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Inhalace oxidu dusnatého

Oblast vynalezu

Predkladany vynalez se tyka oblasti 1é&iv pro 1é&bu
plicni vasokonstrikce nebo konstrikce;dychacich cest u
savcl, zejména lidi. PY¥esnéji se pfedklédany vynalez tyka
1é¢by jedincd, kteri Spatné odpovidaji, pokud vibec, na
inhalaci oxidu dusnatého, nebo u kterych dochézi k rebound

reakci po pferuSeni inhalace oxidu dusnatého.

Dosavadni stav techniky

Oxid dusnaty relaxuje plicni cévy, zeﬁména tehdy, kdyz
jsou kontrahovany p¥i ruznych onemocnénich, jak je uvedeno
déle..Oxid dusnaty také relaxuje hladké svaly dychacich cest
(Belvisi MG, Stretton CD, Barnes PJ. Eur. J. Pharmacol.
1992; 210: 221-222), a inhalace exogenniho oxidu dusnatého
zmirfiuje konstrikci dychacich cest v reakci né riazna c¢inidla
u laboratornigh zvi¥at a u Clovéka (Dupuy PM, Shore SA,
Drazen JM,'Frpstell C, Hill WA, Zapol NM. J.Clin. Invest.
1992; 90:421-428; Hogman M, Frostell C, Atnberg N,
Hedensfierna G. Eur. Respir. J. 1993; 6: 177-180; Hogman M,
Frostell CG, Hedenstrdm H, Hedenstierna G. Am. Rev. Respir.
Dis. 1993; 148:1474-1978). Napfiklad, EP 560 928, US
5,485,827, 5,873,359 a WO 92/10228 popisuji pouziti oxidu
dusnatého pro 1lé&bu bronchokonstrikce a blicni
vasokonstrikce. Bylo v3ak zjisténo, Ze ulinek této 1lécby mé
znaénou inter- a intrafindividuélni variabilitu. Dale,
ackoliv miazZe byt inhalace NO (INO) uc¢innou terapii u
pacientd s plicni hypertensi, pfibliZné 1/3 pacientl reaguje
mélo nebo nereaguje vibec na INO. Krom& toho bylo pozorovano
zhorseni plicni hypertense a oxygenace béhem pokﬁsﬁ o)

~ukonCeni INO, coZ se oznacuje jako rebound reakce. Také byla
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popsana zZivot ohroZujici hemodynamické& instabilita a umrti
pri pferuSeni inhalace oxidu dusnatého. Postupné sniZovani
davky NO prodluzuije terapii NO, ale stédle jesSté nemusi

eliminovat rebound reakci.

Mechanismy odpovédné za hyporeaktivitu a rebound reakci
nejsou zcela jasné. Jednou hypotézou je, Ze inhalace NO miZe
mechanismem negativni zpétné vazby inhibovat eﬁdogenni
produkci NO spojenou se sniZenim syntézy NO. Ve studii
tvorici zdklad pro pfedklddany vyndlez se vyvinul zvifeci
model, u kterého dochédzelo k rebound reakci pfi preruSeni
inhalace NO infusi endotoxinu po dobu alesponl 3 hodin. Dale,
nékteré objevy naznaduji, Ze rebound reakce neni zplsobena
pouze sniZenim produkce endogenniho NO, ale také - a moZné
z vét3im vyznamem - zvySenou aktivitou vasokonstrlkcnlho
Endothelinu 1 (ET-1). DalSim objevem bylo, Ze existulje
negativni korelace mezi reakci na INO a velikosti rebound
reakce. Tak plati, Ze &im slabsi efekt INO, tim silnéjsi
rebound reakce. Podobnd vazba mezi hypo- nebo non-
reaktivitou a rebound fenoménem byla zjisténa Davidsonem a‘
kol. u p¥fipadd syndromu. respiraé¢ni tisné novorozenci. (D.

Davidson, MD; Pediatries, 104(2): 231-236, 1999).

V naSem modelu infuse endotoxinu zplsobila dvojfazové
zvy3eni tlaku v plicni arterii a snizZeni Pa0O2. Nejprve se
objevilo za 15-30 minut po zah&jeni endotoxinové infuse
tézké zvysenl plicni hypertense, paralelné se zvysenlm
koncentrac1 thromboxanu A2 (TXA2) nebo jinyvch
- cyklooxygenasovych (CCX) produktd. Za druhé, stabilné se
obdobi plicni hypertense a hypoxie objevilo za 2,5 hodiny po

zahajenl endotoxinové infuse, paralelné se zvySenim ET-1.

Neékolik studii udavé, Ze INO selhala v reversi plicni

vasokonstrikce indukované thromboxanovym analogem (Welte M




et al., Acta Physiol Scand 1995, July, 154 (3): 395-405).
Ikeda S. et al. (TIkeda S., Shirai M., Shimouchi A., Mm KY.,
Ohsawa N.,  Ninomiya I., J.Physiology 1999 .Feb; 49(1): 89-98)
popsali, Ze INC v kombinaci s intravenosné podanym
pidétacyklinem miZe produkovat siln&jdi vasodilata&ni

ucinek.

Dale, specificky substituované fenylalkenové kyseliny a
estery, které inhibuji bronchokonstrikci indukovanou
leukotrieny. nebo kyselinou arachidonovou jsou znamé z US

4,536,515 a US 4,537,906.

Kone&né, Lippton H.L. et al; “Influence of
cyklooxygenase blockade on a response to isoproterenol,
bradykinin and nitroglycerin in the feline pulmonary
vascular bed”} Prostaglandins; 1984, Vol. 28. No. 2, str.
253-2770, popsali, Ze cyklookygenasové produkty, jako je
PGI,, nezpfostfedkuji vasodilatadni reakci . na isoproterenol,

bradykinin a nitroglycerin plicni vaskulatufre..

Vzhledem k vySe uvedenym skutednostem je znacné
prekvapivé, Ze kombinovand U¢innd terapie plicni
vasokonstrikce. nebo konstrikce dychacich cest, tj. terapie,
ve které jsou vedlejsi u¢inky INC, jak Jsou popsény vysSe,
eliminovany nebo vyznamné zmirnény, je moZna za pouziti

zplisobu podle predkladaného vynalezu.

Podstata vyndlezu

Jednim predmétem predklddaného vyndlezu je poskytnuti
vhodnych siouéenin, které mohou byt pouZity pro relaxovani
dychacich cest nebo plicnich cév u jedinctl, -ktefi jsou hypo-
nebo non-reaktivni na léc¢bu plynnym oxidem dusnatym nebo

pouze donorem oxidu dusnatého.




Jinym pfedmétem predkléddaného vynédlezu je poskytnuti
vhodnych slouéeﬁin pro pouZiti v zabranéni sniZenych
relaxaénich nebo Zivot ohroZujicich U&inkd oxidu dusnatého,
kdy2 je poﬁiit samostatné, vyhodné pro pouziti v zabrénéni
nebo eliminaci rebound reakce p¥i pferu3eni inhalace oxidu

dusnatého.

Dal&im predmétem predkladaného vynédlezu je pouzZiti

&istého inhalovatelného léciva.

Dalsi predméty pfedklédaného vynalezu budou odbornikim

v oboru jasné po prostudovéani nédsledujiciho popisu.

Vyse uvedené predméty, stejné jako dalsi predmety
pfedklédaného vyndlezu, stejné jako dal3i predméty, které
mohou byt provédény odborniky v oboru podle pfedkladaného
vyndlezu, jsou provadény za pouZiti zpusobu a
farmaceutickych pripravklt a jejich pouziti definovanych

v pripojenych patentovych nérocich.

Pfesnéji, v prvnim aspektu predkladany vyndlez poskytuje
pouZziti inhalovatelného oxidu dusnatého (NO) v kombinaci
s inhibitorem cyklooxygenasy (CCX) pro vyrobu iééiva pro
1é¢bu plicni vasokonstrikce nebo konstrikce dychacich cest u
savce, zejména u ¢lovéka, za ucCelem zlepéeni hypo- nebo non-
reaktivity na léébu plynnym oxidem dusnatym nebo pouze
donorém oxidu dusnatého a/nebo za ucelem zlepSeni rebound
rekce v pripadé ukonCeni lécCby plynnym oxidem dusnatym nebo
pouze donorem oxidu dusnatého, kde uvedend kombinace je
pouZita v terapeuticky G¢inném mnoZstvi pro dosazeni

uvedeného zlepSeni.
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Tak bylo podle pfedkléddaného vyndlezu prekvapivé
zjisténo, Ze sniZené relaxad¢ni G&inky exogenniho oxidu
dusnatého, nebo 1 Zivot ohroZujici uc¢inky po pferuseni

dstecné -

¢

inhalace oxidu dusnatého, jsou — alespoi

zpusobeny cyklooxygenasovymi produkty.

P¥esnéji, bylo zjisténo, Ze kdyZ se inhibitor
cyklooxygenasy (COX) pouZije v kombinaci s oxidem dusnatym,
tak je relaxac¢ni u&inkem oxidu dusnatého potencovén, nebo je
relaxadni u&inek oxidu dusnatého prodlouZen, nebo jsou
zlepSeny redukovaného ucinky oxidu dusnatého samotného, nebo
je eliminovédna nebo zmirnéna rebound reakce nastavajici po

preruSeni inhalace oxidu dusnatého.
Podrobny popis pfedkladdaného vynalezu

Kombinace>plynného oxidu dusnatého a COX inhibitoru
podle predklddaného vyndlezu miZe byt pouzZita pro vyrobu
léciva pro lécbu vSech typl konstrikci dychacich cest a

plicnich cév.

Takové konstrikce mohou byt disledkem traumatu, tukové
embolie do plic, syndromu respiradni tisné dospé&lych,
vysqkohorské nemoci, akutni plicni hypertense po
kardiovaskuldrnim nebo plicnim chirurgickém vykonu,
persistujici plicni hypertense u novorozencd, syndromu
perinatélni aspirace, syndromu hyalinich.membrén, akutni
plicni embolie, hypoxie a asthma bronchiale (naptiklad

status asthmaticus).

Jednou alternativou predkladdaného vynalezu je tedy vyroba
1é¢iva je tedy vyroba lé&iva pro lé&bu savce, ktery je hypo-
nebo non-reagujici na inhalaci samotného plynného oxidu

dusnatého. Toto provedeni vyndlezu m& znacny klinicky




vyznam, protoZe ve skupiné pacientl lé&enych inhalovanym
oxidem dusnatym existuije velkad podskupina hypo- nebo non-

reagujicich jedinca.

Jinym provedenim pfedklddaného vyndlezu je vyroba
lédiva pro lécbu rebound reakce objevujici se po prerudeni

inhalace NO.

Vyhodnym provedenim predkladdanéhoe vyndlezu je vyroba
lé¢iva pro 1léc¢bu bronchokonstrikce, jako je
bronchokonstrikce asociovand s asthma bronchiale, zejména

s akutnim asthma bronchiale nebo status asthmaticus.

Podle pfedkléddaného vynalezu je oxid dusnaty vyhodné
-pouéit v plynné, inhalovatelné formeé. Inhalace plynhého
oxidu dusnatého predstavuje znaéeﬁé zlep3eni v terapii,
napr¥iklad ve srovnadni s non-plynnym donorem oxidu dusnatého,
protoie plyn neobsahuje Castice nebo kapicky, které by
musely byt dispergo%ény nebo transportovany do respiracniho
traktu. Plyny maji dlouhou drahu volné difuse, snadnéji
pronikaji za prekdzky (jako jsou kontrahované dychaci cesty)
neZ Castice nebo kapicky, a rozpoustéji se p¥imo ve tkéni
bez toho, Ze by zplsobovaly bronchospasmus. P¥iznivé Géinky
plynného NO na svalovy tonus plicnich cév a dychacich cest
je pozorovan bezprostfedné po inhalaci, coZ ¢ini z NO prvni
obranu proti bronchospasmu, stejné jako proti plicni
vasokonstrikci, po které mlzZe nadsledovat - pokud je to

zddouci - inhalace ¢inidel s delsi dobou ud¢inku.

Nicméné, podle jiného provedeni je oxid dusnaty podén

ve formé donoru oxidu dusnatého, tj. ve formé& sloucleniny,
kterd uvoliuje oxid dusnaty. Znédmé slouceniny uvolnujici
oxid dusnaty pouZitelné pri provadéni predklddaného vyndlezu

jsou nitroso nebo nitrosylové slouceniny, jako je S-nitroso-




‘N~acetylpenicilamin, S-nitroso-L-cystein a nitrosoguanidin,
které se vyznaéuji tim, Ze obsahuji -NO skupinu, kterad je
spontanné uvoliiovdna nebo jinak transferovdna ze sloucenina
za fyziologickych podminek, jako jsou podminky v plicich.
Dalsimi sloudeninami jsou sloudeniny, ve kterych je NO |
navazan na komplex p¥echodného kovu a jako takovy je snadno
uvolAovan nebd-pfenééeh ze slouleniny za fyziologick?ch
podminek, a mezi takové slouceniny patfi nitroprﬁssid, NO-
ferredoxin nebo.komplex NO-hem. Dal$imi vhodnymi
slou¢eninami obsahujicimi dusik jsou slouceniny, které jsou
metabolizovény endogennimi enzymy respira¢niho a/nebo
cévniho systému za vzniku NO radikdlu, jako je naptiklad
arginin, glycerol-trinitrdt, isocamylnitrit, anorganicky
dusitan, amid a hydroxylamin. Typy sloucenin uvolnujicich
oxid dusnaty a zpusoby pro jejich syntézu jsou jsou dobrfe
znamé v oboru. Vyhodné je donorem oxidu dusnatého
slouéenina, kterd uvolnuje oxid dusnaty takovym zpusobem, Ze

jsou ovllvneny pouze dychaci cesty a plicni cévy.

Donor oxidu dusnatého pouzity v predkladaném vynalezu
miZe byt podan jako prasek (tj. jemné& déleny pevny material,
bud samostatné nebo ve smési s biologicky kompatibilnim
nosicem, nebb s.jednou nebo vice dalsimi terapéutickYmi
slouceninami) nebo jako kapalina (t7j. rozpuStény nebo
suspendovahy v biologicky kompatibilnim kapalném nosici,
volitelné ve smé&si s jednou nebo viée dalsimi terapeutickymi
slouCeninami), a vyvhodné je inhalovén v nebulizované formé

-

(vyhodné obsahujici &&stice nebo kapicky majici prumér mensi
nez 10 pum). Praskové a kapalné nosice jsou nosice béiné
pouzivané v tradic¢nich inhala¢nich lécivech pro asthma a tak
jsou dobfe znamé v oboru. Optimdlni davky mohou byt uréény

postupy dobfe znamymi odbornikiim v oboru.

Inhibitorem cyklooxygenasy pouZitym v pfedkladaném




vynédlezu maZe byt jakdkoliv sloucenina vhodnd pro pouzZiti u
savce, Zejména u Clovéka, kterd miZe byt podéna vhodnym
zplsobem. Experimenty provedené v pfedkladaném vynédlezu jsou
experimenty s neselektivnim COX-inhibitorem. Nicméng&, zda
se, .Ze blokdda COX-2 enzymu zesiluje a prodluZuje efekt INC.
Blokdda COX—-1 a COX—Z enzymi m@iZe oslabit rebound reakci.
PouZiti néselektivnich COX blokatoru je proto uZitecné, ale
vyhodnych Gc¢inkd mAZe byt dosaZeno i pfi pouZiti

selektivnéjsich COX-blokatort.

Nicméné, nékterymi COX inhibitory, které mohou byt
pouzZity v pfédklédaném vynélezu, jsou: diklofenak;
acekldfenak;’nabumetén; meloxicam; meklofenamik; nimesulid;
paracetamol; rofecoxib; celecoxib; DuP 697 (5-brom-2-(4-
fluorfenyl)—3—[4—(methylsulfonyl)ffenyl]thiofen); nebo GR
32191 (kyselina ((IR-a(Z),2B,3B,50))=(+)=7-5(((1.1" -
bifenyl)-4-yl)-methoxy)-3-hydroxy-2-(l-piperidinyl) -
cyklopentyl)—4-~heptenovad); flosulid (nebo cGP 28238); NS 398
(N—(2—(cyklohexyloxy)—4—hitrofenyl)-methansulfonamid); L-
745,337 (N-(6-[(2,4—difluorfenyl)thio]-2,3-dihydro-1l-oxo-1H~
-inden-5-yl)methansulfonamid); DFU ((5,5-dimethyl-3-(3-
fluorfenyl)-4-(4-methylsulfonyl) fenyl-2 (5H)—furanon); HN-
56249 ((3f2,4—dichlorthiofenoxy)—4—methylsulfonylamino—
benzensulfonamid); JTE-522 ((4-(4-cyklohexyl-2-methyloxazol-
5—yl)f2—fluorbenzensulfonamid); aspirin; indometacin; a

ibuprofen.

Z téchto konkrétnich sloucenin se aspirin, indometacin
a ibuprofen zdaji byt vice selektivnimi pro COX-1 inhibici,
zatimco ostatni slouceniny (alesponl vé&tZina z nich) jsou
vice selektivni pro COX-1 a COX—2 inhibici nebo v podstaté
stejné selektivni pro COX-2 inhibici. PouZity mohou byt téZ

jejich adiéni soli s kyselinami.




Slozky poﬁiité v predkladaném vynalezu mohou byt podany
za pouziti komer&né& dostupnych inhala&nich za¥izeni.Stladeny
NO plyn miZe byt ziskan od komerénich dodavatelt, typicky
jako smés 200-2000 ppm NO v &istém plynném N,. Uvedeny NO-N,
plyn mtZe byt doddvédn do inhalovaného vzduchu v ddvce 1 —
100000 nmol/min nebo miZe bYt_smiéen se viduchem, kyslikem
nebo jinym vhodnym nosnym plynem nebo smési plyn@, obvykle
je v uvedené smési potom pritomen v koncentraci 1 ppm az 180
ppm. Pro inhalace b&hem del3i doby se obvykle pouZije davka
1-40 ppm, zatimco pro krat$i inhalace se pouzZije davka 1-80
ppm nebo 1-180 ppm, pokud se %4da okamZfity efekt.

V poslednim uvedeném pfipadu jsou zejména vyhodné davky 20-
80 ppm (napf. 40-80 ppm) nebo 40-180 ppm, v pEisludném
poradi. ProtoZe jsou dalsi podrobnosti tykajici se inhalace’
NO uvedeny v rlznych ptrihla8ké&ch, nap¥iklad v EP 560 928 Bl,
jsou tyto pfihlééky uvedeny Jjako odkazy v predkladaném

vynalezu.

Oxid dusnaty a inhibitor»cyklobxygenasy mohou byt podany
sekvenné v jakémkoliv pofadi, nebo mohou byt éodény
simqlténné, a v takovém pfipadé jsou obé sloZky podény bud
samostatné ve stejnou dobu, nebo ve formé& prosttredku
obsahujiciho jak uvedeny oxid dusnaty, tak uvedeny inhibitor

cyklooxygenasy.

Inhibitor cykloongenasy maZe byt podan stejnym
zplsobem jako NO, ale také miZe byt podén jinym zplisobem
vhodnym pro podédni farmaceutickych prostfedki. Mezi takové
zplisoby pat?¥i napf¥iklad sublingudlni, -ordlni a.rektélni
podéni, aplikace na slizniéni povrchy, injekd&ni podéani,
které mizZe byt podkoZni, intramuskuldrni, intravenosni nebo
intraperitonedlni. Vyhodné je inhibitor cyklooxygenasy podan
inhaladn&. P¥i tomto zplisobu miZe byt podan ve formé& prasku

(tj. jemné déleného pevného materidlu, bud samotného nebo ve
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smési s biologicky kompatibilnim pré3kovym nosicem, nebo

s Jjednou nebo vice terapeutickymi slouceninami), nebo ve
formé kapaliny (tj. rozpusStény nebo suspendovany

v biologicky kompatibiinim kapalném nosic¢i, volitelné ve
smési s jednou nebo vice terapeutickymi sloudeninami), ale
vyhodné je inhalovan v nebulizované formé (vyhodné
obsahujici Cé&stice nebo kapénky majici velikost naptiklad
men3i neZ 10 um). Kapalné nosice a préadky, které jsou vhodné
pro pouZiti p¥i inhalaci, jsou bé&%né& pouZivané v tradiénich
anti-asthmatickych terapeutikdch a tak jsou dobfre znamé

v oboru.

Inhibitor cyklooxygenasy Jje pouZit v terapeuticky ﬂéinném
mnozstvi, kde toto mnozstvi je snadno urceno odbornikem
v oboru a zavisi mimo‘jiné na typu pouzité slouceniny a na
zpUsobu podani. Jak bude odbornikim v oboru jasné, oznaluje
termin “terapeuticka” § této souvislosti, stejné jako v celé
pfihléasce, profylaktickou 1lécbu, stejné jako jizZ vzniklé |
onemocnéni. Dale, termin "terapeuticky ucinny” je pouZit
v tom vyznamu, ktery je obvykly v tomto oboru, jak je
napfiklad definovan v EP 560 928 B1l, ackoliv obecné:je
v tomto specifickém pfipad& inhibitor cyklooxygenasy
terapeuticky uc¢inny, pokud zlepéuje'negativni efekty
vyskytujici se pfi pouZiti plynného oxidu .dusnatého
samétného. Napf¥iklad, pokud je touto sloucdeninou diklofenak,
tak je G&inny, kdyZ je poddn v celkové davce 50-150 Mg/den
pro dosp&lého, kdyZ se pouZije ordlnich tablet, ¢ipkt, '
intramuskuldrni injekce nebo intravenosni infuse. Toto
odpovid4 davce p¥ibliZné 0,1 a% 5 mg/kg té&lesné hmotnosti,
naptriklad 0,15 az 3 mg)kg télesné hmotnosti, kdyZ je pouZit
ve formé& aerosolu. Nicméné, efektu miZe byt nékdy dosazZeno
pfi pouziti niZsich davek a nékdy jsou nutné davky vyssi.
Pro ostatni slouceniny mizZe byt toto davkovani pouZito jako

zédklad pro stanoveni vhodnych davek.
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' Ve druhém aspektu predkladaného vyndlezu je poskytnut
zplsob pro 1lé¢bu plicni vasokonstrikce nebo konstrikce
dychacich cest u savce, zejména u ¢lovéka, .ktery je urcen
k eliminaci hypo- nebo non-reaktivity na lécbu plynnym
oxidem dusnatym nebo donorem oxidu dusnatého a/nebo pro
eliminaci rebound rekce po ukonceni 1écby plynnym oxidem
dusnatym nebo pouze donorem oxidu dusnatého. V uvedeném
zplsobu je savci potrebujicimu takovou lécbu inhalalné podan
oxid dusnaty.(NO), ve formé plynného oxidu dusnatého nebo
donoru oxidu dusnatého, v kombinaci s inhibitorem
cyklooxygenasy, kde uvedend kombinace pouZita v mnoZstvi

terapeuticky Uéinném pro dosazeni uvedené eliminace.

Specifickd a vyhodna provedeni uvedené metody jsou
vyhodna a specificka provedeni popsand v pouZiti

predkladaného vynalezu.

Konecné, ve tr¥etim aspektu predkladdany vynalez
poskytuje farmaceuticky prostfedek pro lécbu plicni
vasokonstrikce nebo konstrikce dychacich cest u savce,
zejména u Clovéka, ktery je urcen k eliminaci hypo- nebo
non—reaktivity ﬁa léébu plynnym oxideﬁ dusnatym ﬁebo donorem
oxidu dusnatého a/nebo pro eliminaci rebound rekce po
ukonceni lééby plynnym oxidem dusnatym nebo pouzé donorem
oxidu dusnatého. V uvedeném zpusobu je savci potfebujicimu
takovou lé&bu inhala&n& podadn oxid dusnaty (NO), ve formé&
plynﬁého oxidu dusnatého nebo donoru oxidu'dﬁsnatého,

v kombinaci s inhibitorem cyklooxygenasy, kde uvedena
kombinace pouzita v mnoZstvi terapeuticky ucinném pro

dosaZzeni uvedené eliminace.

P¥i odkazech na specifickd a vyhodn& provedeni se téz

mini uvedend specifickd a vyhodnd provedeni predkladaného
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vynélezu.
Ptedklddany vyndlez bud nyni popséan na nasledujicich
prikladech, které nijak neomezuji rozsah predkladaného

vyna&lezu.

Priklady provedeni vynalezu

Byly provedeny pokusy pro urceni efektu COX inhibitoru,
diklofenaku, spolec¢né s inhalaci NO, pfesné&ji na rebound

reakci po ukon&eni uvedené inhalace.
‘Materidly a metédy

Zvirata ' .

Animal Research Ethics Committee of Uppsala University
schvdlil pokus. PouZilo se 26 prasat ze 3Svédského chovu o]
hmotnosti 24—29 kg. Pred transportem z farmy se prasatim
podala sedace neuroleptikem, azaperonem (STRESNIL, Janssen,
Belgium),.40 ng intramuskuldrné {(im) . Anestesie byla
indukovana atropinem im (0,04 mg/kg),
tiletaminem/zolazepamem (ZOLETIL, Virbac Laborétories) (6
mg/kg) a xylzry (ROMPUN, Bayer AG, Germany) (2,2 mg/kg). Po
indukci se zavedla kanyla do udni Zily a injikoval se opiét
(FENTANYL, Aﬁtigen Pharmaceuticals Ltd, Roscrea, Ireland) (5
ug/kg) . Svalbvé‘relaXace se provedla bancuroniem (PAVULON,
Organon Technika AB, Goteborg, Sweden) (0,2 ug/kg).
Anestesie.se udrzovala kontinudlni infusi. hypnotika
(chlomethiazol, HEMINEVRIN, Astra, Sddertalije, Sweden) (400
mg/hoodinu), pancuronia (2 mg/hodinu) a fentanylu (50
ug/hodinu)! Pokud bylo potfeba, poddvaly se opakované davky
fentanylu 0,2-0,5 mg i.v. Hloubka anestesie se povaZovala za
dostatecnou, pokud koZni incise nezplscbovaly zmé&ny

v srdec¢ni frekvenci nebo krevnim tlaku. Predem ohtaty (38°%)
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isotonicky fyziologicky roztok se poddval pro hydrataci 500
ml/hodinu. 7vivata se ulozila na zada (vleZe na zadech) na

zbytek pokusu.

Po indukci anestesie se provedla tracheotomie a zavedla
se trachedlni kanyla s manZetou (&nitfni brﬁmér 6 mm) .
Ventilétor s TYizenim objemu (Siemens 900c) se pouZil pro
mechanickou veﬁtilaci. Cidla zabudovana do ventilatoru
zaznamendvaly tlak v dychacich cestéch a minutovou
ventilaci. Respira&ni frekvence byla uerovéna na 20 dechéch
za minutu s davkovanim takovym, aby bylo désaieno kone&ného
C02 (PetCO2) mezi 36 a 41 mm Hg (4,8-5,4 kpa). Inspiraéni
doba byla 25%; koncové;inspiraéni pauza 5% respiracniho
cyklu, a koneéhy expiraéni tlak (PEEP) 5-cm H,O0. Vdechované

frakce kysliku (FIO2) byla 0,5.

Katetrizace a analyza krve

Katetr se tremi lumen zakoneny baldénkem (Swan Ganz
no.7F) se zavedl cestou pravé zevni jugulérni iily do plicni
arterie za Géelem odbdru krve a m&Feni tlaku. Katetr
s vét3im primérem lumen se zavedl do kontralaterdlni
jugulérni Zily pro infusi a jeho konec byl>uloien v horni
duté Zile. Pravd arteria carotis se kanylovala pro odbé&r

krve a méreni arteridlniho krevniho tlaku.

Arteridlni, centrélni venosni a plicni arteridlni
katetry se napbjily na vhodné zaznamové zarizeni (Sorenson
Transpac Transducers, Abbott Critical Care Systems, I11,
USA) a tlaky se - zaznamendvaly na Marquette 7010 monitoru
(Marquette Electronics Inc., WI USA). Zaznamendval se
priumérny arteriélni tlak (MAP), prumérny tlak v plicni
arterii (MPAP), srdecni puls (HR); centrdlni venosni tlak
(CVP), plicni kapilarni tlak (PCWP) a srdeéni vydej (Ot).

Tlaky v dychacich cestéch se registrovaly z ventilatoru.
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Cévni tlaky se zprumé&rovaly pro cely respirééni cyklus a

stfedni hrudnich se pouZil Jjako nulovy referen&ni bod.

Qt se méfil'termodiiuéni metodou: 10 ml ledové chladného
izotonického roztoku se injikovalo jako bolus a vypoletl se
Qt (pocital pro-urceni srde&niho vydeje Marquette 7010,
Marquette Electronics Inc., WI, USA). Pro kaZ?dé mé&feni se
podaly alespoi t¥i injekce a vypoletl se prumér. Injekce se
podaly ndhodné béhem respiradéniho cyklu. PFi kaZdém mé&Feni
se zazhamenaval expiracni minutovy objem. Vzorky smiSené
venosni krve a arteridlni krve se odebiraly pro analyzu
krefnich plynd (ABL 3, Radiometer, Copenhagen, Denmérk),
saturace kyslikem a koncentrace hemoglobinu (OSM 3,
Radiometer, Copenhagen, Denmark). Ve stejnou dobu se
odebralo 5 ml arteridlni krve a plasma se separovala pro

biochemickou analyzu (viz dale).

Poskozeni plic

‘ARkutni plicni poskozeni se indukovalo intravenosni
infusi endotoxinu 25 pg/kg/hodinu po dobu 3 hodin a poto po
zbytek pokusu rychlosti 10 ug/kg/hodinu.

Protokol '

30 minut po chirurgickém vykonu se provedla zakladni
méreni hemodynamickych parametrl, odebraly se vzorky krve a
odebrala se krev pro naslednou biochemickou analyzu. Akutni
poskozeni plic se vytvo¥ilo intravenosni infusi endotoxinu
(LPS, E. coli 0111:B4, Sigma Chemicals, St Louis, Mo, USA)
25 ug/kg/hodinﬁ po dobu 3 hodin. Reakce se mé&fila v 30, 60,
120, a 150 minuté& po zahdjeni infuse endotoxinu. Zvifata se
rozdélila do tri skupin pro analyzovani potencidlniho
synergniho efektu COX inhibitoru na INO. Prasata byla
rozdélena‘do “skupiny s blokddou cyklooxygenasy (COX)” a
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"skupiny bez blokddy” a “kontrolni skupiny”.

1. Ve skupiné s blokddou cyklooxygenasy trvala infuse
endotoxinu'tfi.hodiny a potom byla zahd&jena inhalace 30 ppm
INO. Neselektivni COX inhibitor Diklofenak (Sigma D6899)
v salinickém roztoku (300 mg/kg) se podal jako iv bolus 30
minut pfed inhalaci NO. Pfed preruSenim INO o 30 minut
pozdéjl se provedlo mé&feni hemodynamickych parametrﬁ a
vymény plynlt a odebrala se krev pio biochémickou énalyzu.
Méfenilse provedla také tehdy, kdyZ byl NO odebran na 5, 10,
15, 30 minut pro ovéf¥eni p¥iznakl rebound reakce. Inhalace
NO potom pokrac¢ovala po dobu dalsi pal hodiny (ti. ctyri
hodiny povzahéjeni infuse endotoxinu) a potom se inhalace
znovu ukoncé¢ila. Vysledky byly studovany ve.stejHYCh Casech
jako predtim. Toto bylo provedeno proto, aby se se vid&lo,
zda reakce na INO zﬁstévé nebo se zmé&nila a jestli Jje
jakdkoliv reboﬁnd rekce silnéjsi neZ pfedtim nebo jestli se

objevila znovu.

2. Ve skupiné bez blokaddy nebyl podan COX inhibitor.
Protokol byl jinak stejny jako ve skupiné s blokadou
cyklooxygenasy. Od 5 prasat byly bdebrény‘sternotomii ve 4
éasech‘(pfed, béhem a po inhalaci NO) béhem pokusu vzorky

plicni tkéané.

3. Kontrolni skupiné byla podéna stejnd infuse
endotoxinu, ale nedostaly ani INO, ani Cinihhibitor.
Kontrolni prasata byla vySet¥ovéna na zaddtku a v dobéach
odpovidajicich zaéétku a konci aplikace INO, a na kbnci

pokusu, 5 hodin po zahajeni podavani endotoxinu. .

Doba pokusu od zah&jeni aplikace endotoxinu byla tedy
300 minut (pét hodin) a celkova doba pokusu, véetné

anestesie, pfipravy a zadkladnich mé&¥feni pfed endotoxinem
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byla pfibliiné 7 hodin.

Podavani NO a mé€¥eni NO v respirovaném vzduchu

NO, 1000 ppm v N2, se smisil se smési 02/N2, a napojil se
‘na vstup do ventildtoru s nizkym pratokem. Inspirovany
vzduch prochazel pres zasobnik obsahujici natronové vapno
pro absorpci jakéhokoliv NOZ2. Koncentrace inspirovaného NO a
NO2 se mé&¥ily za pouziti chemiluminiscence (9841.N0x, Lear:
Siegler Measurement Controls Corporation, Englewood CC, USA)
v inspiracnim traktu ventilaénich trubic. Vdechovany NO byl

nastaven na 30 ppm a vdechovany N02 byl niz$i neZz 0,5 ppm.
Exprese COX-1 a COX-2 stanovend Westernovou hybridizaci

Bloéky blicni tkané se propléachly PBS p#i 4 °C. Celkovy
protein plicni tk&né se extrahoval homogenizaci (Ultra-
Turrax, Jenke a Xunkel, IKA Labortechnik, Staufen, Germany)
v 5 objemech ledové chladného 0,05 M Tris pufru (pH 7,4)
obsahujiciho 0,5 mM fenylmethyl-sulfonylfuoridu pro inhibici
proteolyzy. Odebral se supernatant a ten se uskladnil pri
-80 °Cc do analyzy. Koncentrace celkového proteind
v supernatantu se urcila Lowryho metodou. Potom se frakce
obsahujici protein frakcionovala elektroforesou na
dodecylsiransulfdt-polyakrylamidovém gelu a elektroforeticky
se prenesla na nitrocelulosovou membranu. Skvrna se
blokovala 5% BSA v TBS pfes noc p¥i 4°C a potom se
inkubovala s anti-COX-1 (1:2500, Cayman Chemical, MI, USA,
Ca 160108), COX-2 (1:1500, Cayman Chemical, MI, USA, Ca
160108) v TBS obsahujicim 1% BSA pfes noc pfi 4 °C. Po 5
promytich v TBS se skvrny inkubovaly s anti-kralicim
imunoglobulinem G (IgG) konjugovanym s k¥enovou peroxidasou
(fedéni 1:2500, Vector Laboratories, Burlingame, USA) pro
detekci ET-1. Skvrny se promyly 5-krdt v TBS a komplex

antigen-protilatka se detekoval na'fotografickém'filmu, za..
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pouziti <¢inidla se zesilenou chemiluminiscenci (Amersham,
Arlington Heights, IL, USA). Vsechny pokusy se provedly
t¥ikrdt a prouzky z kazdého pokusu se analyzovaly za pouZiti
programu od National Institutes of Health (NIH) Image 1.6 C

pro’statisfickou analyzu.
Plasmaticky TXB2

Krev se odebrala do pfedem vychlazenych zkumavek
obsahujicich EDTA (10 mM konecn& koncentrace) a odstfedila
se (10 min, 4OOC). Méreni koncentrace TXB2 se prdvedla za
pouziti komeréné dostupného enzymového imunotestu.
(Thromboxane.BZ ETA kit, Cayman Chemical, MI, USA, Ca
519031) . Sérum se odebralo z kazdé testované zkumavky a
uskladnilo se p¥i -70 °C do stanoveni TXB2. Pro zajisténi
toho, Ze jsou vSechny vzorky bez obsahu organickych -
rozpoudtédel, se sérum pfecistilo pfed p¥idénim do testovaci
jamky. PPedisténi TXB2 se provedlo podle navodu Cayman
Chemicai,_kdy nejprve se pridalo do kaZdého vzorku 10000 cpm
tritiem—znadeného TXB2 (3H-TXB2): a potom 2 ml ethanolu, .
potom se provedlo miseni pf¥i 4 °%C po dobu 5 minut a
odstfedéni pri 1500 g po dobu 10 minut pro odstranéni
vysradZenych proteint. Odebral se supernatant a ten se smisil
s ultra-Cistou vodou. Vzorek se nechal projit ptes C-18
kolonu s reverzni fazi. 10% eluétu‘se.odebralo pro

scintilac¢ni detekci.

Enzymové imunotesty se provedly dvojmo. smisenim 50 pl
pfecidténého vzorku s 50 pl testovaciho ¢inidla a 50 pl
antiséra na mikroplotné. Po 18 hodinové inkubaci se pridalo
ZOO.ul Ellmansova ¢inidla pro zahdjeni enzymatické reakce a
absorpce Jednotlivych zkumavek se méf¥ila o 30 minut pozdéji
p¥i 405 nm za pouZiti fotometrické cEtecky mikroploten

(Thermo Max, Molecular Devices). Kocentrace TXB2 ve vzorcich
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se stanovilyAze standardnich krivek ziskanych nelinedrni
regresi vzhledem k absorpci osmi znamych koncentraci TXB2

v rozmezi od'7,5 do 1000 pg/ml. Intra;testovy a inter-
‘testovy koeficient variace byly <10%. Pro dalsi podrobnosti
viz TXB2 Eﬁzyme Immuncassay Kit 519031 v Cayman Chemical

manudlu.
Statisticka analyza

Primér a standardni odchylka od priméru se vypocletly
pro v3echny proménné za v8ech testovanych podminek. Srovnani
se provedla za pouZiti analyzy variance (ANOVA) pro

opakovanad mé€feni; pro vice srovndni se provedly korekce.

Rozdily se povaZovaly za statisticky vyznamné pri p < 0,05.
Vysledky
Endotoxinem indukované poskozeni plic

Z&kladni hemodynamické parametry a arteridlni oxygenace
byly podobné jako hodnoty zm&Fené v dfivéjsich pokusech na
zdravych prasatech (Freden F. et al,, Br J Rnaesth, 77(3);

413-8, 1996). Nebyly zjiStény rozdily mezi t¥emi skupinami.

Infuse endotoxinu zvy$ila MPAP vice neZ dvakrat po 150
minutach infuse ve vS$ech skupinédch. Pa02 byl vyznamné
sniZen,na polovinu zdkladni hodnoty. Dale, srde&ni frekvence
se zvysila, zatimco srdec¢ni vydej se sniiil. Nebyly
pozorovany vyznamné odlisnosti mezi mé¥enimi provedenymi ve
3 a 4 hodin€ po zahdjeni infuse endotoxinu v UN-COX skuping,

a po 3, 4 a 5 hodiné v kontrolni skupiné.

Inhalace NO a jeji prerudeni
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Ve skupiné bez blokady vedla po 3 hodindch infuse
endotoxinu inhalace 30 ppm NO k 28% sniZeni v MPAP a k 54%
zvySeni Pa02. Poté, co- se po 30 minutich inhalace NO
pferuéila,'tak se MPAP rychle zvysil (béhem 5 minut) na
ﬁroveﬁ, které byla o 23% (9 mmHg) vys$si nei'pfed inhalaci
NO; to znamené,'ie se rbzvinula rebouﬁd reakce. Pa0O2 se
rychle sniZil na hodnoty pfed irhalaci NO, ale tato hodnota

nevykazovala jasny rebound fenomén.

KdyZ se inhalace NO opakovala po 4 hodindch infuse
endotoxinu, tak byl pokles v MPAP a zvy3eni v Pa02 slab3i a
jiZ ne statisticky vyznamné pro Pa0O2, neZ béhem testu o
jednu hodinu dfive. 5 minut po ukonceni inhalace NO se MPAP
opét vyznamné zvy3il na hodnoty vy38i neZ p¥ed inhalaci NO
(+26%) a Pa02 se sniZil na hodnoty niZ$i neZ pfed inhalaci

NO. Tak byla pozorovana jasnd rebound hypoxemie.

Byl pozdrovén inverzni vztah mezi zlepSenim v PaO2 prtri
inhaléci NO a velikosti rebound reakce po pferuseni inhalace
NO. Cim slabdi byla odpovéd na'inhalovany NO, tim silnéjsi
byl pokles Pa02 po prerudeni inhalace NO..Zédny takovy wvztah
nebyl pozorovan pro MPAP.

Ve skupiné s blokddou COX snizovalo pfedléceni
diklofenakem MPAP. INO v?znamné snizZovala MPAP a . zvysovala
Pa02. Nicméné, po preruseni INO nebyla pozorovéna rebound
reakce ani pro MPAP, ani pro PaO2. Velikosf redukce PAP
nebyla vét3i pro kombinaci INO a diklofenaku. Tato kombinace
vSak prodluZovala trvani Gc¢inku inhalovaného NO ve srovnani
se skupinou bei blokady. D&le, INO produkovala stejné
zlepdeni v MPAP a Pa02 ve druhém pokusu jako béhem prvniho.
pokusﬁ o hodinu d¥ive, oproti slabsi odpovédi na NO ve
skupiné bez blokady. Opét nebyla po pferuSeni INO pozorovéna

zadn& rebound reakce. Respiradni resistence se zvySovala
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béhem infuse endotoxinu. INO samotné nebranila ani
nezmirfiovala toto zvy3eni. Nicméné&, ve skupiné& s blokadou
COX bylo zvy3eni resistence vyznamn& nizsi (p<0,01) a nebylo

pfitomné zvySeni b&hem INO period.

V kontrolni skupiné& zlstdvaly MPAP a Pa0O2 stabilni
v pribéhu dvou hodin, coZ odpovidd INO v testovacich
skupinach. Proto popisuje srovnani mezi INO a kontrolni
skupiﬁou jasn&ji zlepdeni v MPAP a Pa02 zptusobené dvéma INO,

rebound reakci po preruSeni INO a efekty COX inhibitoru.

Inhalace nebo preruSeni NO neo&livnily COX-1 expresi, ani
ve 3, éni v 5 hodiné INO pokusu. Exprese COX-2 byla vyznamné
zvydena po- 3 hodindch infuse endotoxinu ve skupiné pez
blokddy a dal3i zvy3eni bylo patrné v 5 hodiné, kdy byly
koncentrace tém&% 10-nasobkem normalnich hodnot (p<0,01). 30
minut INO nem&lo Zadny vliv na expresi, ani bé&hem 3
hodinového, ani béhem 5 hodinového inhalac¢niho testu.

Exprese COX-2 z@stdvala zvySend po INO periodach.
Plasmatickd koncentrace TXB-2:

V zakladnich hodnotéch nebyl pozorovan mezi tremi
skupinami vyznamny rozdil. Plasmatickad koncentrace TXA2 se
dramaticky zvysila (6000~ 80000 pg/ml) za pul hodiny po
zahajenl infuse endotoxinu a sniZila se na polovinu zdkladni
hodnoty ve' 3 hodiné, bez rozdild mezi skupinami. Ve skupiné
bez blokddy se plasmatickd koncentrace TXAZ béhem inhalace
nezménila} ale zvys$ila se pét minut po ukonceni INO a
dosahla vrcholu v 15 minuté po ukondeni INO (p<0,05).
Koncentrace zlstédvala zvySend pfi zahdjeni druhé INO
aplikace o 30 minut pozdéji (20000-40000 pg/ml) s dalSim
zvySenim po druhém ukonceni INO. Ve skupiné s COX-blokadou

se plasmatickad koncentrace TXA2 nezvySila prvni inhalaci NO
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a jejim ukoncenim. Nebyl pozorovédn pokles plasmatické
koncentrace TXA2 bé&hem druh inhalace NO a nebylo pozorovano

zvySeni po ukonleni inhalace NO.
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Patentové naroky

1. Pouziti: inhalovatelného oxidu dusnatého (NO), ve formé
plynného oxidu dusnatého nebo donoru oxidu.dusnatého,

v kombinaci s inhibitorem cyklooxygenasy, pro Vyrobu léciva
pro lécbu plicni vasokonstrikce nebo konstﬁikce dychacich
cest u savcl, zejména lidi, za UcCelem zmirnéni rebound
reakce po ukoncCeni 1lécby plynnym oxidem dusnatym nebo pouze
donorem oxidu dusnatého, kde uvedend kombinace je pouZita

v terapeuticky u&inném mnoZstvi pro dosazZeni takového

zmirnéni.

2. Pouziti podle naroku 1, kde uvedend plicni vasokonstrikce
nebo konstrikce dychacich. cest je‘asociovéna s klinickym
stavem.vybranym ze skupiny zahrnujici traumatické poranéni,
-tukovou embolii v plicich, acidosu, syndrom respiraéni tisné
dospélych, akutni vysokohorskou nemoc, akutni plicni
hypertensi po kardiovaskuldrnim nebo plicnim chirurgickém
vykonu, persistujici plicni hypertensi u névorozencﬁ,
syndrom perinatdlni aspirace, syndrom hyalinnich membrén,
akutni plicni embolii, akutni plicni edém, reakce heparin-

protamin, hypoXii a asthma bronchiale.

3. PouZiti podle ndroku 2, kde uvedend konstrikce dychacich

cest je asociovand s asthma bronchiale.
4. Pouziti podle naroku 3, kde uvedend konstrikce dychacich
cest je asociovand s akutnim asthma bronchiale nebo se

status asthmaticus.

5. Pouziti podle jakéhokoliv z ptedchozich narokl, kde

uvedenym lécivem je inhalacni 1éc&ivo. )

6. Pouziti podle jakéh@koliv z predchozich narokl, kde se
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uvedend vyroba tykd léciva pro sekvenéni podédni uvedeného
oxidu dusnatého a uvedeného COX inhibitoru v jakémkoliv

poradi.

7. PouZiti podle jakéhokoliv z naroka 1-5, kde uvédené
lé¢ivo je ve formé& prostredku obsahujiciho uvedeny oxid
dusnaty a uvedeny inhibitor cyklooxygenasy pro jejich

simultanni podani.

8. Pouziti podle jakéhokoliv z pfedchozich narokl, kde
uvedeny inhibitor cyklooxygenasy je vybran ze skupiny
zahrnujici diklofenak;. aceklofenak; nabumeton; meloxicam;
meclofenamic; himesulid; paracetamol; rofecoxib, celecoxib,
DuP 697; GR 32191; flosulid; NS 398; L-745337; DFU; HN-
56249} JTE~552; ‘aspirin; indometacin; a ibuprofen; a jejich

soli s kyselinami.

9. PouZiti podle jakéhokoliv z ptredchozich narokl, kde NO je

pritomen v uvedeném lécivu v davce 1-100 nmol/min.

10. Pouziti podle jakéhokoliv z pfedchozich naroki,
koncentrace NO, kterd je inhalovéana, je v rozmezi 1-180 ppm,
vyhodné 1-80 ppm, nejlépe 1-40 ppm, kde uvedeny NO je

pritomen v nosném plynu nebo smési plynt.

11. PouZiti podle jakéhokoliv z predchozich naroka, kde
uvedeny donor oxidu dusnatého je vybran ze skupiny
zahrnujici S-nitroso-N-acetylpenicillamin, S-nitrosocystein,
nitroprussid, nitrosoguanidin, glycerol-trinitrat,

isocamylnitrit, anorganicky dusitan, azid a hydroxylamin.

12. Zplsob 1é&by plicni vasokonstrikce nebo konstrikce
dychacich cest u savct, zejména 1lidi, za G¢elem zmirnéni

"rebound” reakce po ukonceni 1lécby plynnym.oxidem dusnatym
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nebo pouze donorem oxidu dusnatého, vy zna cujicli
s e tim Ze savci, ktery potfebuje takovou lécbu, Jje
inhala&né podéan oxid dusnaty (NO), ve form& plynného oxidu
dusnatého nebo donoru oxidu dusnatého, v kombinaci
s inhibitorem cyklooxygenasy, kde uvedend kombinace je
.pouZita.v terapeuticky G&¢inném mnoZstvi pro-doéaieni

uvedeného zmirnéni.

13. Zptsob podle nadroku 12 vy zna duijici se
t 1 m, Ze je urden pro pouZiti definované v jakémkoliv

z narokta 2-11.

14. Farmaceuticky prostfedek pro 1lécbu plicni

vasokonstrikce nebo konstrikce dychacich cest u savcei,
zejména lidi, za ucelem zmirné&ni rebound reakce po ukon&eni
1é¢by plynnym oxidem dﬁsnat?m nebo pouze donorem oxidu
dusnatého, vy znac¢duijici se t im, Ze obsahuje
oxid dusnaty (NO), ve formé& plynného eoxidu dusnatého nebo
donoru oxidu dusnatého, v kombinaci s inhibitorem

cyklooxygenasy, kde uvedeny oxid dusnaty a uvedeny inhibitor

cyklooxygenasy jsou pouZity v terapeuticky G&inném mnoZstvi

pro dosazeni uvedeného zmirnéni.

15. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 14

vyznadcuijilici se tim, Ze je urCen pro pouziti

definované v jakémkoliv z ndrokt 2-11.
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