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(57) Anotace:
Reeni se tyka transplantaci organd, tkanf a individualnich
bunék. Poskytuje kompozice pro uchovani bun€k in vitro a pro
zlepSent preZiti a/nebo funkce bunék po transplantaci.
Podstatou je kompozice obsahujici oxid ubelnaty, ktery je
poddvén v mnoZstvi dostateéném ke zlepSeni pieZiti a/nebo
funkce bun&k. Oxid uhelnaty zlep3uje pieZivani tkani a orgént
po transplantaci a potladuje apoptézu.
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Farmaceutickad kompozice pro zlepsSeni prezZivani nebo funkce

organut po transplantaci

Tento  vynélez byl vytvofen s podporou N&rodnich
zdravotnich ustavl (NIH) USA , a sice grantu &. HL 58688.
V1dda mé& proto urditéd préava vaci tomuto vyndlezu.

Oblast techniky

Predkladdany vyndlez se tyka oblasti zlepSovani preZivani

bunék, konkrétné preZivani orgdnd pf¥i transplantaci.

Dosavadni stav techniky

Oxid uhelnaty (CO) je plyn, ktery Je ve vysokych
koncentracich jedovaty. Nicméné& neddvno byla objevena jeho
funkce jakoZto dualezZité signalizacdni molekuly (Verma et al.,
Science 259: 381-384, 1993). Také se predpokladd, Ze oxid
uhelnaty pusobi jako neuronovd signdlni molekula (,posel")
v mozku a také Jjako neuroendokrinni moduldtor v hypothalamu
(Pozzoli et al., Endocrinology 735: 2314-2317, 1994). Podobné
jako napf¥iklad oxid dusnaty (NO) je i oxid uhelnaty relaxans
hladkého svalstva (Utzet al., Biochem Pharmacol. 47: 195-201,
1991, Christodoulides et al., Circulation 97: 2306-9, 1995) a
inhibuje agregaci desticek (Mansouri et al., Thromb Haemost.
48: 286-8, 1982). Bylo uké&zano, Ze inhalace nizkych hladin CO

maji protizédnétlivé Gcinky u nékterych modeld.

Transplantace bunék (Langerhansovych) ostrivkdl je vhodné
1écba ke zlepSeni stavu pfi diabetu typu I (Lacy et al., Annu.

Rev. Immunol., 2: 183-98, 1984, Weir et al., J. Am. Optom.




Assoc. 69: 727-32, 2000, Berney et al., Langenbechs Arch.
Surg. 385: 378-8, 2000, Shapiro et al., NEngl. J. Med., 343:
230-8, 2000). Nicméné, postupy klinické transplantace ostrGvkl
jsou obtiZné vzhledem k mnoha faktorGm. Jednim 2z faktorl je
primdrni nefunkcénost (PNF) Stépu. Dal3im faktorem je potreba
vysokého poctu darcovskych ostrivkd, které jsou potfebné pro
UspésSné prekonani diabetu (Shapiro et al., N Engl. J. Med.,
343: 230-8, 2000) . Obé situace reflektuji stejnou
patofyziologii: podstatnd ztrdta bunék 3tépu v prvni tydnech
po transplantaci. Po transplantace ostrivky trpi celou tadou
stresovych faktorli, jako je napfiklad hypoxie predtim, neZ
dojde k sekunddrni vaskularizaci (Carlsson et al., Diabetes
47: 1027-32, 1998), a pltsobeni pro-zanétlivym cytokint, a také
volnych radikdl wuvoliiovanych z makrofdgli v mikroprostfedi
transplantdtu (Rabinovitch et al., Diabetes 48: 1223-9, 1999,
Kaufman et al., J Exp Med. 772: 291-302, 1990, Corbett et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci USA 90: 1731-5, 1993) a makrofagu
usazenych v ostravkach (Mandrup-Poulsen et al., J. Immunol.
739: 4077-82, 1987, Arnush et al., J. Clin Invest. 702: 516-
26, 1998). Toxické Gc¢inky imunosupresivnich 1ékG a také
rejekce (Weir et al., Diabetes 46: 1247-56, 1997) pfispivaiji
téz ke ztrate bunék z ostravka. Existence PNF po
experimentdlni syngenni transplantaci ostravkd (Nagata et al,
Transplant Proc. 22 855-6, 1990, Arita et al.,
Transplantation 65: 1429-33, 1998) wukazuje, Ze nespecificky

zdnét hraje hlavni Glohu v tomto scénari.

M& se za to, Ze preziti transplantovaného orgdnu je hlavné
zadvislé na UGsp&chu imunosuprese, ve smyslu zablokovéani
imunitni reakce, kterd vede k rejekci Stépu. Nicménég, jiz
dfive bylo ukdzano, Ze transplantované organy se mohou chrénit
pfed vaskularnim poSkozenim vedoucim k rejekci prostfednictvim

exprese "protektivnich genG" (viz napf¥. Bach et al., Nature




Med. 3: 196-202, 1997, and Soares et al., Nature Med. 4: 1073-
1077, 1998). Jeden takovy gen, hemoxygendza-1 (HO-1),
preménuje hem na biliverdin, volné Zelezo a CO (Tenhunen et

al., Proc Natl Acad Sci USA 61: 748-755, 1968).

Podstata vynalezu

P¥edkléddany vyndlez je zCasti zaloZen na pozorovani, Ze CO
podporuje prezivani a/nebo funkce individudlnich transplantatd

(3tépu), at jsou to organy, tkané nebo bunky.

V souladu s tim se Jjeden aspekt pfedklddaného vynélezu
tykd zpusobu, kdy se podavéd darci transplantatu farmaceuticka
kompozice, kterd obsahuje oxid uhelnaty, zisk& se orgén, tkan
nebo bunky od dédrce a organ, tkan nebo buiiky se transplantuji
pfijemci, pficemZ mnoZstvi oxidu uhelnatého podané darci je
dostateéné k tomu, aby zlepsilo prezZiti nebo funkce orgéanu,

tkdné& nebo bunék po transplantaci do p*ijemce.

Farmaceutickd kompozice miZe byt podavédna Zivému darci,
darci po klinické smrti nebo ddrci p¥ed a nasledné po klinické

smrti.

Volitelné, orgadn maZe byt podroben plsobeni farmaceutické
kompozice obsahujici oxid uhelnaty in situ v darci a/nebo

ex vivo (mimo darce).

ZpUsob podle vyndlezu mlZe také nebo alternativné
zahrnovat krok podavani pfijemci druhé farmaceutické
kompozice, ktera obsahuje oxid uhelnaty, pfed a/nebo b&hem

a/nebo po kroku transplantace orgdnu nebo tkadn& do ptijemce.

V  tomto nebo kterémkoliv  daldim zplsobu popsaném




v predkladané prihlasce organ nebo tkan mohou byt kterykoliv
orgédn nebo tkan, které mohou byt transplantovany, jako jsou
napt¥. jatra, ledvina, srdce, slinivka, plice, tenké stfevo,
a/nebo klZe, priCemZ dércem miZe byt odlidny biologicky druh
neZ prijemce nebo darce a prijemce mohou byt stejného
biologického druhu. Darce a pfijemce mohou oba byt zvitata
s vyjimkou 1lidi nebo 1lidé. Jinak darcem mﬁée byt nap¥. zvifte
s vyjimkou c&lovéka, jako napriklad prase, a prijemce mlZe byt

¢lovék.

V dalsim aspektu vyndlez poskytuje zplsob transplantace
orgédnu, tka&né& nebo buniky, ktery zahrnuje kroky poskytnuti
orgénu, tka&né nebo buiky darce, podavadni ex vivo nebo in situ
farmaceutické kompozice obsahujici oxid uhelnaty do orgéanu,
tkdné nebo buiikdm a transplantaci organu, tka&né nebo bunék do
prijemce, pric¢emZz mnoZstvi oxidu uhelnatého je dostatecné ke
zlepSeni pfeZiti nebo funkce organu, tk&né& nebo bunék
v pfijemci. V Jjednom provedeni Jje farmaceutickd kompozice
podavan tim, Ze se perfunduje organ nebo tkan in situ, pricemZ

orgédn nebo tkan je v darci.

Volitelné, zplsob mGZe zahrnovat krok podavani prijemci
druhé farmaceutické kompozice obsahujiciho oxid uhelnaty
pfedtim a/nebo béhem a/nebo po transplantaci orgdnu nebo tkané

do ptijemce.

V dal3im aspektu vyndlez poskytuje zpusob transplantace
orgénu, tkan& nebo bun&k, ktery zahrnuje kroky, kdy se
poskytne organ, tkan nebo bunky darce, transplantuje se organ,
tkdn nebo buniky do prijemce a predtim a/nebo béhem a/nebo po
kroku transplantace organu, tkané& nebo buntiky do p¥ijemce, se
podava ptrijemci mnoZstvi farmaceutické kompozice obsahujici
oxid wuhelnaty dostate&né ke zlepSeni pFreZiti a/nebo funkce

transplantovaného organu, tkané nebo bunék v p¥ijemci.




V jednom provedeni farmaceﬁtické kompozice mlZe Dbyt
podavéna prijemci béhem 0 aZ 20 dnt, nap¥. b&hem 1, 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 18 nebo 20 dnd po té, co byl organ
transplantovan do ptijemce. Y dal3im provedeni je
farmaceuticka kompozice podavana prijemci alespoii jednou,
napf. mnohokrat nebo nepretrZité, od okamZiku, ktery zac&ina 21
dnt po kroku transplantace organu nebo tkan& do p¥ijemce po
tak dlouho, dokud je to potfeba pro zajisténi preZiti &té&pu.
Farmaceutickad kompozice miZe byt poddvana p¥ijemci po zjisté&ni
toho, Ze transplantovany orgdn nebo tkan je odvrhovdn nebo se
chysta odvrZeni (rejekce), tj. jde napf¥. o chronickou rejekci

nebo akutni rejekci.

Volitelné =zplsob miZe dale zahrnovat krok podavadni darci
druhé farmaceutické kompozice obsahujici oxid uhelnaty
pfedtim, neZ ziskd organ, tkadi nebo bunky od darce. Druha
farmaceuticka kompozice miZe byt poddvdna Zivému darci nebo

darci se stanovenou klinickou smrti.

Zptsob muZe zahrnovat krok poddvadni do organu druhé
farmaceutické kompozice obsahujici oxid uhelnaty in situ

v darci a/nebo ex vivo.

V dal8im aspektu vynalez poskytuje zplUsob zlepSeni pfeZiti
a/nebo funkce organu, tkané& nebo bun&k darce, ktery zahrnuje
poskytnuti orgénu, tkéné nebo buné€k od mezniho darce a
vystaveni organu, tkéné nebo bunék puasobeni mnozZstvi
farmaceutické kompozice obsahujici oxid uhelnaty dostate&ného
ke zlep8eni pfreZiti a/nebo funkce organu, tka&né& nebo buné&k

darce.

V dal3im aspektu vyndlez poskytuje zplisob uchovavani
Zivo¢isnych bun&k in vitro, ktery zahrnuje poskytnuti néadoby
obsahujici tlakovy plyn, ktery obsahuje plynny oxid uhelnaty,

poskytnuti izolovanych bunék in vitro, kde bufika je primarni




burika nebo kmenova butika, uvolfiovdni tlakového plynu z nadoby
za vzniku atmosféry, kterd obsahuje oxid uhelnaty, a uchovéani
zivo&isnych bun&k in vitro v pFitomnosti atmosféry, ktera

obsahuje oxid uhelnaty.

Je-1i to potfeba, buiiky pak mohou byt transplantovany do
pfijemce. Builky mohou byt ziskdny 2z darce, ktery neni
p¥ijemcem, nebo mohou byt ziskdny z ptrijemce. A ddle kompozice
obsahujici oxid uhelnaty miZe byt podadvédna ptrijemci pred,
a/nebo béhem, a/nebo po transplantadnim kroku. Tato kompozice

je typicky ve formé inhalovaného plynu.

V dal8im provedeni vynadlezu jsou Zivocisné bunky ziskany
od déarce zplGsobem, ktery zahrnuje podavani kompozice
obsahujici oxid uhelnaty d&rci a ziskani bunék nebo tkané& =z

darce.

Vynalez také poskytuje zpusob in vitro uchovavéani
Zivo&idnych bunék, ktery =zahrnuje poskytnuti kultivadniho
. média obsahujiciho G&inné mnoZstvi oxid uhelnatého, naptiklad
alesponn 0,0001 g CO/100 g média, a uchovani izolovanych buné&k
v médiu. Médium miZe obsahovat nap¥iklad alesponn 0,0002,
o,0004, 0,0006, 0,0008, 0,0010, ©0,0013, 0,0014, 00,0015,
0,0016, ©0,0018, ©0,0020, 0,0021, 0,0022, 0,0024, 0,0026,
0,0028, 0,0030, 0,0032, 0,0035, 0,0037, 0,0040, 0,0042 nebo
0,0044 g .CO/100 g média.

Dale vynalez poskytuje zplsob zlepSeni pteZivani
ZivoC€isnych bunék po vyjmuti =z téla darce, ktery zahrnuje
krok, kdy se podavd zZivému darci nebo darci s prokazanou
klinickou smrti  farmaceutickd kompozice obsahujici oxid
uhelnaty a krok ziskani izolovanych  bunék z darce.
Farmaceutickd kompozice muZe byt napfiklad podavidna ve formé

tlakového plynu vhodného k inhalaci d&rcem.

Zpusob miZe dale zahrnovat krok uchovavani bun&k in vitro




v ptitomnosti druhé kompozice obsahujici oxid uhelnaty.

Buniky mohou byt in vitro uchovdvany v kapalném médiu. V
takovém pripadé krok, kdy jsou buiiky vystaveny pusobeni druhé
kompozice obsahujici oxid uhelnaty, mlZe byt provadén tak, 2e
se poskytne =zdroj tlakového plynného oxidu uhelnatého a
kapalné médium se ptrivede do kontaktu s oxidem uhelnatym
uvolfiovanym ze zdroje. Kapalné médium samotné miZe také byt
poskytnuto ve formé& kompozice obsahujici oxid uhelnaty, tj.

média s oxidem uhelnatym v ném rozpu$ténym.

Ddle vynalez poskytuje =zplsob transplantace Zivo&idnych
buné&k, ktery zahrnuje kroky podavani Zivému darci nebo darci
s prokazanou klinickou smrti farmaceutické kompozice
obsahujici oxid uhelnaty, ziskdni izolovanych bundk z darce a
transplantovani bunék do pfijemce. Zivo&isné buiiky mohou byt
ziskany z darce, ktery neni pfijemcem, nebo mohou byt ziskany
z p¥ijemce. Je-1li to tfeba, kompozice obsahujici oxid uhelnaty
miZe byt podavédna pifijemci p¥ed a/nebo bé&hem a/nebo po kroku

transplantace.

Vynédlez také poskytuje zplsob zlep8eni pf¥eZiti nebo funkce
ZivoZisné bunky transplantované do pfijemce, ktery =zahrnuje
kroky transplantovani Zivoc¢i3né buniku do ptrijemce a pFfedtim,
bé&hem, a/nebo po transplantaci krok, kdy se p¥im&je p¥ijemce,
aby inhaloval mnoZstvi plynného oxidu uhelnatého, které e
dostatec¢né ke zlepSeni preZiti nebo funkce transplantované
bunky v p¥ijemci. Oxid uhelnaty miZe byt podavan ve formé
nadoby obsahujici tlakovy plyn, ktery obsahuje oxid uhelnaty.
V jednom provedeni jsou bunky uchovadvany in vitro v atmosfére
obsahujici oxid uhelnaty pred transplantac¢nim krokem.
Napfiklad Zivoc¢isné buntky mohou byt wuchovadvany v kapalném
médiu, které obsahuje alespoifi 0,0001 g oxidu uhelnatého/100 g
média (nap¥. alesponn p¥ibliZné& 0,0002, 0,0004, 0,0006, 0,0008,




60,0010, o0,0013, 0,0014, ©0,0015, 0,0016, ©0,0018, 10,0020,
0,0021, 0,0022, 0,0024, 0,0026, 0,0028, 0,0030, 0,0032,
60,0035, 0,0037, 0,0040, 0,0042 nebo 0,0044 g CO/100 g média).

Zplsob miZe volitelné zahrnovat krok ex vivo vystaveni
bunék plsobeni kompozice obsahujici oxid uhelnaty, a to pted

transplantac¢nim krokem.

Oxid uhelnaty miZe byt podavan p¥ijemci p¥ed a/nebo bé&hem
a/nebo po transplantadnim kfoku. Zivo&isné bufiky mohou byt
ziskany z darce, ktery neni pfijemcem, nebo mohou byt ziskany
z pfijemce. Farmaceuticka kompozice obsahujici oxid uhelnaty
miZe byt poddvadna darci p¥ed a/nebo bé&hem odebréni bundk z

darce.

V dal8im aspektu vynédlez poskytuje zplsob zlepSeni pfeZiti
transplantované builtky v pfijemci, ktery =zahrnuje podévéani
p¥ijemci, a sice pfed a/nebo béhem a/nebo po transplantaci
bunky pfijemci, @¢&inného mnoZstvi farmaceutické kompozice

obsahujici plynny oxid uhelnaty.

Ve kterémkoliv vySe popsaném zptsobu podle vyndlezu maZe
byt G¢inek na ptreZivédni zesilen indukci enzymu hemoxygendzy-1
(HO-1) u d&rce nebo pfijemce, nap¥. indukci hemem, té&Zkymi
kovy, cytokiny, hormony, oxidem dusicnym, endotoxiny,
UV za&renim nebo depletory glutathionu, nebo prostfednictvim
tepelného Soku. U darce miZe dojit k takové indukci p¥ed nebo
b&hem odstranéni organu, tké&n& nebo bﬁhék.f'U’*pfijemce miZe
dojit k takové indukci  pted, b&hem nebo naslednd po
transplantaci. Jinak m@Ze byt enzym indukovédn v organu, tkani

nebo butikdch ex vivo, pfed transplantaci do p#ijemce.

Vyndlez dale poskytuje vyrobek, ktery obsahuje né&dobu
obsahujici tlakovy plyn, ktery obsahuje alespoii 0,001 ppm,
naptf. alespon priblizné 1, 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300,
500, 1000, 2000, 5000, 10 000, 100 000, 200 000, 300 000, 400




000, 500 000 a vice, aZ do 1 000 000 ppm oxidu uhelnatého, a
Stitek (ndlepku nebo jiné oznaceni) popisujici pouZiti plynu
ke zlep3eni preZivani izolovanych Zivo&isnych bunék, tkané
nebo ostravkd p¥ed, béhem nebo po transplantaci bunék, tkané

nebo ostruvkd do pacienta.

Do rozsahu vynalezu dale spadd sterilni médium pro buiiky,
které obsahuje Ziviny vhodné pro uchovadvani Zivodisnych bunék
v kultu¥e a alespon pribliZné 0,0001 g oxidu uhelnatého/100 g
médiuva, nap¥. alesponn 0,0002, 0,0004, 0,0006, 0,0008, 0,0010,
0,0013, ©o0,0014, 0,0015, 0,0016, 0O,0018, 10,0020, 0,0021,
0,0022, 0,0024, 0,0026, 00,0028, 0,0030, 0,0032, 0,0035,
0,0037, 0,0040, 0,0042 nebo 0,0044 g CO/100 g média. Médium

maZe také obsahovat Zivocisné bunky.

Vyndlez poskytuje také zplsob uchovavani Zivocidnych buné&k
in vitro a Jjejich nésledné transplantace. ZplGsob zahrnuje
kroky, kdy se poskytne nadoba obsahujici tlakovy plyn
obsahujici oxid wuhelnaty, poskytnou se izolované Zivoclisdné
bunky in vitro, p¥icemZ bunky jsou .umistény v médiu, které
obsahuje rozpu3tény oxid uhelnaty, uvolfiovani tlakového plynu
z nadoby, <&imZz vznikd atmosféra obsahujici oxid wuhelnaty,
udrZovani bunék v pritomnosti této atmosféry a transplantovani

bunék do prijemce.

V kterémkoliv z vySe popsanych aspektli nebo provedeni
vyndlezu bunky mohou byt Jjakékoliv bunky. Nap#iklad buiiky
mohou byt Zivo&isné Dbunky jako napfiklad primdrni nebo
sekundarni bunky nebo bunky z buné&cné linie. Dalsim prikladem
buniky mohou byt bunky tvorici pankreatické ostravky, nap#f.
B-bunky. Buniky mohou také byt napk. jaterni  butiky,
fibroblasty, buiky kostni dfené&, nervové buiiky, myocyty,
lymfocyty nebo kmenové buniky. V kaZdém ze zplsobd ex vivo

podle vyndlezu tkan je vyhodné jind tkan neZ krev a obsahuje
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jen malo plné krve, pokud vlbec né&jakou, a buiky jsou vyhodnd&
jiné buiky neZ <&ervené krvinky, a nejsou ani doprovazeny

vyznamnym mnoZstvim c¢ervenych krvinek.

Neni-1li vyslovné uvedeno Jjinak, pak v3echny technické a
védecké terminy pouZité v tomto textu maji stejny vyznam, jak
mu obecné rozumi pramérny odbornik z oblasti, do které

pfedkladdany vyndlez spada.

ACkoli zplsoby a materidly podobné nebo ekvivalentni té&m,
které byly popsany v predkladaném textu, mohou byt pouZity p¥i
realizaci nebo testovdni pfedkliddaného vynalezu, vyhodné
zpﬁsoby a materidly Jsou popsdny niZe. VSechny publikace,
patentové ptihlasky, patenty a dal8i literdrni odkazy uvedené
v tomto textu jsou timto v plném znéni zahrnuty formou odkazu.
V ptipadé kbnfliktu je rozhodny ptredloZeny popis, v&etné&
definic. Materidly, zptsoby a p#iklady jsou pouze ilustrativni

a rozsah vynalezu nijak neomezuji.

Dalsi rysy a vyhody vyndlezu budou objasnény pomoci
nasledujiciho podrobného popisu s pripojenymi obrazky

a patentovymi naroky.

Popis obrazkua

Obr. 1A je sloupcovy graf (histogram), ktery ukazuje

u¢inek plisobeni zvy3ujici se koncentrace TNF-a na BTC3 buiky.

Obr. 1B je graf ilustrujici FACScan analyzu fragmentace

DNA v BTC3 bunkach po oSetfeni TNF-«.

Obr. 1C je sloupcovy graf, ktery ukazuje Gcinek

kotransfekce BTC3 vektorem (pcDNA3/f-gal) exprimujicim p-gal
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a kontrolnim vektorem (pcDNA3), a oSetfeni budto inhibitorem
kaspadzy-3 Z-DEVD-FMK (C3-i) nebo inhibitorem kaspdzy-8 IETD-
CHO (C8-i). Sedé sloupce pfedstavuji neoSetfené p-buiiky &erné
sloupce predstavuji p-buniky podrobené plsobeni TNF-a po dobu
24 hodin. Vysledky 3jsou wukdzdny jako primé&rnd hodnota =
smérodatnd odchylka z hodnot pro dv& jamky vybrand z jednoho

ze t¥i opakovani experimentu.

Obr. 2A je sloupcovy graf (histogram) ukazuijici, Ze
exogenni oxid wuhelnaty mGZe nahradit HO-1 (hemoxygenézu-1),
kdyZ Jje HO-1 aktivita zablokovéna. Sedé sloupky predstavuiji
neoSetrtené bunky a cerné sloupky pfedstavuji B-buniky
podrobené plsobeni TNF-oa nebo etoposidu nebo podrobené sérové
deprivaci. Vysledky jsou ukdzany Jjako prum&rnd hodnota =
smérodatnd odchylka z hodnot pro dvé jamky vybrané 2z jednoho

ze t¥i opakovani experimentu.

Obr. 2B je grafickou reprezentaci FACScan analyzy DNA
fragmentace v BTC3 bunkdch po 24 hodindch podavani oxidu

uhelnatého po oSetf¥eni TNF-«.

Obr. 2C je sloupcovy graf ilustrujici, Ze exogenni oxid
uhelnaty chrani p-bunky ptfed apoptdzou v nepfitomnosti HO-1.
BTC3 bunky byly transfekované vektory exprimujicimi p-gal a
byly vystaveny pusobeni exogenniho oxidu uhelnatého. Sedé
sloupce predstavuji neo3etfené p-buttky a <&erné sloupce
pfedstavuji B-bunky podrobené plsobeni TNF-a nebo etoposidu
nebo podrobené sérové deprivaci, jak je uvedeno. Vysledky jsou
ukdzany jako primérnd hodnota * smérodatnd odchylka z hodnot
pro dvé jamky vybranych z Jjednoho ze tri opakovani

experimentu.
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Obr. 3 je FACScan analyza DNA fragmentace, kterd ukazuje,
Ze exogenni oxid uhelnaty chréni my3i Langerhansovy ostrtvky

od apoptdzy. CHX = cykloheximid.

Obr. 4A je sloupcovy graf ilustrujici, Ze anti-apoptoticky
UC¢inek exogenniho oxidu uhelnatého je zprost¥edkovan aktivaci

guanylatcyklazy. ODQ = inhibitor guanylylcyklazy ODQ.

Obr. 4B je sloupcovy graf ilustrujici, Ze cGMP analog miZe
nahradit oxid uhelnaty pfi ochrané bunék pfred apoptdzou. 8-Br-

cGMP = cGMP analog 8-Br-cGMP.

Obr. 4C Jje sloupcovy graf ilustrujici, Ze cGMP-zavisla
proteinkinaza (cGK) zprostfedkovavd anti-apoptoticky u&inek
oxidu uhelnatého. PBTC3 bunky byly kotransfekovidny vektorem
exprimujicim B-gal. Pro Obr. 4A-C Sedé sloupce predstavuiji
neoSetfené B-bunky a Cerné sloupce predstavuji B-buiiky
podrobené plusobeni TNF-o. Vysledky Jjsou ukdzdny jako prim&rnd
hodnota * sm€rodatné odchylka z hodnot pro dvé& jamky vybranych
z jednoho ze t¥i opakovani experimentu. KT = inhibitor

proteinkindzy G KT5823.

Obr. O5A sloupcovy graf ukazujici, Ze expozice oxidu
uhelnatému v délce jedné hodiny je dostatednd pro zabranéni

apoptdzy.

Obr. 5B Jje sloupcovy graf wukazujici, Ze ktery oxid

uhelnaty chrani B-butiky po indukci apoptézy.

Obr. 5C sloupcovy graf ukazujici, Ze preinkubace s oxidem
uhelnatym zabrariuje apoptdze p-bun&k. Pro obr. B5A-C 3Zedé
sloupce pfedstavuji neoSet¥fené PB-builky a &erné sloupce

predstavuji p-builky podrobené plsobeni TNF-o. Vysledky Jsou
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ukazany jako primérnd hodnota * smérodatnd odchylka 2z hodnot
pro dvé jamky  vybranych z jednoho ze tri opakovani

experimentu.

Obr. ©6A Jje <carovy graf ukazujici, Ze expozice mySich
Langerhansovych ostravkd oxidu uhelnatému =zlep3uje pfeZiti a
funkci po transplantaci.

Obr. 6B je carovy graf ukazujici pravdépodobﬁost zotaveni
(glykémie nizZsi neZz 200 mg/dl) u zvifat, kterda dostala
Langerhansovy ostrivky pre-exponované oxidu uhelnatému nebo

dostala kontrolni ostruavky. *P = 0,001 proti kontrole.

Obr. 7 je sloupcovy graf, ktery ukazuje expresi HO-1 v
mySi srdcich transplantovanych do laboratornich potkani,
kterym byl podadn CVF plus CsA. My38i srdce byla transplantovana
do laboratorni potkani podrobenych plsobeni faktoru kob#iho
jedu (CVF) v okamZiku transplantace a po transplantaci dennimu
podavani cyklosporinu A (CsA). Exprese mRNA HO-1 a P-aktinu
byla detekovdna pomoci RT-PCR. Symbol -/- oznaduje RNA z HO-1
~-/- my3iho srdce pouZitou jako negativni kontrola. Sloupce
pfredstavuji relativni hladiny exprimované mRNA HO-1

normalizované vzhledem k expresi mRNA B-aktinu.

Obr. 8 Jje soubor sloupcovych grafl ilustrujici, Ze SnPPIX
inhibuje in vivo enzymatickou aktivitu HO~-1. My$i srdce byla
transplantovana do neo3etfenych laboratornich potkand (II)
nebo do laboratornich potkanl podrobenych ptsobeni CVF a CsA
(ITI) plus FePPIX (IV) nebo SnPPIX (V). Celkova HO aktivita
srdce darce a srdce prijemce byla méfena 2 dny po

transplantaci a srovndna s bazdlni HO aktivitou srdce normdlni
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mySi a laboratorniho potkana, v daném poradi (I). Vysledky

jsou ukadzdny jako primérnd hodnota * sm&rodatnd odchylka (SD)
ze t¥i zvifat analyzovanych pro kaZdou 1lé&bu. Statistické

rozbory byly provedeny s pouZitim neparového Welshova t-testu.

Obr. 9 je soubor <&arovych graftl ilustrujici, Ze SnPPIX a
FePPIX neinterferuji s vytvaf¥enim protildtek (Ab) proti 3Sté&pu.
My8i srdce byla transplantovana do laboratorni potkana
podrobeného plsobeni CVF a CsA, jak bylo popséno vySe. Sérové
hladiny protistépovych IgM Abs byly vyhodnoceny ELISA testem
s celymi bunkami (bun&&nad ELISA). Vazba sloZky komplementu C3
laboratorniho potkana na mySi endotelové bunky byla
vyhodnocena ELISA testem s bufikami. Hemolytickd aktivita

komplementu (CH50) byl vyhodnocena standardnim hemolytickym

testem. Vysledky jsou ukdzény jako prim&r =+ SD (n = 3).

Obr. 10A Jje soubor sloupcovych graft ilustrujicich, Ze
exogenni CO neovliviiuje schopnost SnPPIX potlacovat
enzymatickou aktivitu HO-1. My8i srdce byla transplantovdna do
laboratornich potkant podrobenych plsobeni CVF a CsA s SnPPIX
(IT) nebo SNPPIX a CO(III). Celkovd HO aktivita byla mé&Fena
v srdci darce a pfijemce a také v jatrech p¥ijemce 2 dny po
transplantaci. HO aktivita v rGznych vzorcich byla srovnéna
s bazalni HO aktivitou v srdcich normadlnich my3i (I), srdcich
(I) nebo jatrech (I) laboratorniho potkana, podle toho, jaky
vzorek byl analyzovan. Vysledky jsou uvedeny jako prim&r + SD
ze t¥i zvifat analyzovanych pro kaZdou 1é&bu. Statistické

rozbory byly provedeny s pouZitim neparového Welshova t-testu.

Obr. 10B je sloupcovy graf, ktery ukazuje, Ze exogenni CO

neovliviuje schopnost SnPPIX potladovat HO-1 aktivitu. Zvirata
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pouzitd v pokusech pro =ziskani dat na Obr. 10 A byla
analyzovana na obsah karboxyhemoglobinu 2 dny po
transplantaci. Vysledky jsou uvedeny jako primér + SD (N = 3).

Obr 11 je carovy graf ilustrujici, Ze up-regulace HO-1 v

inhibuje aktivaci destiek. My3i 2F-2B

(NT)

endotelovych burikach
endotelové bunky byly ponechdany neoSet¥ené
(50 uM, 16 hodin)
SnPPIX pro potlaceni HO-1 aktivity

12 hodin) spole¢né s SnPPIX

nebo byly
pro up-regulaci
(50 pM, 16
(50 pyM,

podrobeny pusobeni CoPPIX
HO-1 aktivity,
hodin) nebo CoPPIX (50 uM,
4 hodiny)

pro kontrolu specifity CoPPIX v up-regulaci HO-1

potkanu byly

izolovany, prevrstveny pfes my$i endotelové buifiky na 5 minut a

aktivity. Krevni desticky laboratornich

testovdna na agregaci po stimulaci 2 uM adenosindifosfatem

(ADP) .

12 je sloupcovy grafo ilustrujici, Ze oxid uhelnaty
Sedé

Obr.

potlacuje apoptdzu endotelovych bunék. sloupce

pfedstavuji bunflky podrobené plsobeni ActD samotného, cerné
sloupecky predstavuji bunky podroben pusobeni ActD spoled&né& s
endotelové bunky byly podrobeny

(10000

TNF-a. Kde 3je to oznaceno,

pusobeni SnPPIX (50 uM 50) a exponovany exogennimu CO

ppm) .

Podrobny popis

Termin "oxid uhelnaty " (nebo "CO"), jak se v tomto textu

pouZziva, oznacuje molekuldrni oxid uhelnaty v plynném stavu,

oxid wuhelnaty stlaCeny do kapalné formy nebo rozpudtény ve

vodném roztoku.

Terminy "kompozice obsahujici oxid uhelnaty"




"farmaceutickd kompozice obsahujici oxid uhelnaty" jsou
pouzity v tomto textu tak, Ze oznaduji plynnou, kapalnou,
tuhou nebo polotuhou kompozici nebo p¥ipravek obsahujici oxid
uhelnaty, které mohou byt poddvany pacientovi-darci, kadaveru
(mrtvole) nebo zvifeti, do orgdnu nebo do &asti orgdnu, napt.
tkané z organu nebo individudlnich buné&€k nebo builky, které
tvo¥i organ, jako jsou napf. neurony, hepatocyty, myocyty,
celé ostrivky nebo buiiky ostruvkd jako naptiklad pankreatické
B-bunky. Odbornik snadno rozpozna, kterd forma farmaceutické
kompozice (pfipravku), nap¥. plynnd, kapalnd nebo spoledné
pynnd a kapalnd forma, je vhodnd pro podadvani p¥i konkrétni
aplikaci.

Terminy "u¢inné mnoZstvi" a "aéinné pro 1léceni", jak jsou
pouZity v tomto textu, se tykaji mnoZstvi nebo koncentrace
oxidu uhelnatého, které se podadvad po urcditou dobu (v&etné
akutniho nebo chronického podavdni a periodického nebo
kontinudlni podavani), ptricemz je GCinné v kontextu tohoto
podadvani pro zplsobeni zamy$leného u¢inku nebo fyziologického
vysledku. U0&inné mnoZstvi oxidu uhelnatého pro pouZiti podle
pfedkladdaného vynalezu =zahrnuje napfiklad takovd mnoZstvi,
kterd jsou G&innd pro zlepsSeni preZiti a/nebo zlepSeni funkce

organi nebo bunék in vivo a/nebo in vitro.

V kontextu transplantace individudlnich bunék nebo shluka
bunék, nap¥. transplanta¢niho darce a/nebo p¥ijemce, u&inné
mnozstvi oxid uhelnatého Jje mnozZstvi, které se podava
transplantac¢nimu dérci a/nebo prijemci a je dostatedné ke
zlepSeni pfeZiti bunék nebo shlukl bunék, nap¥. tim, Ze
sniZuje ztraty bunék nebo shlukl bunék a/nebo zlep3uje funké&ni
vykony transplantovanych bunék nebo shlukl buné&k. V kontextu
oSetfovani bunék vné organismu, nap¥. bunék ostrivka, které se

maji kultivovat a/nebo pouzZit pro transplantaci, Gu&inné
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mnozstvi oxidu uhelnatého je mnoZstvi, se kterym jsou buiiky
inkubovany nebo uchovavdny, aby se zlep3ila konzervace bunék
a/nebo sniZily ztraty bunék, nap¥. ztraty zptsobené apoptdzou,
a/nebo zlep8ily funkce bun&k. V kontextu transplantace organt
a tkani, nap?. transplantac¢niho dédrce a/nebo pfijemce, u&inné
mnozstvi oxidu uhelnatého Jje mnoZstvi, které se podava
transplantaénimu darci a/nebo p¥fijemci a je dostatedné ke
zlepSeni preZiti orgéanu, tkani nebo bunék, nap¥. sniZenim
ztradt bunék, ze kterych Jje orgdn nebo tkal sloZen, a/nebo
zlepSenim funkéniho vykonu orgdnu. V kontextu oSetf¥eni organa,
tkani nebo bunék ex vivo, které maji byt uchovadny nebo pouZity
pro transplantaci, 0¢inné mnoZstvi oxidu uhelnatého Jje
mnozstvi dostatelné ke zlepSeni pfeiiti a/nebo funkce organu

nebo tkéni.

Termin "inhibice", jak se v tomto textu pouZiva, zahrnuje
zpoZdéni ndstupu ¢&i pocatku, redukci, prevenci nebo zeslabeni

biologického procesu, napf. apoptdzy.

Pro plyny, G¢inné mnoZstvi oxid uhelnatého obecné spadd do
rozsahu pfibliZné 0,0000001 % aZ pfribliZné 0,3 % (hmotn.),
nap¥. 0,0001 % aZ 0,25 % (hmotn.), vyhodné alespon pfibliZné&
0,001 %, napf., alespon 0,005 %, 0,010 %, 0,02 %, 0,025 %,
0,03 %, 0,04 %, 0,05 &%, 0,06 &%, 0,08 %, 0,10 %, 0,15 %, 0,20
%, 0,22 % nebo 0,24 % (hmotn.) oxidu uhelnatého.

[¢

Vyhodny rozsah oxidu uhelnatého zahrnuje p¥ibliZné& 0,001 %

A=l

az ptribliZné 0,24 %, ptribliZné 0,005 $ aZz p¥iblizZné& 0,22 %,

p¥ibliZné 0,01 % aZ p¥ibliZné 0,20 % a pfribliZn& 0,01 % aZ
pribliZné 0,1 % (hmotn.). Dal8i vyhodné rozsahy =zahrnuji
p¥ibliZné 0,005 % aZ ptibliZné 0,24 %, p¥ibliZné& 0,01 % aiZ
pfibliZné 0,22 %, pfiblizné 0,015 % aZ p¥#¥ibliZn& 0,20 % a

pribliZné 0,025

ow

az ptribliZné 0,1 % (hmotn.).

Pro kapalné roztoky CO uG¢inné mnoZstvi obecné spada do
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rozsahu p¥ibliZné 0,0001 aZ priblizZné 0,0044 g CO/100 g

kapaliny, napf¥. alespon 0,0002, 0,0004, 0,0006, 0,0008,
0,000, 0,0013, 0,0014, 0,0015, ©0,0016, 0,0018, 0,0020,
0,0021, 0,0022, 0,0024, 0,0026, 0,0028, 0,0030, 0,0032,

0,0035, 0,0037, 0,0040 nebo 0,0042 g CO/100 g vodného roztoku.
Vyhodné rozsahy zahrnuji nap¥. pfibliZné 0,0010 aZ p#ibliZné
0,0030 g CO/100 g kapaliny, p¥ibliZné& 0,0015 aZ p¥ibliZné
0,0026 g CO/100 g kapaliny, nebo p#ibliZné& 0,0018 aZ p¥ibliZné&
0,0024 g CO/100 g kapaliny. Odbornikovi je z¥fejmé, Ze i
mnoZstvi mimo uvedené rozsahy mohou byt pouZita, a sice

v zavislosti na aplikaci..

Termin "pacient" je pouZit v predkladaném popisu
k oznaceni zvitete s vyjimkou &¢lovéka nebo &lovéka, na kterého
je aplikovan ptripravek podle vynédlezu, pfipadné jsou uZity
Veterinadrni aplikace Jjsou jasné

zplisoby podle Vynélezu.

predvidény podle pfredkladaného vynédlezu. Termin tudiz
zahrnuje, av8ak tento vycet neni omezujici, ptéky, plazy,
obojZivelniky a savce, nap¥. 1lidi, dalsi primdty, prasata,
hlodavce jako nap¥iklad my3i a laboratorni potkany, kraliky,

morcata, kreclky, kravy, koné&, kolky, psy, ovce a kozy.

Termin "darce" nebo "pacient-ddrce", jak se v tomto textu
pouziva, se tykd Zivo&icha (&lovéka nebo jiného neZ d&lovéka),
ze kterého mohou byt ziskdny organy, tkdné nebo individudlni
bunky pro uc¢ely wuchovdni a/nebo transplantace do pFijemce
(pacienta-pfijemce). Termin "pfijemce" nebo "pacient-pfijemce"
se tyka Zivo&icha (¢lovéka nebo jiného neZ <&lovéka), do
kterého mohou byt pfeneseny orgdn, tkan nebo shluk buné&k nebo
individudlni bunky.

Termin "diabetes" je obecny termin oznacujici diabetické
chorobné stavy jak Jjsou zndmy v oboru, nap¥. diabetes

mellitus. Diabetes mellitus Jje charakterizovdn neschopnosti
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regulovat hladinu glykémie. Dva nejbéZné&j8i typy diabetu jsou
znamy jako diabetes typu I a typu II. U diabetu typu I neboli
diabetu z4vislého na inzulinu (IDDM), slinivka tvofi malo
inzulinu nebo netvori ZA&dny inzulin, protoZe beta buiiky
tvofici inzulin byly znideny. U typu 1II neboli diabetu
nezavislém na inzulinu (NIDDM), slinivka tvo¥i inzulin, ale
tento inzulin neni a&¢inny. Termin také zahrnuje celou *adu
sekundarnich chorobnych stavi zplsobenych diabetem, jak
akutnich tak i chronickych, Jjako jsou nap¥. diabetické
komplikace, napf. hypoglykémie a hyperglykémie, retinopatie,

angiopatie, neuropatie a nefropatie.

Terminy "bunka“™ nebo "Zivo&isnd butika® nebo ,butika
zvitete”, jak se v tomto textu pouzZivaji, se tykaji kterykoliv
typh Zivo&idnych bunék, vcetné Zivolidnych bun&k vhodnych pro
transplantaci. Bunky Jjsou typicky primadrni bufiky =ziskané od
Zivo¢isného darce, ale mohou to byt sekundarni buiitky nebo
ekvivalentni butiky ze stabilni bun&&né linie. Buifiky mohou byt
pfipadné transfekovadny ex vivo expresnim vektorem, ktery zmé&ni
jejich funkci jistym zplGsobem. Bunky zahrnuji, aniZ by tento
vycet byl omezujici, nap#. buiky ostrOvk, nap¥. buriky, které
jsou ¢asti pankreatickych ostruvka, jaterni buiiky,
fibroblasty, buniky kostni df¥ené&, myocyty a kmenové buniky a
bunky (nap¥. neurony) centrdlniho nervového systému v&etné
michy. Termin "buniky ostrivkd" je pouZit v tomto textu jako
obecny termin oznacdujici shluky bunék v pankreatu (slinivce)
znamé jako ostruvky, napt. Langerhansovy ostruvky.
Langerhansovy ostruavky obsahuji nékolik typd bun&k, napf.
p-unky (které tvofi inzulin), o-bunky (které tvo¥i glukagony),
y-bunky (které tvori somatostatin), F-buifiky (které tvo¥i
pankreaticky polypeptid), enterochromafinni butiky (které tvori
serotonin), PP bufiky a D1 bufiky. Termin "kmenova butika" je v

oboru zném jako termin, ktery oznaduje buiiky majici schopnost
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se délit po nekone¢né obdobi v kulture, =ze kterych pak
vznikaji specializované bunky. Tento termin zahrnuje
napfiklad totipotentni, pluripotentni, multipotentni a
unipotentni kmenové bunky, napf. nervové, jaterni, svalové a

hemopoetické kmenové buiiky.

Termin "izolovand bunka" oznacuje buifiku, kterd byla Ije
odstranéna z tkané nebo organu, kde se bunka (nebo jeji
predchlidce) prirozené vyskytuje. Bullky mohou byt jen Castedlné
purifikovdny ze svého prirodniho prostfedi a byt pfitom
povazZovadny za "izolované". Napriklad neporu3eny (intaktni)
Langerhanstiv  ostrGvek se povaZuje za ostrivek tvoFfeny
"izolovanymi" butikami, jakmile je jednou Langerhans@v ostriGvek
vyjmut =ze slinivky a miZe byt fyzicky oddélen od dalSich
ostruvkl. Buifiky neporuSeného orgadnu Jjako napfiklad ledviny
nebo srdce nebo Casti organu, jako napfriklad krevni konzerva,
nejsou povazovany za "izolované bunky” dokud jsou stdle Castmi
organu.

Termin "organ" je pouZit v tomto textu jako obecny termin
oznadujici kteroukoliv anatomickou ¢&&st nebo element majici
specifickou funkci v té&le zvifete. DAale tento termin zahrnuje
podstatné Casti organl, nap¥. pojivové tkané ziskané z organu.
Takové organy zahrnuji, anizZz by vycet byl omezujici, ledviny,
jadtra, srdce, stfevo, napf. tlusté nebo tenké stfevo, slinivku
a plice. Dale jsou zahrnuty v této definici kosti a krevni

cévy, napf. aortalni transplantéty.

Termin "transplantace" Jje pouZit v predklddaném popisu
jako obecny termin oznacujici postup implantovani orgéanu,
tké&né, shluku bunék nebo individudlnich bunék do pacienta.
Termin "transplantace™ je definovadn v oboru jako prenos Zivych
tkdni nebo bunék od darce do p¥ijemce, s cilem udrZet funké&ni

integritu transplantované tkané& nebo bunék v piijemci (viz
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napr., The Merck Manual, Bérkow, Fletcher, and Beers, Eds.,
Merck Research Laboratories, Rahway, N. J., 1992). Termin
"bunécna transplantace" je pouZit v predklddaném popisu jako
obecny termin oznadujici postup pfeneseni alespon jedné buiiky,
napt. bunky ostruvka, pacientovi. Napr¥iklad takova
transplantace miZe byt provedena tak, Ze se vyjmou B-buiiky
(nebo neporuSené ostravky) ze slinivky darce a vloZi se do
téla pacienta-pfijemce, JjehoZ slinivka nemi@Ze produkovat
dostatek inzulinu. Terminy zahrnuji vSechny kategorie
transplantaci znédmé v oboru, kromé& transfizi. Transplantace
jsou rozt¥idény podle mista a genetického vztahu mezi darcem a
pfijemcem. Termin tedy zahrnuje nap¥. autotransplantace
(odebréni a pfrenos bunék nebo tkédné z jednoho mista do
stejného nebo jiného mista téhoZ pacienta), allotransplantace
(transplantace mezi ¢&leny stejného Dbiologického druhu) a
xenotransplantace (transplantace mezi ¢leny raznych

biologickych druhd).

Terminy "rejekce orgédnu"” nebo "transplantacni rejekce"
nebo jen "rejekce", p¥ripadné ,odvrZieni“ nebo ,odvrZeni organu“
a prislusné ekvivalenty Jjsou v oboru znadmy a Jjsou pouZity
v predklddaném popisu jako obecny termin oznadujici proces
rejekce/odvrZeni organu, tka&né& nebo buiiky u pacienta-p¥ijemce.
Zahrnuty podle definice Jjsou napfiklad t¥i hlavni typy
rejekce, které jsou obvykle identifikovdny v klinické praxi:
hyperakutni rejekce, akutni rejekce a chronickd rejekce (viz
nap¥., Oxford Textbook of Surgery, Morris and Malt, Eds.,
Oxford University Press, 1994).

Terminy "margindlni dAarce" a "margindlni organ" (pfipdné&
"hrani¢ni darce" a "hrani¢ni orgdn") Jjsou pouZity v tomto
textu Jjako obecny termin oznacdujici dérce nebo orgadn s

problémy, pro které jejich vyuZiti v transplantaci je horsi
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~neZz optimdlni. Napriklad hrani&ni darce miZe byt darce, ktery
je star3i neZz 50 rokli nebo ktery je postiZen chronickym
onemocnénim, které miZe ovlivnit funkci Stépu, nap¥. darce
trpici diabetem, HTA nebo ablzem alkoholu. Hranidni organ je
napfiklad (1) orgédn z takového, tj. vySe popsaného, darce nebo
(2) organ, ktery proSel dlouhou dobou tepelné nebo chladové
ischémie, nebo (3) orgén, ktery trpi anatomickou abnormalitou
(nap¥. malé a mnoholetné cévy, napf¥. v ledviné), kterd miaZe
zkomplikovat vaskuldrni  anastomézy (spojky), nebo organ

s vyskytem aterosklerotickych platt v cévéach.

Priprava plynnych kompozic

Kompozice obsahujici oxid uhelnaty mGZe byt plynné
kompozice obsahujici oxid uhelnaty. Stlageny nebo tlakovy plyn
uZiteény ve zplUsobech podle vyndlezu mlZe byt =ziskan
z kteréhokoliv komeréni zdroje a ve kterémkoliv typu nadoby
vhodné pro uchovavani kompozice ve formé& stlaCeného plynu.
Napfiklad stlacCené nebo tlakové (natlakované) plyny mohou byt
ziskdny =z kteréhokoliv zdroje, ktery doddva stladené plyny,
jako napfiklad kyslik, pro 1lékarské pouZiti. Tlakovy plyn
v€etné oxidu uhelnatého pro pouZiti ve zpusobech podle
pfedkladaného vynalezu miZe byt poskytnut tak, Ze vEechny
plyny poZadované pro dosaZeni vysledné kompozice (nap¥., CO a
O, a voliteln& N;, He a/nebo CO;) Jjsou smichadny v jedné
spole¢né nadobé. Je-1li to tfeba, zpusoby podle predklddaného
vyndlezu mohou byt provadény s pouZitim vét3iho podtu néadob
obsahujicich jednotlivé plyny. Napf¥iklad miZe byt poskytnuta
jedna néadoba, kterd obsahuje oxid uhelnaty, budto s dal3imi
nebo bez dalsich plynli, jejiZ obsah miZe byt podle pot¥eby
michédn se vzduchem mistnosti nebo s obsahem dal3ich nadob,

napf. nadob, které obsahuji kyslik, dusik, oxid uhli&ity,
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stlaceny vzduch nebo kterykoliv dalsi vhodny plyn nebo jejich
smési.

Plynné kompozice poddvané pacientovi podle predkladaného
vyndlezu typicky obsahuji 0 % aZ pfiblizZzné 79 % (hmotn.)
dusiku, ptibliZné 21 % aZ pribliZné 100 % (hmotn.) kysliku a
ptibliZzné 0,0000001 % aZ p¥ibliZné 0,3 % (hmotn.) (coZ

X

odpovidd pfibliZné& 0,001 ppm (tj. 1 ppb) azZ pribliZné& 3 000
ppm) oxidu uhelnatého. Vyhodné, mnoZstvi dusiku v plynném
pfipravku 3je ptribliZné 79 % (hmotn.), mnoZstvi kysliku je
pribliZzné 21 % (hmotn.) a mnoZstvi oxid uhelnatého je

pfibliZné 0,0001 % az ptfibliZné 0,25 % (hmotn.). MnoZstvi

¢

oxidu uhelnatého je vyhodné alespon p¥ibliZné 0,001 %, nap
alespon pifiblizné 0,005 %, 0,01 %, 0,02 %, 0,025 %; 0,03 %,
0,04 &%, 0,05 %, 0,06 &%, 0,08 &%, 0,10 %, 0,15 %, 0,20 %, 0,22 %
nebo 0,24 % hmotnostnich. Vvhodné rozsahy oxidu uhelnatého
zahrnuji ptriblizné& 0,001 % aZz p¥ibliZzné 0,24 %, p¥iblizZné
0,005 % aZ pribliZné& 0,22 %, pfibliZné 0,010 % aZ p¥ibliZné
0,20 % a ptiblizZné 0,015 % aZz p¥ibliZné 0,1 % hmotnostnich.
Bylo zjisténo, Ze kompozice obsahujici plynny oxid uhelnaty
majici koncentraci oxidu uhelnatého vy33i nez 0,3 % (jako
nap¥iklad 1 % nebo véts$i) mohou byt pouZity po kratkou dobu
(jako Jje napf. Jjeden nebo nékolik dechll), v zavislosti na
aplikaci. Jsou zejména uZitedné pro ex vivo aplikace, kdy
neni riziko otravy oxidem uhelnatym. KdyZ se plyn pouZiva pro
ptipravu atmosféry pro kultivaci bunék in vitro, plyn maZe
obsahovat také oxid uhli¢ity, coZ napomGZe udrzZovat pH média.
Oxid uhlic¢ity mbZe byt pf¥itomen nap¥. v mnoZstvi 1 % aZ 10 %,
obecné 5 % hmotnostnich.

Plynnad kompozice obsahujici oxid uhelnaty miZe byt pouZita

pro vytvoreni atmosféry, ktera obsahuje plynny oxid uhelnaty.

Atmosféra, ktera obsahuje vhodnou hladinu plynného oxidu
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uhelnatého mGZe byt vytvofena naptiklad tak, Ze se poskytne
nadoba obsahujici tlakovy plyn obsahujici plynny oxid uhelnaty
a uvolfiuje se tlakovy plyn z nddoby do komory nebo prostoru, a
uvnit? této komory nebo prostoru vznikd atmosféra, ktera
obsahuje plynny oxid uhelnaty. Jinak plyny mohou byt
uvolnovany do zarizeni, které Gsti do respirdtoru nebo dychaci
trubice, a které vytvadfi v respirdtoru nebo dychaci trubici
atmosféru obsahujici plynny oxid uhelnaty, &imZ je zajidté&no,
Ze pouze pacient je Jjedind osoba v mistnosti, kterd ke

vystavena vyznamné vy3$35i hladiné oxidu uhelnatého.

Hladiny oxidu uhelnatého v atmosfé¥e nebo ve ventiladnim
(dychacim) obvodu mohou byt mé&¥eny nebo sledovdny s pouZitim
jakéhokoliv zplsobu zndmého v oboru. Takové zpasoby =zahrnuji
elektrochemickou detekci, plynovou chromatografii, ¢iténi
pulzt radioizotopt, infracervenou absorpci, kolorimetrické a
elektrochemické metody =zaloZené na selektivnich membrdnach
(viz napf¥., Sunderman et al., Clin. Chem. 28: 2026-2032, 1982,
Ingi et al., Neuron 16: 835-842, 1996). Koncentrace oxidu
uhelnatého niZ$i neZz fadu ppm (milidéntiny) mohou byt
detekovany nap?¥. uZitim plynové chromatografie a detekce

radioizotopt.

Dadle je v oboru zndmo, Ze hladiny oxidu uhelnatého niZ3i
neZz v rozsahu ppm mohou byt méfeny v biologickych tkéanich
miniaturnim infracervenym senzorem plynu (,midinfrared gas
sensor", viz nap¥., Morimoto et al., Am. J. Physiol. Heart.
Circ. Physiol 280: H482-H488, 2001). Senzory pro detekci
plynného oxidu uhelnatého a jind =zafizeni pro detekci plyna

jsou bé&zZné dostupna z mnoha komerénich zdroja.

Priprava tekutych kompozic

Kompozice obsahujici oxid uhelnaty mGZe také byt kapalna
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kompozice obsahujici oxid uhelnaty. Kapalina muZe byt p¥eména
na kompozici obsahujici oxid uhelnaty kterymkoliv zplisobem
zndmym v oboru pro to, aby byly plyny rozpud3tény v kapalindch.
Tak napfiklad kapalina mGZe byt umisté&na v tzv. "CO,
inkubatoru" a vystavena kontinudlnimu pratoku oxid uhelnatého
az do té doby, kdy je dosaZena poZadovana koncentrace oxidu
uhelnatého v kapaliné. Dal3im pfikladem mtZe byt postup, kdy
je plynny oxid uhelnaty "probublavan" pfimo kapalinou aZ do té
doby, kdy je dosaZena poZadovand koncentrace oxidu uhelnatého
v  kapaliné&. MnoZstvi oxidu wuhelnatého, které miZe byt
rozpudténo v daném vodném roztok se zvySuje s klesajici
teplotou. Jedté dalsim p¥ikladem je postup, kdy vhodna
kapalina prochdzi trubic¢kami nebo hadic¢kami, které umozZnuji
difdzi plynu, kdy trubicky nebo hadicky prochazeji prostfedim
obsahujicim oxid uhelnaty (nap¥. p¥i pouZiti za¥izeni jako jJe
napfiklad mimoté&lni membrdnové okyslicovaci =za¥izeni). Oxid
uhelnaty tak difunduje do kapaliny a vytvari kapalnou

kompozici obsahujici oxid uhelnaty.

Kapalina miZe byt jakakoliv kapalina odbornikiim znami,
kterd je vhodnd pro podadvani pacientim (viz nap¥iklad Oxford
Textbook of Surgery, Morris and Malt, Eds., Oxford University
Press, 1994) nebo pro uchovavani organt, tkédni nebo bunék ex
vivo. Obecn& kapalina Jje vodny roztok. K pfrikladim vhodnych
vodnych roztokli pat¥i fyziologicky roztok pufrovany fosfaty
(PBS), roztok Celsior™, roztok Perfadex™, Collinstv roztok,
citrdtovy roztok a roztok podle Wisconsinské Univerzity (UW
roztok) (Oxford Textbook of Surgery, Morris and Malt, Eds.,
Oxford University Press, 1994). [Kapalné kompozice mohou
obsahovat oxid wuhelnaty v koncentraci v rozsahu ptribliZné
0,0001 az ptibliZné& 0,0044 g CO/100 g kapaliny, nap?¥. alespoinl
0,0002, 0,0004, o0,0006, 0,0008, ©0,0010, ©0,0013, 00,0014,
0,0015, 0,0016, 0,0018, 0,0020, 0,0021, 0,0022, 0,0024,
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06,0026, 0,0028, 0,0030, 0,0032, 00,0035, 0,0037, 0,0040 nebo
0,0042 g CO/100 g vodného roztoku. Vyhodné rozsahy zahrnuji
nap¥. p¥ibliZzn& 0,0010 aZ pfribliZné 0,0030 g CO/100 g
kapaliny, pfibliZné& 0,0015 aZ p¥ibliZn& 0,0026 g CO/100 g
kapaliny nebo p¥ibliZné& 0,0018 aZ pribliZn& 0,0024 g CO/100 g
kapaliny. Pro vodu p#i 0 °C Jje saturadni koncentrace

pribliZné 0,0044 g CO/100 g média.

Kterdkoliv vhodnd kapalina miZe byt saturovdna na
nastavenou koncentraci oxidu uhelnatého prostfednictvim
plynovych difuzérh. Jinak mohou byt pouZity ptedem ptripravené
roztoky, které prosly kontrolou kvality pokud jde o nastavenou
hladinu oxidu uhelnatého. Pfesnd kontrola davky miZe byt
provaddéna prostfednictvim méfeni pomoci membrany, ktera IJe
propustna pro plyn a nepropustnd pro kapalinu, a kterad e
pfipojena k analyzatoru oxidu uhelnatého. Roztoky mohou byt
saturovany aZ na poZadované U¢&inné koncentrace a udrZovany na
této hladin&. Jak u kapalnych tak i plynnych kompozic
pfimiseni inertniho plynu hélia mbZe zlep$it podani oxidu

uhelnatého do tkani/orgénu.

Lé¢eni pacientt pomoci kompozice obsahuji oxid uhelnaty

Predkladany vyndlez pfedpoklada pouziti kompozice
obsahujici oxid uhelnaty k oSetfovadni darcht a p#ijemcd a
k oSetfovani organt, tkani, shlukd bun&k a/nebo individudlnich
bunék ve kterémkoliv z kroklt z celého postupu odebirani,
uchovavani a transplantovani. Orgén, tkan, shluk bun&k nebo
individudlni buiky mohou byt odebrdny od darce, podrobeny
ex vivo plsobeni kompozice S oxidem uhelnatym  podle
pfedkladaného vynalezu a transplantovany do prijemce.
Alternativné nebo kromé& toho, orgéan, tkan, shluk buné&k nebo

individudlni buiky mohou byt podrobeny takovému pisobeni




_27_

in situ, zatimco Jjsou pritomny Jjesté v darci. Volitelné

kompozice obsahujici oxid uhelnaty mbZe byt podadvana prijemci

pfed, béhem, a/nebo po chirurgickém vykonu, nap¥. po té, co je

organ reperfundovidn prijemcovou krvi. Kompozice obsahujici

oxid uhelnaty mlZe také byt podavana darci pfred nebo béhem

postupu odebirani organu, tkang, shluku bunék nebo

individudlnich bunék.

Orgény, tkéané, shluky bunék a/nebo izolované builky mohou

byt odebrdny z diarce a transplantovany kterymikoliv metodami,

které jsou odbornikim zndmy (viz nap¥iklad Oxford Textbook of

Surgery, Morris and Malt, Eds., Oxford University Press,
1994). Odbornikovi je jasné, Ze metody odebirani a
transplantace mohou byt rlizné v zavislosti na mnoha
okolnostech, jako nap¥iklad na typu organu, tkané nebo bunék a
typu darce.

D4dle se predpokladd, Ze =zpusoby podle predkladdaného
vyndlezu, které jsou popsany v tomto textu, mohou byt pouZity

pro organy, tkané, shluky bun&k nebo izolované bunky ex vivo,

nap¥. pro tzv. bioartificielni organy, jako Jjsou napfiklad
bioartificielni jatra, ledvina nebo slinivka (viz nap¥f.
Sambanis et al, Cytotechnology 15:351- 363, 1994). Organy,

tkdné nebo buiky (nebo shluky bunék) mohou byt podrobeny

plsobeni oxidu uhelnatého budto predtim, neZ jsou vloZeny do

za¥izeni, nebo v pribé&hu pouzivani v za¥izeni, nebo lze uZit

obé zminéné mozZnosti. Alternativné nebo kromé& toho, darci miZe

byt podadvdn oxid uhelnaty pfed odstranénim organu, tkéni,
shluku bunék nebo individualnich bunék pro pouZiti ve zminéném
zafizeni.

Alternativné nebo kromé& toho buiiky mohou byt kultivovany,

jak bude je3té dAale popsano, a transplantovany do prijemce.

Pacient miZe byt podroben plsobeni kompozice obsahujici
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oxid uhelnaty kterymkoliv zplisobem zndmym v oboru podavani
plynd a/nebo kapaliny pacientlm. Predkladany vynalez
pfedpoklada systémové  podavani kapalnych nebo plynnych
kompozic obsahujicich oxid uhelnaty pacientim (nap¥. inhalaci
a/nebo polykénim) a topické podavani kompozic in situ do
pacientovych organli nebo tkani (nap¥. polykénim, insuflaci

a/nebo zavedenim do b¥isni dutiny).

Systémova aplikace oxid uhelnatého

Plynné kompozice obsahujici oxid uhelnaty mohou byt
podavany systémov& pacientovi, nap¥. pacientovi, ktery pravé
podstupuje a nebo pot¥ebuje podstoupit transplantaci. Plynné
kompozice obsahujici oxid uhelnaty Jjsou typicky podavany
inhalaci pfes hrdlo nebo nosni dutinu do plic, kde oxid
uhelnaty Jje snadno absorbovdn do pacientova krevniho obé&hu.
Koncentrace G¢inné slou€eniny (tj. CO) pouZitd v terapeutické
plynné kompozici zavisi na rychlosti absorpce, distribuce,
inaktivace a vyluCovani (obecné prost¥ednictvim dychéni) oxidu
uhelnatého a také na dal3ich faktorech, které Jjsou znamy
odbornikim. Je tfeba dale rozumét, Ze pro kteréhokoliv
konkrétniho pacienta je t¥eba upravit specifické davkovaci
schéma v pribéhu léc&eni podle individudlni potteby, na zaklad&
odborného néazoru osoby podavajici p¥ipravek nebo dohliZejici
na podavéani pripravku, p¥icdemZ rozsahy koncentraci uvedené
v pfedkléddané pfrihldSce jsou uvedeny pouze jako priklady a

nijak neomezuji rozsah ani realizaci p¥edkladdaného vynalezu.

Pfedkladany vyndlez podita také s akutnim, subakutnim a
chronickym podavanim oxidu uhelnatého, zdvislosti na
zavazZnosti nebo vytrvalosti chorobného stavu u pacienta. Oxid
uhelnaty miZe byt podadvan pacientovi po dobu (v3etné& neomezené

doby), kterd je dostateénd k 1é&eni a dosaZeni zamy3leného
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farmakologického nebo biologického udinku.
Ddle jsou uvedeny p¥iklady nékterych metod a zarizeni,
kterd mohou byt pouzZita k podavani plynnych kompozic

obsahujicich oxid uhelnaty pacienttm.

Ventiladni za¥izeni

Oxid wuhelnaty (koncentrace se miZe ménit) miZe byt
zakoupen jako smés se vzduchem nebo jinym plynem obsahujicim

kyslik ve standardnich n&dobadch pro stladeny plyn (nap¥. 21

N

% 02, 79 % N2). Je nereaktivni a koncentrace, které jsou
vyZadované pro zplsoby podle pfedkladaného vyndlezu jsou hodné
pod limitem ho¥lavosti (10 % ve vzduchu). P¥Fi nemocni&nim
uspotfadani, plyn bude pravdépodobné dopraven na misto u
nemocnié¢niho 1ltzka, kde bude pomoci smé&Sovaciho zaFizeni
michadn s kyslikem nebo vzduchem 2z mistnosti na poZadovanou
koncentraci. Pacient bude inhalovat smés plyni p¥es ventiladni
zatizeni, které Dbude nastaveno tak, aby to odpovidalo

pacientovym potfebdm a byly splnény poZadavky pFimé&Feného

komfortu. To Jje wurc¢en plicni grafikou (tzn. respiradni
rychlosti, respiraénim objemem apod.). Mechanismy, zabezpeéené>
proti selhéani, které zajistuii, aby pacient zbytecné

nedostdval vE&t3i neZ poZadované mnoZstvi oxidu uhelnatého,
mohou byt =zafazeny do aplikaéniho systému. Hladina oxidu
uhelnatého pacienta miZe byt monitorovédna tim, Ze se sleduje
(1) karboxyhemoglobin (COHb), ktery mlZe byt mé&fen v Zilni
krvi a (2) vydechovany oxid uhelnaty odebirany 2z vedlejsi
vétve ventilac¢niho za¥izeni. Expozice pacienta oxidu
uhelnatému mdZe byt upravena na zakladé pacientova zdravotniho
stavu a na =z&kladé uvedenych ukazatell. Pokud je to t¥eba,
oxid uhelnaty miZe byt odstranén z pacienta tim, Ze se pFepne

na inhalaci 100% O,. Oxid uhelnaty neni metabolizovadn, takZe
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jakékoliv mnozZstvi bylo inhalovédno, takové bude nakonec
vydychéno, kromé& velmi malého procenta, které je preménéno na
CO;. 0Oxid uhelnaty mtZe byt také michén s jakymkoliv mnoZstvim

O, pro uclely terapeutické podavéani oxidu uhelnatého bez

nasledného hypoxického stavu.

Oblicejovad maska a stan

Smési plynl obsahujici oxid uhelnaty se pfipravi stejné,

jak bylo uvedeno vySe, aby byla umoZnéna inhalace pacientem

pri pouZiti oblicejové masky nebo stanu. Inhalovana

koncentrace miZe byt ménéna a veSkery oxid uhelnaty miZe byt

0,.

%

odstranén tim, Ze se prosté prejde na 100 Bylo by vhodné

monitorovdni hladiny oxidu uhelnatého pfimo v masce a nebo
v blizkosti masky nebo stanu uzZitim spolehlivého mechanismu,
zabrénil, nebyla inhalovédna ptrilis vysoké

ktery Dby aby

koncentrace oxid uhelnatého.

Pf¥enosny inhaldtor

Stladeny oxid uhelnaty mGZe byt také vloZen do p¥enosného

inhala&niho za¥izeni (inhaldtoru) a inhalovdn v odmé&fenych
davkach, aby bylo moZné napfiklad preru3ované podavni
ptijemci, ktery neni hospitalizovan v nemocnicénim =zatizeni.

Ve vhodnych nadobdch mohou byt poskytnity rézné koncentrace
Zatizeni mtZe byt tak jednoduché, jako napft.
pod 5 kaqg)

(typu otevieno/zavieno)

oxidu uhelnatého.

mald nadoba (napf. s ptrim&¥en& nateddnym CO a

jednoduchym ventilem a trubici/hadici,

ze které pacient vdechne CO podle standardniho reZimu nebo

podle potteby.
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Intravendézni umé€la plice

Umeéla plice (zafizeni typu katétru pro vyménu plynd v
krvi) urcéend pro podadvani 0, a odstrafiovani CO, miZe byt uZita
pro aplikaci oxid wuhelnatého. Katétr, kdyZ Jje =zaveden, e
lokalizovan v jedné z velkych vén a Je schopen poddvat oxid
uhelnaty v poZadované koncentraci budto pro systémovou
aplikaci nebo lok&lni aplikaci na konkrétni misto. Aplikace
miZe tedy byt lokdlni aplikace vysoké koncentrace oxidu
uhelnatého po kratké casové obdobi na specifické misto (tato
vysokd koncentrace je pak rychle na¥edéna v krevnim ob&hu)
nebo relativné del3i systémovd expozice k niZ3i koncentraci
oxidu wuhelnatého (viz nap¥. Hattler et al., Artif. Organs
18(11) :806-812, 1994 a Golob et al., ASAIO J. 47(5):432-437,
2001).

Normobarickd komora

V ur¢ity pfipadech by bylo Z&douci vystavit celkové
pacienta oxidu uhelnatému. Pacient v akovém pripadé maZe byt
uvnit¥ vzduchotésné komory, kterd Jje pak naplnéna oxidem
uhelnatym (v koncentraci, kterd nepfedstavuje pro pacienta
Zddné ohroZeni nebo v koncentraci, kterd predstavuje pro
pacienta pfijatelné riziko, avSak bez rizika nechté&né expozice
nezucastnénych osob). Po ukonéeni poZadovnaé expozice miZe byt
komora zaplnéna vzduchem (napf. 21 % 0, 79 % N;) a vzorky
mohou byt analyzovédny uZitim analyzdtorl oxidu uhelnatého, aby
se zajistilo, Ze nepfetrvévaji Zadné zbytky oxidu uhelnatého
p¥ed tim, neZ je dovoleno pacientovi vystoupit =ze zatizeni,

kde byl exponovan.
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Vodné roztoky

Predkladany vyndlez d&ale pfedpoklada, Ze pro systémové
aplikace pacientovi mohou byt ptripraveny vodné roztoky
obsahujici oxid uhelnaty, nap¥. pro perordlni aplikace a/nebo

aplikace injekci do organismu, napr. intravendzni,

intraarteridlni, intraperitonedlni a/nebo subkutdnni injekci.

Konzervac¢ni pufry a kultivadni média mohou byt saturovana
na nastavenou koncentraci oxidu uhelnatého prostfednictvim
za¥izeni pro difazi plynd (difuzérli) nebo p¥edem p¥ipravenych

zdsobnich roztokll, u kterych kontrola kvality zabezpeluje, Ze

obsahuji.dané hladiny oxidu uhelnatého. Pfesnad kontrola davky

miZe byt dosaZena méfenim prostfednictvim membrany, kterad je

propustna pro plyn a nepropustnd pro kapalinu, a kterd je
pfipojena k analyzadtoru oxidu uhelnatého. Pufry a roztoky
mohou byt saturovany na poZadovanou uUc¢innou koncentraci a

udrZovany na této hladiné. Pro postupy, kdy Jje vyZadovana

perfiuze celého organu, tkadné nebo bunécného preparitu, predm

pfipravené saturované roztoky mohou byt snadno k dispozici pro

udrzeni hladiny oxidu uhelnatého. JestliZe hladina oxidu

uhelnatého poklesne, <&erstvy roztok miZe byt pfidén, aby

ktery koncentrace

tkané

nahradil se nahradil oxid wuhelnaty, o

poklesla. Jakmile je jednou provedena priprava organu,

nebo butky, tyto mohou byt pro transport udrZovany v roztoku

ve vzduchotésném obalu. Pritomnost inertniho plynu, hélia,

zpusobuje G¢innéjsi prijem oxidu uhelnatého.

Topické oSetfovani in situ a ex vivo orgdnt, tkani a

izolovanych bunék oxidem uhelnatym
Predkladany vyndlez poskytuje zplsoby transplantace orgénu

tkdné nebo tkéani,

krok,

shlukd bunék a/nebo izolovanych

kdy

nebo organt,

bunék. Zplsoby zahrnuji jsou pred transplantaci
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organy, tkane&, shluky buné&k a/nebo izolované builiky exponovany

pusobeni kompozice obsahujici oxid uhelnaty. Takové expozice

se mohou uskutec¢nit in situ a/nebo ex vivo. Organy, tkané
a/nebo  izolované buifiky mohou byt exponovany atmosfére
obsahujici plynny oxid uhelnaty, nebo tekutému prfipravku
obsahujicimu oxid uhelnaty, Jjako Je nap¥. tekutina pro

perfazi, roztok pro uchovdvadni nebo roztok pro proplachovani

e

obsahujici rozpuStény oxid uhelnaty, nebo 1lze uZit obé

moZnosti.

Expozice organu nebo tkané tekuté kompozci obsahujici oxid

uhelnaty mohou byt provadény ex viveo a/nebo in situ

kterymkoliv zpusobem znadmym v oboru. Tak napfiklad expozice
miZe byt provddéna ex vivo v jakékoliv komoFe nebd prostoru,
aby mohly byt orgdny nebo tkéanég,
do

ktery m& dostatec¢ny objem,

kompletné nebo <¢astecné ponofeny, kompozice/p¥ipravku

obsahujiciho oxid uhelnaty. Jako dalsi pfriklad lze uvést, Ze

orgadn nmlZe byt exponovan ptipravku obsahujicimu oxid uhelnaty

tak, Ze se organ vloZi do jakékoliv vhodné nadoby a piipravek

obsahujici oxid uhelnaty se nechd ,proplachovat™ nadobou
s orgénem, takZe organ je vystaven kontinudlnimu pritoku
pfipravku obsahujiciho oxid uhelnaty.

Alternativné orgadn mlzZe byt perfundovdn p¥ipravkem

obsahujicim oxid uhelnaty. Termin "perfaze" a terminy odvozené
jsou v oboru znadmy a uznavany a tykaji se prlichodu tekutiny,
nap¥. pripravku obsahujiciho oxid uhelnaty, krevnimi cévami
Metody pro perfundovadni orgdnd ex vivo a
dobfe byt

ex vivo,

orgadnu nebo tkané.

in situ Jjsou Vv oboru Znamy. Orgadny mohou

perfundovéany prfipravkem obsahujicim oxid uhelnaty
napfiklad pomoci =zarizeni pro kontinudlni hypotermni perfizi

of Surgery, Morris and Malt, Eds.,

1994).

(viz Oxford Textbook

Oxford University Press, Volitelné& p¥i in situ nebo
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ex vivo perfizi orgdny mohou byt perfundovany promyvacim
roztokem, napf. UW roztokem bez oxidu uhelnatého, pred perfizi
ptipravkem obsahujicim oxid uhelnaty, aby se odstranila
darcova krev z orgdnu. Takovy postup by mohl byt pouZit, aby
se zabrdnilo kompetici o oxid wuhelnaty hemoglobinem déarce.
Dalsi volbou muZe pripadné byt pouZiti pripravku obsahujiciho
oxid uhelnaty jakoZto proplachovaciho roztoku. Vhodnd kapalina
miZe prochdzet trubic¢kmai nebo hadickami, které umozZiuji
diftzi plynu, tyto trubidky nebo hadic&ky prochazeji atmosférou
obsahujici oxid uhelnaty (nap¥. pfes komoru, Jjako naptiklad
v pfripadé mimotélniho membradnového okyslicovaciho zatizeni),
aby se vytvoril tekuty prfipravek obsahujici oxid uhelnaty,
ktery pak maZe byt podadvadn do orgadnu (napf. perfundovat do

orgdnu tim, Ze se trubidky nebo hadicky napoji na organ)

Orgadn nebo tkan mohou byt umistény, nap¥. tak, Ze se
ponofi, do média nebo roztoku, ktery neobsahuje oxid uhelnaty,
a takto pak umistény do komory, kde je médium nebo roztok
vystaven atmosfére obsahujici oxid uhelnaty. Jinak nebo kromé
toho, oxid wuhelnaty mlZe Dbyt probubldvdn do média nebo
roztoku. Expopzice in situ mohou byt provddény jakymkoliv
zpasobem zndmym v oboru, nap¥. in situ zaplavenim nebo
perfundovdnim orgdnu tekutym pfipravkem obsahujicim oxid
uhelnaty (viz Oxford Textbook of Surgery, Morris and Malt,

Eds., Oxford University Press, 1994).

Predklddany vyndlez také predpokladd, Ze kterékoliv
z metod nebo vSechny vySe popsané metody pro vystavoveni
organid nebo tkénii tekutému pripravku obsahujicimu oxid
uhelnaty, jako je nap¥. promyti, ponofeni nebo perfundovani,

mohou byt pouzZity v uré&itych transplantacnich postupech.

Pfedklddany vyndlez d&le poc¢itd s tim, Ze miZe byt

pfipravena i. tuhd nebo polotuhd kompozice obsahujici oxid
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uhelnaty. Napfiklad tekutina, kterd Jje tekutou kompozici

obsahujici oxid uhelnaty, Jjak byla popsdn vySe, miZe byt

pfeménéna na tuhou nebo polotuhou kompozici, kterou pak orgén

nebo tkan mohou byt pokryty nebo pfevrstveny nebo do ni

Alternativné oxid

byt

zality. polotuhd kompozice obsahujici

uhelnaty maZe vnesena do organu infizi. Pevné nebo

polotuhé kompozice mohou byt vytvo¥eny napfiklad pridanim

ztuZujiciho ¢inidla, 3jako Jje napriklad gelatinac¢ni <¢&inidlo

(napt¥. kolagen nebo algindt), do tekutiny.

Tkanové kultury

Pfedkladany vynalez poskytuje také zplasob uchovadvani nebo

kultivace Zivodéisnych bunék in vitro. Zpusob zahrnuje kroky,

kdy se poskytne nadoba obsahujici tlakovy plyn obsahujici

plynny oxid uhelnaty, poskytnou se ZzZivo&id3né bunky in vitro

a tlakovy plyn se uvolni do nadoby, kde vznikne atmosféra,

kterd obsahuje plynny oxid uhelnaty. Zivo&iZné bufiky jsou pak

kultivovdny nebo jen udrZovidny v pritomnosti atmosféry

obsahujici plynny oxid uhelnaty.

Zplisob mlZe byt realizovdn v jakékoliv komofe nebo v

prostoru vhodném pro vytvofeni atmosféry, kterd obsahuje

vhodné hladiny oxidu uhelnatého. Takové komory nebo prostory

zahrnuji napf¥. inkubdtory, sméSovaci nadoby a jakékoliv jiné

niddoby vhodné pro kultivaci nebo uchovavni bunék, jako jsou

naptriklad kultiva¢ni 1lahve pro rotac¢ni kultivac¢ni =zarizeni

(rolery), kultivacéni 1lahve pro tkanové kultury, Petriho misky

a zkumavky. Napt¥iklad mlZe byt pouZit CO,; inkubdtor, kam IJe

plynny oxid uhelnaty doddvdn p¥i kontinudlnim pritoku

z nadoby, kterad obsahuje plyn. Jako dalsi ptiklad maZe byt

pouzita kultivac¢ni lahev pro roler, kterd obsahuje atmosféru

obsahujici oxid uhelnaty uvnitf¥ lahve.
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Odbornikovi Jje =zfejmé, Ze kultivaéni podminky, nap¥.
teplota, mohou byt zvoleny a/nebo zménény v zavislosti na typu
bunék, kter maji byt kultivovany (viz nap¥iklad Cells: A
Laboratory Manual, Spector and Leinwand, Eds., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1997).
Napfiklad myS8i inzulinomovd buné&&nd linie BTC3 (DSMZ,
Braunschweig, Némecko) mlZe byt inkubovdna ve zvlh&ované

atmosféfe 5% C0,/95% vzduch p¥i 37 °C.

Zivotisné bufky mohou byt vneseny, nap¥. resuspendovany
nebo vnoreny do tekutého média. Médium miZe byt kterékoliv
médium zndmé odborniktm, které Jje vhodné pro kultivaci,
konzervaci nebo promyti poZadovanych bunék (viz nap¥iklad
Cells: A Laboratory Manual, Spector and Leinwand, Eds., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York,
1997). K medilm takového typu pat#i, ale bez omezeni, razné
pufry, Eagleovo minimadlni esencidlni médium (MEM) ,
Dulbeccem/Vogtem modifikované Eagleovo minimadlni esencidlni
médium (DMEM) nebo médium Roswell (Roswell Park Memorial
Institute) institutu (RPMI). Takovd média mohou také obsahovat
vhodné dopliky, napt. fetdlni bovinni sérum (FBS),
individualni  aminokyseliny, antibiotika a/nebo vitaminy.
Napfiklad médium mtZe byt RPMI médium 1640 (Life Technologies,
Grand Island, New York) doplné&né 2 mM L-glutaminem, 100 U/ml
penicilinu G, 100 U/ml streptomycinu a 10 % fetdlnim telecim
sérem (FCS) (Life Technologies). V takovych provedenich
pfedkladdaného vynalezu, kde bumiky jsou v tekutém médiu, buifiky
mohou byt exponovany kompozici obsahujici oxid uhelnaty
kontaktem tekutého média s tlakovym plynem obsahujicim oxid
uhelnaty, napf. s plynnym oxidem uhelnatym uvblﬁovanym ze

zdroje tlakového plynu zpusobem podle vyndlezu.

V dalsim provedeni predklddaného vyndlezu je tekutym
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médiem samotnd kompozice obsahujici oxid uhelnaty, p¥ipravend
zpusobem, jak je zde popsdno. Médium miZe byt nasyceno oxidem

uhelnatym pfed nebo po p¥idani bunék do média.

Pfedkladany vyndlez dale =zahrnuje moZnost, Ze miZe byt
pfipraveno tuhé nebo polotuhé médium, kde toto tuhé nebo
polotuhé médium je kompozici obsahujici oxid uhelnaty.
Napfiklad tekuté médium, které je kompozici obsahujici oxid
uhelnaty, Jjak bylo popsédno vySe, miZe byt prem&né&no na tuhé
nebo polotuhé médium, kterym mohou byt bufiky pokryty nebo
ptevrstveny nebo do ného =zality. Takovy postup miZe byt
proveden napfiklad tim, Ze se do média p#idd gelatinadni

C¢inidlo jako je napfiklad kolagen, alginat nebo agar.

PouZiti hemoxygendzy-1, slouceniny asociované s hemoxygendzou-

1 a dalsi sloucdeniny p¥i léceni

Pfedkladany vynalez dale zahrnuje indukci nebo expresi
hemoxygenazy-1 (HO-1) ve spojeni s podavanim oxidu uhelnatého.
HO-1 miZe byt poskytnuta pacientovi prost¥ednictvim indukce
nebo exprese HO-1 u pacienta nebo poddvadnim exogenni HO-1
p¥imo pacientovi. Termin "indukovat", jak se v tomto textu
pouziva, znamenad zplsobit zvySenou produkci proteinu, nap¥.
HO-1, v izolovanych butikdch nebo buiikdch tk&n&, organu nebo
Zivo&ichovi, a sice s vyuZitim bufice vlastniho endogenniho

(tedy nikoliv rekombinantniho) genu, ktery kéduje protein.

HO-1 miaZe byt indukovédna u pacienta, nap¥. darce a/nebo
prijemce, kterymkoliv zplsobem, ktery dje znam v oboru.
Napfiklad produkce HO-1 mohou byt indukovdna heminem,
protoporfyrinem s Zelezem nebo kobaltem. Celd *tada dal3ich
¢inidel krom& hemu, jako jsou nap¥. t&Zké kovy, cytokiny,
hormony, oxid dusnaty, COCl;, endotoxin a tepelny 3&ok, jsou

také silnymi induktorx HO-1 exprese (Otterbein et al., Am. J.
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Physiol. Lung Cell Mol. Physiol. 279:L1029-1L1037, 2000; Choi
et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 15:9-19,1996; Maines,
Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 37:517—554, 1997; and
Tenhunen et al., J. Lab. Clin. Med 75:410-421, 1970). HO-1 je
také siln& indukovdna celou *adou ¢&inidel a podminek, které
zpusobuji oxidaéni stres, v&etné nap¥. peroxidu vodiku,
depletort glutathionu, UV za&feni a hyperoxie (Choi et al., Am.
J. Respir. Cell Mot. Biol. 15: 9-19, 1996; Maines, Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 37:517-554, 1997; and Keyse et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:99-103, 1989). Termin
"farmaceuticky p¥ipravek obsahujici induktor HO-1" oznaduje
podle vyndlezu farmaceuticky p¥ipravek obsahujici kterékoliv
¢inidlo schopné indukovat HO-1 u pacienta, nap¥. kterékoliv
z ¢inidel vy3e popsanych, nap?. hemin, protoporfyrin s Zelezem

a/ nebo kobaltem.

Exprese HO-1 v bufice miZe byt =zvySena prostfednictvim
pfenosu genu. Termin "exprimovat", Jjak se v tomto textu
pouZiva, znamenad privodit zvySeni produkce proteinu, nap¥.
HO 1 nebo ferritinu, v izolovanych butikdch nebo bufikdch tkang,
organu nebo zvifete tim, Ze se vyuZije exogenn& dodany gen
(napf. rekombinantni gen). HO-1 nebo ferritin je vyhodné&
stejného biologického druhu (napt. ¢lovéka, my3i,
laboratorniho potkana apod.) jako transplantadni p¥ijemce, aby
byla minimalizovana jakdkoliv imunitni reakce. Exprese mtZe
byt fizena konstitutivnim promotorem (nap¥. promotorem =z
cytomegaloviru) nebo tkanové specifickym promotorem (napf.
promotor genu pro mléény protein pro buifiky prsni Z214zy nebo
promotor genu pro albumin pro jaterni buriky). Vhodny vektor
pro genovou terapii (napt. retrovirus, adenovirus,
adenoasociovany virus (AAV), poxvirus (virus vakcinie), virus
humanni imunodeficience (HIV), maly virus mysi, virus

hepatitidy B, ch¥ipkovy virus, Herpes Simplex virus 1
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a lentiviry) kédujici HO-1 nebo ferritin miZe byt podavan
pacientovi perordlné, inhalaci nebo injekci do vhodného mista
pro léceni rejekce transplantdtu. Zejména vyhodné je 1lokdlni
podavani ptrimo do darcovského organu, tkané nebo k buikim,
které maji byt transplantovidny, nebo do misto transplantace
v prijemci. Podobné& také mohou byt poddvany plazmidové vektory
kédujici HO-1 nebo apo-ferritin, nap#. jako holad DNA nebo DNA

v lipozomech nebo v mikroCasticich.

Ddle miZe byt exogenni HO-1 protein p#imo podavéan
pacientovi jakymkoliv zplsobem zndmym v oboru. Exogenni HO-1
miZe byt p¥imo poddvéna krom&, nebo jako alternativa, indukce
nebo exprese HO-1 u pacienta, Jjak bylo popséno vyse. HO-1
protein miZe byt poddvan pacientovi nap#iklad v lipozomech
a/nebo jako fuzni protein, nap¥. jako TAT-fuzni protein (viz

napf?. Becker-Hapak et al., Methods 24:247-256, 2001).

Alternativné nebo kromé& toho, kterykoliv =z produktt
metabolismu HO-1, napf. bilirubin, biliverdin, Zelezo, a/nebo
ferritin, miZe byt poddvan pacientovi ve spojitosti, s oxidem
uhelnatym nebo misto ného, aby se zabradnilo nebo se 1é&¢&il
chorobny stav. Dale predklddany vyndlez tké ptredpoklada, Ze
také molekuly vazajici Zelezo jiné neZ ferritin, napf.
desferoxamin (DFO), dextran Zeleza a/ nebo apoferritin, mohou

byt podavany pacientovi. Kterékoliv z vySe uvedenych sloudenin

mohou byt podavany pacientovi topicky a/ nebo systémové.

Také podle predklddaného vyndlezu pfichdzi do davahy
podavani oxid dusnatého (NO) pacientovi nebo do organd, tkani
a/ nebo izolovanych buné&k, ve spojitosti s podavéni oxid
uhelnatého, HO-1 a/nebo sloudenin asociovanych s HO-1. Tento
postup =zahrnuje poskytnuti NO dérci, pfijemci nebo nebo
organu, tkani nebo buinkdm ex vivo, ve spojitosti s podavanim

HO-1 a nebo kteréhokoliv z produktd nebo vSech produktt
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degradace hemu, nap¥. CO, biliverdinu, bilirubinu, Zeleza a

ferritinu.

Termin "oxid dusnaty" (nebo "NOY“), jak se v tomto textu
pouZiva, oznacuje molekuldrni oxid dusnaty v plynném stavu
nebo rozpustény ve vodném roztoku. Plynné kompozice/pfipravky
obsahujici NO jsou typicky podavany inhalaci hrtanem nebo
nosem do plic, kde NO mlZe uplatnit uadinek p#imo nebo je
snadno absorbovan do pacientova krevniho obé&hu. Stlacdeny nebo
lakovy plyn, nap¥. NO (a/nebo CO, Jjak bylo popséno podrobn&ji
vySe), pouZitelny ve zplUsobech podle vyndlezu, miZe byt ziskan
z kteréhokoliv komer&niho =zdroje a v jakémkoliv typu né&doby,
ktery Jje vhodny pro uchovavani stlaceného plynu. Je-1li to
potteba, zplisoby podle pfedkladaného vyndlezu mohou byt
provaddény s pouzitim vice nddob obsahujicich individualni
plyny. Alternativné, CO a NO mohou byt smichany v jedné nadobé&

a natedény, je-li to t¥eba, inertnim plynem.

NO pro inhala¢ni podavani je dostupny komerdné (napft.
INOmax™, INO Therapeutics, Inc., Clinton, NJ). Plyn maZe byt
ziskan od komer&niho dodavatele typicky jako smés 200 az -
800 ppm NO v &istém N, . Zdrojem NO miiZe byt v podstat& 100% NO
nebo NO naredény N; nebo kterymkoliv Jjinym inertnim plynem
(napf. hélium) na jakoukoliv poZadovanou koncentraci.vZésadni
je, aby byl NO uchovavan Jjako sm&s bez jakéhokoliv
kontaminujiciho O, nebo vy38ich oxidd dusiku, protoZe tyto
vy83i oxidy dusiku (které mohou vznikat reakci O, s NO) Jjsou
potencidlné 8kodlivé pro plicni tkéné. Je-li to t¥eba, &istota
NO méZe byt prokdzdna chemiluminescen&ni analyzou, s pouZitim
zndmé metody, pfed podadvadni pacientovi. Chemiluminescen&ni
analyzatory pro NO-Nox jsou komer&né dostupné (nap#¥. Model 14A,
Thermo Environmental Instruments, Franklin, MA). smé&si NO-N,

smé&ji byt michdny s plynem obsahujicim O, (napf. 100% O, nebo
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vzduchem) tésné pred inhalaci pacientem, s pouZitim naptiklad
kalibrovaného rotametru, ktery byl predtim ovéfen pomoci
spirometru. Kone&nd koncentrace NO ve sm&si pro dychani maZe
byt ovéfena chemickymi nebo chemiluminescen&nimi postupy,
které jsou odborniklim dob¥e zndmy (nap¥. Fontijin et al., Anal
Chem 42:575, 1970). Alternativné koncentrace NO a NO, mohou byt
monitorovany pomoci elektrochemickych analyzatort. Jakékoliv
neCistoty, jako Jje napfiklad NO;, mohou byt odstran&ny
expozici k roztokim NaOH nebo smé&si hydroxidu barnatého a
oxidu vépenatého nebo smé&si hydroxidu sodného a oxidu
vapenatého. Jako kone¢nd kontrola sm&si plynd miZe byt

vyhodnocovdna i koncentrace FiO,.

Farmaceutické kompozice/pfipravky obsahujici NO mohou byt
podavény jakymkoliv zplisobem, ktery 3je odbornikim znadm pro
podavani plynd (plynnych p¥ipravkl) pacientim. Bezpedné a
u¢inné zplsoby podavani NO inhalaci Jjsou popsény napt.
patentech US &. 5 570 683 a &. 5 904 938 a publikaci Frostell
et al., Circulation 83:2038-2047, 1991: N&které pifiklady
zplisobl pro podavéni plynd (jako nap#iklad CO) pacientim byly
popsany podrobé&ji vySe a mohou byt pouZit k podavani NO.
Pfiklady metod a zafizeni, kterd mohou byt pouZita k podavat
plynnych farmaceutickych p#ipravkd obsahujicich NO pacienttm
zahrnuji dychaci pristroje, oblicejové masky a stany, pfenosné
inhaladtory, intravenézni umé&lé plice (viz napf., Hattler et
al., Artif. Organs 18(11):806-812, 1994 a Golob et al., ASAIO
J., 47(5):432-437, 2001) a normobarické komory. Nicméng,
vlastnosti NO dovolovuji/vyzZaduji nékteré modifikace té&chto
metod. V nemocnici nebo nouzové polni situaci, podavani
plynného NO miZe byt uskutednéno napfiklad tim, Ze se pFipoji
nadrz stlaceného plynu obsahujici NO v dusikové atmosféfe a
druh& nadrZz obsahujici kyslik nebo smé&s kyslik/N2 (jako

napfiklad vzduch), k inhaldtoru urdenému pro vytvafeni smési
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plynl ze dvou zdroju. Tim, Ze se ¥idi pritok plynu z kaZdého
zdroj, miZe byt koncentrace NO inhalovand pacientem udrZovana
na optimalni hladiné&. NO mGZe také také byt michdn se vzduchem
z mistnosti, S pouzZitim standardnich nizkopritokovych
smésovacich zafizeni (nap¥. Bird Blender, Palm Springs, CA).
NO miZe byt tvofen z N, a 0, (tj. vzduchu) s pouZitim
elektrického generatoru NO. Vhodny NO generdtor je popséan
v patentu US 5 396 882. Kromé toho NO miZe byt preruSované
poskytovan z inhaldtoru vybaveného zdrojem NO, jako stladeny
NO nebo elektricky generdtor NO. PouzZiti inhaldtorl miZe byt
zvlasté vyhodné, JjestliZe ije ve spojeni s NO podéavéana,
peroralné nebo inhalaci, druhd slouCenina (nap¥. inhibitor

fosfodiesterazy, jak je popsano podrobné&ji dale).

Vyhodné je ve farmaceutické kompozici obsahujici plynny NO
koncentrace NO v dobé& inhalace pt¥ibliZné 0,1 ppm aZ p#ibliZné&
300 ppm, nap¥. 0,5 ppm aZz 290 ppm, 1,0 ppm aZ 280 ppm, 5 ppm
az 250 ppm,10 ppm azZz 200 ppm nebo 10 ppm aZ 100 ppm, ve
vzduchu, v cistém kysliku nebo jiném vhodném plynu nebo smési
plynG. Vhodnd podadtedni davka pro NO podadvané inhalaci maZe
byt 20 ppm (viz nap¥. pfibalovd informace u p#ipravku INOmax™)
a davka se mlZe ménit napf. od 0,1 ppm do 100 ppm, Vv
zdvislosti na véku a stavu pacienta, onemocnéni nebo chorobném
stavu, které maji byt 1léCeny, a dal3ich faktorech, které
oSetfujici lékar povaZuje za relevantni. Akutni, subakutni a
chronické podavani NO jsou predpokladdany podle predkladaného
vynalezu. NO mGZe byt poddvadn pacientovi po n&jakou dobu
(vCetné neomezené) dostatednou k léceni daného stavu a
dosaZeni zamy3leného farmakologického nebo biologického
U¢inku. Koncentrace miZe byt prechodné zvySena po kratkou
dobu, napf. 5 minut, na 200 ppm NO. To miZe byt provedeno,
kdyz Jje ocCekavan okamZity ac¢inek. Vyhodné doby expozice

pacienta k NO =zahrnuji alespoil jednu hodinu, nap¥. alespoii
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Sest hodin, alesponl jeden den, alesponl jeden tyden, dva tydny,
¢tyri tydny, Sest tydng, osm‘tdeﬁ, deset nebo dvanict tydna,
alesponn jeden rok, alesponn dva roky a alesponn pét rokt.
Pacient miZe byt exponovan k takové atmosfére neptetrzité nebo
pferuSované béhem takovych obdobi. Podavani farmaceutickych
kompozic obsahujicich NO (a/nebo CO) se miZe provadét

prostfednictvim spontdnni nebo nucené (mechanické) ventilace.

KdyZz je podavan NO pro inhalaci, 3je t¥eba, aby byly
monitorovany uU¢inky inhalace NO. Takové monitorovani miZe byt
vyuZito, zejména u konkrétniho jedince, k ové&feni poZadovanych
u¢inkl a rozpozndni nezZddoucich vedlejsich U¢inkl, které Dby
mohly nastat. Takovy monitorovani Jje také uZite&né pro
nastaveni vhodnych davek, doby a frekvence podavadni inhalaci

NO danému jedinci.

Plynny NO mlZe byt rozpustén ve vodném roztok a pouZit
v této formé. Naptiklad takovy roztok miZe byt pouZit jako
lazen pro orgédn, tkan nebo bufiky ex vivo nebo miZe byt pouZit
k perfundovdni orgdnu nebo tkani in situ. Roztok mlZe
obsahovat dals$i G¢inné 1atky Jjako nap¥iklad CO, HO-1, hem,

biliverdin a/nebo bilirubin.

MGZe byt potfebné prodlouZit prospé&3né uc¢inky inhalovéni
NO u pacienta. Pro wurceni toho, Jjak prodlouzit prospésné
u¢inky inhalovéni NO, je uZitedéné zvazit, Ze jeden z UCinkd NO
in vivo je aktivace rozpustné guanylatcyklazy, coZ stimuluje
produkci cGMP. Alespon néktery 2z prospésnych U¢inkli NO miZe
byt vysledkem stimulace biosyntézy cGMP. TakZe inhibitor
fosfodiesterdzy miZe byt poddvén ve spojeni s inhalaci NO, aby

inhiboval rozklad cGMP plsobenim endogenni fosfodiesterazy.

Inhibitor fosfodiesterdzy miZe byt podadn pacientovi
jakymkoliv vhodnym zplsobem, v&etné& cesty perordlni, pfes

sliznici, intravendzni, intramuskularni subkutanni nebo
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intraperitonedlni. Alternativné inhibitor miZe byt také

inhalovan pacientem. Pro inhalaci je inhibitor fosfodiesterdzy

vyhodné pfipraven jako suchy prédsek nebo jako roztok pro

aerosol nebo nebulizdtor majici C¢astice nebo kapiCky velikosti

men3i 10 pm pro optimdlni usazeni v alveolech, a p¥ipadné miZe

byt inhalovdn v plynu obsahujicim NO.

Vhodh?m inhibitorem fosfodiesterdzy je nap¥. Zaprinast

(M&B 22948, 2-o-propoxyfenyl-8-azapurin-6-on, Rhone-Poulenc

Rorer, Dagenham Essex, UK). Zaprinast selektivné inhibuje

hydrolyzu cGMP s minimd&lnim uG¢inky na rozklad eni z cyklického

adenosinmonofosfatu v bunkdch hladkého svalstva cév (Trapani
et al, J Pharmacol Exp Ther 258:269, 1991; Harris et al, J
Pharmacol Exp Ther 249:394,1989; Lugnier et al., Biochem
Pharmacol 35:1743, 1986; Souness et al., Br J Pharmacol
98:725, 1989). Kdyz se pouzije Zaprinast (Zaprinast™)
v souladu s pfedkl&danym vyndlezem, vyhodnou cestou je

intravendézni nebo perordlni podavani. Rozsah vhodnych davek

miZe byt snadno urc¢en odbornikem. Zasocbni roztok Zaprinastu

maZe byt pfipraven v 0,05 N NaOH. Roztok se pak fedi

Ringerovym laktatovym roztokem na poZadovanou konecnou

koncentraci Zaprinastu, tésné pfred pouZitim.

Pfedkladany vynadlez mGZe byt realizovan také uZitim jinych

inhibitort fosfodiesterdzy. Razné inhibitory fosfodiesterazy

jsou v oboru zndm, v&etné napf¥. Viagry® (citradt sildenafilu),
dipyridamolu a teofylinu. Vhodny zplsob podadvdni a vhodné
rozsahy davek mohou byt urceny odbornikem.

Podavani NO s inhibitorem fosfodiesterdzy miZe byt

provadéno nasledujicim zpisobem. NO je podavan v koncentraci

20 ppm ve vzduchu po dobu 45 minut. Na zacdtku 45 minutového

intervalu je podavan 4 minuty intravendézni inflzi Zaprinast,

v davce 1,0 mg na kg té&lesné hmotnosti, po té néasleduje
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kontinudlni infize 0,004 mg/kg/minuta po celou dobu zbavajici
do 45 minut. Alternativné Jje na =zacdtku 45 minutového
intervalu poddvan po 4 minuty dipyridamol, v davce 0,15 mg na
kg télesné hmotnosti, a poté néasleduje kontinudlni infuaze
0,004 mg/kg/minuta po zbytek 45 minutového intervalu.
Zaprinast nebo dipyridamol je poddvan jako roztok ve

fyziologickém roztoku.

Y kontextu transplantaci predklddany vynélez dale
pfedpoklédd, Ze dalsi postupy znadmé v oboru pro =zlepSeni
pteZivani/funkce &St&pu mohou byt pouZity spolu s postupy
popsanymi v ptedkladdané p¥ihldsce. K takovym postupim patki,
ale bez omezeni, imunosupresivni lééba a darcovsky specifické
transfize (DST). Naptriklad DST mohou byt podavany prijemci
pted, béhem a/nebo po podavadni CO, HO-1, dalsich s hemem
asociovanych produktd a nebo NO prijemci. Takové podavani,
nap¥. podavani DST spolu s 1lécebnym postupem popsanym
v predkladané pirihlasSce, miZe byt provadéno pred, béhem a/nebo

po transplantaci.

Priklady provedeni vynalezu

Pfiklad 1

Oxid uhelnaty chrani pankreatické pB-buntky p¥ed apoptdzou a

zlep8uje funkce/pfeZiti ostrvkld po transplantaci

Bunécné kultury

My3i nesidiomovd bunécnd linie BTC3 (DSMZ, Braunschweig,

SRN) byla kultivovadna v Dulbeccové modifikovaném Eagleho médiu
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(DMEM) (Life Technologies, Grand Island, NY, USA) doplnéném
2mM  L-glutaminem, 100 U/ml penicilinu G, 100 U/ml
streptomycinu a 10 % fetdlniho teleciho séra (FCS) (Life
Technologies) a inkubovdna ve zvlhCované smé&si 5 % CO0,/95 %
vzduchu ve 37 °C. Tato my$3i linie PB-bun&k, pochazeijici =z
transgenni myS8i nesouci hybrid inzulin - promotor nadorového
antigenu opi&iho wviru 40, Jje znadmd tim, Ze si =zachovava
vlastnosti diferencovanych p-bunék po pfiblizZné 50 pasdzi v
kultufre. Butiky produkuji zraly inzulin z proinzulinu I a II
zplsobem srovnatelnym s p-bunkami in vivo a jsou indukovatelné
aZz na tricetindobek glukdézou (Efiat et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85:9037-41, 1988). Ve srovndni s jinou c¢asto
pouzZivanou transformovanou linii B-bunék, Jjako napriklad
RIN-m5F nebo HIT, hladiny sekretovaného inzulin jsou bliZsi
normalnim p-buntkdm bunécné linie RBTC3. TakZe tyto buriky jsou
uzitecné pro vyzkum regulace a genové exprese p-bunék (D'Ambra

et al., Endocrinology 726:2815-22, 1990).

Pankreatickd Langerhansovy ostrivky my8i C57BL/6 byly
dodany z centrdlni laboratofe pro izolaci ostrivkl Joslinova

diabetologického centra.

Vitdlni barveni krystalovou violeti

RTC3 butiky byly vysety v mnoZstvi 2 x 10° bundk (Nunc,
Marsh Products, Rochester, NY, USA). Bunky byly promyty Jjednou
500 pl PBS a obarveny pomoci 200 ul 0,05% krystalové violeti
ve 20% ethanol po dobu 10 minut p#i teploté mistnosti.
Krystalové violet pak byla opladchnuta. K eluci barviva z bunék
bylo pf¥iddno do kazZdé jamky 100 pl 50% kyseliny octové. 50 ul
pak bylo pfeneseno do 96 jamkové mikrotitrac¢ni destilky a
vyhodnoceno na C&tecim zatizeni pro mikrotitraéni desticky

(EL 340 Biokinetics Reader, Bio-Tek Instruments) na absorbanci
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pfi 562 nm.

Expresni plazmidy

B~galaktosiddzovy expresni vektor (Clontech Laboratories,
Palo Alto, California) byl klonovan do vektoru pcDNA3 (Solo et
al., J. Immunol. 166:4185-4194, 2001) (Invitrogen, Carlsbad,
California). XhoI-HindIII fragment velikosti 1,0 kbp kédujici
kompletni HO-1 c¢DNA laboratorniho potkana byl vy3tépen
z vektoru prHO-1 (Shibahara et al., J. Biochem. 113:214-218,
1993) a subklonovan do vektoru pcDNA3.

Prechodna transfekce

BTC3 byly vysety v mnoZstvi 3 x 10° buné&k do 16mm jamek a
transfekovany za 15 aZ 20 hodin s pouZitim <&inidla
Lipofectamin Plus™ (Life Technologis) podle instrukcci
vyrobce. Celkovd DNA byl udrZovdna konstantni s pouZitim
prazdného vektoru pcDNA3. Procento Zzivotaschopnych bun&k bylo
hodnoceno tak, Ze se normalizovalo procento Zivotaschopnych
bunék z kaZdé DNA preparace k podtu kontrolné& transfekovanych
bun&k bez apoptotického podnétu (100% Zivotaschopnost) (Snares
et al., Nature Med. 4:1073—1077, 1998; Sato et al., J:
Immunol. 166:4185-4194,2001).

PrGtokova cytometrie

BTC3 bunky kultury byly inkubovany s rekombinantnim TNF-«
(500 nebo 1000 U/ml (R&D Systems) po dobu 24 hodin a kultury
ostravkd byly stimulovany  TNF-o (5000 U/ml (R&D Systems) a
cyklohexamidem (CHX) (50 pg/ml) po dobu 48 hodin. PBTC3 buiky

nebo ostrivky byly ziskdny, dispergovany, fixovany v 70%
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ethanolu a suspendovédny v DNA znadicim pufru (PBS, pH 7,4,
obsahujici 0,1% Triton X-100, 0,1 mM EDTA, 50 ng/ml
propidiumjodid a 50 mg/ml Rnase A). Obsah DNA byl analyzovan
na FACSCAN™ analyzatoru vybaveném softwarem Cell Quest™
(Becton Dickinson, Palo Alto, CA). Bufiky s norma&lnim obsahem
DNA (2N) byly hodnoceny jako <Zivotaschopné, =zatimco bufky s
hypoploidnim DNA obsah (<2N, ozna&eno A%) byly hodnoceny jako
apoptotické. Aby byl vyrazen debris a apoptotické bezbun&&ny
fragmenty, vSechny signdly s FL-2 profilem pod hodnotou
odpovidajici jadrim  kufecich erytrocytd byly vyloudeny

z analyzy.

O8etfeni bunék a c¢inidla

Mys$i rekombinantni TNF-o (R&D Systems) byl rozpudtén v PBS
s 1% bovinnim sérovym albuminem a pfridadn ke kultivadnimu médiu
(17,5 ng/ml = 500 U) 24 hodin po transfekci. Inhibitor
kaspazy-3 Z-DEVD-FMK a inhibitor kaspazy-8 IETD-CHO
(Calbiochem, San Diego, California) byly rozpuStény v
dimethylsulfoxidu (DMSO, Sigma) a pridadny ke kultivadénimu
médiu (10 pM a 1 pM v daném pofadi)>dvé hodiny pfed oSetfenim
s TNF-a. Protoporfyrin s cinem (SnPPIX) (Porphyrin Products,
Logan, Utah) byl rozpusStén (10 uM) v 100 mM NaOH a p#idan 6
hodin po transfekci ke kultivaénimu médiu (50 uM). Inhibitor
guanylylcyklazy 1H[1,2,4]oxadiazolo[4,3-alchinoxalin-1 (ODQ,
Calbiochem) byl rozpudtén v DMSO a p¥idadn ke kultivadni médiu
(100 puM) 6 hodin po transfekci. CGMP analog 8-bromguanosin-3'-
5'-cyklicky-monofosfat (8-Br-cGMP) (Sigma) byl rozpus$té&n ve
vodé a pridan ke kultiva¢nimu médiu (10 upM) 30 minut pred
indukci apoptdzy. Inhibitor proteinkindzy G KT5823
(Calbiochem) byl rozpustén v DMSO a p#idan ke kultiva&nimu

médiu (1,6 pM) 6 hodin po transfekci.




CO expozice

Butky a ostrivky byly vystaveny 1% oxidu uhelnatému ve
stlaceném vzduchu doplnéném 5% CO,, jak bylo popséno jinde (viz
nap¥. Otterbeia et al., Nature Med. 6:422-428, 2000). Ostrtvky
byly inkubovdny v RPMI médiu pre-saturovaném oxid uhelnatym
(4 °C pfes noc, 1% CO, 5% CO;) po dvé& hodiny ve 37 °C, zatimco

pokracovalo oSetfeni 1% CO, 5% CO,

My3i a indukce diabetu

Samci C57BL/6 byly =zakoupeni od firmy Charles River
Laboratories (Wilmington, Massachusetts) a chovani v souladu
se smérnicemi NIH. Experimenty byly schvaleny tdstavni etickou
komisi pro experimenty se zvi¥aty (Institutional Animal Care
and Use Committee (IACUC). PF¥ijemcovské my3i (8 tydnd staré)
byly zménény na diabetické Fjednou intraperitonedlni injekci
(220 mg/kg) ptipravku Streptozotocin™ (Sigma) rozpudté&ného v
citrdtovém pufru. My3i dostaly transplantdt, JestliZe ze
vzorku plné krve bez hladovéni byly ziskdny 2 po sobé& jdouci

glykémie vy$8i neZ 350 mg/dl.

Izolace ostravkd

Pankreatické Langerhansovy ostravky (C57BL/6 my3i) byly
doddny z centrdlni laborato¥e pro izolaci ostriavkl JDRF centra
pro transplantaci ostrivkd Harvard Medical School, jak bylo
popséno d¥ive (Gotoh et al., Transplantation 40:437-438,
1985).
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Transplantace syngennich ostravkd margindlni hmoty

250 ostrlvkd 150 aZ 250 um v primé&ru bylo rudné& odebrino s
pouzitim preparacniho mikroskopu. Ostrlvky byly
transplantovany do ledvinného pouzdra, jak bylo popsano d¥ive
(Kaufman et- al., J. Exp. Med. 172:291-302, 1990). Z kaZdého
preparatu ostrivkd byl transplantovidn stejny polet kontrolnich

a lécenych zvirat.

Analyza funkce 3tépu

Funkce 3tépu byla definovédna jako bod (okamZik), kdy byl
dosaZeno prvniho ze t¥i po sobé nepretriité jdoucich dnd, kdy
glykémie bez hladovéni byla <200 wug/dl. Primarni vysledek
experimentu byl definovdn jako doba k dosaZeni normdlni

glykémie.

Statistickd analyza

Glykemickd data byla shrnuta jakoZto primérnid hodnota =+
smérodatnd odchylka pro soubory mys$i dostdvajicich neoSet¥ené
nebo o3etfené ostrivky. Doba k obnové funkce ostrlvkl byla
vypoCtena s pouZitim Kaplan-Meierovych tabulek preZiti a
rozdily mezi skupinami byly testovdny s pouZitim log-rank
testu, kdy tri preparace ostrivkd byly povaZovidny za jednu
samostatnou vrstvu v analyze, a je uvedena hodnota mediénu

doby k obnové s 95% intervalem spolehlivosti.

TNF-o indukuje apoptdézu v buiitkdch BTC3

Byl zkouman u¢inek TINF-o na PTC3 buiiky. Nésledujici
postupy byly pouZity k ziskdni Gdajl uvedenych na obr. 1A-C.

Obr. 1lA: Bunky PTC3 byly podrobeny plisobeni zvy3ujici se




- 5] -

koncentrace TNF-a. Zivotaschopné bufiky byly obarveny 24 hodin
po aktivaci krystalovou violeti. Extinkce byla méfena pfri
562 nm a hodnota byla normalizovana vzhledem k neoSetfenym

buiikam.

Obr. 1B: Buiiky BTC3 byly podroben plisobeni TNF-«, obarven
propidiumjodidem o 24 hodin pozdéji a analyzovany na

fragmentaci DNA (FACScan™).

Obr. 1C: Bunky BTC3 byly kotransfekovany vektorem
exprimujicim f-gal (pcDNA3/f-gal) plus kontrolnim vektorem
(pcDNA3). Jak je wukdzadno, Dbuiiky byly podrobeny pusobeni
inhibitoru kaspazy-3 Z-DEVD-FMK (C3-1) nebo inhibitoru
kaspazy-8 IETD-CHO (C8-i). Sedé sloupce pfedstavﬁji neodetfené
buniky a c<¢erné sloupce predstavuiji p-buiiky podrobené plsobeni
TNF-o po dobu 24 hodin. Vysledky jsou ukdzany jako pramérnd
hodnota * smérodatnd odchylka z hodnot pro dvé jamky vybrana

z jednoho ze t¥i opakovani experimentu.

TNF-a indukoval vysokou miru bunécné smrt u nesidiomové
buné&&néd linie BTC3, a sice zplsobem zAavislym na davce (Stefens
et al., Endocrinology 140:3219-3227, 1999) (viz Obr. 1A).
Fragmentace DNA, prokdazand pomoci propidiumjodidového (PI)
znadeni (viz Obr.1B), vede k predpokladu, Ze TNF-a indukuje
smrt PB-bunék prostfednictvim apoptdzy. TINF-a zprostfedkovanad
apoptdéza byla prisné zAavisld na aktivaci kaspazy-8 a Castecdné
zavisld na aktivaci kaspazy-3, jak je ilustrovdno zjisténim,
7e blokdda kaspdzy-8 specifickym inhibitorem kaspdzy-8 (IETD-
CHO) =zabrénila apoptdéze (96% inhibice), zatimco blokada
kaspazy-3 specifickym inhibitorem  kaspazy-3 (Z-DEVD~-FMK)
zabrdnila apoptdze pouze <&astedné (53% inhibice) (viz Obr.

1C) .
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Oxid uhelnaty chrani buniky BTC3

zda exogenni oxid uhelnaty miZe ochraiovat

(Obr. 2A-C).

Bylo zkoumano,

B-bunky pred apoptdzou Pro ziskani dat uvedenych

na obr. 2A-C byly pouZity ndsledujici postupy.
Obr.

2A: Ze exogenni oxid uhelnaty miZfe nahradit

kdyz HO-1

ukazuje,

HO-1 aktivita =zablokovana.

Bunky BTC3 byly kotransfekovany vektorem exprimujicim p-gal

(hemoxygendzu-1), je

plus kontrolnim vektorem exprimujicim HO-1 (Brouard et al.,l.

Exp. Med. 192:1015~-102¢, 2000) . Kdyz jé to uvedeno,

enzymatickd aktivita HO-1 byla inhibovdna Sn-protoporfyrinem
(SnPP). A kde to uvedeno, B-buniky byly eXponovéna
(1%),

Nature Med. 6:422-428,

je
jak bylo popséno dfive

2000) .,

exogennimu oxidu uhelnatému

(Oiterbeia et al.,

Sedé neoset¥ené a &erné

Vysledky

sloupky predstavuiji B-bunky

sloupky predstavuji B-bunky podrobené plsobeni TNF-a.

jsou wukédzany Jjako prim&€rnd hodnota + smérodatnd odchylka

z hodnot pro dvé jamky vybrand z jednoho 2ze t#i opakovani

experimentu.

Obr. 2B: Ukazuje pomoci DNA fragmentac¢ni analyzy, Ze

exogenni oxid uhelnaty chréani pB-buifiky p¥ed apoptdzou. Buiiky

BTC3 byly podrobeny pusobeni  TNF-oa. Pfimo po stimulaci byly

BTC3 exponovany exogennimu oxidu uhelnatému po dobu 24 hodin.

BTC3 stejnym zplsobem, ale bez

24

Kontrolni byly o3etfeny

uhelnatému. Po hodindch byly buiiky

DNA

exponovani oxidu
obarveny propidiumjodidem a analyzovdny na fragmentaci

pomoci FACScan™.

Obr. Ze exogenni oxid uhelnaty chrédni B-buiiky
HO-1. BTC3
p-gal

uhelnatého

2C ukazuje,

v nepfitomnosti bunky byly
byly vystaveny

(Stefens

pfed apoptdzou

transfekované vektory exprimujicimi a

plUsobeni exogenniho  oxidu et al,
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Endocrinology 740:3219-27, 1999). Sedé sloupce predstavuji
neoSetfené P-buttky a <&erné sloupce predstavuji B-budiky
podrobené plhsobeni TNF-a nebo etoposidu nebo vystaveny
nedostatku séra (sérové deprivaci), jak je uvedeno. Vysledky
jsou wukézany jako pri@mérnd hodnota + smérodatnd odchylka
Zz hodnot pro dvé jamky vybranych z jednoho ze t¥i opakovani

experimentu.

Pro hodnoceni toho, zda exprese HO-1 chrani B-bunky pred
apoptbdézou zprost¥edkovanou TNF-a, byly buiiky RTC3 pfechodné
transfekovany expresnim vektorem HO-1 a testovany na jejich
schopnost prezit, kdyZ Jjsou vystaveny plusobeni TNF-a. Exprese
(,overexprese™) HO-1 chrani BTC3 pfed apoptZou zprotfedkovanou
TNF-a (Pileggi et al., Diabetes 50:1983-1991, 2001) (87%
preziti proti 33% v kontrolnim vzorku) (viz Obr. 2A). KdyzZ
byla HO-1 aktivita blokovdna protoporfyrinem IX s cinem
(SnPPIX) (Kappas et al., Hepatology 4:336-341, 1994), anti-
apoptoticky wUc¢inek byl inhibovan (viz obr. 2A), coZ vede
k pfredpokladu, Ze vytvo¥eni ppomoci HO-1 alesponl jednoho
z koncovych  produktdd  hemového katabolismu, tj. Zeleza,
bilirubin a/nebo CO, Jje vyZadovdno 3jeji anti-apoptotickou

funkci.

Na zadkladé hypotézy, Ze anti-apoptoticky u¢inek HO-1 e
zprost¥fedkovan oxidem uhelnatym, bylo =zkoumdno, zda expozice
exogennimu oxidu uhelnatému by mohla nahradit HO-1 p#¥i ochrané
B-bun&k pred apoptdzou. KdyZ byla aktivita HO-I inhibovéana
SnPPDC, expozice oxidu uhelnatému inhibovala TNF-a
zprostfedkovanou apoptdézu v podobném rozsahu jako HO-1 (viz
obr. 2A). Expozice exogennimu oxidu uhelnatému sama mé&la
ochranny u&inek (11,7 % apoptotickych bunék proti 20,3 %
v kontrole, ktera nebyla exponovdna k CO), jak bylo prokazano

DNA fragmentac¢ni analyzou (viz obr. 2B). Podobné& apoptdza
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B-buneék indukovana etoposidem nebo deficitem séra Dbyla

inhibovana expozici oxidu uhelnatému (viz obr. 2C).

Indukce HO-1 u darct a pfijemcld vedla k deldimu prezivéani
Stépl ostrivku
zda indukce HO-1 v d&rcich a p#ijemcich

dat

Bylo zkouméno,

ochranuje buky ve Stépech ostravka. Pro ziskéni

zndzornénych v tabulce 1 byly uZity nésledujici postupy.

Pro experimenty byl jako model pouZity my3i. Darci buné&k

ostruvkt byli podrobeni pusobeni protoporfyrinu s kobaltem
(CoPP) (20 mg/kg) jednou za den p¥ed izolaci bun&k ostravka.
Pfijemci Stépl ostravkl byly podrobeni plusobeni CoPP (20

mg/kg) jednou za den ve dnech 1, 3, 5, 7‘nebo CoPP (10 mg/kg)
jednou na den ve dnech 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 a 17.

Podavani CoPP indukovalo expresi hemoxygendzy-1 (HO-1).

Tabulka I

Indukce HO-1 u darct a pfijemct vede k delSimu pfeZivani 35té&pth

ostruvkl
Léceni Pocet Den rejekce Primér Rejekce
ostrlavkud t SD /celkem
CoPP 350 - 400 | 17, 33, 33, 48, 44,85 477
20 mg/kg x 5 > 58x2, > 67x1 + 17,81
CoPP 350 - 400 30, 30, > 51x2 40,5 2/4
10 mg/kg x 10 + 12,12
Kontrola 350 - 400 8, 8, 15, 15, 15,71 7/7
16, 22, 26 + 6,65




Udaj ,den rejekce“

Napfiklad hodnota "> 51 x 2"znamen4,
preZivaly jed$té po 51 dnech.

ukdzadn ve d¢tvrtém sloupci.
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uvadi

dny,

Tato data ukazuji,

které ostrivky prezily.

vede k delSimu preZivéni ostravkd po transplantaci.

Exogenni oxid
apoptdzou

Bylo také zkoumano,

bunky ostrivkl pred apoptdzou

znadzornénych na obr.

Apoptdza Dbyl
(C57BL/6)
(CHX) .

ostravkl
cykloheximidem
vystaveny pulsobeni

hodin.

uhelnaty

tim,

PFimo

chrani

indukovana u

Ze

z

exogenniho

mySi

(viz obr.

cerstveé

byly
po stimulaci
oxid

Kontrolni ostrlivky byly oSetfeny stejnym zplsobem,

nebyly exponovany oxidu uhelnatému.

buntky ostravka

zda exogenni oxid uhelnaty chrani mysi

3).

3 byly uZity nésledujici postupy.

stimulovany

byly

uhelnatého po dobu 24

Ze ostrlvky u 2 pfijemct
Primé&rnd pocet dnd rejekce Ie

e indukce HO-1

pted

Pro ziskani ndaju

izolovanych my8ich
TNF-o a

ostriavky

ale

Po 48 hodinach byly burliky

analyzovany pomoci FACScan™ na fragmentaci DNA. Tento
experimentdlni byl proveden dvakrdt s naprosto shodnymi
vysledky.

Expozice k oxidu uhelnatému po dobu 24 hodin chrénila

izolované my$i (C57/BL6) ostravky pted apoptdzou
zprostfedkovanou TNF-a plus cykloheximidem (CHX) (11,7 %

apoptotickych bunky proti 20,3 %

jak bylo zjisténo

obr. 3).

pomoci

DNA

v kontrole bez expozice CO),

fragmentacni

analyzy

(viz
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Anti-apoptoticky U¢inek  exogenniho oxidu uhelnatého je
zprostfedkovany aktivaci guanylatcykldzy a signdly pres cGMP-

zavislé proteinkindzy (cGK)

Bylo zkouméano, zda anti-apoptoticky uc¢inek oxidu
uhelnatého plsobi prostfednictvim aktivace rozpustné
guanylatcyklazy (sGC) a vytvafeni cGMP (viz obr. 4A-C). Pro
ziskdni datovy zndzornénych na obr. 4A-C byly pouZity

nasledujici postupy.

Obr. 4A: Antiapoptoticky ucinek exogenniho oxid uhelnatého

je zprostfedkovan aktivaci guanylatcyklazy. Buiiky BTC3 byly

transfekovany vektory . exprimujicimi pB-gal a exponovany k

exogennimu oxidu uhelnatému (1%). Kde Jje uvedeno, BTC3 byly

podrobeny plsobeni nhibitoru guanylylcyklazy ODQ.

Obr. 4B: Analog cGMP miZe nahradit oxid uhelnaty v
chranici funkci pfed apoptdzou. Bunky PBTC3 byly transfekovany
vektory exprimujicimi p-gal a exponovany k exogennimu oxidu
uhelnatému. Kde je uvedeno, BTC3 byly podrobeny ptisobeni cGMP
analogu 8-Br-cGMP, ale nebyly vystaveny pusobeni oxid

uhelnatého.

Obr. 4C: Proteinkinazy zévislé na cGMP (cGK)
zprostfedkovavaji anti-apoptoticky uc¢inek oxidu uhelnatého.
Buiky BTC3 byly kotransfekovany vektorem exprimujicim pB-gal a
exponovany k exogennimu oxidu uhelnatému. Kde je to uvedeno,
bunky byly podroben plisobeni inhibitoru proteinkinazy G KT5823
(KT) . Sedé sloupelky v grafu pfedstavuji neo3etf¥ené BTC3 buiiky
a cCerné sloupelky pfedstavuji PBTC3 buntky podrobené pusobeni
TNF-a. Vysledky jsou ukdzany jako primérnd hodnota * smé&rodatnd
odchylka z hodnot pro dvé jamky vybranych =z jednoho ze ¢t¥Fi

opakovani experimentu.

Bylo také =zkoumdno, =zda anti-apoptoticky uc¢inek oxidu
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aktivace
bylo
Physiol.

uhelnatého plsobi prostfednictvim rozpustné
cGMP,

(Petrache et al., Am. J.
L312-319, 2000).
(ODQ)

k domnénce,

guanylatcyklazy a jak popséano
fibroblasty

278:

tvorby pro

Lung Cell Mol,

Physiol. Inhibice aktivity sGC u

oxadiazolochinoxalinem potlacila anti-apoptoticky ud&inek
co,

hlavni

coZz vede Ze rozpustnd guanylatcykliza Ije

medidtor pro oxid uhelnaty v tomto experimentdlnim

systému (viz obr. 4A). CGK aktivator/analog cGMP, 8-Br-cGMP,

potlacdil apoptézu PTC3 buné&k v rozsahu podobném tomu, jaky byl
4B). Také inhibice

KT5823

pozorovan pro oxid uhelnaty (viz obr.

cGMP-z4vislé proteinkindzy specifickym . inhibitorem

anti-apoptoticky uc¢inek exogenniho uhelnaty

4C),

potla&ila oxid

(viz obr. coZz vede k predstaveé, Ze antiapoptoticky u&inek

oxidu uhelnatého Jje zprostfedkovan aktivaci jedné nebo

nékolika cGMP-zavislych proteinkinaz.

Exogenni oxid uhelnaty poskytuje anti-apoptotickou ochranu p¥i

riznych postupech

Byla také zkoumdna schopnost oxid uhelnatého chréanit

B-buiiky po indukci apoptézy (viz obr. 5A-C). Pro ziskani udajt

uvedenych na obr. 5A-C byly pouZity nésledujici postupy.

uhelnatému
BTC3

Obr. 5A: Jednohodinovd expozice oxidu je

zabrénila  apoptédze. byly

B-bunék

dostateéna k tomu, aby

B-gal. Apoptdza
Ihned po aktivaci TNF-oa byly butiky byly

(0 az 24

transfekovany vektory exprimujicimi
byla indukovdna TNF-«a.
exponovany 1% oxidu uhelnatému po rtzné dlouhou dobu
hodin) . ale

bylo

Kontrolni BTC3 byly podrobeny stejnému oSetfeni,

nebyly exponovany oxid uhelnatému. PfeZivani bunék

urc¢ovano 24 hodin po aplikaci TNF-a.

Obr. 5B: Oxid uhelnaty chréani B-buiiky po indukci apoptézy.

BTC3 byly transfekovédny vektory exprimujicimi B-gal. Apoptdza
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B-bunék byla indukovidna TNF-a. Po razné dobé& (0,5 aZ 12 hodin,
jak Jje ukdzéno) byl BTC3 vystaveny puasobeni 1% oxidu
uhelnatého (Otterbein et al., Nat. Med, 6: 422-428, 2000).
Kontrolni PBTC3 byly o3etfeny stejné, ale nebyly exponovany
oxidu uhelnatému. PfeZivani bunék bylo urdovano 24 hodin po

podani TNF-o.

Obr. 5C: Preinkubace s oxidem uhelnatym zabrafiuje apoptédze
B-buné&k. BTC3 byly transfekovany vektory exprimujicimi B-gal.
Apoptdéza PB-buné&k byla indukovdna TNF-o. BTC3 byly pre-
exponovany 1% oxidu uhelnatému po jednu hodinu. Kontrolni RTC3
byly o8etfeny stejné, ale nebyly vystaveny plsobeni oxidu
uhelnatého. 1 aZz 6 hodin po ukonéeni preexpozice byla apoptdza
indukovéna aplikaci TNF-o«. Sedé sloupce v grafu predstavuji
neoSetfené pf-builky a <&erné sloupecky pFfedstavuji B-buiky
podroben plsobeni TNF-a. Vysledky jsou ukdzany jako primé&rna
hodnota * smérodatnd odchylka z hodnot pro dvé jamky vybranych

z jednoho ze t¥i opakovani experimentu.

BTC3 byly vystaveny pusobeni oxidu uhelnatého po rdznou
dobu (1 az 24 hodin) ihned po p¥idani TNF-a abyly
vyhodnocovany na apoptdézu o 24 hodin pozd&ji. Jedna hodina
expozice oxidu uhelnatému byl dostate¢nd k tomu, aby zabrénila

apoptdze B-bunék (viz obr. 5A).

Ke zjisténi toho, =zda expozice oxidu uhelnatému mGZe
blokovat probihajici apoptdézu, byly Pp-buiiky na jednu hodinu
vystaveny plsobeni CO, a to 0,5 ‘aZ 12 hodin po indukce
apoptézy podanim TNF-o. Dokonce 1 kdyZ byly exponovany aZz dvé
hodiny po TNF-a stimulaci, oxid uhelnaty byl jest& schopen
potla&it apoptdzu B-bunék (viz obr. 5B).

Pro zjisténi, =zda preinkubace s oxide uhelnatym chréni
B-bunky p¥fed apoptdzou, byly PBTC3 vystaveny pusobeni oxidu
uhelnatého po dobu 0,5 aZ 3 hodiny p¥ed indukci apoptézy.
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Jednohodinovd preinkubace v p#¥itomnosti oxidu uhelnatého
byla dostatedna pro prevenci apoptdzy B—buﬁék (data nejsou
ukédzana). K vyhodnoceni toho, jak dlouho by tento ud&inek
trval, kdyz by se doba mezi preinkubaci a apoptotickym
podnétem prodluZovala, byly B-buiiky preexponovany jednu hodinu
CO, a sice jednu aZ Sest hodin p¥ed indukci apoptédzy aplikaci
TNF-a (viz obr. 5C). Jedna hodina preinkubace s oxidem
uhelnatym inhibovala apoptdézu B-bundk stimulovanou TNF-o
dokonce dvé aZ t¥i hodiny po ukon&eni jednohodinové expozice

oxidu uhelnatému.

Tato data wukazuji, Ze relativné& kriatké oSetteni oxidem
uhelnatym miZe plsobit antiapoptotickym zptisobem, a Ze toto

anti-apoptotické pusobeni bude pfetrvavat po dlouhou dobu.

Vystaveni mySich ostrivkd pusobeni oxidu uhelnatého zlep3uje

pfezivani/funkci ostrlvkd po transplantaci

Pro zjisténi, zda by oxid uhelnaty mohl také =zlep3it
funkci Stépl ostrivkld in vivo, margindlni hmota 250 rudné
vyt¥idénych ostrivkd byla transplantovdna do syngenniho
systému, model pro primdrni nefunk&nost (Berney et al.,
Transplantation 71: 125-32, 2001, Kaufman’et al., Diabetes 43:
778-83, 1994) . Transplantace margindlniho (napt.
suboptimalniho) mnoZstvi ostrivkd ("marginalni hmota"™) do
diabetického syngenniho p¥ijemce zplisobi =zdrZeni v néavratu
k normoglykémii, aniZ by zplsobila rejekci nebo vypukniti
autoimunniho onemocnéni. Pro urdeni toho, Jjakd by byla
marginalni hmota ostrivkd v syngenim systému C57/BL6, byl
pozorovano, Ze transplantace 500 odebranych ostravkd do
ledviného pouzdra prijemce vedla k rychlému navratu
k normoglykémii (1,5 + 0,5 dne (n=4)), zatimco transplantace

250 ostravkd vedla k vyznamnému zpoZdd&ni (14,2 + 2,94 dne
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(n=9)). TakZe 250 ostruvkd bylo definovdno jako margindlni
hmota. UZiti margindlni hmoty timto zpGsobem nezahrnuje
rejekci ani opakovani autoimunitniho onemocnéni (Berneyet al.,

Transplantation 71: 125-132, 2000).

Bylo také =zkoumd&no, zda preinkubace 3té&pl ostrivkd s
oxidem wuhelnatym p¥ed transplantaci vede k lep3i funkci
in vivo (viz obr. 6A-B). Pro ziskdni dat zndzorn&nych na obr.

6A-B byly pouZity nasledujici postupy.

Obr. 6A: Dv& st& padesat &erstv& izolovanych a vyt¥idé&nych
ostrivkd z my8i C57BL/6 bylo inkubovdno v médiu presaturovaném
1% oxidem uhelnatym po dvé hodiny p¥i 37 °C. Kontrolni
ostrivky byly oSetfeny stejné&, ale nebyly exponovany k oxidu
uhelnatému. Ostrivky byly transplantovany pod ledvinné pouzdro
diabetickych syngennich ptijemct, jak bylo popsano d¥ive. Po
transplantaci byla denné sledovdna hladina krevni glukézy.
Celkoveé bylo transplantovéano 16 zvifat (8 s pre-exponovanymi
ostrtvky, 8 kontrolnich). Jedno zvite, které dostalo
pre-exponované ostravky uhynulo 3. den bez epozice
z technickych davodd a bylo zahrnuto ve statistickém rozboru
jako zvife se zkracenou Zivotnosti. Primdrnim koncovym bodem
téchto experimentd byl prvni den normoglykémie. Data jsou

ukdzana jak primérnd hodnota * smérodatnad odchylka.

Obr. 6B ukazuje pravdépodobnost zotaveni (glykémie niZsi
200 mg/dl) pro zvifata, kterd dostala ostrivky pre-exponované
oxidu uhelnatému nebo kontrolni ostravky. *P = 0,001 proti

kontrole.

Na zakladé pozorovani, Ze ucinky pusobené oxidu uhelnatého
pfetrvavaji po dlouhou dobu (viz obr. 5A a B) a Ze relativné
krdtkd pre-expozice oxidu uhelnatému (pfed tim, nez Jje
aplikovan apoptoticky podnét) mé& anti-apoptoticky udinek (viz

obr. 5C), bylo vyhodnocovidno, zda pre-expozice ostravkd
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plisobené oxidu uhelnatého miZe =zlep3it ptreZiti a/nebo funkce
ostruvki po transplantaci. Margindlni hmota ostravkd byla
transplantovana pod ledvinné pouzdro diabetickych syngennich
pfijemcth. Doba potfebnad k dosaZeni normoglykémie byla zkracena
vysoce vyznamnym zplsobem (P = 0,0011), kdyZ byly ostrivky
preinkubovany po dvé hodiny v médium pre-saturovaném oxidem
uhelnatym (7 dnt, 95% interval spolehlivosti: 6-8 dnt), ve
srovnédni s kontrolnimi ostrlivky, které nebyly pre-exponovany
oxidu wuhelnatému (14 dna, 95% interval spolehlivosti 12-18
dnd) (viz obr. 6). Celkové byly pouZity t#i rflizné preparaty
ostravkd pro tyto experimenty. Nebyl zaddny  statisticky
vyznamny rozdil v dob& dosaZeni normoglykémi pro tyto tFi

rizné preparaty (P > 0,25).

Expozice oxidu uhelnatému

Pro experimenty s tkanovymi kulturami byl 5% CO, pouZit
pro pufrovani. CO v 1% koncentraci (tj. 10000 ppm) ve
stlaceném vzduchu byl pfed aplikaci do expozi&ni komory michéan
se stlacenym vzduchem budto s nebo bez CO, ve sm&3ovaci nadobé
z nerezové oceli. Pritok do komory pro zvifata o objemu
0,105 m® (3,70 krychlové stopy) =z plexiskla byl udrZovdn na
hodnot& 12 1/minuta a do komory pro tka&fiové kultury o objemu
0,034 m® (1,2 krychlové stopy) na prUtoku 2 1/minuta. Komora
pro tkanové kultury byla zvlh&ovdna a udrZovédna na teploté
37 °C. CO analyzator (Interscan, Chatsworth, CA) byl pouzit
pro kontinualni méfeni CO hladiny v komordch. Vzorky plynu
byly odebirany analyzdtorem otvorem ve viku komory rychlosti
1 1/minuta a analyzovany elektrochemickym detektorem
s citlivosti 10-600 ppm..Koncentrace byly méfeny jedenkrat za
hodinu. Jakmile byly jednou komory ekvilibrovany (pfibliZn& za

5 minut), nebyly jiZ Z&dné fluktuace v koncentracich CO.
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Zvirata byla vystavena smési

98% 0, + CO p¥i prutoku rychlosti 12
3

obsahujici > 98% 0, nebo

1/minuta v komof¥e o objemu

0,034 m” (1,2 krychlové stopy) =z plexiskla. Zviratim byla
poddvadna potrava a voda Vv prub&hu expozice. co v 1%
koncentraci (10000 ppm) ve stlaCeném vzduchu byl michan
s > 98% 0, ve smé3ovaci nadobé& z nerezové oceli pred tim, ne?Z
vstoupil do expozicéni komory. Koncentrace dodadvana do
expozic¢ni komory byly *fizenregulovdny tim, Ze se ménila

pratokovd rychlost CO do sméSovaci

rychlost byla primdrné urcena pratokem O,

ménén, aby se pfipravily razné

expozicéni komory. Koncentrace 0O, v

plynového spektrometru.

Postup izolace bunék

naddoby. ProtoZe prutokova
pouze prutok CO byl
do

koncentrace podavané

komofe byla mé¥ena pomoci

Nasledujici p¥iklad ukazuje postup/protokol pouZity pro

izolaci bunék ostrivkd z laboratornich potkantt nebo my3i.

Jedna ampulka pfipravku Liberase™ z laboratorniho potkana (od

firmy Boehringer Manheim/Roche,
rozpusténa ve 4 ml sterilniho HBSS,
30 minut,

Ke kaZdému 0,5 ml alikvotu pak bylo

katalog.

~

¢. 1815032)

ochlazena na ledu po dobu

byla

rozdé&lena do alikvotl po 0,5 ml a uloZena do -20 °C.

M199, HBSS nebo RPMI 1640 bez teleciho séra.

Laboratorni potkani byly

(Nembutol i.p.,
myS$i byly pripraveny 3 ml injkecni
velikosti 27

Liberase s jehlou

chirurgicky vykon byly pouZity 2

nastfiZeni b¥icha a jedny malé por odt¥iZeni Zlucovodu.

pinzety byly pouZity pro excizi slinivky.

pouzit pro zasvorkovani Zlucovodu.

0,1 plus 0,1 ml/100 g télesné hmotnosti).

pfidédno 33 ml média, napt.
predavkovani anestetikem
Pro

st¥ikacky se 2 ml roztoku

ohnutou v thlu 90°. Pro
ntizky, Jjedny velké pro
Dvé

Jeden hemostat byl
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Bfidni dutina byla oteviena a slinivka byla maximalné
exponovana tim, Ze byl proveden ze spodu bficha tez tvaru v.
Vyvod slinivky byl =zasvorkovdn (hemostatem u laboratorniho
potkana nebo malou ,bulldog™ svorkou u my$i) v misté& vylGsténi
do dvanactniku, s ohledem na to, aby nebyla po3kozena okolni
pankreaticka tkan. Zlucovod byl izolovan na proximalnim konci.
Tuk byl odstranén pf¥ed tim, neZ byla vsunuta kanyla, opatrné
tak, aby nedSlo k propichnuti vrdtnice (portdlni 2Zily). Vyvod
byl nast¥iZen malymi nlZkami v jedné t¥etin& napfid a kanyla
byl vloZena do vyvodu. Kanyla byl pfidrZovadna ve vyvodu lehkym
stisknutim pinzetou. Roztok Liberase byl injikovan rychle.
Slinivka vypadala, Ze Jje nafoukld a pln& roz8ifena po
injikovani 6 ml tekutiny. U my3i byla do vyvodu vsunuta jehla
co nejvice to bylo moZné proximdlné k jatrim, a roztok
Liberase byl injikovan. Laboratorni potkani nebo my3i pak byl
utraceny tak, Ze Jjim byla prost¥iZena brénice a srdce nebo

aorta.

Po infiltraci Liberase byla slinivka odstranéna, pocéinaje
oddélenim od stfev, pak Zaludku a nakonec sleziny. KdyZ byla
slinivka spojena pouze Zlucovodem, byla od¥iznuta a vyjmuta =z
laboratorniho potkana. Slinivka pak byla vloZena do 50 ml
konické zkumavky a umist&na do vodni 1ldzni s 37 °C na dobu
30 minut. Po inkubaci bylo do kazZzdé zkumavky p#idédno 20 ml
média + NCS. Zbytek izolace byl dokonen na ledu. Zkumavky
byly tfepény rucné dikladné po dobu 5 aZ 10 vte¥in, aby dodlok
rozpadu tkéni. Ostrivky byly nékolikrat promyty, aby se
odstranila Liberase v klinické <centrifuze p#i 800 rpm
(pfibliZné 180 x g) po dobu 120 vtefin nebo p#i 1200 rpm
(ptibliZné 200 x g) po dobu 90 vtefin, aby se odstranila
Liberase. Supernatant byl slit pry¢ a bylo p¥iddno 25 aZ 35 ml
média a jemné prot¥epdno na vortexu (pfibliZn& 1/2 maxima).

Krok centrifugace se opakoval, ndsledovan promytim, 2 aZ
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3krat. Tkan byla resuspendovéna ve 20 ml média a suspenze byl
filtrovédna ptres draténou sitku s prim&rem 400 um (Thomass
Scientific, mesh 35, katalog. &. 8321-M22), aby se odstranila
zbylad nerozvolné&nd tkan, tuk a lymfa. Dal3ich 5 aZ 10 ml bylo
pfidéno do zkumavky na odmyti jakychkoliv zbyvajicich ostravkd

provedelo se filtrovani sitkou.

Buiiky byly peletovdny centrifugaci p¥i 1200 rpm po dobu
90 vtefin. Supernatant byl odstranén, pfitom bylo ponechéano

jen tak mdlo média, jak to bylo mozZné.

Pro p¥ripravu gradientu byl pelet resuspendovan v 10 a2
15 ml Histopaque 10770™ (Sigma, katalog. ¢. H 1077)
a vortexovan, aZ bylo dosaZeno homogenni suspenze (stejn& jako
pfti oplchovani). 10 ml média bylo pFfevrstveno, bez NCS, ale
opatrneé, aby bylo zachovano ostré rozhrani mezi Histopaque
a médiem. Médium bylo p¥fidadvani pomalym pipetovadnim po sté&né
zkumavky. Gradient byl stoCen po dobu 20 minut p#i 2400 rpm
(900 g) v 10 °C, s velmi pomalym zrychlenim a Z&dnym brzd&nim.

Po centrifugaci byla vrstva ostrivkd odebréna z rozhrani
10 ml serologickou pipetou (Falcon) pro Jedno pouZiti
a prenesena do 50 ml konickych zkumavek. Ostrlivky byly promyty
nékolikrat p¥idanim 25 aZz 35 ml média + NCS, aby se odstranil
Histopaque. PocCatelni centifugace byl provadéna p#i 1200 rpm
po dobu 2 minut, ale dalsi centrifugace byly provadéna po
dobu 90 vtefin.(fo 3 promytich byly ostrGvky resuspendovany
pomoci pipetovAdni nahoru a dolli. 7 aZ 10 ml z kaZdého vzorku
bylo naneseno na 60 mm sterilni kultivaéni misky, aby mohl byt
proveden vybér. Vyb&r ostravkd se provadél pomoci 100 ul
sterilni pipety pod mikroskopem. KaZdy ostravek byl vybran
individudlné a byla vénovana péle tomu, aby se p¥itom vyhnulo
Jakékoliv dals$i tké&ni. Byly vybrany pouze ty ostravky, které
mé&ly primér mezi 50 a 225 pm a mé&ly hladky kulaty nebo ovalny




‘tvar.

Priklad 2

Oxid uhelnaty inhibuje rejekci p#i transplantacich srdce

z my3i do potkana

Zvitata

Srdce my3i BALB/C byla pouZita jako darcovské organy pro
transplantaci do inbrednich dospélych samcd laboratorniho
potkana Lewis (Harlan Sprague-Dawley, Indianapolis, IN).
Zvi¥ata byla chovéna podle sm&rnice Americké asociace pro péci
o laboratorni =zvifata a vSechny vyzkumné protokoly byly
schvadleny vybory pro péci o zvirata a uZiti zviFat Beth

Israel Deaconess Medical Center.

Chirurgicky model

Zviratim  byla podana anestéze kombinaci inhalace
methoxyfluranu (Pitman-Moore, Mundelain, IL) a i. p.
pentobarbitalu (Abbott, Sever Chicago, IL) v davkce 30 a%
50 mg/kg v prib&hu vd3ech postupli. Heterotopické srdeéni
transplantace byly provadény, jak bylo jiZ d¥ive popsano (Berk
et al., Physiol Rev. 8: 999-1030, 2001, Petkova et al.,
J Biol. Chem. 276: 79327936, 2001). PrezZivani Stépu bylo
hodnoceno denné palpaci. Rejekce byla diagnostikovéana
zastavenim komorovych staht a potvrzena 'histologickYm

vySetfenim.
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Experimentdlni ¢inidla

Faktor kob¥iho jedu (CVF, ktery Dblokuje aktivaci
komplementu) (Quidel, San Diego, CA) byl podavédn 1i. p.
v den -1 (60 U/kg) a v den 0 (20 U/kg) vzhledemke dni
transplantace (den 0). Cyklosporin A (CsA, Novartis, Basilej,
Svycarsko), ktery blokuje aktivaci T lymfocytl, byl podavan
i. m. 15 mg/kg) pocinaje dnem 0 a pak dennd& aZ do konce
kazdého experimentu. Protoporfyrin s cinem (SnPPIX),
potoporfyrin s kobaltem (CoPPIX) a potoporfyrin s Zelezem
(FePPIX) (Porphyrin Products, Logan, UT) byly nafedény ve
100 mM NaOH na 50 mM z4sobni roztok a aZ do pouZiti uchovavany
p¥i -70 °C. Expozici sv&tlu bylo co moZnd nejlépe zabranéno.
Jak SnPPIX tak FePPIX byly poddvan i. p. (30 uM/kg) v PBS.
FePPIX a SnPPIX byly podény darci v dny -2 a -1 (30 uM/kg) a
pfijemci v den transplantace (den 0) a pak denné& (30 uM/kg).

CO expozice

Stru¢éné, CO v 1% koncentraci (10000 ppm) ve stladeném
vzduchu byl michan s vyvaZenym vzduch (21 % kysliku) ve
smé3ovaci nadobé& z nerezové oceli pfed tim, neZ byl ptfiveden
do expozic¢ni komory. Koncentrace CO byly Ffizeny ménicim se
pritokem CO ve sméSovacim valci pfed aplikaci do komory.
ProtoZe pratokova rychlost je prim&rné urcena prutokem O, byl
ménén pouze pratok CO, aby byla pfipravena konedna koncentrace
CO dodavand do expoziéni komory. CO analyzidtor (Interscan
Corporation, Chatsworth, CA) byl pouZit ke kontinudlnimu
mé&¥eni CO hladiny v komofe. Darci  Stépu byli umisténi v CO
expozicni komofe 2 dny pfed transplantaci. P¥ijemci &§tépu byli
umisténi v expoziéni komofe ihned po transplantaci a byly
udrzZzovani v expoziéni komo¥e po dobu 14 (n = 3) nebo 16

(n = 3) dnd. CO koncentrace byla udrZovdna na 250 aZ 400 ppm




_6'7...

pro v8echa zvifata. Zvirata byla denné vyjimidna z komory, aby
bylo moZné zhodnotit pFreZiti 3t&p a podavat CsA, SnPPIX nebo
FePPIX, jak bylo popsano vySse.

Enzymatickd aktivita HO

Enzymatickd aktivita HO byl mé&fena jako tvorba bilirubinu
v mikrosomech srdce a jater. Zvifata byly utracena a jatra a
srdce byly proplachnuty ledové chladnym PBS a zmraZeny vV
-70 °C aZ do doby, nez byly pouZity. Organy  byly
homogenizovany ve <&ty¥ech objemech sachardzového (250 mM)
Tris-HC1 (10 mM/1) pufru (pH 7,4) na ledu a stoleny (28000 rpm
3 x, 20 minut, 4 °C). Supernatant byl stoc¢en (105000 RPM 3 x
60 minut, 4 °C) a mikrozom&lni pelet byl resuspendovén v pufru
MgCl, (2mM) - fosfore¢nan draselny (100 mM) (pH 7,4) a
sonikovan na ledu. Vzorky (1 mg proteinu) byly pridany do
reakéni smési (400 pl) obsahujici cytosol jater laboratorniho
potkana (2 mg proteinu), hemin (50 uM), glukbézo-6-fosfat
(2 mM), glukézo-6-fosfidtdehydrogenazu (0,25 U) a  NADPH
(0,8 mM) po dobu 60 minut p¥i 37 °C ve tm&. Vytvofeny
bilirubin byl extrahovdn chloroformem a byla m&fena optickéa
denzita, OD, pfi 464 aZ 530 nm (extinkéni koeficient, 40 mM/cm
pro bilirubin). Enzymovad aktivita je vyjadfena v pikomolech

vzniklého bilirubinu vytvofeného na 1 miligram proteinu za 60

minut (pmol/mg/h). Koncentrace proteinu byl ur&ena pomoci
proteinového testu s bicinchoninovou kyselinou (Pierce,
Georgetown) . Bazalni hodnota (pozadi) byla ptiblizZné

5 pmol/mg/h. VSechna ¢&inidla pouZitd v tomto testu byla
koupena od firmy Sigma (St. Louis, MO), neni-1i uvedeno jinak.
Karboxyhemoglobin byl mé&fen 2 dny po transplantaci s pouZitim
analyzatoru krevnich plynd Corning 865 (Clinical Chemistry,

Massachusetts General Hospital, Boston, MA).




Histomorfometrickd analyza

Stépy byly odebrany 3 dny po transplantaci, vloZeny do
parafinu, fixovadny ve formalinu a sériov& natezény (5 um) in
toto od apexu k bazi. Deset ¥fezd bylo umistdno na Jjedno
sklicko, celkem asi 20 aZ 25 sklicek. KaZdé paté sklié&ko bylo
obarveno hematoxylinem a eosinem (H&E) pro histomorfometrickou
analyzu. Dva obrazky pro kaZdé skli¢ko byly provedeny s
pouZitim mikroskopu Nikon Eclipse E6000™ (Nikon, Melville, NY)
spojeného s barevnou Hitachi 3-CCD kamerou (model HV-C20,
Hitachi, Tokyo, Japan) a pocditadem Power Macintosh™ 7300/200
(Apple Computer, Cupertino, CA) vybavenym softwarem IPLAB
Spectrum pro digitédlni zobrazovani (Sighal Analytics
Corporation, Vienna, VA). PribliZné& 50 obrazt bylo porvedeno
pro kaZdé transplantované srdce ze dvou aZ t¥ech zvitat
z kazdé skupiny. Obrazy byly analyzovdny ruéni segmentaci,
vyhledavanim infarktovych a neinfarktovych oblasti v pravé
a levé komofe na kaZdém Ffezu. Oblasti odpovidajici infarktové
a neinfarktové tkani byly vyhodnoceny softwarem pro digitalni
zobrzovani jako pocet pixeld odpovidajici té&mto oblastem.
Infarktové a neinfarktové oblasti pak byly vyjad¥eny jako
procento celkové oblasti. Slouéeﬁé data pro kaZdou skupinu,
vyjadfend jako oblast v pixelech nebo jako procento infarktové
tkané (infarktu), byla analyzovdna s pouZitim statistiky
ANOVA. Vysledky =ziskané ytimto zplisobem byly podobné, at uZ
s pouZitim pixell nebo procenta infarktu a proto jsou ukézany
pouze vysledky pouZivajici procento infarktu (viz tabulka II).
Vysledky Jjsou vyjadfeny jako prim&rnd hodnota + smé&rodatna

odchylka (SD).
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Imunohistologie

Stépy byly odebrany 3 dny po transplantaci, bleskov&
zmraZeny v kapalném dusiku a uloZeny v -80 °C. Rezy ziskané na
kryostatu byly fixovany a obarveny, jak bylo popsano d¥ive
(Soares et al, Nature Med. 4: 1073, 1998). Populace leukocytu
laboratorniho potkana byly - analyzovany S pouZitim
anti-potkanich monokolondlnich protilatek (mAb) proti obecného
leukocytarnimu antigenu (Ag) (LCA, CD45,0X-1), PBTCR (TCRp-
fetézce, R73), B lymfocytim (CD45RB, 0X-33), NK butikdm (NKR-
P1, 3.2.3) a makrofagum (CD68, ED-1) (v3e od firmy Serotec,
Harlan Bioproducts for Science, Indianapolis, IN). Detekce
fibrinu/fibrinogenu byla provad&na pomoci kr&li&i anti-humanni
fibrin/fibrinogen polyklondlni protildtky (Dako, Carpinteria,
CA). Aktivace komplementu ve 35tépu byl detekovdna s pouZitim
anti-potkani Clg (The Binding Site, Birmigham, U. K.), C3
(ED11, Serotec) nebo C5b-9 mAb (Dako). IgM laboratorniho
potkana byl detekovdn s pouZitim my3i anti-potkani IgM mAb
MARM-4 (laskavy dar od Dr. H. Bazina, University of Louvain,
Brussels, Belgie). Izotypové shodnd mAb nebo purifikovany Ig a
také kontrola pro rezidudlni endogenni peroxiddzovou aktivitu
byly zahrnuty vZdy v kaZdém experimentu. Detekce apoptézy byl
provadéna tak, Ze se pouZivala detekéni souprava pro in situ
detekci apoptézy ApopTag™ (Oncor, Gaithersburg, MD) podle

instrukce vyrobce.

Hemolyticky test komplementu (CH50)

Jednotky CH50 byly definovany jako Yedéni séra
laboratorniho potkana nutné pro dosaZeni 50 % maxim&lni 1lyzy
protilatkou senzibilizovanych (Ab-senzibilizovanych) ov&ich
erytrocyt. Struéne, Ab-sensibilizované ov¢i  erythrocyty

(1 x 10° bunék, Sigma) byly inkubovany (30 minut, 37°C) se
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sérem laboratorniho potkana v Zelatinovém veronalovém pufru
(GVB*", Sigma). Buiky pak byly centrifugovdny a uvoln&ny
hemoglobin byl mé&fen (1 I = 550 nm). Bazadlni hodnota (3um)
mé¥end v nepfitomnosti oviich erytrocytll nebo bez pfitomnosti

séra byla odeltena u vSech m&Fenych vzorku.

Bunécéna ELISA

Sérové hladiny anti-myS8ich protildtek u laboratorniho
potkana byly méfeny metodou nepf¥imého testu ELISA zaloZeného

na bunkach.

Mysi endotelova bun&&nd linie 2F-2B (CRL-2168, American
Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA) byla pouZita
jako antigenni cil. Strucné shrnuto, 2F-2B bunky byly
kultivovdny v médiu DMEM (Life Technologies, Rockville, MD),
10% FCS, 100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu (Life
Technologies, Rockville). Glutaraldehydem fixované 2F-2B builky
byly inkubovdany (1 hodina, 37 °C) v pF¥itomnosti séra
laboratorniho potkana sériové na¥edéného v PBS, 0,05% Tween 20
(Sigma) a potkani = anti-my3i protiladtky byly detekovany
s pouZitim my3iho anti-potkaniho IgM (MARM-4), IgGl (MARG1l-2),
IgG2a (Marg2a-1), IgG2b  (MARGb-8) nebo IgG2c (MARG2c¢-5)
(laskavé dary od Prof. H. Bazina, University of Louvain,
Brussels, Belgie). My3i anti-potkani Ab byly detekovany pomoci
HRP-znac¢eného koziho anti-my$iho Fab' =zbaveného anti-potkani
Ig zkriZené reaktivity (0,1 wng/ml, 1 hodina, teplota
mistnosti, Pierce, Rockford, IL). HRP byla detekovdna pomoci
orthofenyldiaminu (Sigma) a Hz0, (0,03%) v citratovém pufru (pH
4.,9). Absorbance byl méfena pfi I = 490 nm. Relativni
mnozZstvi protildtek proti Stépu pfitomnych v séru bylo
vyjad¥feno jako OD (I = 490) ziskané 2z jednoho sériového

fedéni v linedrnim rozsahu testu (1: 32 aZ 1:1024).
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Vazba potkaniho C3 na my3i endotelové buiiky byla mé&Frena
modifikovanym bunéénym testem ELISA s mySimi 2F-2B
endotelovymi bumikami jako antigennim cilem (Miyatake et al, J.
Imunol. 160: 4114, 1998). Strudéné, nefixované 2F-2B endotelové
bunky byly inkuboviny v p¥itomnosti séra laboratorniho potkana
sériové nafedéného v GVB" pufru (1 hodina, 37 °C). Buiiky byly
fixovany v PBS, 0,05% glutaraldehydu a depozit C3
laboratorniho potkana byl detekovan S pouzitim my3$i
monoklonalni protildtky proti potkanimu C3 (my3i anti-potkani

C3 mAb) (Serotec).

Test agregace desticek

My3i  2F-2B  endotelové buiiky byly kultivovdny na
0,2% Zelatinou (Sigma) potaZenych Sestijamkovych desti&kach
v 88% DMEM (Life Technologies), 10% FCS (FCS), 100 U/ml
penicilinu a 100 ug/ml streptomycinu (Life Technologies).
Konfluentni endotelové bunky bud byly ponechany neo3etfené
nebo byly podrobeny pusobeni s HO-indukujicicho agens CoPPIX
(50 uM, 18 hodin), HO inhibitoru SnPPIX (50 uM, 18 hodin) nebo
jak CoPPIX (50 uM, 15 hodin) tak SnPPIX (50 uM, 3 hodiny).
Plazma bohatad na destiCky byla =ziskéna centrifugaci (290 g,
12 minut, 19 °C) plazmy normalniho laboratorni potkan v 3,8%
citratu sodném. Krevni desti&ky laboratorniho potkana (3 x 108
bunék/ml) byly resuspendovany v HT pufru (8,9 mM NaHCO;, 0,8 mM
KH;PO4, 5,6 mM dextrédza, 2,8 mM KCl, 0,8 mM MgCl,, 129 mM NaCl,
10 mM HEPES). Desticky byly ptevrstveny (5 minut, 37 °C) na
my3i endotelové buniky a test agregace destidek byl proveden,
jak bylo popsédno drive (Kaczmarek et al, J. Biol. Chem. 271:
33116, 1996) s pouZitim agregomettru (Chrono-Log, Harestown,

PA) a ADP (0,5 aZ 4 uM) jako agonisty.
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Bunécné extrakty a analyza Western blot

Endotelové buiky byly promyty v PBS (pH 7,2), sklizeny
seSkrabanim a lyzovadny v Laemmliho pufru. Elektroforéza byl
proVedena v denaturacnich podminkdch na 10% polyakrylamidovém
gelu. Proteiny byly pfeneseny na polyvinyldifluoridinovou
membranu (Immobilon P, Millipore, Bedford, MA) pomoci
elektroblotovaciho apardtu a detekovadny krali&i polyklonalni
protildtkou proti humdnni HO-1 nebo HO-2 (StressGen, Victoria,
Canada) nebo a-tubulinu (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Némecko) . Proteiny byly vizualizovany pouzitim
HRP-konjugovaného osliho anti-krali¢iho IgG nebo koziho
anti-my3iho IgG (Pierce) a nasledného ECL testu (Amersham Life
Science, Arlington Heights, IL) pouZitého podle instrukce

vyrobce.

Pfechodné transfekce a test na apoptédzu

My3i endotelovd bunécnd linie 2F-2B (ATCC) byl ptrechodné&
transfekovana, Jjak bylo popsdno jinde (Soares et al., Nature
Med. 4: 1073, 1998, Brouard et al., J. Exp. Med. 192: 1015,
2000) . VSechny experimenty byly provadény 24 aZ 48 hodin po
transfekci. Bunky transfekované B-galaktosidazou byly
detekovany jak bylo popsédno jinde (Soares et al., Nature Med.
4: 1073, 1998, Brouard et al., J. Exp. Med. 192: 1015, 2000).
Procento Zivotaschopnych buné&k bylo hodnoceno tim, Ze se urdéil
poCet buné&k exprimujicich B-galaktosidazu, které si zachovaly
normalni morfologii, jak bylo jiZ jinde popsédno (Soares et
al., Nature Med. 4: 1073, 1998, Brouard et al., J. Exp. Med.
192: 1015, 2000). PoCet n&hodnych poli, kterd byla pod&itana,
byl urc¢en tak, aby bylo nejméné 200 Zivotaschopnych
transfekovan bunék na jednu kontrolni  jamku. Procento

Zivotaschopnych bunék byl normalizovano pro kaZdou DNA
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podle poctu transfekovanych bunék poditanych bez
(100%
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Humanni

MN)

transfekci.
byl rozpustén v PBS,
(10-100 ng/ml)

Minneapolis,

kultiva¢niho média 24 hodin po transfekci.

Vystaveni kultivovanych endotelovych buné&k pusobeni CO

Bunky byly exponovany pusobeni stlad¢eného vzduchu nebo
raznych koncentraci CO (250 a 10000 ppm), jak bylo popsano jiz
6: 422, 2000,

Nature Med. and Brouard

1015, 2000).

(Otterbein et al.,
J. Exp. Med. 192:

jinde

et al.,

Model transplantace aorty

Model transplantace aorty byl realizovan, jak bylo popséno

jinde (Plissonnier et al., Transplantation 60: 414-424, 1995).

Kratce, aorta a dolni dutd Zila byly nafiznuty, aby byly po

heparinizaci vykrveny. Po dodatelné levé thorakotomii t¥i nebo
Ctyfi pary interkostédlnich tepen byly ligovany stehy z nylonu

7-0 (Keisei Medical Industrial Co., LTD, Tokyo, Japonsko) a

bylo pak ziskdno 2 cm sestupné aorty. Tento 3té&p byl pak

standardni

9-0

vloZzen mezi ledvinové tepny a vétveni aorty

mikrochirurgickou technikou s pouZitim 3iti nylonem

(EthilonTM, Ethicon, 1Inc, Somerville, New Jersey). Nativni

bfisni aorta byla ponechdna po té, co oba konce byly ligovany.
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CO v 1% koncentraci (10000 ppm) ve stlac¢eném vzduchu byl
michdn s vyvaZenym vzduchem (21 % kysliku), jak bylo popséno
dfive (Otterbein et al., Am J Physiol 276 (4 Ptl): L688-1694,
1999). Pro transplantadni model byli darci &tépu umisténi v CO
komo¥e dva dny pfed transplantaci. P¥ijemci byli umisté&ni do
komory ihned po transplantaci a udrZovani tam po dobu 56 dnu.

CO koncentrace byla po celou dobu udrZovana na 250 ppm.

Dbspéli samci (250 aZz 350 g) hnédych laboratornich potkant
RT1 byli pouZiti jako dérci aortdlniho Stépu a dospély samci
(250 az 350 g) laboratorniho potkana (RT1l) kmene Lewis jako
pfijemci (Charles River Lab. Wilmington, MA).  Samci
C57BL/6,p21”” a p53™7" nulové mySi byly koupeny od Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME). MKK3'/? nulové my3i byly
vytvo¥eny jak bylo popsédno d¥ive (Lua et al., EMBO. J. 18:
1845-1857, 1999). My3i byly ponechdny aklimovat po jeden tyden

s potravou pro hlodavce a vodou ad libitum.

RT-PCR

RT-PCR (reverzni transkripce s naslednou polymerazovou
reakci) byla provddéna po izolaci RNA z transplantovanych
srdci s pouZitim soupravy pro izolaci RNA podle instrukci
" vyrobce (Qiagen, Chatsworth, CA). Primery pouZité pro my$i

B-aktin byly nésledujici:

»Senset (5'-3'"): CCTGACCGAGCGTGGCTACAGC (sekv. id. ¢. 1),
rantisense™ (3'-5'): AGCCTCCAGGGCATCGGAC (sekv. id. ¢&. 2)
a pro mySi HO-1:

»sense™ (5'-3'): TCCCAGACACCGCTCCTCCAG (sekv. id. ¢&. 3)

rantisense™ (3'-5"): GGATTTGGGGCTGCTGGTTTC (sekv. id. & 4).
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vaskularni rejekce

aktivita
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je rozhodujici pro

potlaceni

akutni

My$i srdce transplantovanad do neoSet¥enych laboratornich

potkant trpéla akutni wvaskuldrni rejekci 2 aZz 3 dny po
transplantaci, coZ bylo pozorovano v souladu s p¥edchozimi
zprdvami (Soares et al., Nature Med. 4: 1073, 1998, and
Koyamada et al., Transplantation 65: 1210, 1998). Pfri 1léceni

faktorem kobfiho jedu

srdecni 3Stépy prezZivaly dlouhodobé

je zjisténi,
pti 1léceni

s up-regulaci

hladkého svalstva Stépu a také v srdec¢nich myocytech

7).

hodin po transplantaci

transplantaci (viz

nenastalo, JjestlizZe

inhibitor SnPPIX,

podminek v8echny &tépy byly odvrZieny béhem 3 aZz 7 dnl

tabulka 1II).

neinhibuje HO aktivitu,

IT).

Tabulka II

CVFE plus

i

Kontrolni

(CVF)

CsA bylo pfeZivani

a HO-1 protein 24 az

obr. 7). Dlouhodobé

byl darci a pak prijemci

pfes 1lécbu CVE plus CsA

1lé¢ba FePPIX,

nevedla k odvrzeni 3tépu

plus cyklosporinem A

(viz tabulka II,

Stépa

pfeziti

. Za

protoporfyrinem,

(CshA) mySi

dale), coZ

které je také v souladu s dfivéjsimi publikacemi.

asociovano

HO-1 exprese v endotelovych bunkdch a bunkach

(viz obr.

Exprese HO-1 mRNA byla detekovana pomoci RT-PCR 12 az 24

72 hodin po
Stépu
podavan HO
téchto

(viz
ktery
(viz tabulka

Inhibice HO-1 aktivity SnPPIX urychluje rejekci stépu

Léceni Doba preziti

CVF + CsA > 50 (n=8)

CVF + CsA + FePPIX > 50 (n=4)

CVF + CsA + SnPPIX 3, 4, 5 (n=2), 6 (n=4), 7 (ﬁ=2)
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Pro ziskdni uddaja v tabulce IT byla mys$i srdce
transplantovdna do laboratornich potkand oSetfenych CVF plusu
CsA. Prijemci Stépu byly podrobeni plsobeni FePPIX nebo
SnPPIX. Poddni SnPPIX indukovalo rejekci Stépu 3 aZ 7 dna po
transplantaci (p < 0,0001 ve srovnadni s potkany, kterym byl
podadn CVF plus CsA nebo CVF plus CsA plus FePPIX). Statistické

vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Fisherova presného testu.

Aby bylo moZné demonstrovat, Ze SnPPIX, ale ne FePPIX,
blokuje HO-1 funkci in vivo, celkovd HO enzymatickd aktivita
byl kvantifikovana v srdci transplanta¢niho dédrce a pfijemce 2
dny po transplantaci (viz obr. 8). Srdce naivnich my3i tvofilo
35,54 pmol bilirubinu na miligram celkového proteinu za hodinu
(pmol/mg/h, viui obr. 8). HO aktivita byla vyznamné& zvySena v
mySich srdcich transplantovanych do neo3etfenych (98 £+ 7,21
pmol/mg/h, p = 0,001), oSet¥enych CVF plus CsA (98,3 *+ 7,23
pmol/mg/h) nebo oSetfenych CVF plus CsA plus FePPIX (77,3 %
5,51 pmol/mg/h, p = 0,0009) laboratornich potkant ve srovnéni
s naivnimi srdci (viz obr. 8). HO aktivita byl inhibovéna na
bazadlni hladin, jakd se wvyskytuje v naivnich srdcich, u
myS8ich srdci transplantovanych do potkant, kterym byl podan
CVF plus CsA plus SnPPIX (32,37 + 7,23 pmol/mg/h). To
reprezentovalo velmi vyznamnou inhibici ve srovndni s mySimi
srdci transplantovanymi do neoSet¥enych (p=0,0009), oSetfenych
CVF plus CsA (p = 0,0009) nebo oSetfenych CVF plus CsA plus
FePPIX (p= 0,0018, obr. 8) potkana. HO aktivita v jatrech
pfijemctd byla také =zvySena (up-regulovéna) po transplantace
zplisobem, ktery se podobal transplantovanym srdcim (data
nejsou ukdzana). Nicméné, tneplatilo to pro prijemcovo vlastni
srdce, ve kterém HO aktivita nebyla po transplantaci zvy3ena

(viz obr. 8). Ve Stépech transplantovanych do laboratornich
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potkantt oS8etfenych SnPPIX se projevil progresivni infarkt
myokardu, ktery se manifestoval JjiZ po 2 dnech po
transplantaci (data nejsou ukazana) . U Stéplp
transplantovanych do kontrolnich laboratornich potkan®i, kterym
byl podan FePPIX, nebylo toto pozorovano (data nejsou
ukazéna) .

JiZz d¥ive bylo ukdzano, Ze laboratorni potkan, ktery p¥jal

mySi srdec¢ni 3tép pod vlivem CVE plus CsA léceni, vytvarel
ktery jsou vylucné izotypu IgM (Koyamada

1210,1998).

anti-my8i protiléatky,

et al., Transplantation 65: Dodate&né o3etfeni

SnPPIX nebo FePPIX tuto protildtkovou reakci jiZ neovlivnilo
(viz obr. 9). Vytvieni protildtek proti 3tépu bylo v korelaci
jak bylo prokézano depozitem C3 na

9).

s aktivaci komplementu,

my3ich endotelovych bunkach (viz obr. Ani 1léc¢eni SnPPIX

ani FePPIX neovlivilovalo depozit C3 na mySich endotelovych
burikdch (Obr. 9).
Exogenni CO plné nahradi HO-1 enzymatickou aktivitu p¥i
potlaceni akutni wvaskuldrni rejekce

VSechna mysi srdce transplantovand do laboratornich
potkan®, kterym byl podidn SnPPIX a byli podrobeni pésobeni CO
(400 ppm, 0,04%) dlouhodobé pfezivala (viz tabulka III, dale).
Pouzita davka CO (400 aZz 500 ppm) odpovidd ptribliZné& Jjedné
dvacetiné smrtelné davky (data nejsou ukézéna). Laboratorni
potkani a mySi vystavené CO neprojevuji neobvyklé reakce. CO
expozice byla preru3ena 14 (n = 3) nebo 16 (n = 3) dnG po
transplantaci, aniZz by to ovlivnilo preZiti 3tép, tj. Stépy

byly funkéni po vice neZ 50 dnu (viz tabulka III).




Tabulka III

Exogenni CO plné nahradi HO-1 p#¥i potladeni akutni wvaskuldrni

rejekce
LécCeni Doba pfezivani (dny)
CVF + CsA + SnPPIX 3, 4, 5(n =2), 6(n=4), 7(n = 2)

CVEF + CsA + SnPPIX + CO [> 50 (n=6)

Pro zisk&ni Udajd uvedenych v tabulce III byla my3i srdce
transplantovdna do laboratornich potkant, kterym byl podan CVF
plus CsA. Kde je to uvedeno, pfijemci Stépu byl podan SnPPIX
souasné s expozici nebo bez expozice k CO. Rejekce S§tépu
pozorovand u potkani, kterym byl podadn SnPPIX, byla potlacdena
vystavenim pusobeni exogenniho CO (p < 0,0001 ve srovnani
s prijemci, kteri dostali CVF plus CsA plus SnPPIX).

Statistické vyhodnoceni bylo provedneo pomoci  Fisherova

‘pfesného testu.

Ke zjistténi toho, zda exogenni CO brzdi inhibici HO-1
enzymatické aktivity zplsobenou SnPPIX, coZ by mohlo byt
pfic¢inou schopnosti CO potlacit rejekci Stépu, bylo zkoumano,
zda CO ovliviiuje HO enzymatickou aktivitu v  srdcich
transplantovanych do laboratornich potkanti, kterym byl podéan
SnPPIX. Jak je ukazano na obr. 10, neni tomu tak. Celkova HO
enzymatickd aktivita v srdcich transplantovanych za soucasného
oSet¥eni SnPPIX (32,37 + 7,23 pmol/mg/h) nebyla vyznamné
odlidnd od aktivity v srdcich transplantovanych do potkant
o3etfenych SnPPIX a soucasné podrobenych plsobeni CO (43,6 =
7,57 pmol/mg/h, p = 0,1095, obr. 10). Podobné vysledky byly

ziskény pro jatra a srdce v prijemci (obr. 10).
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Exogenni CO je schopen nahradit HO-1 aktivitu v prevenci
rejekce Stépu. To by mohlo Gc¢inkovat prostfednictvim
mechanismu, ktery zahrnuje "naloZeni™ exogenniho CO pomoci
vdechovani na dervené krvinky a pak prostfednictvim obé&hu
pfeddni adekvatni koncentrace do S3Stépu. Podle této teorie,
kdyZ endogenni HO-1 aktivita je inhibovana SnPPIX, exogenni CO
by mohl napodobovat wU¢inek endogenniho CO, ktery je tvofen,
kdyZ HO-1 enzymatickd aktivita neni inhibovana. Expozice
transplantadniho p#ijemce k 400 ppm exogenniho CO zvySilo
karboxyhemoglobin z 0,5 + 1,5% na 32,1 £ 6,9% (viz obr. 10).
Skute&dnost, #Ze transplantovand srdce preZivala ve zvifatech
exponovanych CO, dokonce za inhibiénich podminek v pfitomnosti
SnPPIX, ukazuje, Ze tato hladina CO byla dostate¢na k tomu,
aby se &ervené krvinky ,nabily“ CO, pfenesly CO do 3té&pu a tak
byla potla¢ena rejekce Stépu (viz obr. 10). Alternativneé, oxid
uhelnaty by mohl byt predavan do Stépu a do vS3ech tkani

organismu jako rozpusStény v plazmé.

Bylo také =zkoum&no, zda exogenni CO potlacuje . rozvoj
infarktu myokardu, ktery charakterizuje rejekci Stépu
laboratornich potkan®l, kterfi byli o3etfeni SnPPIX. Stépy byly
odebrany 3 dny po transplantaci a kvantifikovany z hlediska
procenta oblasti poskozené infarktem (infarktovd oblast).

Srdce transplantovand do neoSetfenych potkanld ukdzala témér

o

kompletni transmurdlni infarkt pravé komory (87,1 * 4,9
plochy pravé komory) s rozsadhlym infarktem endomyokardu a
transmurdlnim infarktem levé komory (32,0 * 6,7 % plochy levé

komory, data nejsou ukazéna).

Infarkty vykazovaly nezivé eosinofilni myokard S
chyb&jicimi jadry a s intersticidlni hemoragii, edémem a
neutrofily. Infarkty levé komory  byly vZdy infarkty

endomyokardu s transmurdlni extenzi v zavislosti na mife
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infarktu, a infarkty ©pravé komory byly co do plvodu mnohem
difGzné&jsi. Procento infarktem postiZené oblasrti v obou
komordch se obecné zvySovalo od vrcholu k bazi srdce. Srdce
transplantované do laboratornich potkant oSet¥enych CVF plus
CsA vykazovala jen malé, diftzni, nontransmuralni oblasti
infarktu v pravé komote (4,5 * 4,9 %), ale ne v levé (0,72 %
2,1 %) komotre (viz tabulka IV, niZe). Srdce transplantovana do
laboratornich potkanl oS8etfenych CVF plus CsA plus FePPIX
vykazovala malé difazni oblasti infarktu v pravé komofe (12,2
+ 9,5%) ale ne v levé komofe (0,7 * 1,3 %) (viz tabulka IV).
Tato srdce nebylo  moZné odlisit od téch, kterd Dbyla
transplantovdna do potkant oSet¥enych CVF plus CsA Dbez
oSetfeni FePPIX (data nejsou ukazéna). Srdce transplantovana
do laboratornich potkana oSetfenych CVF plus CsA plus SnPPIX
vykazovala vyznamny transmuralni infarkt pravé komory (26,1 =
12,7 %) s rozsdhlym endomyokardidlnim a  transmurdlnim
infarktem 1levé komory (37,6 + 15,5 %) (tabulka IV), a sice
s takovy profilem, ktery byl k nerozezndni od srdci, které
byla transplantovna do neoSetfenych laboratornich potkant
(data nejsou uk&azéna). Tyto 1léze Dbyly specifické pro
transplantovand srdce. Nativni srdce pfijemch byla zcela bez
znamek  jakéhokoliv  infarktu. Procento oblasti poSkozené
infarktem v srdcich transplantovanych do potkanl o8etfenych
SnPPIX Dbylo vyznamné vy38i (p < 0,001) neZ u srdci
transplantovanych do potkant oSetfenych CVF plus CsA, budto s
nebo bez FePPIX (viz tabulka 1IV). Srdce transplantovanada do
potkanti oSetfenych SnPPIX podrobenych plsobeni exogenniho CO
vykazovala velmi mdlo infarktd pravé (8,4 + 5,3%) a levé (1,8
+ 3,4%) komory (viz tabulka 1IV), s profilem velmi podobnym
srdcim transplantovanym do potkanl oSetfenych CVF plus CsA, a
to s nebo bez FePPIX (data nejsou ukdzdna). Procento oblasti

posSkozené infarktem v srdcich transplantovanych laboratornich
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potkani oSetfenych SnPPIX, ktef¥ Dbyli podrobeni pusobeni
exogenniho CO, se vyznamné neli$ilo od procenta u srdci
transplantovanych do potkanti oSetfenych CVF plus CsA s nebo
bez FePPIX. Nicméné, procento infarktem poSkozené oblasti v
téchto srdcich bylo vyznamné odlisné (p < 0,001) od proecenta
u srdci transplantovanych p¥i stejném oSetfeni, ale bez

expozice exogennimu CO.

Tabulka IV

- Morfometricka analyza

Lécbha Prava komora Leva komora
CVF+ CsA 4,5 + 4,9 0,7 £+ 2,1
CVF+ CsA+ FePPIX 12,2 + 9,5 0,7 £+ 1,3
CVF+ CsA + SnPPIX 26,1 + 12,7* 37,6 + 15,5*
CVF+ CsA + SnPPIX + CO 8,4 + 5,3 1,8 + 3,4

Pro zisk&ni dat uvedenych v tabulce IV, my3i srdce byla
transplantovdna do (n = 3 pro skupinu) laboratornich potkant
oSetfenych 'CVF plus CsA. Jak je to uvedeno, prijemci Stépu
byli o8et¥eni FePPIX nebo SnPPIX a podrobeni pasobeni CO.
Vysledky jsou ukdzany jako jako procento infarktové oblasti.
Statistické analyzy byly provedeny s pouZitim ANOVA testu.
Hvézdicka wukazuje vyznamny rozdil ©p¥i srovnani proti vSem

ostatnim lédbam.




L E 2221
.
»
(XXX ]

_82...

Exogenni CO potlacuje vaskuldrni trombdézu a infiltraci
monocytu/makrofadgt, kterd charakterizuje akutni vaskularni

rejekci

My3i srdce byla transplantovana do laboratornich potkant
o3etf¥enych CVF plus CsA. SnPPIX nebo FePPIX byl podéany
a prijemci 3té&pu byli exponovani CO (250 aZ 400 ppm). Stépy
pak byly odebrany 3 dny po transplantaci (n = 3 pro skupinu)
a imunohistochemicky obarveny ma potkani IgM, potkani a mysi
komplement Clqg, potkani a mys$i P-selektin, potkani a mys$i
fibrin/fibrinogen a potkani CD45 exprimujici Ileukocyty. Mysi
srdce transplantovand do potkanti oSetfenych CVF plus CsA
s nebo bez FePPIX vykazovala rozsdhlé intravaskuldrni depozity
potkaniho IgM a Clg (data nejsou wukazana), ale nebyl
detekovatelny Zza&dny IgG, C3 nebo C5b-9 (data nejsou ukdzédna).
HO-2, HO-1 a ferritin byly detekovany v buifikdch endotelia a
hladkého svalstva $tépu a také v myocytech srdce (data nejsou
ukdzéana). Objevila se mald avSak detekovatelnad vaskularni
trombéza nebo infiltrace hostitelskymi leukocyty obvykle
spojend s fokdlnim vyskytem infarktovych oblasti (data nejsou
ukdzana). Ve vaskuladrnim endotelu se projevila nizkd ale
detekovatelnd exprese P-selektinu (data nejsou ukdzina). Srdce
transplantovand do laboratornich potkanl oSetfenych CVF plus
CsA pfi sou8asné inhibici HO-1 aktivity podadnim SnPPIX
vykazovala podobné hladiny intravaskuldrniho depozitu IgM a
Clg jako kontrolni potkani oS3etfeni FePPIX, a IgG, C3 nebo
C5b-9 nebyly detekovatelné (data nejsou ukdzdna). Témé€r vSude
se vyskytla vaskularni trombdéza velkych korondrniho cév
asociovana s agregaty krevnich desticek exprimujicich
P-selektin a intravaskuldrnim fibrinem. Tromby byly také
konzistentné pozorovany ve velkych korondrnich cévach u baze
srdce. V mikrovaskulatufe nebyly detekovatelné Zadné agregaty

desticek exprimujicich P-selektin v microvasculature (data




_83_

¥

nejsou ukdzdna). Projevila se rozsdhld infiltrace 3tépu

hostitelskym neutrofily a také CD45 leukocyty exprimujicimi
monocyt/makrofdgovy marker CD68/ED-1 a antigeny MHC t#¥idy II
byly

v myokardu,

(data nejsou ukézéna). Infiltrujici monocyty/makrofagy

zjistény v blizkosti arteriol a rozptylené

asociované s oblastmi infarktu.

Srdce transplantovanid do laboratornich potkant oSetfenych

SnPPIX, ktef¥i byli vystaveni pusobeni CO, byla v podstaté
nerozeznatelnd od srdci transplantovanych do potkant
oSet¥enych CVF plus CsA s nebo bez FePPIX (data nejsou

ukdzana). Tato srdce vykazovala podobné hladiny vaskuladrnich

depozitlhi IgM a Clg Jjako srdce transplantovand do p¥ijemct
oSet¥enych SnPPIX ale neexponovanych k CO (data nejsou
ukdzana). V podminkdch CO expozice se nevyskytly Zadné znamky

vaskularni trombézy, jak bylo uké&zdno absenci detekovatelnych

agregatt desticek exprimujicich P-selektin ‘nebo
intravaskuldrniho fibrinu. P-selektin byl detekovdn na
vaskuldrnim endoteliu Stépu. Urcité hladina infiltrace

monocytl/makrofdglh byla asociovdna s malymi fokdlnimi oblastmi

infarktu (data nejsou ukézana).

Up-regulace HO-1 v endotelovych bunikdch inhibuje agregaci
desticek

Vzhledem k nepfitomnosti agregace desticek ve Stépech
transplantovanych do laboratornich potkani vystavenych
pusobeni co, bylo také zkouméno, zda exprese HO-1

v endotelovych bunikdch inhibuje agregace destidek in vitro.

My3i endotelové butiky byly o3et¥eny CoPPIX nebo SnPPIX, aby se

indukovala nebo potla¢ila HO aktivita v téchto buikach,

v daném pofradi. Krevni desti¢ky byly pfevrstveny na endotelové

bunky a testovany na schopnost agregovat se po stimulaci ADP
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(2 pM). Krevni destiéky pfevstvené na neoSetfené endotelové

bunky normdlné& agreguji, kdyZ jsou stimulovany ADP (viz

11). plsobeni

SnPPIX,

obr. KdyZz byly krevni desti¢ky vystaveny

endotelovych bunék, které predem oSetfeny

destic¢ek byla

byly

agregace zesilena ve srovndni s krevnimi

destic¢kami vystavenymi neoSetfenym endotelovym bufikdm (obr.

11). Toto pozorovani ukazuje, Ze neo3et¥ené endotelové bunky

zdkladni hladinu HO aktivity, pravdépodobné v disledku

11).

maji

konstitutivni exprese HO-2 v téchto buntkdch (obr. Kdy?Zz

byly krevni desticky vystaveny plsobeni endotelovych buné&k,

které byly piedem oSetfeny CoPPIX, agregace destidek byl

vyznamné inhibovdna ve srovndni s krevnimi  destickami

SnPPIX endotelovym

kdy#

neo3etf¥enym nebo oSetfenym

11).

vystavenymi

burikdm (obr. Tento inhibic¢ni uc¢inek byl potlacen,
byly krevni desticky vystaveny plsobeni endotelovych bunék,
které byly oset¥eny jak CoPPIX tak SnPPIX 11). CoPPIX a

SnPPIX vedly k HO-1

(obr.

spoleéné up-regulaci exprese

v kultivovanych endotelovyéh bunkdch (data nejsou ukazéna).

Rozdilné udinky téchto protoporfyrin by mohly byt p¥icitany

schopnosti SnPPIX plsobit jako silny inhibitor HO-1

enzymatické aktivity.

HO-1 generuje CO, ktery potlacuje apoptdézu endotelovych bunék

Jeden z hlavnich ryst, ktery charakterizuje rejekci my$iho

srdce transplantovaného do laboratorniho potkana oSet¥eného

SnPPIX Jje velice rozsdhléd apoptdéza endotelovych bunék a

srdeénich myocytts (obr. 12). Apoptdza se nevyskytuje u mySich

srdci transplantovanych do laboratorniho potkana oSet¥eného

FePPIX (viz obr. 12). Vzhledem ke schopnosti HO-1 potlacdit

apoptézu endotelovych bunék in vitro (Soares et al., Nature

Med. 4, 1073-1077, 1998, and Brouard et al., J. Exp. Med. 192:
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1015, 2000) bylo zkoumdno, zda tento cytoprotektivni U&inek je
zprostredkovavan Co, ktery se vytvari. Apoptdza se
nevyskytovala u my$ich srdci transplantovanych do laboratorni
potkanli o3etfenych SnPPIX a vystavenych pusobeni CO, coZ vede
k domnénce, Ze by to pravé mohlo byt toto vysvétleni (viz obr.
12). Bylo také zkoumdno in vitro, zda v podminkdch inhibice
HO-1 aktivity SnPPIX exogenni CO miZe =zabranit endotelovym
bunkém, aby nepodstupovaly apoptdézu zprostiedkovanou TNF-a.
Data zndzornénéd na obr. 6 svédli pro to, :zZe tato predstav
pplati. Nadmérna exprese HO-1 potladuje TNF-a-zprostfedkovanou
apoptdédzu endotelovych bunék, jak k tomu dochdzi napfiklad v
pritomnosti aktinomycinu D (viz obr. 12). Antiapoptoticky
u¢inek HO-1 je zprosttedkovany tedy Jeji enzymatickou
aktivitou, protozZe oSet¥eni endotelovych bunék SnPPIX
blokovalo antiapoptoticky G¢inek HO-1 (obr. 12). V podminkach
inhibice HO-1 aktivity SnPPIX, exogenni CO (10000 ppm)
potla¢il TNF-a-zprostfedkovanou apoptdzu, takZe lze navrhnout,
Zze HO-1 potlacuje apoptdzu endotelovych bunék prostrednictvim

tvorby CO (viz obr. 12).

Oxid wuhelnaty potladuje rozvoj arteriosklerdzy asociované

s transplantatem

Aorty z hné&dych laboratornich potkanl (Brown Norway) byly
transplantovany do hnédych laboratornich potkant (syngennich),
neoSet¥enych laboratornich potkant kmene Lewis (allogennich)
nebo potkant kmene Lewis vystavenych plsobeni oxidu uhelnatého
(250 ppm, allogenni s oxidem uhelnatym). Vzorky byly odebrany
56 dnG po transplantaci a obarveny modifikovanym Massonovym
trichromatickym  barvenim  pruZnych tkani nebo eosinem-
hematoxylinem. Segmenty aorty z hnédych laboratornich potkana

transplantované do laboratornich potkant kmene Lewis
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vyvolavaly arteriosklerotické 1léze, které jsou shodné s lézemi
asociovanymi s chronickou rejekci 3tépu (data nejsou ukazana).
Tyto léze se zacCaly objevovat 20 aZ 30 dnli po transplantaci a
byly vyrazné zfetelné&j3i za 50 aZz 60 dn@ (data nejsou
ukazana). Z tohoto divodu byly vSechny analyzy provadé&ny 56

dnt po transplantaci.

Léze byly charakterizovany hyperplazii intimy, ztratou
bunék hladkého svalstva medie (SMC) a akumulaci leukocytt
v adventicii (vn&j3i obalové vrstvé), a nebyly pozorovany v
aortach transplantadnich p#ijemcli (data nejsou ukazéna). Zadné
zndmky téchto 1ézi nebyly pozorovany, kdyZz segmenty aorty
laboratorni potkana byly transplantovany do syngennich
pfijemch. Aby mohlo byt testovéno, zda CO potladuje rozvoj
téchto lézi, aortdlni Stépy byly transplantovany do
allogennich pfijemcl, kte¥i pak byly vystaveni plsobeni CO
(250 ppm) ihned po transplantaci a po nasledujicich 56 dnf.
Hyperpldzie intimy Dbyla inhibovdna u aortdlnich 3té&pu
transplantovanych do pfijemcd vystavenych plsobeni CO ve
srovnani se 3tépy transplantovanymi do p¥ijemc vystavenych
jen vzduchu, stejné tak jako akumulace leukocytl v adventicii
(data nejsou ukdzdna). CO nemé&l ZAadny vyznamny u&inek na
ztratu SMC medie ve srovnadni se Stépy transplantovanymi do

neoSetfenych prijemcl (data nejsou ukazana).
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Priklad 3

Postupy pro o3etfovani orgdnt a tkéni, dérct a p#ijemct, pfri

transplantaci

Nasledujici priklad ukazuje postupy (protokoly) pro
pouziti p¥i oSettovani darce, orgadnu a ptrijemce aplikaci
oxidu uhelnatého bé&hem transplanta¢niho vykonu. Kterykoliv
jeden nebo vice 2z nésledujicich postupd miZe byt pouZit

v transplantac¢nim vykonu.

OSetfovani dérce

P¥ed tim, neZ se odeberou orgadny nebo tkan&, darce maZe
byt podroben pusobeni inhalovaného oxidu uhelnatého (250 ppm)
po jednu hodinu. Podadvédané davky mohou kolisat v rozmezi od
10 ppm do 1000 ppm po dobu jedné aZ 3esti hodin nebo po celé
obdobi od okamZiku, od kdy Jje moZné oSetfovat darce, u né&hoz
byla stanovena klinicka smrt (kadaver) aZ do odebrani orgénu
nebo tkané. oSetfeni by mé&lo byt =zahdjeno co nejfive je to
mozZné, Jjakmile Jje stanovena klinickd smrt. P#i nékterych
aplikacich miZe byt uZite¢né zahdjit oSetfovani jiZ pted
klinickou smrti.

U zvifat, s vyjimkou &lovéka (nap¥. prasat), kterd slouzi
jako darci xenotransplantdti, miZe byt Jjedté& Zivé zvire
podrobeno plsobeni relativné vysoké hladiny inhalovaného oxidu
uhelnatého, podle potfeby  tak dlouho, aby  vytvoreny
karboxyhemoglobin nenaru$il Zivotaschopnost a funkci orgénu,
ktery ma byt transplantovan. Napriklad mohou byt uZity hladiny
vy$8i neZ 500 ppm (nap¥. 1000 ppm nebo vy$8i, aZ do 10000 ppm,

zejména pro kratkou expozici).
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O3etfovani orgdnu in situ
Pfed tim, neZ je orgadn odebridn od darce, miZe byt
proplachnut roztokem, nap¥. pufrem nebo médiem, bez dJ&ervenych
krvinek, =zatimco Jje stale jesté v té&le darce. Zamérem je
proplachovat orgdn roztokem saturovanym oxidem uhelnatym
a udrZovat atmosféru oxidu uhelnatého, aby obsah oxidu

uhelnatého =zGstal na saturadni hladiné. Proplachovani mize

probihat po dobu alespoil 10 minut, nap¥. 1 hodinu, né&kolik

hodin nebo dels$i dobu. Roztok by mé&l v idedlnim p#ipadé

k bunikdm orgdnu dodat co moZn& nejvy$8i koncentraci oxidu

uhelnatého.

OSetfovani orgdnu nebo tkani

byt uchovavany/konzervovany

od

Orgdny nebo tkané mohou

okamZiku

téla

v médiu, které obsahuje oxid uhelnaty, a to

vyjmuti 2z téla darce do okamZiku transplantace do

pfijemce. Toto mlZe byt provedeno tak, Ze se udrZuje organ

nebo tka&n v médiu obsahujicim CO, nebo tak, Ze se organ/tkan

perfunduje takovym médiem. ProtoZe tato situace nastava

ex vivo spiSe neZ ve zvifeti, mohou byt pouZity i velice

vysoké koncentrace plynného CO (nap¥. 10000 ppm udrZi médium

saturované CO).

OSet¥ovadni prijemce

Pfrijemce mlZe byt vystaven plsobeni oxidu uhelnatého.

OSetfovani mlZe =zacit v den transplantace alespoii 30 minut

pfed zahdjenim chirurgického vykonu. Alternativné maZe =zadit

alespon 30 minut p¥ed reperfuzi orgdnu v pfijemci. MaZe pak

pokraCovat alespont 30 minut, nap¥. 1 hodinu. Davky oxidu
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uhelnatého mezi 10 ppm a 3000 ppm mohou byt podavény po rizné
dlouhou dobu, a mohou byt podavan

dnech.

napr. minuty nebo hodiny,

v den transplantace a v nasledujicich Napi¥iklad

ptijemce miZe inhalovat koncentraci oxidu uhelnatého, nap¥.

3000 ppm, ve tfech po sobé& jdoucich zadrZovanych vdechach
trvajicich 10 vtefin. Alternativné, prijemce miZe inhalovat
napf. 200 ppm po del3i dobu, nap¥iklad po 20 dn&. Koncentrace

karboxyhemoglobinu miZe byt pouzita jako voditko pro vhodny
podavani oxidu uhelnatého pacientovi. Obvykle by o8etfovani

pfijemct nemélo vést ke zvySeni hladiny karboxyhemoglobinu nad

hladinu, ktera .je povaZovdna za pfijatelné riziko pro
pacienta, ktery pot¥ebuje transplantaci.
Dal3i provedeni vyndlezu

Je tteba rozumét, Ze zatimco vynalez Dbyl popséan
v pfedchoiim textu velmi podrobné a atké formou p¥ikladh

provedeni, tento popis Jje =zamySlen jen pro ilustraci a nijak
neomezuje rozsah vynalezu, ktery Jje definovan pF¥ipojenymi
naroky. Dal3i aspekty, vyhody a modifikace jsou v rozsahu

nadsledujicich patentovych narokt.




A0 55978

L
® a4 s s e L] .o

p7~155¢

._.90_

PATENTOVE NAROKY

. Pouziti oxidu vhelnatého  pro pfipravu farmaceutické

kompozice pro =zlepSeni preZiti nebo funkce orgdnu po

transplantaci do ptijemce, ptridemZ

a) farmaceutickd kompozice je podavana darci,

b) od darce je ziskdn orgédn vybrany ze skupiny, kterou tvo¥i:
ledvina, jatra, srdce, k@Ze, tenké st¥fevo a slinivka, a

¢) orgadn je transplantovan p#ijemci.

. PouZiti podle naroku 1, kde farmaceutickd kompozice je
podavana Zivému darci nebo darci, u kterého byla stanovena

klinicka smrt.

. Pouziti podle naroku 1, kde farmaceutickéa kompozice
obsahujici oxid wuhelnaty je podavédna darci pfed a po

klinické smrti.

. Pouziti podle kteréhokoliv z ndrokda 1 azZz 3, kde
farmaceutickd kompozice je prvni farmaceutickd kompozice a
pouziti dale zahrnuje in situ oSetfeni orgdnu darce druhou

farmaceutickou kompozici obsahujici oxid uhelnaty.

. PouZiti podle kteréhokoliv 2z néroklt 1 aZz 4, které dale
zahrnuje pfed transplantaénim krokem ex vivo o3etfeni organu

druhou farmaceutickou kompozici obsahujici oxid uhelnaty.

. Pouziti podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 5, kde
farmaceuticka kompozice je prvni farmaceutickd kompozice a

pouziti dale zahrnuje krok podéni prijemci druhé




10.

11.

12.

13.

. PouZiti podle kteréhokoliv z narokd 1 azZ

. Pouziti podle kteréhokoliv z naroklt 1 az 8,
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farmaceutické kompozice obsahujici oxid uhelnaty p¥ed krokem

(c), bé&hem kroku (c), po kroku (c), pfed a v pribéhu kroku
(c), pfed a po kroku (c) nebo pfed, v prGbéhu a po kroku
(c).

. Pouziti kteréhokoliv =z narokt 1 aZ 6, kde orgadnem Jjsou
jatra, ledvina, srdce, slinivka, tenké st¥evo nebo kizZe.

7, kde darce a

prijemce pat¥i ke stejnému nebo odli3nému biologickému

druhu.

kde Jjak darce
tak prijemce jsou 1lidé nebo zvifata s vyjimkou ¢&lovéka, nebo

kde darce je zvite s vyjimkou &lovéka a p¥ijemce je clovék.

PouZiti  oxidu uhelnatého ©pro p¥ipravu farmaceutické

kompozice pro zlepSeni p¥eZiti nebo funkce orgadnu po

transplantaci pfijemci, pricemZ

a) je poskytnut organ od darce,
b) farmaceutickd kompozice je podavéna orginu a
c) orgadn je transplantovan p¥ijemci.

PouZiti podle néaroku 10, kde krok (b) Jje provadén tak, Ze

se organ in situ perfunduje, pricemZ je organ v darci.
je provadén ex vivo.

PouzZiti podle néroku 10, kdy krok (b)

PouZiti podle naroku 12, dale zahrnujici kroky pfed krokem

(b),

obsahujici oxid uhelnaty,

kdy je poddvadna darci druhd farmaceutickad kompozice

a orgadn se odebere z darce.
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14. PouZziti podle naroku 13, kdy druhd farmaceutickd kompozice
je podévana zivému darci nebo d&rci, u kterého byla

stanovena klinicka smrt.

15. PouZiti podle ndroku 13, kdy druhd farmaceutickd kompozice

je podavéana darci pfed a po stanoveni klinické smrti.

16. Pouziti podle kteréhokoliv z nérokd 10 aZz 15, dale
zahrnujici krok podavadni pfijemci druhé farmaceutické
kompozice obsahujici oxid uhelnaty pfed krokem (c), bé&hem
kroku (c), po kroku (c), pf¥ed a béhem kroku (c), pfed a po

kroku (c) nebo ptred, béhem a po kroku (c).

17. Pouziti podle kteréhokoliv z ndrokl 10 aZ 16, kdy orgénem
jsou jatra, ledvina, srdce, slinivka, plice, tenké st¥evo

nebo kiazZe.

18. PouZiti podle kteréhokoliv z ndroka 10 aZ 17, kdy pat¥i ke

stejnému nebo odlisnému biologickému druhu.

19. Pouziti oxidu uhelnatého pro pEipravu farmaceutické

kompozice pro zlepSeni preziti transplantovaného organu

v pfijemci, pridem? |

a) organ je poskytnut od déarce,

b) orgén je transplantovan do pfijemce a

c) farmaceuticka kompozice je podavadna prijemci pred
krokem (b), bé&hem kroku (b), po kroku (b), pred a béhem
kroku (b), pfred a po kroku (b) nebo p¥ed, bé&hem a po
kroku (b).

20. PouZziti podle néroku 19, kdy farmaceutickd kompozice ie

podavana pfijemci béhem 1 aZ 20 dnd po (b), alespoil jednou




21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.
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v obdobi, které zac¢ind 21 dna po (b), nebo mnohokrat nebo

nepretrzité béhem obdobi, které zac¢ind 21 dnl po (b).

Pouziti podle naroky 19 nebo 20, kdy farmaceuticky
ptipravek je podavan prijemci po zjisténi, Ze
transplantovany organ podstupuje nebo za¢ind proces
chronické rejekce nebo po zjisdténi, Ze transplantovany

orgédn podstupuje nebo zacind proces akutni rejekce.

PouZiti podle kteréhokoliv z ndroklti 19 aZ 21, dale
zahrnujici krok, pfed tim, neZ je odebran organ od darce,
podavani darci druhé farmaceutické kompozice obsahujici

oxid uhelnaty.

Pouziti podle néroku 22, kdy druhd farmaceuticka kompozice
je podéavana Zivému darci nebo darci, u kterého byla

stanovena klinick& smrt.

Pouziti podle néroku 19, dale zahrnujici pfed krokem (b)
podavani do orgénu druhé farmaceutické kompozice obsahujici

oxid uhelnaty.

Pouziti podle naroku 24, kdy druhd farmaceutickd& kompozice

je podavadna do organu in situ v darci a/nebo ex vivo.

Pouziti podle kteréhokoliv z ndrokl 19 aZ 25, kde orgdnem
jsou jatra, ledvina, srdce, slinivka, plice, tenké st¥fevo

nebo kluZe.

PouZiti kteréhokoliv z ndroklt 19 az 26, kde darce a
prijemce pat¥i ke stejnému nebo odlisSnému biologickému

druhu.




28.Pouziti oxidu uhelnatého pro pfiprava farmaceutické
kompozice pro zlepS3eni funkce ddrcovského orgadnu, ptricemZ
(a) organ margindlniho darce je poskytnut a

(b) organ je vystaven pusobeni farmaceutické kompozice.

29.Zplsob uchovavani zivoc&isnych buné&k in vitro,

vyznacujici se tim, Ze zahrnuje kroky:

a)poskytne se nadoba obsahujici stlaleny plyn obsahujici
plynny oxid uhelnaty, ‘

b)poskytnou se izolované burniky in vitro, kteréZto buliky
jsou primarni buniky nebo kmenova buiky,

c)uvoliiuje se stlaceny plyn =z nédoby, d<¢imZz se vytvari
atmosféra obsahujici plynny oxid uhelnaty, a

d)zvifteci bunky se wuchovavadji in vitro v pritomnosti

atmosféry obsahujici plynny oxid uhelnaty.

30.zplsob uchovavani Zivo&isnych bunék in vitro,
vyznacujici se tim, Ze zahrnuje kroky:
a) poskytne se kultiva¢ni médium obsahujici alespon
0,0001 g CO/100 g média, a

b} izolované bunky se uchovavaji v médiu.

31.Pouziti oxidu wuhelnatého pro pripravu kultivadniho média
pro uchovavani Zivoc¢isnych bunék pfed tim, neZ jsou
transplantovdny pfijemci, kdy se buiiky uchovavaji zplsobem

podle naroku 30.

32.PouZiti podle naroku 31, kdy Jjsou Zivo&idné butiky ziskdny z

pfijemce nebo z darce, ktery neni pfijemcem.

33.Pouziti podle naroku 31 nebo 32, ddle =zahrnujici podavani
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kompozice obsahujici oxid uhelnaty prijemci pred
transplantaci, v pribéhu transplantace, po transplantaci,
pted a po transplantaci nebo pfed, béhem a po

transplantaci.

34.Pouziti podle naroku 31, kdy Zivo&idné buniky jsou ziskany
od darce zplUsobem zahrnujicim:
a) podavani kompozice obsahujici oxid uhelnaty darci, a

b) ziskani bunék z tkané darce.

35.ZpGsob podle kteréhokoliv z ndrokd 29 aZ 34, kdy Zivo&isna
bunika je souCdst pankreatickych ostrivki, jaterni butika,
pankreaticka p-bunka, fibroblast, butika kostni dfenég,

nervova buiitka, myocyt nebo kmenova bunka.

36.PouzZiti oxidu uhelnatého pro p¥ipravu farmaceutické
kompozice pro zlepSeni preziti Zivoc¢isnych bunék po
odebrdni od darce, piicemz
a) farmaceutickad kompozice je podavana Zivému darci nebo
darci, u kterého byla stanovena klinicka smrt,

b) izolovanéd bunka je ziskana od darce.

37. PouZiti podle nédroku 36, kdy farmaceutickd kompozice Ije

stlaceny plyn.

38.Pouziti podle naroku 36 nebo 37, dale zahrnujici: (c)
uchovavani bunék in vitro v pfritomnosti druhé farmaceutické

kompozice obsahujici oxid uhelnaty.

39.Pouziti podle néaroku 38, kdy bunky z kroku (c) jsou uloZeny

v tekutém médiu.
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40. PouZiti podle naroku 39, kdy kroku (c) je provadén tak, Ze
'~ je poskytnut zdroj stla&eného plynného oxidu uhelnatého a
tekuté médium se privede do kontaktu s plynnym oxidem
uhelnatym uvoliiovanym ze zdroje stla&eného plynného oxidu

uhelnatého.

41.Pouiti podle naroku 39, kdy tekuté médium obsahuje oxid

uhelnaty.

42 .PouZziti podle kteréhokoliv z nérokl 36 az 41, kdy bunka je
Cast pankreatickych ostrGvk, Jjaterni bunika, pankreatickéa
B-buiika, fibroblast, burika kostni drfen§g, neuron, myocyt

nebo kmenova buiika.

43.PouZiti oxidu uhelnatého pro. ptiprava farmaceutické
kompozice pro zlep3eni preZiti bunék po odebréni z darce,
pricemz
a) farmaceutickd kompozice je podadvéna Zivému darci nebo
darci, u kterého byla stanovena klinickd smrt,
b) izolovand buiiky jsou odebrany od dérce, a

c) Dburiky jsou transplantovany p¥ijemci.

44.PouZziti podle ndroku 43, kdy darce neni p¥ijemcem nebo

darce a prijemce jsou stejnym zvifetem.

45.PouZziti podle néaroku 43 nebo 44, d&le =zahrnujici krok
podadvani druhé farmaceutické kompozice obsahujici oxid
uhelnaty pfijemci p¥ed krokem transplantace, béhem kroku
transplantace, po kroku transplantace, p¥ed a po kroku

transplantaci nebo pred, béhem a po kroku transplantace.

46.Pouziti kteréhokoliv z nérokd 43 azZ 46, kdy bunka je &asti
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pankreatickych ostrlivkli, Jjaterni buika, pankreatickd B-
bunka, fibroblast, bunika kostni drenég, neuron, myocyt

nebo kmenova bunka.

47.Pouziti plynného oxidu uhelnatého pro pripravu
farmaceutické kompozice pro zlepSeni pfeZiti nebo funkce
zivo&isnych bunék transplantovanych prijemci, pficem?Z
a) Zivodisné bunky jsou transplantovdny pfrijemci, a
b) ptijemce je pfiveden k tomu, aby inhaloval
farmaceutickou kompozici pred, bé&hem a/nebo po kroku

transplantace.

48.PouZiti podle néaroku 47, kdy plynny oxid uhelnaty je
dodavan ve formé& nadoby obsahujici stlacdeny plyn obsahujici

oxid uhelnaty.

49.PouzZziti podle naroku 47, dale zahrnujici krok, kdy se bunky
pfed krokem transplantace vystavi ex vivo pusobeni

kompozice obsahujici oxid uhelnaty.

50.PouZiti podle kteréhokoliv z néarokli 47 aZ 49, kdy pfed
krokem transplantace Jsou ZivocCisné Dbuniky uchovavany
v tekutém médiu, které obsahuje alespoii 0,0001 g oxidu

uhelnatého ve 100 g média.

51.Pouziti podle néroku 47, kdy pred krokem transplantace jsou
buntky uchovavany in vitro v atmosféfe obsahujici oxid

uhelnaty.

52.PouZiti podle kteréhokoliv z néarokld 47 az 51, kdy buiky
jsou odebrdny =z ptrijemce nebo z darce, ktery neni

prijemcem.
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53.PouZiti podle kteréhokoliv =z ndrokld 47 aZ 52, kdy bufiky
jsou odebrany od darce p¥ed tim, neZ jsou transplantovany
pfijemci, a farmaceutickd kompozice obsahujici oxid
uhelnaty je podavadna darci pred a/ nebo bé&hem odebirani

buné&k od darce.

54. PouZiti podle kteréhokoliv z narokl 47 aZ 53, kdy buiika je
¢asti pankreatickych ostravkli, jaterni bufika, pankreatické
B-burnika, fibroblast, butika kostni dfenég, neuron, myocyt

nebo kmenovéa butika.

55.Pouziti plynného oxidu uhelnatého pro pfiprava
farmaceutické kompozice pro zlepSeni preziti
transplantovanych bunék v pfijemci ©po transplantaci,
pficemZ farmaceutickd kompozice je podavana prijemci pred,

b&hem nebo po transplantaci bunék do prijemce.

56.Vyrobek, vyznacdujici se tim, Ze obsahuje nadobu
obsahujici stlaceny plyn obsahujici nejméné& 0,001 ppm oxidu
uhelnatého a oznacdeni popisujici pouZiti plynu ke zlep8eni
preZiti izolovanych Zivo&is3nych bunék pfed, bé&hem nebo po

transplantaci bunék pacientovi.

57.Sterilni bunéé¢né médium vyznacdujici se tim, Ze
obsahuje: (a) Ziviny vhodné pro wuchovavani Zivo&isnych
bunék v kultufe a (b) alesponn p¥ibliZné 0,0001 g oxidu

uhelnatého ve 100 g média.

58.Zplsob in vitro uchovadvani izolovanych Zivo&idnych bunék
vhodnych pro  transplantaci, vyznacujici se tim,

Ze zahrnuje kroky:
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a) poskytne se nadoba obsahujici stlaceny plyn obsahujici
plynny oxid uhelnaty,

b) poskytnou sé izolované Zivocisné bunky in vitro, které
jsou uloZeny v médiu obsahujicim rozpudtény oxid
uhelnaty,

c) uvoliiuje se stlaCeny plyn z ndadoby, ¢imZ se p¥ipravuje
atmosféra obsahujici plynny oxid uhelnaty, a

d) bufiky se uchovavaji v pfitomnosti této atmosféry.

59.Pouziti plynného oxidu uhelnatého pro p#ipravu média pro

uchovavani ZivoC€i3nych  bunék pred tim, nez Jjsou
transplantovany pfijemci, pficemZ buniky se wuchovavaji
zpUsobem podle naroku 58.

60.Pouziti Zivoc¢i3nych bunék uchovadvanych zpusobem podle
naroku 30 pro pripravu farmaceutického p¥ipravku pro
transplantaci.

61l.PouZiti Zivoc¢i3nych bunék uchovavanych zpusobem podle
ndroku 58 pro pfipravu farmaceutického p¥ipravku pro

transplantaci.
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