukocyty a produkcia prozapalovych cyto-
kinov. Porusenu vazodilatacnd schopnost
a ostatné prejavy endotelovej dysfunkcie
mozeme priaznivo ovplyvnit farmakami s
endotelovo-protektivnym ucinkom.

Vybrané farmaka vplyvajuce na funkciu
endotelu

Sulodexid je prirodny sulféonovany
glykozaminoglykan zlozeny z heparansul-
fatu a dermatansulfatu, ktorého antitrom-
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boticka aktivita spociva v inhibicii viace-
rych koagulaénych faktorov (zvlast faktora
X), inhibicii adhézie dostic¢iek a aktivacii
fibrinolytického systému. Redukuje hladi-
nu fibrinogénu a tym vplyva na viskozitu
krvi a aktivaciou lipoproteindvej lipazy
normalizuje koncentraciu krvnych lipidov.
Sulodexid je indikovany ako venofarma-
kum, antivarikdzum, antitrombotikum. Ma
antikoagula¢né (Cosmi et al., 2003), anti-
trombotické, fybrinolytické, hemoreo-
logické a lipolytické vlastnosti (Penka,
1996). Je povaziovany za liecCivo s poten-
cidlne endotelovo-protektivnym ucinkom.
Jeho endotelovo-protektivny ucinok je
zatial' iba ciasto¢ne objasneny v réznych
experimentdlnych modeloch endotelovej
dysfunkcie. V niektorych klinickych stu-
diach 10-tyZzdnova lie¢ba sulodexidom na
modele streptozotocinom-indukovaného
diabetes mellitus viedla k zlepSeniu acetyl-
cholinovej relaxacie zavislej od endotelu
na malych cievach a zniZovala pocet cirku-
lujucich endotelovych buniek (Kristova et
al., 2008).

Hepariny (nefrakcionovany heparin
a nizkomolekularne hepariny) su glykdza-
minoglykany pouzivané sa na liecbu a pre-
venciu trombotickych stavov. Fyziologicky
ma endotel antitrombotické vlastnosti,
ktoré v pritomnosti bakterialnych produk-
tov a zapalovych cytokinov moézu vyustit
do protrombotického stavu. Hepariny
pravdepodobne zohravaju doéleziti ulohu
pri modulacii funkcii endotelu, a to pri
procesoch ako je hemostaza, zdpalova
reakcia, angiogenéza a metastazovanie
tumorov (Cines et al., 1998).
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Statiny inhibuju enzym HMG-CoA-
reduktazu, ¢im sa zniZuje intraceluldrna
syntéza nového cholesterolu a znizZuje sa
koncentracia LDL. Uginky statinov nie su
len vysledkom ich posobenia na aterogén-
ne lipidy, ale maju aj nelipidové, tzv. ple-
iotropné ucinky. NajdélezitejSimi spomedzi
pozitivnych pleiotropnych Gcinkov statinov
su protizapalové, antiproliferacné, anti-
trombotické vlastnosti a zmiernenie endo-
telovej dysfunkcie (Pella et al., 2007). Sta-
tiny maju schopnost zvysit syntézu oxidu
dusnatého (NO) a zlepSovat krvny prietok
zavisly od endotelu (Marchesi et al., 2000;
Forgione et al.,, 2000). Zlepsenie funkcie
endotelu méze byt jednym z mechaniz-
mov, ktorymi je pri hypolipidemickej lie¢-
be zabezpecovana stabilita aterosklerotic-
kych plakov a znizené riziko trombdzy.

Z negativnych pleiotropnych ucin-
kov treba spomenut zniZenie syntézy ge-
ranylpyrofosfatu, s ¢im je spojend znizend
hladina koenzymu Qiq. Pri jeho deficite su
vldkna kostrovych svalov nachylnejsie na
poskodenie (myopatia, myozitida, az rab-
domyolyza) (Singh et al., 2004). Tato prob-
lematika je predmetom aktudlne prebie-
hajucich stadii. Otazkou je klinicka vyz-
namnost tohto javu, pretoZe nizka tvorba
koenzymu Qo eSte nemusi znamenat jeho
klinicky vyznamny nedostatok v plazme a
zvlast nie v cielovych tkanivach (Pella et
al., 2007).

Napriek pozitivnemu vplyvu na
hladinu lipidov v krvi, v roku 2012 FDA
upozornila na fakt, Ze statiny mozu zvysit
glykémiu a podiel glykozylovaného hemo-
globinu v krvi. Neddvne studie (JUPITER,
PROVE-IT TIMI 22) poukdzali na zvysené
riziko diabetu pri vysokodavkovej terapii
statinmi.

Inhibitory angiotenzin-konvertu-
juceho enzymu (ACEI) zasahuju do systé-
mu renin-angiotenzin-aldosterén, tym Ze
inhibuju premenu angiotenzinu | na angio-
tenzin Il. Angiotenzin Il je jedna z najsilnej-
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Sich vazokonstrikénych latok cirkulujicich
v tele. U¢inkuje ako na artérie, tak aj na
vény a zvysuje tlak krvi. Angiotenzin Il za-
roven zvysSuje hladinu aldosterénu, ktory
potencuje renalnu reabsorpciu sodika.
Inhibicia ACE zniZuje tvorbu angiotenzinu
Il a odburavanie bradykininu, ktory ma
vyrazny vazodilatacny efekt. Angiotenzin Il
blokuje tvorbu oxidu dusnatého, podporu-
je tvorbu prooxidacnych latok, zvysuje
uvolnovanie noradrenalinu, zvySuje tvorbu
endotelinu-1 a koncentraciu aldosterénu
(Karetova a Bultas, 2003). Zda sa, ze ACEI
zlepSuju funkciu endotelu v subkutannej,
epikardialnej, brachialnej a renalnej cirku-
lacii, ale nevplyvaju na oslabenu relaxacnu
odpoved ciev predlaktia na acetylcholin u
pacientov s esencidlnou hypertenziou
(Taddei et al., 2002).

Estrogény maju vyznamny ucinok
na cievnu fyziolégiu a patofyzioldgiu, na-
priek tomu vplyv estrogénov na prevenciu
a liecbu kardiovaskularnych chorob je kon-
troverzny (Miller a Duckles, 2008). Zeny
pred menopauzou maju nizsi vyskyt kar-
diovaskularnych  ochoreni v porovnani
s rovnako starymi muZmi (Lloyd-Jones et
al., 2010). Napriek tomu viaceré klinické
Studie zaoberajice sa hormondlnou sub-
stituénou terapiou nepreukazali kardio-
vaskularny benefit (Hulley et al., 1998;
Manson et al.,, 2003; Anderson et al,,
2004). Miller a Duckles (2008) v prospek-
tivnej studii rozdelili Zeny podla veku od
menopauzy a zistili, Ze vazodilatacia ciev
predlaktia, ako indikacia funkcie endotelu,
sa zosilnila po 3-mesacnej peroralnej es-
trogénovej terapii. Avsak Vitale et al.
(2008) pozorovali, Ze miera zlepsenia va-
zodilatacie sa znizZila v korelacii s po¢tom
rokov po menopauze. SU potrebné dalsie
prospektivne Studie, ktoré by poskytli do-
datoc¢né udaje tykajuce sa rychlosti zmien
endotelovych funkcii po menopauze aich
ovplyvnenia estrogénmi.



Z peroralnych antidiabetik met-
formin priaznivo po6sobi na endotel
a dokazalo sa, Ze ucinky tejto latky znizuja
kardiovaskularne riziko u pacientov s DM2.
Preukazuje pozitivny vplyv na produkty
oxidacného stresu, formovanie koncovych
produktov pokrocilej glykdcie, aktivitu en-
dotelovej NO-syntdzy, expresiu adheziv-
nych molekdl a prozapalovych cytokinov
(Drobna et al., 2011).

Flavonoidy sa podielaju sa na svet-
le zavislej faze fotosyntézy, pocas ktorej
katalyzuju prenos elektrénov. Okrem
Standardnej terapie pri chronickej vendz-
nej insuficiencii sa aplikuju pri diabetickej
retinopatii, pri hemoroidoch a metroragii
(Stvrtinova, 2005). Opakovane sa potvrdili
priaznivé ucinky flavonoidov v diéte na
kardiovaskuldarny systém (MojziSova a
Kuchta 2001; Zenebe et al. 2001). Flavono-
idy vplyvaju pozitivne na koronarne a
ostatné cievy tym, Ze znizuju oxidaciu LDL,
zvySuju hladinu HDL. Okrem toho znizuju
vyluCovanie mediatorov mastocytmi a
potlaéaju zapalovu reakciu.

Melatonin je epifyzarny hormédn
vylu€ovany v noci vplyvajuci na cirkadian-
ne a sezénne rytmy. Pri dlhodobom poda-
vani spontanne hypertenznym potkanom
mal pozitivny vplyv na krvny tlak a endote-
lovu funkciu aorty (Torok et al.,, 2005).
Melatonin zmensoval kontrakéné odpove-
de mezenteridlnych artérii vyvolané stimu-
laciou nervovych zakonceni v stene cievy
ako u potkanov kmeria Wistar-Kyoto, tak
aj u spontanne hypertenznych potkanov.
Melatonin vyvolaval davkovo-zavislu rela-
xaciu a. pulmonalis a truncus pulmonalis,
ak bol bazalny tonus zvyseny fenylefrinom
(Liskova et al., 2006).

Zaver

Farmaka ako sulodexid, heparin,
statiny, inhibitory angiotenzin-konver-
tujuceho enzymu a metformin popri
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ovplyviiovani zakladného ochorenia vply-
vaju priaznivo na endotelovu dysfunkciu.
Ich potencidlny dosah na funkciu endotelu

by mal byt vbudicnosti zhodnoteny
v dalSich klinickych a experimentalnych
studiach, ato najma u latok

s nejednoznacne potvrdenym protektiv-
nym ucinkom. Zaroven je doélezité pre-
skumat, do akej miery sa ovplyvnenie dys-
funkcie endotelu prejavuje v zmendach
mortality a morbidity pacientov.

Prdca vznikla za pomoci grantov VEGA MS
1/0501/11 a 1/0583/13.
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Uvod do problematiky

Dychaci systém komunikuje
s atmosférickym vzduchom, ktory okrem
fyziologickych zloZiek obsahuje aj latky,
ktoré mozu mat skodlivy vplyv na dychaci
systém a organizmus ako celok. Prave pre-
to je dychaci systém vybaveny radom ob-
rannych a ochrannych mechanizmov, kto-
rych hlavnou ulohou je zabranenie vniknu-
tia Skodliviny do dychacieho systému ale-
bo jej odstranenie z dychacich ciest. Ref-
lexné a nereflexné obranné mechanizmy
navzajom spolupracuju a doplfiaju sa. Naj-
dolezitejSim obrannym reflexnym mecha-
nizmom dychacich ciest je kasel (Widdi-
combe, 1995).

Kasel je polysynapticky reflexny
dej, ktory vznikd podrazdenim aferentnych
nervovych zakonceni v dychacich cestach
v tzv. tusigénnych oblastiach a primarne je
mozné identifikovat jednotlivé populacie
neurdnov, ktoré sa podielaju na jeho vzni-
ku a modulacii. Ide o neurény vagového
systému, ktorych teld su lokalizované
v noddznych a jugularnych gangliach aich
periférne zakoncenia su distribuované
v dychacich cestach. Kasel je exkluzivne
vagovy reflex (Canning a Mori, 2011). Ref-
lex je definovany ako stereotypna reakcia
sprostredkovana reflexnym oblukom po
adekvdtnom nadprahovom podrazdeni
prislusnych receptorov. Hoci by sa zdalo,
Zze kaslovy reflex a jeho oblik ako taky su
rigidné Struktury, nie je tomu celkom tak.
Poslednd dekada vyskumu kasla sa venuje
jeho plasticite — mozZnostiam jeho modu-
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lacie tak na periférnej ako aj centralnej
urovni (McAlexander a Carr, 2009).

Tak ako kazdy proces v organizme,
aj kasel je regulovany. Hoci nie je presne
definované ¢o znamena , fyziologicky”
kaslovy reflex, vychadzajuc z jeho ulohy je
mozné konstatovat, Ze adekvatne regulo-
vany kaslovy reflex zabezpecuje dostatoc-
nu obranu dychacich ciest pricom nepo-
Skodzuje tkaniva, nespbsobuje vznik ne-
Ziaducich reakcii a neovplyviiuje kvalitu
Zivota pacienta. Dysreguldcia v pripade
kaslového reflexu méze mat dve podoby.
Ako prva je to up-reguldcia kasla kedy je
kasel prilis silny, trva viac ako 3-8 tyzdnov,
vznikd aj na podnety, ktoré u inych subjek-
tov nemaju tusigénny potencidl, poskodzu-
je tkaniva, ovplyvnuje kvalitu Zivota pa-
cienta (Woodcock et al., 2010). Vyskytuje
sa pri chronickych ochoreniach dychacieho
systému, gastroezofagovom refluxe i
rinosinopatidch. Na druhej strane down-
reguldcia kasla — jeho oslabenie, moze
viest k nedostatoénej ochrane dychacieho
systému a naslednému vzniku ochoreni,
ako priklad je mozné uviest pacientov po
transaplantdcii, s neurologickymi poru-
chami, svalovymi  atrofiami  alebo
v bezvedomi, kde oslabenie kasla moze
viest k aspiracnej pneumonii (Widdicombe
& Singh, 2009).

Studium up-regulacie kasla poma-
ha identifikovat mechanizmy, ktoré sa
mozu potencidlne podielat na patogenéze
syndromu chronického kasla, ¢i hypersen-
zitivneho kaslového syndromu. Na druhej
strane m6Zzu napomahat pri hladani tera-
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peutickych intervencii, ktoré moziu byt
pouzité u pacientov s oslabenym kaslfovym
reflexom, ako su seniori, alebo pacienti po
cievnej mozgovej prihode. Studie down —
reguldcie kasla, predovsetkym farmakolo-
gické Studie maju vyznam pri identifikacii
novych cielov, ktoré by mohli mat poten-
cidlne klinické vyuzitie. Ako priklad je
mozné uviest, ze identifikacia TRPV1 kana-
la, ako ,receptora relevantného pre vznik
kasla viedla k priprave TRPV1 antagonistov
aich klinickému testovaniu (Smith et al.,
2012). Tieto vsak spo6sobuju problémy
s regulaciou telesnej teploty a preto sa
pozornost upriamuje na TRPA1 antagonis-
tov, kedZe TRPA1l kanadl je tiez jednym
z potencidlne vyuzitelnych cielov pri liecbe
kasla (Birrel et al., 2009).

Kasel a rinosinopatie

Velmi ¢astou pricinou up reguldcie
kasla su ochorenia nosovej dutiny a prino-
sovych dutin — rinosinopatie. Kasel
v tomto pripade vznika aj za podmienok,
Ze patologicky proces je lokalizovany
v hornych dychacich cestach (nosovej du-
tine), pricom dolné dychacie cesty nie su
tymto patologickym procesom postihnuté.
Napriek zna¢nému pokroku v Studiach
zameranych prdave na tuto problematiku,
nie su vsetky mechanizmy vzniku
a pretrvavania kasla pri rinosinopatiach
dostatocne vysvetlené.

V minulosti sa kasel pri rinosinopa-
tidch povazoval za dosledok zatekania
hlienu znosovej dutiny do faryngu
a laryngu s naslednym drazdenim Struktar
laryngdlneho vstupu so vznikom kasla —
post nasal drip syndréom (lrwin et al,,
1998). KedZe tento fenomén nie je presne
definovany a nie vzdy je jedinym mecha-
nizmom, ktory prispieva k modulacii kasla
pri rinosinopatiach doslo na zaklade no-
vych poznatkov kzmene terminoldgie
a termin post nasal drip syndrém sa dnes
nazyva ako ,kasSel asociovany ochoreniam
hornych dychacich ciest”. Tento termin
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pochadza z anglosaskej literatury a beine
sa pouziva jeho skratka UACS — upper air-
way cough syndrome (Pratter et al., 2006).

Up- reguldcia kasla

Starsie prace Irwina ainych klinic-
kych pracovnikov predpokladali, Zze kasel
vznika priamo stimuldciou aferentnych
nervovych zakonceni v sliznici nosovej du-
tiny, a/ alebo sinusov, pricom tato hypoté-
za nebola nikdy dokdazana. Neskor sa vedci
prikldanali k ndzoru, Ze vyskyt kasla pri ri-
nosinopatiach je dosledkom inych mecha-
nizmov, ktoré by ovplyviovali reflexny
obluk kasla. Tieto mechanizmy zahfiaju uz
spominané zatekanie hlienu po zadnej
stene hltana, nasobronchialny reflex, nea-
dekvatnu dpravu vdychovaného vzduchu,
mikroaspiraciu zdpalového aerosélu, pro-
pagaciu zdpalu cestou systémovej cirkula-
cie a mechanizmy centralnej a periférnej
neuroplasticity (Tatar et al., 2009).

Pacienti s ochorenim hornych dy-
chacich ciest roznej etiolégie maju zvysenu
citlivost kaslového reflexu — to znamena,
Ze na vyvolanie kasla sU potrebné menej
intenzivne stimuly v porovnani s ostatnou
zdravou populdciou (O’Connel et al., 1996,
Pécovd et al., 2001). Podnety, na ktoré
kasu pacienti s rinosinopatiou su pre zdra-
vych jedincov podprahové.

Nosova dutina je prvou c¢astou dy-
chacieho systému, ktord komunikuje
s vdychovanym vzduchom a casticami, Ci
chemikaliami v nom obsiahnutymi.
V pripade, Ze do6jde k detekcii potencialne
Skodlivych latok prostrednictvom trigemi-
nalnych ale aj olfaktorickych zakonceni,
dochadza kiniciovaniu ochrannych me-
chanizmov (apnoe), alebo obrannych me-
chanizmov (kychanie, sniffing). Ulohou
tychto dejov je zabezpedit ochranu
a obranu dolnych dychacich ciest tak, aby
prislusnd noxa do nich nevnikla. Na zakla-
de tychto skuto¢nosti sme postulovali hy-
potézu, ktord sme neskdér overovali
v experimentdlnych ako aj klinicko-



patofyziologickych studidch. Predpokladali
sme, Ze stimuldcia aferentnych nervovych
zakonceni v nosovej dutine méze modulo-
vat kasel a sice, Ze pri stimulacii nazalnych
nociceptorov dochddza k up regulacii kas-
[a. Zmyslom up reguldcie obrannych me-
chanizmov pri rinosinopatiach je posilnit
ich tak, aby sa minimalizovala moZnost
Sirenia patologického procesu z nosovej
dutiny do dalSich casti dychacich ciest.
V pripade rinosinopatii, alebo v pripade
pritomnosti vzdusnych polutantov draz-
diacich trigeminalne zakonlenia ma tato
facilitdcia opodstatnenie asvoj logicky
vyznam.

V experimentalnych précach bolo
dokdzané, Ze stimulacia trigeminalnych
nociceptorov kapsaicinom a histaminom
nevedie kvzniku kasla u laboratérnych
zvierat. AvSak pocas stimuldcie nazalnych
nociceptorov  kapsaicinom  dochadza
k facilitacii mechanicky vyvolaného kasla
u anestézovanych maciek. Podanie kapsai-
cinu facilituje kasel vyvolany inhaldciou
kyseliny citrénovej u bdelych morciat
a kasel vyvolany mechanickou stimuldciou
dychacich ciest u anestézovanych morciat.
Sucasne v tomto experimentalnom uspo-
riadani u bdelych morciat dosSlo po stimu-
lacii nazalnych nociceptorov k vzostupu
Specifického odporu dychacich ciest me-
raného Pennockovou metddou (Plevkova
et al., 2004a). Tento fenomén je popisova-
ny ako nasobronchidlny reflex, a hoci kasel
a bronchokonstrikcia su rozdielne regulo-
vané, kich vzajomnym interakciam, ktoré
¢i uz na periférnej Urovni (mechanosenzi-
tivne vldkna aktivované pri zuzeni dycha-
cich ciest ), alebo centralnej urovni (kon-
vergencii vlakien zodpovednych za kasel
a bronchokonstrikciu do nTs) (Mazzone
a Canning, 2002).

Zosilnenie kaslovej odpovede sme
zistili aj pocas intranazalneho podania
kapsaicinu  uzdravych  dobrovolnikov
a histaminu  uzdravych  dobrovolnikov
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a pacientov s alergickou rinitidou (Plevko-
va et al., 2004b, 2005, 2006).

Facilitdcia obrannych reflexov sa
netykala len kasla, ale aj exspiraéného
reflexu. Exspiracny reflex je mechanizmus
vyvolany drazdenim medidlneho okraja
hlasiviek, pricom dochadza iba
k exspiracnému Usiliu, ktoré nie je pred-
chadzané inspiriom. U zvierat
s experimentdlne alergickou rinitidou ako
aj vmodeli intranazdlneho podania ago-
nistu TRPV1 kandlov kapsaicinom doslo
k zvySeniu intenzity exspiracného reflexu.
KedZe exspiracny reflex je zvyCajne nasle-
dovany niekolkymi kasfovymi expulziami,
zaznamenali sme aj zvySenie intenzity kas-
[a po exspiracnom reflexe. Vysledky histo-
logickych vySetreni tak pri rinitide, ako aj
intranazalnom podani kapsaicinu ukazali,
Ze zatial ¢o v nosove;j sliznici bol pritomny
bud’ eozinofilny zapal alebo vazodilatacia
aedém, sliznica laryngu nevykazovala
Ziadne zmeny v porovnani s kontrolnymi
skupinami zvierat (Plevkova et al., 2009).

V nasich experimentoch sme doka-
zali, ze stimulacia aferentnych nervovych
zakonceni kapsaicinim a histaminom facili-
tuje kasel. Ako pravdepodobny mecha-
nizmus sa tu mozZe uplatriovat centralna
senzibilizacia — ovplyvnenie neurogenézy
kaslového vzoru na udrovni mozgového
kmena. Konvergencia jednotlivych afe-
rentnych vstupov na urovni mozgového
kmena tak vytvara moznosti pre anato-
mické a funkéné interakcie jednotlivych
neurdénov participujucich na neurogenéze
dychania a kasla. Predpokladd sa, Ze zvy-
Seny tok aferentnych impulzov
z nociceptorov privadzanych cez trigemi-
nalne zakoncenia do oblasti mozgového
kmena mo6zZe modulovat aktivitu neurénov
druhého avyssich radov v nTs (nucleus
tractus solitarii). NTs je miestom, kde do-
chadza k interpolovaniu neurdénov prvého
radu — primarnych aferentov z dychacich
ciest, vCitane ,kaslovych” a nasledne ak
intenzita podnetov je dostatocne silng,
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dochadza kvzniku kasla aktivaciou jeho
generatora v centrdlnom nervovom sys-
téme (Canning a Mori, 2009). Hoci primar-
ne senzitivne vldkna z nosovej dutiny su
interpolované na neurdény vyssich radov
v senzitivnom jadre n. V. tieto aferenty
maju spoje aj do chemosenzitivhych oblas-
ti ako area postrema, ale aj medialneho
nTs (Wallois a s pol., 1991). Pomocou de-
tekcie c-fos génu a jeho génového produk-
tu sme ukazali, Ze intranazdlne podanie
l[atok s nocifenzivnym potencidlom vyvola-
va aktivaciu neurénov v trigeminalnom
senzitivnom jadre a okrem neho aj v nTs,
¢im moze zasahovat do modulacie vstupov
do ,kaslového generatora”. Zvysena fos
pozitivita bola detegovand aj vo VRG —
ventrdlnej respiracnej skupine, (nc. ambi-
guus a retroambigus), ktoré obsahuju pri-
marne premotorické a motorické exspi-
racné neurény. Touto aktivaciou je mozné
hypoteticky vysvetlit zvySenu silu exspi-
rii pri kasli vyvolanom pocas nociceptivnej
stimulacie nosovej sliznice. Podobna dis-
tribdcia fos pozitivity bola detegovana aj
v mozgovom kmeni morciat s modelom
experimentalnej alergickej rinitidy — teda
senzibilizovanych jedincov, kde sa predpo-
klada pritomnost nervovej hypersenzitivity
a hyperreaktivity sposobena  zdpalom
(Plevkova et al., 2010, 2011).

Modely zdpalovych ochoreni u
morciat jednoznacne dokazuje, Ze citlivost
kaslového reflexu je pri rininide zvySena
(Brozmanova et al., 2008) a tato modula-
cia sa vracia k normalnym hodnotam pri
lokalnej liecbe kortikosteroidmi i antago-
nistami leukotriénovych receptorov
(Brozmanova et al., 2005). Tento mecha-
nizmus ma korelat aj v klinickych pod-
mienkach, kde citlivost kaslového reflexu
u pacientov s alergickou rinitidou je zvyse-
na uz mimo pelovej sezény a signifikantne
sa zvysSuje v Case, kedy su jedinci expono-
vani alergénu. Tato modulacia taktiez rea-
guje na lieCbu lokdlnymi kortikosteroidmi
(Pécova et al., 2005).
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Down regulacia kasla

V biologickych systémoch su regu-
lacie zabezpecované prostrednictvom slu-
Ciek negativnych a pozitivnych spatnych
vazieb, ale aj antagonisticky posobiacich
systémov. Ako priklad je mozné uviest
sympatikovy vs parasympatikovy systém Ci
nociceptivny vs antinociceptivny systém.
Ak existuje nervova draha, vychadzajuca
primarne z trigeminalnych nervovych za-
konceni ktora facilituje kasel, moze existo-
vat aj draha, ktorda ho dokaze inhibovat.
V nasich pracach sme sa zamerali na $tu-
dium réznych populdcii trigeminalnych
neurénov a na zaklade analyzy relevant-
nych informacii z literatiry, sme sa zame-
rali na populaciu exprimujucu TRPM8 ka-
nal ajeho agonistu mentol.

Mentol je latka prirodného pévo-
du, ktoru je mozné ziskat z vytazku rastlin
rodu mata, ale je mozné ho pripravit aj
synteticky. Ide terpén, ktory ma anestetic-
ké, upokojujlice a chladivé ucinky po apli-
kacii na kozu a sliznice. DIhé starocia bol
sucastou tradi¢nych vychodnych medicin a
do Eurépy sa dostal v17. — 18. storodi.
VyuZiva sa empiricky pri symptomatickej
lieCbe ochoreni dychacich ciest a je sucas-
ne pridavany do roéznych kozmetickych
pripravkov, pastiliek, cukrikov a podobne.
Identifikacia molekuldarneho mechanizmu
ucinku posuva tuto latku z oblasti herbal-
nej mediciny do spektra zaujmu moleku-
larnej farmakolégie. Receptor pre mentol
— TRPMS8 kanal je sucasne aj termosenzo-
rom areaguje na teploty vintervale tzv
,mierneho chladenia” (McKemmy 2002).

Je zndme, Ze inhaldcia mentolu ve-
die k supresii kasla, ako to ukazali Morice
a jeho kolegovia na modeli u mordiat, ale
aj dobrovolnikoch. Existuju vsak aj prace,
ktoré nepotvrdzuju tento vysledok, a sice
ide o Studie kasla u deti a Studiu supresie
kasla pri bronchoskopii v pripade predlie-
cenia 1% mentolom (Laude et al.,, 1994,
Morice et al., 1998, Haidl et al., 2001, Ke-
nia et al., 2008). Otazka je, aké mecha-



nizmy sa podielaju na antitusickej aktivite
mentolu.

Zo studii u morciat je zname, Ze
expresia TRPMS8 je vysoka v hornych dy-
chacich cestach aze len 8-16% vagovych
vldkien v dolnych dychacich cestach ex-
primuje TRPM8. Zamerali sme sa na Stu-
dium znacenych trigeminalnych neurdénov,
ktoré sme nazbierali z disociovanych neu-
ralnym retrogradnym tracerom oznace-
nych ganglii po 7 drioch od podania farbi-
va. Metodikou single cell-rt PCR sme doka-
zali, Ze az 60% trigeminalnych neurdnov
exprimuje TRPMS8, v porovnani s nizkym
percentom v dolnych dychacich cestach
a ze existuje Specifickd subpopulacia neu-
ronov, ktoré nie su nociceptory — ide
o TRPV1-/TRPM8+ pozitivne neurdny, kto-
ré by prave mohli byt relevantné pre down
regulaciu kasla. Distribdciu TRMP8+ pozi-
tivnych neurénov sme dokdzali aj selektiv-
nym podanim mentolu do hornych dycha-
cich ciest, trachey adolnych dychacich,
kde sme zaznamenali signifikantny antitu-
sicky efekt len v pripade intranzalneho
podania mentolu.

Zamerali sme sa na sériu experi-
mentov s intranzalnou aplikdciou stude-
ného vzduchu a dvoch izomérov mentolu
u anestézovanych mordiat a zistili sme, Ze
intranazalne podanie mentolu, ako aj apli-
kacia studeného vzduchu ~ 20 °C ma anti-
tusicky Ucinok na kasel vyvolany kyselinou
citronovou u anestézovanych mordiat.
Mentol podany do nosa ma signifikantny
antitusicky ucinok u anestézovanych mor-
Ciat aj bdelych jedincov v porovnani
s vehikulom a (+) mentolom, ¢o je izomér
s nizSim biologickym ucéinkom (Plevkova et
al., 2011). SU zname prace, kde po intrana-
zalnom podani vody bola tiez dokumento-
vana znizend intenzita kasla — respektive
inhibicia kasla (Poussel et al., 2012). Tento
mechanizmus sa dava predovsetkym do
suvislosti s regulaciou dychania asice je
vSeobecne akceptované, 7Ze dychanie
a kasel su regulované rovnakym smerom —
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to znamend Ze podnety spdsobujlce sup-
resiu dychania suprimuju aj kasel
a naopak. Tieto vysledky vyplyvaju z prac
Tatdra et al. (2002). Mentol po intranazal-
nej aplikacii taktiez spdsobuje zniZenie
frekvencie dychania, atento vplyv nie je
mozné uplne vylucit — Cize nie je jedno-
znaéne dokazané, Ze tento modulacny
vplyv je Specificky len pre TRPMS8 rele-
vantné podnety, pravdepodobne akykol-
vek podnet dostatocne silny na supresiu
dychania moze inhibovat kasel.

V translaénej studii u zdravych dob-
rovolnikov sme postup modifikovali,
apodali sme intranazdlne vehikulum,
a oba izoméry mentolu — (+) mentol aj (-)
mentol. Zistili sme Ze intranazdlna aplika-
cia mentolu signifikantne zvysuje kaslovy
prah, redukuje nutkanie na kasSel ako aj
kumulativnu kaslovu odpoved
u dobrovolnikov. Prekvapivé boli vysledky,
ktoré ukazuju, Ze (+) mentol dosiahol vys-
Siu ucinnost nez (-) biologicky efektivnejsi
izomér. Analyzou subjektivnych pocitov
dobrovolnikov sme zistili, Ze iSlo predo-
vsetkym o fenomén ,vone” podanej latky,
pricom (+) mentol ma prijemnejsiu vonu
(Plevkova et al., 2012). Testovali sme na-
sledne ako negativnu kontrolu thymol -
l[atku s prijemnou vérnou (p6vodom
z rastliny Thymus vulgaris). Thymol patri
medzi fenoly, a ma antimikrobialne, antio-
xida¢né a fungicidne vlastnosti. Jeho mo-
lekuldrny mechanizmus ucinku je zabezpe-
¢eny prostrednictvom TRPV3 kanala, ktory
je bohato exprimovany na kozi, jazyku
a neurénoch povodom z DRG, vratane
trigeminalneho systému (Haoxing et al.,
2002). Zistili sme, Ze po intranazalnom
podani tymolu dochadza k supresii kasla
avyraznej elimindcii nutkania na kasel
(Gavliakova et al., zatial nebublikované).
Sucasne v klinicko — patofyziologickych
Studiach sme zistili, Ze podanie latok
s neprijemnym zapachom — napriklad ally-
lisothiocyanat facilituje nutkanie na kasel.
Postulovali sme hypotézu, Ze do tejto re-
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guldcie sa zapaja aj olfaktoricky systém
a nasledne korové mechanizmy, ktoré
ovplyviuju nutkanie na kasel. Je zname, Ze
kasel, je okrem aferentnych vstupov
a reflexnych mechanizmov modulovany aj
kortikalnymi - psychickymi a behavioral-
nymi mechanizmami a o jeho supramedu-
[arnych reguldciach je zndme len malo. Do
uvahy prichadza aj mechanizmus placebo
ucinku pri aplikacii ¢uchovych podnetov
(Prof. Eccles, osobna komunikacia). Okrem
toho je potrebné zvaiit aj trigemino-
olfaktorické interakcie.

Farmakologické aplikacie poznatkov pri
kasli asociovanom s rinosinopatiami

V pripade rinosinopatii zdpalovej
etioldgie je kasSel efektivne kontrolovany
zvlddanim zapalového procesu v hornych
dychacich cestach. Preto je vhodné poda-
vanie lokdlnych pripravkov s protizapa-
lovym ucinkom — kortikosteroidov, antihis-
taminik a antagonistov leukotriénov, ktoré
ovplyviuju primarny patologicky proces —
zapal a redukuju jeho sekundarne dosled-
ky - produkcia hlienu, opuch sliznice a pod,
ktoré nasledne ovplyviuju dolné dychacie
cesty. Na zvaZenie je podanie pripravkov
obsahujucich lokdlne anestetika. Dalej je
vhodné aplikovat aromatické latky mentol,
thymol, eucalyptol, ktoré maju dokazany
antitusicky ucinok aj ako izolované latky
podané lokalne na sliznicu nosa, avsak aj
ako sucast vytazkov rastlin (nikdy nie je
mozné do detailov definovat ich zloZenie).
Pretoze mnohé ztychto vytazkov maju
bronchodilatacny a sekretomotoricky uci-
nok, ¢im napomahaju obrane dychacich
ciest, kaslovd odpoved sa mobie znizit.
Nezanedbatelny je ucinok placeba, ktory
ako vyplyva z niektorych studii predstavuje
az 80% ucinku bezne dostupnych antitu-
sickych lieciv (Eccles 2006).
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Bronchiadlna hyperreaktivita (BHR)
je dolezitym priznakom r6znych respirac-
nych ochoreni (astma, chronickd ob-
Strukénd choroba plic, atd). Neustalu
snahu o detailné objasnenie jej patogené-
zy rozsiril Hoang et al. (2006) o novu zau-
jimavd hypotézu, ktora predpoklada
v mechanizme vzniku astmy a jej sympto-
mov (BHR) hyperexcitabilitu bunkovej
membrany a nadmernu aktivaciu glutama-
tovych NMDA receptorov (NMDAR). Vy-
sledkom toho je excitotoxicita, poskodenie
buniek, zapal a bronchokonstrikcia. Délezi-
tym excitatlnym neurotransmiterom je
pritom glutamat, ktory pésobi prostrednic-
tvom metabotropnych (mGIuR) a ionot-
ropnych (iGIuR) glutamatovych recepto-
rov. Skupina ionotropnych receptorov za-
hffia kationové kanaly s vazbovymi mies-
tami pre roézne ligandy. Je rozdelend do 3
subtypov: NMDA (N-metyl-D-aspartatové),
AMPA  (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazole-propionatové) a kainatové re-
ceptory (Dickman et al., 2004). Pritomnost
NMDAR v respiratnom systéme zistili Said
et al. (1999), ktori poukazali aj na ich moz-
nu ulohu v patogenéze akutneho posko-
denia pluc a bronchidlnej astmy.

Pritomnost nadmernych mnoistiev
glutamatu a nadmerna dlhodobejsia akti-
vacia NMDAR posobi na neurény nepriaz-
nivo amobze dokonca viest kapoptdze
buniek. Toto suvisi s influxom velkého
mnozstva vapnika do bunky, ¢o spusta
aktivaciu niekolkych enzymovych systé-
mov (proteinkinazy, fosfolipazy, lipoxyge-
nazu, cyklooxygendzy, proteazy, NO synta-
zy) a kaskad dejov veducich k tvorbe reak-
tivnych foriem kyslika (ROS). ROS opat
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aktivuju glutamatovy receptor avedu k
poSkodeniu tkaniva oxidativnym stresom
(Said et al., 2000). Vyvolavaju peroxidaciu
lipidov, DNA, aktivaciu kaspdz, depléciu
energetickych zdrojov, ¢o v kone¢nom
dosledku vedie kbunkovej smrti. Tieto
pochody su zodpovedné napr. za vznik
roznych akutnych a chronickych neurolo-
gickych ochoreni, na patogenéze ktorych
sa podiela glutamat (epilepsia, Parkinso-
nova, Alzheimerova choroba a pod).

Na regulacii funkcii respiracného
systému sa podiela aj nitrergicky systém,
kde poOsobi ako déleZity inhibi¢ny neuro-
transmiter oxid dusnaty (NO). V literature
je velmi malo Udajov sledujucich vztah
excitacného glutamatergického
a inhibi¢ného nitrergického systému. Na
urovni centralneho nervového systému
stimulacia NMDAR ma za nasledok zvyse-
nie tvorby NO ale aj jeho radikalu — pero-
xynitritu (obr. 1). Obidva produkty posobia
na NMDA receptory avsak rozdielnym me-
chanizmom. Kym NO zvySuje stimulaciu
NMDA receptorov, peroxynitrit zvysuje ich
senzitivitu k roznym stimulom (Pall, 2005,
Hirooka et al., 2011). Nie je vSak doposial
jasné, ¢i k podobnym interakciam docha-
dza aj voblasti respiracného systému
a ako sa tieto interakcie uplatiuju pri vzni-
ku niektorych respira¢nych ochoreni aich
symptémov. To bol dévod, pre ktory sme
sa snazili vnasich experimentoch ziskat
nové informacie o mozZnej Ucasti resp. in-
terakcii obidvoch systémov
v podmienkach experimentalne vyvolanej
hyperreaktivity dychacich ciest. Pokial je
nam zname z literarnych udajov, toto je
prva studia sledujica uvedeny vztah.
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Obr. 1 Interakcia glutamatergického a nitrergického systému (upravené podla Hirooka et al., 2011).

Aktivita obidvoch systémov modze
byt modulovana zasahom na rdéznych
urovniach. V nasSich podmienkach sme
pouzili agonistu NMDA receptorov a inhi-
bitor NO syntdz (NOS) samostatne alebo v
kombinacii. Hodnotili sme zmeny reaktivi-
ty dychacich ciest ako aj zmeny hladin vy-
dychovaného NO (eNO) v experimen-
tdlnom modeli hyperreaktivity dychacich
ciest vyvolanej ovalbuminom. Detekcia
eNO patri totiz v su¢asnosti medzi najmo-
dernejsSie neinvazivne metddy na detekciu
a kontrolu zadpalového procesu v dycha-
cich cestach.

Material a metddy

Na experimenty sme pouzili morca-
td o hmotnosti 200-250 g. Zvieratd boli
chované v centralnom zverinci samostatne
v klietkach. Pred i pocas trvania experi-
mentov dostavali pInohodnotnu potravu a
vodu ad libitum. Pouzili sme 6 skupin zvie-
rat (n=8), ktorym sme podavali bud ago-
nistu NMDA receptorov — sodnu sol glu-
tamatu (MSG) v davke 1g/kg intraperito-
nedlne (i.p.) alebo nespecificky inhibitor
NO syntdz - metylester N“-nitro-L-argininu
(L-NAME) vdavke 40 mg/kg i.p alebo
kombinaciu MGS s L-NAME. Latky sme
poddavali 14 dni jednak skupindm zvierat
senzibilizovanych  ovalbuminom (OVA)
a jednak nesenzibilizovanym kontrolnym
skupinam (fyziol. roztok namiesto ovalbu-
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minu). V den senzibilizacie (1., 3. a 14. den
experimentu) sme latky aplikovali 30 mi-
nut pred podanim ovalbuminu resp. fyzio-
logického roztoku, v diioch mimo senzibili-
zacie dostali zvieratd latky kaidy den
v rovnakom case. VSetky substancie sme
ziskali od firmy Sigma Aldrich®. Realizacia
Studie bola schvalena Etickou komisiou JLF
UK v Martine.

Vyvolanie hyperreaktivity dychacich ciest

Hyperreaktivitu dychacich ciest
sme u morciat vyvolali ovalbuminom (100
pmol.ml'1 vo fyziologickom roztoku), ktory
bol zvieratam aplikovany v stanovenych
¢asovych intervaloch —v 1. defn 0. 5 ml i.p.
a 0.5 mls.c, na3.den1mlip.anal4
den 1 ml inhala¢ne. Na inhaldciu ovalbu-
minu sme poutzili celotelovy pletyzmograf
(Hugo Sachs Electronic, type 885, Nemec-
ko) pre potkany a malé zvierata.

Sledovanie reaktivity dychacich ciest
Zmeny reaktivity dychacich ciest
sme sledovali v podmienkach in vitro. Zvie-
ratd sme usmrtili 24 hodin po poslednej
aplikacii ovalbuminu. Preparaty priprave-
né z trachey a plucneho tkaniva boli inku-
bované v organovom kupeli s Krebsovym-
Henseleitovym roztokom (110.0 mmol.ml™
NaCl, 4.8 mmol.ml* KCl, 2.35 mmol.mI*
CaCl,, 1.20 mmol.ml*  MgS0,, 1.20
mmol.ml? KHPO,, 25.0 mmol.ml?  Na-
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HCO3 a glukdza 10.00 mmol.mI™ v destilo-
vanej vode) pocas jednej hodiny. Roztok
bol saturovany pneumoxidom (95 % O, +
5% CO,) pri teplote 37 + 0,59 CapH 7,5+
0,1 avymienany kazdych 10 minat. Na
sledovanie zmien reaktivity sme pouzili ,,In
vitro Isolated Tissue Bath System” (Expe-
rimetria Ltd., Madarsko), ktorym sme za-
znamenavali zmeny amplitudy kontrakcie
preparatov hladkych svalov na kumulativ-
ne davky (10% — 10 mol.I') histaminu
alebo acetylcholinu (Sigma Aldrich®).

Analyza vydychovaného NO (eNO)

Na analyzu eNO sme pouzili chemi-
luminiscen¢nu metddu zaloZzenu na detek-
cii Ziarenia vznikajuceho chemickou reak-
ciou NO a ozénu, ktory je vytvarany v
chemiluminiscencnom analyzatore. Vy-
sledny vystupny signdl zodpoveda koncen-
tracii NO vo vstupnej vzorke. Vydychnuty
NO sme uspontanne dychajlcich zvierat
analyzovali pomocou Standardného klinic-
kého analyzatora NIOX® (Aerocrine, Svéd-
sko), ktory bol upraveny na sledovanie
eNO u malych laboratérnych zvierat za-
komponovanim Specialnej vzduchotesnej
komory kanalyzdtoru (MR Diagnostic,
Ceska Republika). Kazdé  zviera
s moznostou spontanneho dychania bolo
samostatne umiestnené v tejto komore po
dobu 5 mindt. Vzduch v komore bol priva-
dzany a odvadzany cez regulaény dvoj-
cestny ventil. Pre analyzu eNO sme vytvo-
rili ¢asovy harmonogram koreSpondujici
s procesom senzibilizacie. Zmeny eNO sme
sledovali v presnych ¢asovych intervaloch -
1., 3., 14. a 15. den (24 hodin po posledne;j
inhalacii ovalbuminu).

Statistické spracovanie vysledkov
Vysledky sme Statisticky vyhodnoti-
li pomocou Statistického softvéru progra-
mu Microsoft Excel. Rozdiely v odpovedi
boli hodnotené Studentovym t-testom pre
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nerovnako velké skupiny zvierat. Za Statis-
ticky vyznamne rozdielne boli povazované
hodnoty p<0.05.

Vysledky

Na obr. 2 su znazornené zmeny re-
aktivity hladkého svalu trachey na hista-
min u morciat senzibilizovanych ovalbu-
minom (oranZové stipce) v porovnani
s kontrolou — fyziologicky roztok (modré
stipce). Obidve skupiny dostévali agonistu
NMDA receptorov — sodnu sol glutamatu
(MSG) v davke 1g/kg i.p. pocas celej doby
senzibilizacie (14 dni), pricom na 1., 3. al4
den bola latka aplikovand 30 minat pred
ovalbuminom alebo fyziologickym rozto-
kom. Podanie MSG mierne zniZilo reaktivi-
tu trachedlneho hladkého svalu na hista-
min u senzibilizovanych zvierat, Statisticky
vyznamne (p<0.05) v koncentraciach 107
a7 10 mol.I. V nizsich koncentraciach sa
odpoved nemenila. Obr. 3 ukazuje zmeny
reaktivity na histamin u kontrolnej skupiny
zvierat, ktora dostavala 14 dni L-NAME v
davke 40 mg/kg i.p. avsta-novené dni
fyziologicky roztok (zelené stipce), u sku-
piny, ktora dostavala L-NAME v rovnakej
davke pocas 14-dnovej senzibilizacie oval-
buminom (zIté stipce) a u skupiny senzibi-
lizovanej ovalbuminom a lieéenej 14 dni
kombinaciou L-NAME s MSG v rovnakych
davkach (3edé stipce). Pri porovnani kon-
trolnej skupiny so skupinou senzibilizova-
nou ovalbuminom zvysila inhibicia NO
syntdaz L-NAME Statisticky vyznamne
(p<0.05) odpoved trachedlneho hladkého
svalu na vSetky koncentracie histaminu
(10 az 10 mol.I"). Simultanne podanie
agonistu NMDA receptorov — MSG s L-
NAME senzibilizovanym zvieratdm vyvola-
lo pokles amplitiudy kontrakcie na vSetky
koncentracie histaminu ku hodnotam, aké
boli zaznamenané u kontrolnej skupiny.
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Obr. 2 Zmeny amplitudy kontrakcie hladkého svalu trachey na histamin po aplikacii MSG pocas 14 dni
u kontrolnej skupiny (MSG + fyziol. roztok - modré stipce) a u skupiny senzibilizovanych zvierat (MSG +
OVA - oranZové stipce). Stipce predstavuji priemerné hodnoty amplitidy kontrakcie so strednou chybou
priemeru = S.E.M. Os x — koncentracie histaminu v log mol.I", os y — amplitada kontrakcie v gramoch.

*p<0.05.
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Obr. 3 Porovnanie zmien amplitudy kontrakcie hladkého svalu trachey na histamin po aplikacii L-NAME kon-
trolnej skupine (zelené stipce), senzibilizovanej skupine (ZIté stipce) a L-NAME + MSG senzibilizovanej
skupine (3edé stipce). * porovnanie L-NAME - fyziol. roztok s L-NAME - OVA, + porovnanie L-NAME - OVA
s L-NAME + MSG + OVA. Stipce predstavuju priemerné hodnoty amplitidy kontrakcie so strednou chy-
bou priemeru + S.E.M. Os x — koncentracie histaminu v log mol.I", os y — amplitdda kontrakcie

v gramoch. * +p<0.05.

Na obr. 4 sU znazornené zmeny
hladin eNO. Pri porovnani hodnét eNO
u zdravych zvierat (®) a u zvierat senzibili-
zovanych OVA (M) sme vyraznejSie Statis-
ticky vyznamné zmeny nepozorovali. U
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zvierat, ktorym bol pocas 14 dni senzibili-
zacie OVA aplikovany MSG (A) doslo
k Statisticky vyznamnému zvySeniu hladin
eNO na 3. a 14. denl v porovnani so zviera-
tami skupiny OVA (p<0.05). Podavanie
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kombinacie MSG+L-NAME v priebehu sen-
zibilizacie (o) vyvolalo Statisticky vyznamné
znizenie hodno6t eNO (p<0.001) na 3., 14.

6,00 1 Ppb

5,00
4,00
3,00
2,00

1,00 A

]

a 15. den v porovnani so skupinou, ktorej
podany

nebol inhibitor NOS.

0,00 |

1. den 3. den

—&—kontrola (zdrave zvierata)

OVA + MSG

14. den 15. den

—&—0VA
—8—0OVA + MSG + |-NAME

Obr. 4 Porovnanie zmien eNO na 1., 3., 14 a 15. deni u zdravych zvierat (#), u zvierat senzibilizovanych ovalbu-
minom (OVA - B), u senzibilizovanych zvierat po aplikacii MSG (OVA + MSG - A) a u senzibilizovanych
zvierat po aplikacii MSG + L-NAME (e). Os x — dni senzibilizacie, os y — hodnoty eNO v ppb. + p<0.05 —
OVA vs. OVA + MSG, *** p<0.001 - OVA + MSG vs. OVA+ MSG + L-NAME.

Diskusia

Prevalencia respiraénych zapalo-
vych ochoreni mé zvySujucu sa tendenciu.
Je teda samozrejmou snahou ziskat nové
informacie o patogenéze tychto ochoreni
a nasledne urcit orientaciu adekvatnej
farmakoterapie. Hoang et al. (2006) vyslo-
vili zaujimavu hypotézu “bronchialnej epi-
lepsie”, ktora je v respiroldgii relativne
nova. Tato tedria predpoklada, Ze astma je
vysledkom hyperreaktivity NMDA recepto-
rov vdychacich cestach. V patogenéze
astmy vsak p6sobi ako doélezZity neurotran-
smiter aj oxid dusnaty (Nijkamp a Folkerts,
1994, Ricciardolo, 2003). Obidva systémy
tak vyrazne prispievaju ku kontrole funkcii
respiracného systému (Kc a Martin, 2010).
Z tohto faktu vyplyva preto logickd otazka
moznej vzajomnej interakcie oboch nervo-
vych systémov. Vacésina prac rieSi tento
problém na drovni centrdlneho nervového
systému (Smith a Ogonowski, 2003, Llan-
sola a Felipo, 2010). Len velmi malo sa
zaobera moznou interakciou v oblasti res-

113

piracného systému (Scher a Scher, 1992).
Preto sme v nasej praci sledovali, ako bude
zasah do homeostazy oboch systémov
ovplyviiovat experimentalnu hyperreakti-
vitu dychacich ciest vyvolanu u morciat
ovalbuminom na jednej strane a hladiny
eNO na strane druhe;.

Na aktivaciu NMDA receptorov
sme poutZili sodnu sol glutamatu (MSG). Je
to jedna zo soli kyseliny glutamovej, ktora
sa pouziva ako potravinové aditivum zod-
povedné za piatu - tzv. ,umami“ chut ty-
picki pre cinsku ¢i ina azijsku kuchynu
(Jinab a Hajeb, 2010). S pozitim tejto latky
sa popisuje riziko vzniku komplexu reakcii,
pre ktoré sa vsucasnosti pouZiva vyraz
»glutamatova intolerancia” alebo , precitli-
venost na glutamat sodny”. Manifestuje
sa okrem iného vznikom alergickych reak-
cii (urtikdria, angioedém, rinitida, anafy-
lakticka reakcia). Niektoré prace poukazu-
ju aj na mozZnost vzniku astmatického za-
chvatu podmieneného prave podanim
MSG (Kwok, 1968, Allen et al., 1987). Vali-



dita tychto prdc je vSak znacne limitovana
roznymi faktormi (pocet pacientov, hod-
notené parametre, pouzité metddy hod-
notenia a Statistického spracovania). Vy-
sledky dalSich prac nepotvrdili jasny
a konzistentny  vztah  medzi MSG
a vznikom astmatického bronchospazmu
(Woods et al.,, 1998, Woessner et al.,
1999). Nepotvrdil sa dokonca ani vznik
neziaducich Ucinkov po poziti MSG
u astmatickych pacientov (Williams
a Woessner, 2009).

Yoneda et al. (2011) sledovali p6-
sobenie MSG v respiratnom systéme na
mySacom modeli astmy. Latka pocas senzi-
tizacie ovalbuminom nemenila hodnoty
odporu dychacich ciest na metacholin,
neovplyviiovala nepriaznivo respiracné
funkcie alebo vyvoj zapalu ¢i hyperreakti-
vity u astmatickych mysi, hoci podané
davky MSG vyrazne presahovali davky po-
uzivané vo vseobecnosti u ludi. Bezpec-
nost MSG potvrdili autori aj histologickymi
a cytologickymi  vySetreniami. Aplikacia
tejto latky morcéatam pocas senzibilizacie
ovalbuminom v nasich podmienkach vyvo-
lala mierny pokles amplitudy kontrakcie
hladkého svalu trachey najma na histamin.
MozZno teda predpokladat, Ze aktivacia
NMDAR podanim MSG zvySuje aktivitu
NOS a zvysuje tvorbu NO, pdsobenim kto-
rého dbjde k takejto odpovedi? Vynaraju
sa vSak dalSie otazky - ktoré izoformy NOS
sa podielaju na tomto efekte, aku ulohu
zohrdvaju ROS resp. aka ja aktivita antioxi-
daénych mechanizmov a pod. Nguyen-
Duong (2010) ziskali podobné vysledky na
preparatoch  cievneho hladkého svalu,
ktory relaxoval po podani agonistov
NMDAR. Vazodilatacny efekt glutamatu sa
tiez podiela na tzv. syndrome cinskych
reStaurdcii, ktory sa manifestuje okrem
iného bolestou hlavy a séervenanim, ktoré
vyplyvaju z vazodilatacie tejto oblasti (Ol-
ney, 1990).

Zmeny reaktivity v nasich pod-
mienkach boli sprevdadzané zmenami hod-
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not eNO. Aktivacia NMDA receptorov po-
danim MSG vyvolala pri zniZeni reaktivity
zvySenie hodndét eNO. Vyvstava preto
otazka, ¢i sa aj na Urovni respiracného
systému uplatiuje interakcia, ktoru popi-
sali Pall (2005) aHirooka et al. (2011)
v centralnom nervovom systéme.
O mozZnej interakcii sveddi aj to, Ze inhibi-
cia NOS aplikaciou L-NAME zvysila ampli-
tudu kontrakcie hladkého svalu trachey u
senzibilizovanych zvierat na histamin. Po-
danie kombindacie tohto inhibitora NOS s
agonistom NMDA receptorov (MSG + L-
NAME) sa prejavilo navratom hodnét am-
plitudy kontrakcie k hodnotam zazname-
nanych u kontrolnej skupiny.

Obidve zistenia (zmeny hyper-
reaktivity, zmeny hodn6t eNO) potvrdili
zavery prace Said et al. (2001), ktori ukaza-
li na mozny vztah glutamatergického a
nitrergického systému. Rovnako Pall
(2005) popisuje v modeli viacndsobnej
chemickej senzitivity moznd interakciu
obidvoch systémov. Po stimulacii NMDA
systému zistil autor zvySenu produkciu NO
ako retrogradneho neurotransmiteru cez
mechanizmus zahfAajuci zvySeny influx
Ca®* do bunky, ndslednd zvysenu koncen-
traciu intraceluldrneho Ca** so stimula-
ciou NO syntdz. Takto sa vytvori circulus
vitiosus — nadmernd aktivita NMDA vedie
k nadmernej produkcii NO, ¢o vedie k
nadmernej aktivite NMDA atd. Pri stimula-
cii NMDA receptorov vsak dochadza aj
k tvorbe oxidac¢ného produktu NO — pero-
xynitritu. Tento méze tiez vyvolat spome-
nuty bludny kruh depléciou energetickych
zdrojov (ATP) bunky. Je mozné, ze sa po-
dobné mechanizmy mdzu uplatriovat aj pri
respiracnych zapalovych ochoreniach spo-
jenych s hyperreaktivitou. Potvrdenie
Ucasti glutamatergickej neurotransmisie
nielen vo fyziologickych ale aj patologic-
kych podmienkach by tak mohol byt jed-
nym z doposial nepoznanych mechaniz-
mov zapalu a hyperreaktivity dychacich
ciest (Hoang et al., 2010).
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Zaverom mozeme konstatovat, Ze
aktivdcia NMDA receptorov podanim sod-
nej soli glutamatu mierne znizila reaktivitu
hladkého svalu trachey na histamin
v modeli hyperreaktivity vyvolanej oval-
buminom. Zasah do homeostazy nitrergic-
kého systému inhibiciou NO syntdz poda-
nim L-NAME zvysil odpoved' trachealneho
hladkého svalu na histamin. MSG takejto
reakcii zabranil. Zaznamenali sme aj zmeny
hladin eNO. Aktivdcia NMDA receptorov
aplikaciou MSG zvysila hladinu eNO. Inhi-
biciou NO syntaz podanim L-NAME hodno-
ty eNO vyrazne poklesli. Hoci na zaklade
nasich experimentov nemozno robit jed-
noznacné zavery, ich vysledky naznacuju
moznost vzajomnej interakcie glutamater-
gického a nitrergického systému
v podmienkach experimentdlnej hyperre-
aktivity. Pritom samozrejme nie je moziné
vylucit aj ucast dalSich systémov. Riesenie
tejto otdzky si preto vyZaduje dalSie Stu-
die.

Prdca bola podporend projektom “Dobudova-
nie Centra experimentdlinej a klinickej respiro-
I6gie (CEKR 11)“ spolufinancovanym zo zdrojov
EU.
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Atomoxetin - ucinna volba v liecbe hyperkinetickej poruchy
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Hyperkineticka porucha (HKP) je
najCastejSia neurobehavioralna porucha
detského veku postihujuca 3-5% deti
v Skolskom veku. Podla Medzindrodnej
klasifikacie choréb (MKCH-10) je hyperki-
neticka porucha definovana pritomnostou
3 jadrovych symptémov, a to nepozor-
nosti, hyperaktivity a impulzivity. Uvedené
priznaky sa objavuju pred 7 rokom Zivota,
trvaju minimdlne 6 mesiacov a su spojené
so zhorSenym socidlnym fungovanim die-
tata minimalne v dvoch oblastiach Zivota.
Na stanovenie diagndzy je vSak potrebna
pritomnost vSetkych troch symptomovych
okruhov.

Z patofyziologickej stranky pri HKP
ide o alteraciu mozgovych drah, ktoré
kontroluju uroven exekutivy, motoricky,
pozornosti, spravania, reagovania, volové-
ho konania a rozhodovacieho procesu.
Podla Konrada et al. (1) nejde o anatomic-
ké zmeny, ale o dysfunkciu funkénych
dréh prislusnych mozgovych oblasti. Dys-
funkcia neuronalnych drah v sucinnosti
s dysregulaciou neurotransmiterovych
mechanizmov potvrdzuju biologicku bazu
HKP. Z tohto pohladu sa farmakoterapia
hyperkinetickej poruchy stava bazalnou.
Dnes sa vliecbe HKP uplatiuju hlav-
ne latky modulujuce dopaminergny a no-
radrenergny systém.

Atomoxetin patri do skupiny cen-
trdlne pobsobiacich  sympatikomimetik.
V mechanizme ucinku sa uplatiuje selek-
tivna inhibicia spatného vychytavania (re-
uptake) noradrenalinu v oblasti prefron-
tdlneho kortexu, ¢o ma za ndasledok zvyse-
nu noradrenergickd transmisiu potrebnu
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pre pozornost, pamat a ucenie (2). Uve-
dené farmakologické vlastnosti ho favori-
zuju k liecbe ochoreni s deficitom norad-
renergickej transmisie. Podla viacerych
autorov (3, 4) jeho indikacnou oblastou je
HKP a ADHD (attention deficit-
hyperactivity disorder, vamerickom klasi-
fikathom systéme). Atomoxetin je lie€ivo,
ktoré je bez priameho ovplyvnenia dalSich
transportérov. VCNS ato sérotoninu
a dopaminu. Pre ostatné transportéry ako
acetylcholin, GABA a adenozin ma atomo-
xetin vyrazne nizsiu afinitu.

Farmakokinetické parametre

Z farmakokinetického pohladu je
doélezité, Ze po peroralnej aplikacii sa
atomoxetin rychle a takmer uUplne vstre-
bava, pricom priemernd maximalne pozo-
rovanu koncentracia v plazme (Cnay) do-
sahuje priblizne za 1 az 2 hodiny po poda-
ni. Absolitna biologicka dostupnost ato-
moxetinu sa po perordalnom podani pohy-
buje od 63 % do 94 %, v zavislosti od indi-
vidualnych rozdielov v miernom ,first
pass“ metabolizme. Jeho absorpcia sa mo-
e prediZit v stvislosti so su¢asnym pozi-
vanim jedla. Atomoxetin sa aZ
v devatdesiatich percentach viaze na biel-
koviny plazmy, konkrétne na albuminy.
Biotransformacia atomoxetinu prebieha
v peceni. Atomoxetin prechadza biotrans-
formaciou predovsetkym prostrednictvom
enzymatickej cesty cytochromu P450 2D6
(CYP2D6). Jedinci s obmedzenou aktivitou
tejto cesty (slabi metabolizéri) predstavuju
asi 7% belochov amaju v porovnani
s fludmi s normdlnou aktivitou (extenzivni
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metabolizéri) vysSie plazmatické koncen-
tracie atomoxetinu. Atomoxetin ma dva
hlavné oxidaéné metabolity: 4-hydroxy-
atomoxetin and N-desmetylatomoxetin. 4-
hydroxyatomoxetin je rovnako ucinny ako
atomoxetin v Ulohe inhibitora transporté-
ra noradrenalinu, ale na rozdiel od atomo-
xetinu tento metabolit tiez vykazuje urcitu
inhibiéna aktivitu na sérotoninovy trans-
portér. Tento ucinok je vsak minimalny,
pretoze vacsina 4-hydroxyatomoxetinu je
dalej metabolizovana, takze v plazme cir-
kuluje vovela mensich koncentraciach
(1% koncentracia atomoxetinu
u extenzivnych metabolizérov a 0,1 % kon-
centracia atomoxetinu u slabych metaboli-
zérov). N-desmetyl-atomoxetin ma pod-
statne nizSiu farmakologicku aktivitu ako
atomoxetin. V ustdlenom stave cirkuluje v
plazme u extenzivnych metabolizérov v
nizsich koncentrdcidch a u slabych meta-
bolizérov v koncentracidch porovnatel-
nych s mater-skou latkou. Priemerny pol-
¢as vyluCovania atomoxetinu po peroral-
nom podani je 3,6 hodin u extenzivnych
metabolizérov a 21 hodin u slabych meta-
bolizérov. Atomoxetin sa vylucuje predo-
vSetkym ako 4-hydroxyatomoxetin-O-
glukuronid, najmd mocom. Poskodenie
pecene rovnako ako ochorenie obli¢iek
sposobuje znizeny klirens atomoxetinu.

Davkovaci rezim

Vo farmakoterapeutickej praxi sa
atomoxetin uZiva v podobe tvrdych pero-
ralnych kapsul, pricom kazda kapsula ob-
sahuje hydrochlorid atomoxetinu zodpo-
vedajuci 10 mg, 18 mg, 25 mg, 40mg,
60 mg, 80 mg alebo 100 mg atomoxetinu.
Kapsula sa podava v jednej davke denne
rano s jedlom alebo bez jedla. U pacien-
tov, ktori pri uzivani lieku v jednorazovej
dennej davke nedosiahli uspokojujucu
klinickii odpoved’ (znasanlivost alebo ucin-
nost), moze byt uZitocné rozdelenie tejto
davky do dvoch rovnakych davok uziva-
nych dvakrat denne, rdno a neskoro popo-
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ludni alebo podvecer, pricom v niektorych
pripadoch pomoéZe jednorazové podanie
lieku v jednej vecernej davke.

Liecba atomoxetinom sa ma zacat
celkovou dennou davkou priblizne 0,5
mg/kg. Pociato¢na davka sa ma uzivat mi-
nimalne 7 dni pred vzostupnou titraciou
davky podla klinickej odpovede a znasanli-
vosti. Odporucana udrziavacia davka je asi
1,2 mg/kg/denn (v zavislosti od telesnej
hmotnosti pacienta a dostupnych silach
atomoxetinu). U davok prevysujucich 1,2
mg/kg/denn sa nepreukazal Ziadny dalsi
prinos. Bezpecnost jednorazovej davky
prevysujucej 1,8 mg/kg/dern a celkovej
dennej davky prevysujucej 1,8 mg/kg sa
systematicky nehodnotila. V niektorych
pripadoch méze byt vhodné v liecbe po-
kraCovat do dospelosti.

NezZiaduce prejavy

U niektorych  deti s diagndzou
ADHD sa v suvislosti s uzivanim atomoxe-
tinu pozorovali neZiaduce prejavy na kar-
diovaskularnom systéme. Vyskytol sa po-
stupny narast frekvencie srdca
a stredného tlaku krvi, pricom efekt na
diastolicky tak krvi bol vyraznejsi oproti
systolickému tlaku krvi, ktory bol zanedba-
tefny. Tieto zmeny boli prechodné
a objavovali sa skor v kratkodobejsej tera-
pii uZivania pocas deviatich tyZdnov. Je
zaujimavé, ze pri terapii dlhsej ako 1 rok
boli zmeny klinicky takmer nemeratelné.
Z tohto d6vodu je dolezita anamnéza kar-
diovaskuldrneho stavu dietata ako
i rodinnych prislusnikov, konzultacia
s kardiolégom pred nastavenim na liecbu
atomoxetinom rovnako ako aj pri ndleze
zavaznych kardiovaskuldrnych Struktural-
nych abnormalit, ¢i inych délezitych po-
rach srdca, ktoré by mohli mat potencio-
nalny vplyv na zmenu kardiovaskularnych
funkcii v suvislosti s uZivanim atomoxeti-
nu. Zvysenu pozornost treba venovat aj
pacientom s kongenitélne predizenym QT
intervalom, so ziskanym predizenym QT
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intervalom, alebo pacientom, ktori maju
vrodinnej anamnéze zmienku o predi-
Zzenom QT intervale. Nezanedbatelné su aj
nalezy tachykardie, hypertenzie, stavy
s ndhlymi zmenami frekvencie srdca, tlaku
krvi, ¢ nalezy  kardiovaskularnych
a cerebrovaskuldrnych ochoreni v anam-
néze, ktoré mozu byt taktieZ potencional-
nymi kontraindikdaciami v uzivani atomoxe-
tinu. Podla sucasnych odporicani FDA na
zaciatku terapie a periodicky v jej priebehu
by sa mala sledovat jednak frekvencia srd-
ca ako aj krvny tlak.. Prave tieto opatrenia
prispeju k identifikacii skupiny deti so zvy-
Senym rizikom kardiovaskuldarnych kompli-
kacii.

U pediatrickych pacientov s diag-
nézou ADHD k neziaducim prejavom liecby
atomoxetinom patri tiez pociatocny uby-
tok na hmotnosti ako aj zniZenie rastu
v priebehu patnastich az osemnastich me-
siacov. Tieto zmeny sa dlhodobejsim uZzi-
vanim pocas dvadsiatich Styroch az tridsia-
tich Siestich mesiacov upravili k norme.
Zmeny pretrvavali iba utych pacientov,
ktori mali vysSiu hmotnost avysku ako
u pacientov s priemernymi  hodnotami
eSte pred uzivanim lieku.

Interakcie

Monoterapia atomoxetinu nie je
asociovana s predizenim QT intervalu. Do
pozornosti sa dava efekt atomoxetinu
v kombindcii sinymi druhmi liekov, ktoré
mozZu potencovat jeho ucinky na kardio-
vaskularny systém. Netypické predizenie
QT intervalu pri polyfarmakoterapii sa
mbze zmenit v kombinacii s liekmi ako su
napr. tiazidy ainé diuretikd, ktoré maju
vplyv na elektrolytovy a mineralny dysba-
lanc, alebo s inhibitorom cytochrému P450
2D6 - paroxetinom.

Kontraindikovand je kombinacia
atomoxetinu s inhibitormi monoaminoo-
xidazy. Suvisi to s ich synergickym posobe-
nim a naslednym zvySenym koncentracie
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monoaminov v mozgovom tkanive, ¢o by
mohlo viest k fatalnej reakcii organizmu.

Déraz na opatrnost pri polyfarma-
koterapii sa kladie pri uzivani liekov, kto-
rych mechanizmus U¢inku ma vplyv na
zvySenie tlaku krvi a frekvencie srdca. Do
tejto kategérie spadaju lieky ako B2 ago-
nisty (salbutamol).

Atomoxetin neovplyfiuje reakcie
organizmu sprevadzajlice intoxikaciu eta-
nolom ani kardiovaskuldrne prejavy me-
tylfenidatu.

Kontraindikacia nie je potrebnd
v kombindcii s warfarinom, kyslinou ace-
tylsalicylovou, phenytoinom ¢&i diaze-
pamom, ktoré sa vo zvySenom percente
viaZzu na bielkoviny plazmy.

Antacida neovplyviiuju biologicku
dostupnost a vstrebavanie atomoxetinu.

Terapeuticka uéinnost

Terapeutickd uUcinnost peroralne
poddvaného atomoxetinu bola potvrdena
viacerymi medzinarodnymi, rézne dlhymi,
placebom kontrolovanymi, randomizova-
nymi, dvojito-zaslepenymi, multicentric-
kymi  klinickymi  Stadiami u  deti
a adolescentov s ADHD. Dizajn klinickych
stadii a vysledky svedciace pre klinicku
Gcinnost  atomoxetinu  si  uvedené
v tabulke 1.

Primarnym vystupom kratkodo-
bych, placebom kontrolovanych studii boli
zmeny skodre v skale ADHD-RS (v rodicov-
skej i ucitelskej verzii) vykondvanych vy-
skumnym pracovnikom. Zistila sa pozitivna
odpoved v porovnani s placebom ato po
jednorazovej davke atomoxetinu podanej
rano na symptomy v case poobednom
a veCera. Data zozbierané zo 4 randomizo-
vanych, PLC- kontrolovanych studii potvr-
dili v pripade slabych metabolizérov signi-
fikantne vysSSiu redukciu symptémov
v ADHD-RS. Ukazalo sa tiez, Ze prerusenie
uZivania atomoxetinu nevedie k rebound
fenoménu. Vysledky uvedenych dlhodo-
bych S$tudii jednoznacne poukazuju na



ucinnost atomoxetinu v lieCbe ADHD u
deti a adolescentov. Atomoxetin bol spo-
jeny so signifikantne dlhsim ¢asom vedu-
cim krelapsu vporovnani s placebom
v obdobi 6 aj 9-mesiacoch. Vyskyt relapsu
bol 22% a 38% v 9 mesacno obdobi, a 3%
az 12% v obdobi 6 mesiacov. Atomoxetin
preukazal Gcinnost po dobu 2 rokov, bez
toho, aby viedol k vzniku tolerancie. Lieci-
vo je ucinné aj u pacientov bez predoslej

terapii psychostimulanciami.  Efektivita
atomoxetinu  vliecbe ADHD udeti
a adolescentov bola porovndvana

s uc¢innostou jemu podobnych lieciv. Ak-
tivny komparatori zahffali rychlo sa uvol-
Aujuci, osmoticky uvolfiovany metylfeni-
dat, postupne sa uvolfiujuce amfetamino-
vé soli, Standardnu terapiu (okrem atomo-
xetinu) a behaviordlne poradenstvo. Ato-
moxetin nepreukazal signifikantny rozdiel
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v porovnani s terapiou rychlo sa uvolfiuju-
cim metylfeniddtom. Atomoxetin bol signi-
fikantne menej Ucinny v porovnani osmo-
ticky uvolfiovanym metylfenidatom
a postupne sa uvolfujucimi amfetamino-
vymi solami. Vykonané studie sa zaujimali
aj o efekt atomoxetinu na liecCbu komor-
bidnych porich u ADHD, rovnako ako
ijeho acinnost na jadrové symptomy
ADHD v ich pritomnosti. Ug¢innost atomo-
xetinu sa nezdd byt ovplyvnena pritom-
nostou komorbidnych poruch,
a symptomy tychto poruch sa liecbou
atomoxetinom nezhorsuju. V porovnani
s placebom bol atomoxetin uUclinnejsi
v liecbe ADHD s komorbidnou uzkostnou
poruchou, velkou depresivhou epizédou,
tikovou poruchou, spektrom autistickych
poruch a ODD.

Tab. 1 Ucinnost oralne aplikovaného atomoxetinu u deti a adolescentov s ADHD.

Studia Dizka lie¢- Vek pa- Davkovanie Pocet Skére Percento pa-
by cientov (mg/kg/derl) | pacientov | v ADHD-RS cientov odpo-
(v tyz- (v rokoch) na zaciatku vedajucich na
dnoch) liecby liecbu
Brown et 7 8-12 ATO0.8-1.8 99 65.6 66
al. (5) PL 51 64.4 36
Gau et al. 6 6-16 ATO<1.8 69 36.7
(6) PL 29 37.1
Kalsey et 8 6-12 ATO 1.2 126 37.1 66
al. (7) PL 60 42.1 33
Michelson 8 8-18 ATO 1.3 84 39.2
et al. (8) ATO 1.8 82 39.7
PL 83 38.3
Michelson 6 6-16 ATO 1.0 84 37.6 60
etal. (9) PL 83 36.7 31
Spencer et 9 7-12 ATO £2.0 64 41.2 25
al. (10) PL 61 41.4 59
Spencer et 9 7-12 ATO £2.0 61 37.8 59
al. (11) PL 63 37.6 40
Weiss et 7 8-12 ATO 1.2 100 38.9 69
al. (12) PL 51 36.7 43
Z vysledkov prac uvedenych najcastejsim neziaducim ucinkom patrili:

v tabulke 1 vyplyva, Ze atomoxetin bol vo
vSeobecnosti dobre znasany, pricom k

cefalea, abdominalgia, zniZzeny apetit,
zvracanie, somnolencia a hauzea. Intenzita
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neziaducich ucinkov bola hodnotena ako
l[ahka aZ stredne tazka. Z celkového mnoz-
stva respondérov v kratkodobych Studiach
prerusili liecbu atomoxetinom celkom 3%
deti v porovnani s1% deti, ktorym bolo
poddvané placebo. Atomoxetin bol lepSie
znasani u rychlych metabolizérov.

Medzi najcastejSie neziaduce ucin-
ky u pomalych metabolizérov patril: ter-
mor, depresia, obstipdcia, strata hmotnos-
ti a insomnia. V dlhodobej studii sa nezia-
duce ucinky spojené s uzivanim atomoxe-
tinu  wvyskytli u 3% respondérov,
v porovnani s 1%, ktorym sa podavalo pla-
cebo. Medzi najcastejSie neziaduce ucinky
patrila cefalea a nasofaryngitida. Medzi
Specifické neziaduce ucinky terapie ato-
moxetinom patria suicidalne Umysly. Frek-
vencia vyskytu suicidalnych myslienok bola
u respondérov vysSia v porovnani
s placebom (0.37% vs 0%).

Kombinovana liecba atomoxetinu so sti-
mulanciami.

Pre pritomnost rezidualnych symp-
tédmov ADHD po prvotnej liecbe, neziadu-
cich ucinkov a psychickych komorbidit,
lekari ¢asto vyuZivaju kombindciu medi-
kamentov pre mladistvych s ADHD (13).
Nedavno bolo robenych niekolko klinic-
kych studii zaoberajucich sa kombinova-
nou lieCbou atomoxetinom so psychosti-
mulanciami.

Carlson et al. (14) sledovali malu
skupinu deti, u ktorych nedoslo
k terapeutickej odpovedi po 4 tyZdnoch
lieCby atomoxetinom. Jednej skupine (n=9)
aplikovali atomoxetin+OROS metylfenidat
adruhej (n=12) atomoxetin+placebo za
ucelom pokracovania liecby po dobu dal-
Sich 6 tyzdnov. Medzi tymito skupinami
neboli zistené signifikantné rozdiely.

Wilens et al. (15) realizovali po-
dobny dizajn. Dvojfazova otvorend 7-
tyzdrovu Studiu u deti vo veku od 6 do 17
rokov. Srozdielom, Ze u deti neprebehla
selekcia na zaklade predchddzajicej ab-
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sencie terapeutickej odpovede na liecbu
stimulanciami. Po monoterapii atomoxeti-
nom pocas 4 tyzdrov, bol parcidlnym res-
pondérom na atomoxetin pridany OROS
metyfenidat (titrovany do 54 mgv nasledu-
jucich 3 tyzdnoch). Z 50 subjektov liece-
nych kombinovanou terapiou, 41 subjek-
tov ukoncilo cely protokol. Doslo k 40%
redukcii vich ADHD-RS od zaciatku kombi-
novanej liecby po koniec Studie ( z 21,14
+9.9 na 12.8 + 9.7, t = 6.5, p < 0,0001).
Naviac doslo ku klinicky vyznamnému zni-
Zeniu v klinickom globalnom indexe stupna
zavaznosti ADHD zo zdvaziného stupria na
mierny, ako aj kzlepSeniu exekutivnych
funkcii.

Hammerness et al. (16) uviedli aj
mieru tolerancie pri kombinovanej terapii,
v porovnani s terapiou samotnym atomo-
xetinom. Podla autorov pridanie OROS
metylfenidatu signifikatne zvysSilo vyskyt
insomnie, podrazdenosti a straty chuti do
jedla.

Potencidlne somatické rizika spojené s
atomoxetinom
Atomoxetin a poskodenie pecene

Existuje velmi malo zaznamov
svedciacich o poskodeni pecene
v sUvislosti s atomoxetinom. Zo 7962 pe-
diatrickych aj dospelych pacientov liece-
nych atomoxetinom bolo identifikovanych
41 pacientov, ktori vyzadovali dalSiu ana-
lyzu. Z tychto 41 pripadov ani jeden ne-
progredoval do hepatdlneho zlyhania pri-
¢om vacsina tychto pripadov bola spojena
iba s miernym zvySenim hladin aminotran-
sferdz (ALT) a aspartat aminotransferaz
(AST). Etiologickou pri¢inou nepriaznivého
vplyvu aplikdcie atomoxetinu na pecen
moze byt metabolickd idiosynkrazia, alebo
indukovana autoimunitna hepatitida (17).
Vzhladom na zriedkavost podobnych za-
znamov, v sucasnosti pocas terapie ato-
moxetinom nie je odporucané rutinné
monitorovanie pecenovych funkcii. Na-
priek tomu pribuzni by mali lekara infor-



movat, ak zistia priznaky poukazujice na
mozné problémy s peceniou ako: svrbenie,
bolesti na pravej strane brucha, tmavy
mo¢, zlta pokozka, alebo odi, alebo inak
nevysvetlitelné priznaky chripky (18).

Atomoxetin a kardiovaskuldrny systém

V sucasnosti nie su dokazy, liecba
ADHD terapeutickymi davkami u zdravych
deti spb6sobuje zavainé kardiovaskuldrne
zmeny, alebo nahlu smrt (19). Avsak u deti
a adolescentov so Strukturalnymi srdco-
vymi abnormalitami, alebo inymi vainymi
srdcovymi ochoreniami boli zaznamenané
pripady nahleho Umrtia v suvislosti
s lieCbou atomoxetinom v beznych dav-
kach. Z uvedenych dévodov pri zavaznych
srdcovych abnormalitach, kardiomyopatii
a poruchdach srdcového rytmu by sa ato-
moxetin mal pouZivat az na zaklade odpo-
rucenia detského kardioléga (18).

Atomoxetin a CNS toxicita

Castost vyskytu zachvatov, ako
vedlajSieho ucinku pri liecbe atomoxeti-
nom je odhadovana v rozpati od 0,1 do 0,2
%. Nie je jednoznacne dokazané, Ze apli-
kacia atomoxeninu nie je jednoznacnym
spustacim mechanizmom vyskytu zachva-
tov i ked' moze byt spolupbsobiacim fakto-
rom (20).

Atomoxetin a preddvkovanie

Pocetné studie boli venované situ-
acidam, pri ktorych doslo u adolescentov k
predavkovaniu atomoxetinom  (21-24).
Podla autorov Stojanovski et al, (21) ne-
Ziaduce ucinky nekorelovali s davkou ato-
moxetinu. Vinych zdznamoch, vyskyt za-
vaznejsSich pripadov bol viazany na vyssie
maximalne davky; > 2.8 mg/kg alebo
>200mg alebo >4 tabletky (23). Autori Spil-
ler et al, a Lovecchio et al, (22,23) neza-
znamenali Ziadne Umrtia v sUvislosti
s lieCbou atomoxetinom. Pri predavkovani
autori pozorovali poruchy zo strany GITu,
letargiu a zachvat, ktory sa vyskytol
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u jednej adolescentky, ktora poZzila 2840
mg atomoxetinu v suiciddlnom pokuse.
Sérova hladina atomoxetinu v tomto pri-
pade dosahovala hodnoty 1995 ng/mL
(25).

Z kardiovaskularneho okruhu bola
pritomnd sinusova tachykardia a zvysSeny
krvny tlak (21-24).

Okrem toho sa pozorovali poruchy
nalady vzmysle agitovanosti, ktora sa
upravila  aplikaciou benzodiazepinov
(21,23).

Aj napriek pomerne bezpecnému
terapeutickému profilu atomoxetinu, vy-
Zaduje sa, aby lekar zd6raznil pacientovi aj
rodinnym prislusnikom doleZitost uZivania
atomoxetinu v predpisanych davkach.

Zaver

Atomoxetin je uc¢innym lieCivom
pouzivanym pre akutnu, udrZiavaciu ako aj
dlhodobu liecbu ADHD u deti a adolescen-
tov. V tejto vekovej skupine sa tiez dokaza-
la takmer 50% ucinnost atomoxetinu, a to
u tych pacientov, u ktorych psychostimu-
lancia nepriniesli ofakavany terapeuticky
efekt. Prispievaju ktomu jeho priaznivé
farmakokinetické a farmakodynamické
vlastnosti podporené priaznivym bezpec-
nostnym profilom lie€iva, dobrou tolerabi-
litou ato tak po kratkodobej ako aj dlho-
dobej aplikacii atomoxetinu. .

Tieto konStatovania sa opieraju
o mnozstvo Studii, ktoré boli vykonané
u deti a adolescentov. Ich pocet prevysuje
pocty Studii, ktoré boli v histdrii pediatric-
kej praxe vykonané v suvislosti s aktivitami
u ktorejkolvek inej psychotropnej latky.
Ukazalo sa, ze plna ucéinnost atomoxetinu
sa objavuje aZz po mesiacoch jeho aplika-
cie.

Sme toho ndazoru, Ze atomoxetin
najde svoje uplatnenie najma v liecbe ko-
morbidit sprevadzajucich ADHD.
K potvrdeniu tohto faktu su vSak potrebné
dalsie klinické pozorovania (26).
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CRAC ionové kanaly a alergicka astma
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Kontrakcia hladkej svaloviny dy-
chacich ciest (HSDC) je kli¢ovym mecha-
nizmom bronchokonstrikcie u astmatic-
kych pacientov. Bronchokon-strikcia je
navyse velmi Uzko spatd s kasfovym refle-
xom. Podla Widdicomba (2003), si RARs
(rychlo sa adaptujuce kaslové receptory)
u pacientov s astmou aktivované bron-
chospazmom. Metacholin alebo histamin,
medidtory beZne v experimentoch pouZi-
vané na vyvolanie kontrakcie HSDC, su
schopné iniciovat kaslovy reflex a takisto
bol potvrdeny antitusicky ucinok S$tan-
dardnych bronchodilatacnych lieCiv
(Chung, 2005). Hoci je niekolko desatroci
jasné, Ze v kontraktilnej odpovedi HSDC
hrajd dominantnd udlohu intracelularne
vapnikové iény (Ca®*), mechanizmy home-
ostazy Ca?* neboli detailne objasnené. Na
rozdiel od hladkej svaloviny ciev, v ktorej
su VOCs najdélezitejSim regulatorom ca®,
je kontrakénad odpoved HSDC zavisld na
vnutrobunkovych zasobach
v endoplazmatickom retikule (ER) a vtoku
Ca’*  prostrednictvom non-VOCs ciest.
Hlavné kontraktilné agonisty, ako je napr.
histamin, vytvaraju Ca®" signaly rychlym
uvolnenim zdrojov v ER, ktoré je nasledo-
vané stabilnej$im vtokom Ca®" cez ROCs
a SOCs plazmatickej membrany.

Zo skupiny SOCs je najznamejsi
a najdetailnejSie popisany CRAC kanal (cal-
cium release-activated calcium channels).
Ide o idnovy kanal vysoko selektivny pre
Ca®*, ktory bol po prvy raz identifikovany v
bunkach imunitného systému (T — lymfo-
cytoch a mastocytoch). Neskor bola ziste-
na jeho expresia aj v humannych bunkach
HSDC. Zakladnou funkciou CRAC kanala je
zabezpecfenie homeostazy kalciového me-
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tabolizmu a regulacia déleZitych procesov
ako je bunkova aktivacia, diferencidcia,
kontrakcia, expresia genetickej informacie
a sekrécia zdpalovych mediatorov (Prakry-
ia, 2009; Parekh, 2008). Mohutny pokrok v
pochopeni molekulovych mechanizmov
¢innosti CRAC kandlov otvara moznosti pre
farmakologické uplatnenie tychto poznat-
kov. Mnohé prace dokazuju, Ze porucha
regulacie funkcii Ca®* v bunkach imunitné-
ho systému hra podstatnu ulohu v pato-
genéze autoimunitnych a zdapalovych
ochoreni. DOkazom nesmierne doéleZitej
funkcie CRAC su zavainé imunodeficitné
stavy (Feske et al., 2010), autoimunitné
ochorenia (napr. amelogenesis imperfec-
ta) alebo myopatie zapri¢inené mutaciami
STIM1a Orail (Le Deist a Capiod, 2011).
Mnohé experimentdlne prace sveddia
o klucovej ulohe CRAC kanalov
v patogenéze  alergickych  zdapalovych
ochoreni DC typu bronchialnej astmy. Pre-
zentovany prispevok ponuka blizsiu cha-
rakteristiku CRAC kandlov a vysledky
vlastnych experimentalnych prac, pri kto-
rych  bola potvrdend jeho Uloha
v kontraktilite HSDC, ucast pri vyvoji aler-
gického zapalu DC a pri patologickom kasli,
ktoré reprezentuju dominantné patogene-
tické Cinitele a symptomy alergickej astmy.

Struktdra CRAC kanalov

V r. 2005 sa podarilo identifikovat
molekulu STIM1 (stromal interaction mo-
lecule), ktord predstavuje senzor endo-
plazmatického retikula (ER) pre nedosta-
tok Ca’* a v r. 2006 molekulu Orail
(CRACM1), ktora je kluc¢ovou podjednot-
kou kandlového péru (Obr. 1).
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STIM1 je transmembranovy prote-
in velkosti 77 kDa. Ma mnoho funkénych
domén, z ktorych ma vyznamné postave-
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nie EF — hand doména zaznamendvajulca
koncentraciu iénov kalcia v ER (Prakryia,
2009; Baba et al. 2006).

ORAI 1

otvoreny

aktivnej
Struktary

Presun do blizkosti ORAI 1
proteinov na PM

/Konformaéné zmeny STIM 1

a tvorba oligomérov

Konformaéna zmena EF hand
domény

Nedostatocné zasoby vapnika v ER

Obr. 1 Jednotlivé strukturdine podjednotky CRAC kanala — proteiny STIM1 a Orail, usporiadanie jednotlivych
podjednotiek CRAC kandla v aktivnom a inaktivnom stave. PodrobnejSia charakterizacia v texte. Upravené

podla Feskeho et al., 2010.

V bunkdach s dostatoénou zdsobou
ca® je STIM1 rovnomerne distribuovany v
sieti ER, obklopeny mikrotubulami (He et
al.,, 2012). Nachadza sa v junkcnej oblasti
medzi mikrotubulami a ER. Mikrotubuly su
CiastoCne zodpovedné za Struktdru STIM1
proteinov a su¢asne pri nedostatku Ca*
priestorovo limituju ich transport na urcity
usek ER (Baba a Kurosaki, 2008; Grigoriev
et al., 2008). V bunkach s vylerpanymi
zasobami kalciovych idnov v ER sa STIM1
preskupuje do oligomérnych komplexov v
blizkosti plazmatickej membrany, ktoré sa
priestorovo asociuju s miestami lokalizacie
Orail proteinov. Mutacie v oblasti EF —
hand spdsobuju namiesto distribucie v ER
akumulaciu STIM1 v blizkosti plazmatickej
membrany a permanentné otvorenie
CRAC kanalov (Galli et al., 2005).
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Orail je povrchovy protein plazma-
tickej membrany so Styrmi transmembra-
novymi doménami a intracelularnym N a C
koncom. Podobne ako v pripade STIM1
plati, Ze v bunkach s nedostatkom Ca’* sa
zhlukuje v blizkosti miest, v ktorych sa ku-
muluje STIM1. Okrem Orail patri do Orai
rodiny aj protein Orai2 a Orai3, ktoré vsak
v porovnani s Orail maju 2 az 3 krat men-
$iu permeabilitu pre Ca®* iény (Hansen et
al., 2004).

Biofyzikdlne vlastnosti CRAC kandlov
CRAC kanal ma velmi maly priemer
a je vysoko selektivny pre Ca®". Charakte-
ristickou vlastnostou CRAC kanalov je ich
extrémne malad vodivost, ktord vyrazne
ovplyviuje funkciu kanalov. I . celej bun-
ky generuje len velmi maly potencialovy
rozdiel. KedZe aktivacia a deaktivacia ka-
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nala trva sekundy aZ desiatky sekidnd, vy-
soka efektivita influxu Ca** bez Na* zabra-
fiuje depolarizacii membrany. Vtok Ca®*
cez niekolko CRAC kandlov ma minimalny
efekt na celkovu cytoplazmatickd hladinu
Ca?*, rapidne viak stdpne lokalna koncen-
tracia. Formuju sa teda mikrodomény nie-
kolkokrat vy33ej koncentracie Ca®* ako je
jeho celkova koncentracia v cytoplazme
(Di Capite a Parekh, 2009). CRAC kanaly sa
koncentruju na réznych miestach plazma-
tickej membrany. To je dévodom vidy
$pecifickej odpovede bunky na Ca** signal
sprostredkovany CRAC kandlmi (Metcalfe
a Boyce, 2006). Vyznam CRAC kanadlov pre
vnutrobunkovu signalizdciu signifikantne

Mitochondrie a CRAC kanaly
Mitochondrie fixované ku ER mito-
fuzinmi st schopné uskladnit iény Ca®*
ktoré sa dostanu do bunky z extraceluldr-
neho prostredia aj z intraceluldrnych zdsob
(Quintana et al., 2007). Absorbcia Ca**
uvolneného zER mitochondriami
v mastocytoch (Obr. 2) sp6sobi masivnej-
Siu aktivaciu CRAC kanalov . Vstupujuce
Ca®* navyse vedie ku presunu daldich mi-
tochondrii do blizkosti plazmatickej mem-
brany.  Mitochondrie teda podporuju
otvorenie kandlov a zdroven spomaluju
ich inaktivdaciu. Obomi sp6sobmi predlzuju
rozsah aj trvanie lg .. (Stathopulos et al.,

prevySuje len zabezpecenie homeostdzy 2006; Hogan et al., 2010).
Ca?* v ER (Prakryia, 2009).
b
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Obr. 2 Uloha mitochondrii pri modulacii intracelularnej hladiny kalcia a ich vplyv na aktivitu CRAC kanélov v
imunokompetentnej bunke. Upravené podla Hogana et al. (2010). V aktivovanej bunke dochdadza pro-
strednictvom IP3 receptorov na ER ku vyprazdneniu Ca2+ zasob, oligomerizacii STIM1 v blizkosti Orai a
vtoku Ca2+. V aktivovanej bunke sa mitochondrie sustreduju v blizkosti ER a vychytavaju Ca2+ z cyto-

plazmy, ¢im predlZuju aktivaciu CRAC kanalov.

Dolezitym do6sledkom absorpcie
Ca?* mitochondriami je stimuldcia inter-
mediarneho metabolizmu. Niektoré meta-
bolity dokazu takisto ovplyvnit funkciu
CRAC kandlov. Ide hlavne o pyruvat, kto-
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rého vysoka koncentracia dramaticky znizi
mieru inaktivdcie CRAC kandla. Uginok
pyruvatu je podmieneny priamym efek-
tom metabolitu na Orail, pripadne STIM1.
CRAC kanal je prvym znamym typom iéno-



vého kanala, ktory méze byt regulovany
intermediarnym metabolitom. Rezultuje z
toho dalSia uloha CRAC kanalov — zabez-
pecCuju prepojenie medzi energetickym
stavom bunky a influxom Ca>* (Di Capite a
Parekh, 2009).

CRAC kanaly mastocytov

Mastocyty hraju kltic¢ovu udlohu pri
okamzitych IgE podmienenych hypersenzi-
tivnych reakcidch a pri reakciach podmie-
nenych funkciou Th, (Baba a Kurosaki,
2008). Ako integrujuce komponenty imu-
nitného systému obsahuju mnozstvo me-
diatorov charakteru vazoaktivnych aminov
(Hi, serotonin), ATP a produkuju tiez pro-
zapalové leukotriény LTC4, LTD4, LTE,; a
protedzy. Medidtory sa uvolfiuju po vazbe
komplexu IgE-antigén na receptor na po-
vrchu mastocytov (vysokoafinitny receptor
pre IgE — FceRl). Navyse, stimulacia masto-
cytov ma za nasledok aj syntézu de novo
prozapalovych lipidovych medidtorov (leu-
kotriénov) a cytokinov (Feske, 2007). CRAC
kanaly na mastocytoch hraji rozhodujucu
Ulohu pri degranuldcii, syntéze a uvolheni
leukotriénov a tvorbe intracelularnych a
extracelularnych signalnych molekul.

Ndpadna mastocytarna infiltracia
medzi zvazkami HSDC u astmatickych pa-
cientov viedla v poslednom obdobi
k vyraznej zmene pohladu na ulohu zir-
nych buniek pri alergickej astme.
V sucasnosti sa prave zirne bunky povazu-
ju za rozhodujuce efektorové elementy v
patogenéze astmy na alergickej baze
(Brightling et al., 2002). Mediatory masto-
cytov stimuluju aj populaciu leukocytov,
vedu ku Th; diferencidcii, ktord podporuje
produkciu alergén-sSpecifickych IgE v B
bunkach. V kone¢nom doésledku su prave
mastocyty zodpovedné za typicky celular-
ny infiltrat pri alergickom zapale DC.

1. Charakteristika a funkcie CRAC kandlov
mastocytov
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Na povrchu mastocytov sa nacha-
dzaju vysokoafinitné receptory pre IgE
FceRl, ktorych agonistom je IgE s naviaza-
nym alergénom (Nilius et al., 2007). Obsa-
denie FceRl receptorov alebo stimulacia
receptorov spojenych s G proteinom znizu-
je intraceluldrne zasoby Ca®" a stimuluju
vtok Ca®* cez CRAC kandly (Parekh a Put-
ney, 2005; Prakriya, 2009). Touto spoloc-
nou cestou posobia agonisty na réznych
Castiach  povrchu bunky. Vzhladom
k tomu, Ze aktivaciu CRAC kanala sp6so-
buju rbéznorodé alergické aj nealergické
stimuly, jeho farmakologické ovplyvnenie
by mohlo byt Gcinnou cestou ako zabranit
neprimeranej aktivacii mastocytov (Di Ca-
pite et al., 2011).

2. CRAC kandl a degranuldcia mastocytov

Degranuldcia mastocytov jedno-
znaéne zavisi od influxu Ca** cez CRAC
kandl, pretoze potiatoéné uvolnenie Ca®*
zo zasob v ER nie je pre nu dostatocnym
impulzom. Kalciové iény sa podielaju na
stimulacii fdzie vezikal a plazmatickej
membrany. Exocytdza granul mastocytov
je sprostredkovana proteinmi SNARE, kto-
ré viak neviazu Ca®', ale ich &innost je re-
gulovand synaptotagminmi (ktoré su za-
vislé na Ca**) a proteinkinazou C.

3. CRAC kandly a expresia génov

Kalciové idny reguluju Sirokda skalu
fyziologickych odpovedi organizmu. Vo
vacSine pripadov je regulacia sprostredko-
vana Ca?*  dependentnymi molekulami.
Jednym z cielovych proteinov pre iony
kalcia je kalmodulin. Komplex
Ca’*/kalmodulin aktivuje Ca**/kalmodulin
dependentné proteinkinazy (CaMK), kal-
cineurin a jadrovy faktor aktivovanych T-
lymfocytov (NFAT) (Gilfillan a Metcalfe,
2011). Fosforylované NFAT proteiny su v
neaktivnych bunkach lokalizované
v cytoplazme (Obr. 2). Aktivacia bunky
vedie ku defosforylacii NFAT kalcineuri-
nom a ku presunu molekuly do bunkového
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jadra, kde indukuje transkripciu génov
(Gwack et al., 2007). Transkripcia gendmu
vyzaduje kontinudlny ndrast cytoplazma-
tického kalcia. Pri poruche aktivity STIM1
je ucinok NFAT nedostatocny.

Désledkom aktivacie CRAC kanalov
nastdva aj transkripcia a translacia c-fos. Aj
v tomto pripade je expresia c-fos Specific-
kou odpovedou na aktivaciu CRAC kandla
a influx Ca®* (Chang et al., 2006).

Uloha CRAC kanalov v intracelularnych
signdlnych cestach a pri syntéze leuko-
triénov

Leukotriény su agonistami recepto-
rov CysLTl a CysLT2 spojenych s Gg-
proteinom, PLC a IP3. SU lokalizované na
povrchu mastocytov, eozinofilov a endote-
lidlnych buniek. Leukotriény hraju délezitu
Ulohu tak vo v€asnej ako aj neskorej faze
alergickej reakcie sprevadzajucej hyper-
senzitivitu . typu (Ng et al., 2012).

Aktivacia cPLA, a sekrécia LTC, su
procesy, ktoré su vylucne zavislé na influxe
Ca?* cez aktivny CRAC kanal. Ku aktivacii
cPLA, dbjde len na zaklade vstupu Ca?* do
vnutra bunky z extracelularneho prostre-
dia, nikdy nie po uvolneni intracelularnych
zasob. Enzym je citlivy prave na vzostup
ca®* ktory sprevadza otvorenie CRAC
kanalov a je lokalizovany pod plazmatic-
kou membranou (Di Capite a Parekh,
20009).

CRAC kandly a experimentdlny model
alergickej astmy

V nasich experimentalnych pod-
mienkach sme sledovali funkciu CRAC ka-
nalov lokalizovanych na hladkej svalovine
dychacich ciest aich zapojenie do pato-
mechanizmu a symptomatoldgie alergicke;j
astmy (Sutovska et al., 2013). V Gvodnej
faze experimentov sme sa zamerali na
akutny ucinok antagonistu CRAC kanalov
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(Orai 1 inhibitor, 3-fluoropyridin-4-
karboxylat) , t.j. potlacenie hlavnych symp-
tomov astmy — hyperreaktivity DC
a patologického kasla.

Zaznamenali sme pokles poctu za-
kaslani u senzitizovanych bdelych morciat
a pokles hodn6t sRaw, pricom v oboch
pripadoch mal stupen inhibicie davkovo —
zavisly charakter. Antitusicky
a bronchodilataény ucinok liec¢iva bol po-
rovnatelny s efektom kontrolnych lieciv,
najvyssia pouzita davka dokonca prevyso-
vala ucinok kodeinu a salbutamolu.

Dlhodoba aplikacia CRAC antago-
nistu viedla k prehibeniu antitusic-kej akti-
vity a dalSiemu poklesu hodnét sRaw ako
odpoved' na iritdciu DC dvoma broncho-
konstrikénymi  substanciami, kyselinou
citrénovou a histaminom (Obr. 3). Vysled-
ky in vitro experimentov potvrdili zniZzenie
amplitudy kontrakcie izolovanych pruzkov
hladkej svaloviny trachey a plic ako odpo-
ved na pbsobenie kumulativnych davok
kontrakénych medidtorov Ach a Hi, ktory
signifikantne prevysoval efekt salbutamo-
lu.

Na orientacné posudenie proti-
zapalového ucinku CRAC antagonistu sme
pouzili novozavedenu metodiku stanove-
nia hladin vydychovaného NO. Ide
o neinvazivny spdsob monitorovania akti-
vity alergického zapalu, ktory sa za tymto
ucelom beZne pouZiva aj v klinickej praxi
(Redington, 2006). Zaznamenali sme vyso-
ko signifikantny, takmer dvojnasobny na-
rast hladin NO u zvierat po senzitizacii
a pokles az na vychodiskovu hodnotu po
dlhodobej aplikacii antagonistu CRAC ka-
nalov, pricom tento jeho efekt bol porov-
natelny s ucinkom budesonidu. Dévodom
poklesu vydychovaného NO je zmena ex-
presie iNOS, ktord ma korespondujuci cha-
rakter a na jej sledovanie sme pouzili RT-
PCR (Obr. 4).



15 -

10 -

Specificky odpor dychacich ciest (sRaw)

JLF UK v Martine, 2012

# /%% < 0.05, resp.0.01 CRACLT vs salbutamol
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Obr. 3 Zmeny hodnét Specifického odporu DC (sRaw, ml/s) vyvolané pdsobenim 0.3 M kyseliny citronovej (AC)
a histaminu (Hi) a zaznamenané u senzitizovanych mordiat, ktorym bol dlhodobo poddvany antagonista
CRAC kanalov (CRAC LT AC, CRAC LT Hi) a kontrolné lie¢ivo salbutamol (salbutamol AC, salbutamol Hi).
*p<0.05; **p<0.01 skupiny CRAC LT vs salbutamol.
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Obr. 4 A. Zmeny hladin vydychovaného NO u senzitizovanych nelieCenych zvierat (OVA21) a senzitizovanych
morciat, ktorym bol dlhodobo podavany CRAC antagonista (CRAC LT) a kontrolné liecivo budesonid (BUD
LT). Hodnoty vydychovaného NO boli zaznamenané 60 min po podani poslednej davky 3-fluoropyridin-
4-karboxylatu a budesonidu. *p<0.05; **p<0.01 vs OVA21. B. Expresia iNOS u rovnakych skupin zvierat.
Vysledné udaje expresie iNOS v danej vzorke (ACt) boli normalizované k expresii mMRNA referen¢ného
génu (HPRT, hypoxantin fosforibozyltransferaza) rovnakej vzorky. #p vs CRAC LT; **/ *** p vs OVA21.

Predpokladame, Ze antagonista
CRAC kandlov ma protizapalovy efekt. Tu-
to myslienku potvrdzuju aj vysledky imu-
nohistochemického vysetrenia, pri ktorom
bol zisteny signifikantny pokles mastocy-
tarnej infiltrdcie v plicnom (Obr. 5)
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i trachealnom tkanive. NaSe zistenia su
v stilade so zavermi autorov Yoshino et al.
(2007), ktori u senzitizovanych potkanov
potvrdili protizapalovy efekt po podani
iného selektivneho inhibitora CRAC kana-
lov - YM-58483.
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Obr. 5 Imunohistochemické vysetrenie plicnych vzoriek zamerané na stuperi mastocytarnej infiltracie — dokaz
mastocytdrnej tryptazy. A. Zvyraznena difizna mastocytdrna infiltracia plicneho parenchymu u morca-
ta zo senzitizovanej nelie¢enej skupiny (mierka predstavuje 200 um). B. Ojedinela fokalna mastocytarna
infiltracia plicneho tkaniva potvrdend u senzitizovaného zvierata, ktorému bol dlhodobo podavany an-

tagonista CRAC kanalov (mierka predstavuje 50 um).

Antagonisty CRAC iénovych kana-
lov v experimentalnych podmienkach pre-
ukazali signifikantny antitusicky, broncho-
dilatatny a protizdpalovy efekt a pre
schopnost  ovplyvnit  viac  Struktur
a mechanizmov participujucich na patoge-
néze asymptomatoldgii alergickej astmy
predstavuju velmi perspektivnu skupinu
lie€iv, ktord by v buducnosti mohla vyraz-
ne zmenit lieCebnu stratégiu ochorenia.

Prdca vznikla vdaka podpore projektu , Cen-
trum experimentdlnej a klinickej respiroldgie
11, ktory je spolufinancovany zo zdrojov ES —
Eurdpskeho fondu regiondlneho rozvoja a
grantov VEGA 1/0020/11, 1/0062/11 a UK
213/2012.
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